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R®s um®

Chez | 6adulte, | a production de neurones e:
(NSC) qui maintiennent la neurogenése tout au long de la vie. La prolifération des NSC permet
de générer des progéniteurs puisriagoblastes. Cependant, la difficulté de croiser les données
fonctionnell es et anatomiques pose un probl
Plusieurs publications indiquent que les NSC mitotiques sont éphémeéres, ce qui nécessite la
pr ®s enceerdwWalinr rd®® cel |l ul es pour | eur succ®der
dormantes qui seraient activées pour les remplacer. Anatomiquement, des cellules quiescentes,
ayant la méme morphologie et des caractéristiques antigéniques similaires, sonépase
c6tés des NSC mitotiques, il a donc été suggéré que ces dernieres forment le réservoir cellulaire.
Leur transition, de | 6®t at de quiescence ~ a
inconnus mais représentent un enjeu majeur pour p#ne la modulation de la neurogenése
adulte.

Afin de comprendre | es m®cani smes dodactivat
des facteurs extrinseques, aux effets opposés, sont intégrés par les NSC et les progéniteurs.
Ainsi, nous a\veoun facteurhstimulant la praifératipnacaliulaire (EGF) a un
antineurogénique (BMP). Les résultats obtenus démontrent que BMP est dominant sur
|l 6ensemble des comportements cellul aires obse
invitro.Lapr ®p ond®r ance de BMP nbdest pas obtenue p
en aval doéEGF, pui sque | a Rapamyci ne, un i nhi
BMP.Invivo BMP | i mite | a prolif ®r at iabon,techniguai t e p &
permettant de cibler spécifiguement les cellules astrocytaires du ventricule, nous avons
d®montr® que | d6inhibition de | a voie des SMAL
les NSC. Lors de cette expérience, nous avons réaliséaggeande majorité des cellules
®l ectropor ®es ®t ai ent gui escent es, nous of fr
biologiques de ces cellules dormantes. Ainsi, cette approche nous a permis de déterminer que
les cellules électroporées ne pro@misque tres peu de neurones. De plus, elles ne permettent
pas la régénération de la zone swestriculaire ni la production de neurosphéres, ce qui

i mplique qubéelles sont difficilement activabl



cellesci peamet de les amorcer eedes faireentrer dans le cycle cellulaire. Nos résultats
suggerent donc que les cellules électroporées ne contribuent que faiblement a la neurogenése
adulte et a la production des NSC mitotiques. Avec ces données obtenues, unarss po
supposer quoil existe une h®t ®r og®n®i t® des ¢
spinal, dont certaines populations seulement contribuent a la neurogenese ou que les NSC

mitotiques sontgénéréepaar t i r doéune aarere popul ation cell

Mots-clés: cellule souche neurale adulte, neurogenése, zoneveatriculaire, prolifération,
activation, quiescence, EGF, BMP, électroporation



Abstract

In the adult, neuron production is possible through neural stem cells (NSCs) that maintain
neurogenesis throughout life. The proliferation of NSCs makes it possible to generate
progenitors and new neuroblastée difficulty of intersecting functional and anatomical data
poses a major problem. Several publications indicate that mitotic NSCs reemesal and
disappear after division, which requires the presence of a reservoir of cells to succeed them. The
hypothesis is that there are dormant NSCs that would be activated to replace them.
Anatomically, quiescent cells, with same morphology and amtiggharacteristics, are present
alongside the mitotic NSCs, it has been postulated that they provide the cellular reservoir. Their
transition, from quiescent state to active, and their activation mechanisms are unknow but
represent anajor issue to allovadult neurogenesis modulation.

To understand activation mechanisms, we wanted to understand how extrinsic factors,
with opposite effects, can be integrate by NSCs and progenitors. Thus, we chose to oppose a
factor stimulating cell proliferation (EGF) to an angurogenic (BMP). The ralts obtainedn
vitro demonstrated that BMP is dominant over all observed cellular behaviors including
proliferation and differentiation. The dominance of BMP is not achieved by the inhibition of
downstream signaling pathways of EGF, since Rapamycinplahitor of mTOR, induces
different effects on BMPIn vivo, BMP limits the proliferation induced by EGF. Using
electroporation, approach which allow to specifically target astrocytic cells in the lateral wall,
we showed that the inhibition of the SMAD pafay, which integrates the BMP factor, makes
it possible to prime the NSCs. In this experiment, we realized that the majority of electroporated
cells were quiescent, giving us an opportunity to define the biological properties of these
dormant cells. Thisapproach allowed us to show that the electroporated cells are largely
guiescent and produce very few neurons. In addition, they do not allow the regeneration of the
subventricular zone nor the production of neurospheres, which implies that they aré thfficu
activate. However, activation of the EGF pathway can prime them and allow them to enter the
cell cycle. Our results suggest that electroporated cells contribute only marginally to adult
neurogenesis and mitotic NSC production. With these data, weupgiose that there exists a

heterogeneity of the astrocytic cells in contact with the cerebrospinal fluid of which only some



populations contribute to neurogenesis or that the mitotic NSCs are generated from another cell

population.

Keywords : adult neual stem cell, neurogenesis, subventricular zone, proliferation, activation,

quiescence, EGF, BMP, electroporation
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. I ntrodga®n®roanl e

A. La neurogenese adulte

Bien que | e syst me nerveux centr al adul t
milliards de cellules qui le compa#eet de leurs connexions spécifiques, de nouvelles cellules
y sont intégrées chaque jour. Ces derniéres ont pour objectifs de soutenir et de remplacer la
structure préexistante. Ce phénomeéne est possible grace a la présence de cellules souches
neurales adtés qui ont été découvertes dans les ant@@g.

1. Les différents types de cellules souches

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées définies par deux critéres essentiels
|l e premier ®tant | a c apadliceidd p8duick dre vetlueidentiqoeu v el | e
celle dobéorigine. Le second est | a potenti a
cellulaires(McKay, 1997) Chez les mammiferes, il existe deux principaux types de cellules
souchesles cellules souches embryonnairgge cellules souches adultes. Les cellules souches
embryonnaires sont pluripotentes, soitcapadble pr odui re | 6ensembl e des
composat le corps. Lors du développement, elles vont produire les trois couches primaires
| 6endolder m@soder me et enfin | dectoder me, res
nerveux. Par la suite, elles vont perdre une partie de leur potentialité et devenir des cellules
souches adultes. Ces derniéres sont retrouvées dans de nombreux tissus (tefsegue la
|l 6intestin et | e cerveau) et sont dites mul ti

les différents types cellulaires qui composent un tissu.

2. Le développement du systeme nerveux

Lors du développement du systeme nerveux, les cellulesémthéliales du tube neural
se divisent sym®tri quement act vomt pad Id suitgy see nt e r
transformer en glies radiaires qui contactent de fagon apicale le ventricule via un cil primaire et

les vaisseaux sanguins au niveau basafonction des glies radiaires est de se diviser de fagon
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symétrique et asymeétrique afin de produire des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes,
directement ou indirectement via la production de cellules progénitrices intermédiaires
(AlvarezBuylla et al., 2001; Bjornsson et al., 2015; Hamilton et al., 2013; Hansen et al., 2010;
Kriegstein and AlvareBuylla, 2009)

Jusqud” tr s r®cemment , i a ®t ® consi d®r ®
glies radiairesétractaient leurs prolongements et se différenciaient en cellules épendymaires ou
encel |l ules souches neurales (qui ser dNeautal par | a
Stem Ce)l adultes(Kriegstein and AlvareBuylla, 2009; Merkle et al., 2004Lependant, en
2015, il a été démontré, que chez la souris, les NfBEes sont produites par les glies radiaires
de E13,5 ° E15, 5 s oRkuéntedlba etal., 2085; HurGtachnbtaly20bp n s e

3.  Ladécouverte de la neurogenése adulte

Aujourdobéhui, il est reconnu -é&direlapgradécioh ® que
de nouveaux neurones, soit présente dans deux régions principales du cerveau, soit dans la zone
sousventriculaire(en anglaisubventricular zonegbrégé ici en SVZ) bordant les ventricules
| at ®r aux et dans | e gyrus dentel ® de | 0hippoc
incluant les muringAltman and Das, 1965)es primate{Gould et al., 1999; Kornack and
Rakic, 1999 insi que les humain&riksson et al., 1998; Kukekov etal., 1999) L6 1 d ®e de
neurogenése adulte apparait dans les arir®&gs grace a IdH-Thymidine, un agent intercalant
de | 6 ADN ( AiboNwtléiqued) Pesneettagt de visualiser sa synthése, Joseph Altman
publie deux articles démontrant la présence de cellules mitotigues capable de produire de
nouveaux neurones dans le gyrus dentelé de cerveaux de rats @duties and Das, 1965)

Ses travaux rencontrent u n 1990000 Weiss eteReynoldc i s me ,
parviennent aisolerlesNSRvitro. |1 | s d®couvr ent Epidgrmé rowthpr ®s e n «
Factor), des cellules proliferent en formant des colonies flottantes, appelées neurosphéres
(Reynolds and Weiss, 199Z)es dernieres, contenant des cellules souches et des progéniteurs,
sont capables dbéaut or e rReynolds bnd Weiss,992; ¥dscod e mu | t
al., 1993) L6i sol ati on des enecllture b dosné siro élao Ipausla ne u r ;

reconnaissance de la neurogenese adulte ainsi que son étude.



Les premi res preuves de |l a pr®sence de | i
publiées en 1998 par le laboratoire du Dr Gage. Pour cela, ils ont étadiérdeaux humains
de patients ayant recu pour traitement du BrdU (BromodésoxyUridine). Ce dernier est un
anal ogue de |l a thymidine qui so6int gfHe ~ | 06A
Thymidine. Chez ces patients, le laboratoire a pu obsdesneurones BrdU positifs dans le
gyrus dentelé et la zone seumntriculaire(Eriksson et al., 1998; Gage, 2000e nos jours,
| 6®t ude de | a neurogen se adulte humaine est
Pour cela, il utilise les effets secondaires produitégsassais nucléaires dans les anriés&0.
En étudiant des cerveaux de personmé&ss avant, pendant ou apres ces explosions, ils sont
capables de mesurer de facon quantitative le nombre de nouveaux neurones intégrés lors de la
vie de |l eurs sujets. Cbdbest ainsi quobéils ont d
neurones palour, représentant un renouvellement neuronal de %7%ar an, soit un
renouvellement complet du gyrus dentelé sur unéBReegmann et al., 2015; Spalding et al.,
2013) De méme, les ventricules latéraux produisent un nombre similaire de cellules,
représentant un renouvellement de Zy7es interneurones du striatum par(Bmst et al.,
2014)

4.  La zone sousventriculaire, une des niches neurogéniques principales
des cellules souches neurales adultes

Le cerveau adulte présente deux niches neurogéniques principalggrus dentelé de
| 6hi ppocamp e -vantriculdira (S\ZZ) dee verdricules latéraux. Une troisieme est
venue se greffer pl us r ®¢Gagen2000; Ihrie et all, 2081; de | ¢
Rojczyk-Golebiewska et al., 2014Lhez la souris, la SVZ est la région neurogénique la plus
importante. En effet, elle permet la production de nombreusesesglpuisque plus de 300
déoentre elles passent par | e trajet migratoir
seulement ®00 a W00 (AlvarezBuylla et al., 2001; Lois and Alvardguylla, 1994; Petreanu
and AlvarezBuylla, 2002; Winner et al., 2002pans ce manuscrit, seule la SVZ sera décrite

pui squbell e est | a r®gion dores2tet®r °t des artic



a) La structure de la zone sousentriculaire

Les NSC adultes de la SVZ, aussi appelées cellules B, sont ungaguiation
astrocytaire. Elles sont présentes sous deux types celuléaeB1 et les BZDoetsch et al.,
1999a; Doetsch et al., 1997; Garcia et al., 2004; Imura et al., 2003; Sanai et al.,C2304)
milliers de cellules possédent une localisation idéale pour recevoir les signaux
environnementaux. En effet, les B1 sont incluses dans le mur latéral constitué de cellules
épendymaires multicilliées. Elles ont leurrge cellulaire en dessous de ceux des cellules
épendymaires et contactent le liquide céré&mimal (LCS), via leur cil primaire au bord apical,
et le systeme vasculaire sanguin du c6té basal. Les cellules de types B2 sont présentes plus
profondément danke tissu et a proximité des vaisseaux sanguins (Figu(€odega et al.,
2014; Doetsch et al., 1999a; Mirzadeh et al., 2008; Shen et al., 2008; Tavazoie et alLL&2008)
reste de la lignée des NSC, a savoir les progeéniteurs et les neuroblastes, est retrouvé un peu plus
profondément dans le tissu. ll®ét cal cul ® que | a SVZ pr®sente u
3:2:1 pour |l es neurobl astes, |l es NSC et | es
cellulaires neuraux sont observés dans la SVZ tels que des microglies, des tanycytes et des
neurones, mais asi des cellules nomeurales telles que les cellules qui forment les vaisseaux
sanguins(Doetsch et al., 1997)En effet, la SVZ est une région du cerveau largement
vascul ari s®e. 'l a ®t ® d®mont r QuegeseitleE NSEN s e mb |
les progéniteurs ou les neuroblastes, sont retrouvées a proximité de vaisseaux Eaimguieis
al., 2008; Tavazoie et al., 280 Plus réecemment, la SVZ a été divisée en trois domaines selon
sa structure et la présence des NSC. Le premier domaine (apical) contient le tissu au plus proche
du ventricule et inclt les processus apicaux des NSC ainsi que les cellules épendymaires. Le
second contient les progéniteurs et les neuroblastes ainsi que le corps cellulaire des NSC. Enfin,
les extensions basales des NSC qui contactent les vaisseaux sanguins sonésefaosvié
troisieme domaine (basdllim and AlvarezBuylla, 2016)
Déapr s | es anal ysdansle laboratoire dudoAvarguyla,de muradu t e
ventricule latéral est constitué de deux types cellulairagpendymaire et un astrocytaire (type
B). Le type épendymaire est composé des cellules E1 et E2 qui different principalement par le
nombre de cils au contact du LCS. lIs indiquent que le mur du ventricule latéral est constitué de

69 % de cellules E pour 3% de cellules B1, ce qui représente plus 6200 cellules B1 par mur



latéral. La surface occupée par ces types cellulaires est drastiquement différente puisque la
surface doéune cel | @veesusBlukpur und éelbule Bi. Endim leu2 6 5 Om
étuce est une des premieres a démontrer que les cellules B1 sont regroupées en amas, de 1 a 40
cellules, qui poss dent upmvhetl(Mirzadeh etlag, 20608, s a c e ,
Shook et al., 2012)

Zone sous-ventriculaire

Figure 1: lllustration de la niche neurogénique de la zone seargtriculaire.

Dans la zone sowugentriculaire, la parodes ventricules latéraux est composée de cellules
épendymaires (E en marron). Deux types de cellules B sont présentes (erlebfaemiere,

les B1, contacte le LCS par le bord apical et les vaisseaux sanguins par le c6té basal. Le second,
les cellules B, sont présentes plus profondément dans le tissu. Les progeéniteurs et les
neuroblastes, cellules C et A (en vert et en rouge) respectivement, sont situé a proximité de la
circulation sanguine. Les neuroblastes migrent par le trajet migratoire rostraé afenrendre

dans les bulle ol f acti fs e fldvenir fdnetionsed.i lllustr@&ignr générée par
Sandra Joppé.



b) La lignée cellulaire des cellules souches neurales de la zone seer#triculaire

(1) Les cellules souches neurales
Comme mentionnéprécédemment, les NSC de la SVZ sont astrocytaire. En effet, la

production de neuroblastes est dépendante de cellules exprimant le marqueurGHERIAP (
Fibrillary Acidic Protein). La suppression de celles induit une absence de formation de
neurosphéres or sque | es murs | at®raux sont mis en ¢
(Garcia et al., 2004; Imura et al., 2003; Morshead etal.,2003) 6i dent i t ® et | a f
font partie doéun grand d®bat et restent "’ C
pl ei nement discuter ce point, i est n®cessai
par la suie . Ainsi, ces deux points feront parti
| 6i ntroduction de ce manuscrit (Paragraphe |
Pour cette section, il sera assumé, de facon trés théorique et schématique, que quand
| 6environnement delveise nsto upcehrensi snseiufr,a lleess vcoenltl us
pour générer des progéniteurs. Par conséquent, il existe au moins deypomdatons
fonctionnelles de NSCles quiescentes (QNSC) et les actives, soit celles présentes dans le cycle

cellulaire (aNsC).

(2)  Les progéniteurs et neuroblastes
Les progéniteurs (aussi appelé cellule C ou TAP poamsit Amplifying Ce)lpossedent

un rtl e déamplification transitoire et wvont s
se différencier en neurongsmatures (aussi appelés neuroblastes ou cellules A) ou en cellules
gliales: astrocytes noneurogénique ou oligodendrocy{@onti et al., 2013)Les neuroblastes
vontsedivisel” 2 fois dans | a SVZianantusdaudrrtuamdedul lb
(Bjornsson et al., 2015; Kriegstein and Alvaizylla, 2009; Ponti et al., 2013Cette
amplification exponentielle permet de générer un grand nombre de celliilest estimé que

l a division débune seule NSC permet | @onproduct
etal.,, 2013) C 0 e s &, chaz lanseuris, gjus de B00 neuroblastes quittent la SVZ chaque

jour (Jankovski and Sotelo, 1996; Lois and AlvaBaglla, 1994) Le déplacement des cellules

A de leur zone de production a leur destimafinale se fait via le trajet migratoire rostral et est

gui d® par des signaux de chimiotactisme ains

telles que NCAM (Neural Cell Adhesion Molecyle au sei n doun(Bluagdai ne as



Rutishauser, 1996; Ono et al., 1994; Tomasiewicz et al., 1988)fois le bulbe olfactif atteint,

|l es neuroblastes séint grent au circuit neuro

3) Les interneurones
La neurogenése adulte de la SVZ prodoi dizainedé ypes doéi nterneur one

Premierement, dans la couche périglomérulaire, les neuroblastes peuvent se différencier en trois
types doi d®feirmiesrpars|l 6expression de | a cal bi
hydroxylag®. Secondement, dans la couche granulaire, ils peuvent prddsirgerneurones
différentsdéfinis selon leur localisation au sein de cette couche cellulaire et de leur expression

de la calretiningde la glycoprotéine 5T4, de mGluR&dtabotropic glutamite receptor 2ou

encore de la CaMK @a?*/calmodulindependent protein kinagesRécemment, quatre
nouveaux types doi nt sprésentant uinermsphotogid plu®arb®risék ® c 0 u \
appelés cellules de typedl(BatistaBrito et al., 2008; Hardy and Saghatelyan, 2017; Imamura

et al., 2006; Kosaka et al., 1995; Lois and AlvaBew/lla, 1994; Merkle et al 2004; Price and

Powell, 1970; Zou et al., 2002)a majorité des nouveaux neurones deviennent des cellules
granulaires (789%) et les augs, des cellules périglomérulaires28%)(Carleton et al., 2003;

Petreanu and AlvareBuylla, 2002) Chez Il a souri s, | 6 entsembl e

exprime le GABA (acide-aminobutyrique)Kohwi et al., 2007; Kosaka et al., 1995; Lledo et

al., 2008)

llestintte ssant de noter qudil existe une sp®ci
di ff®rents types dbéinterneurones. En effet, (
d®montrent que | a production doéunrtaineggonddi nt e

de | a SVZz. S enlédiahd el 6laax e S\a/h,t ®diof f ®r ent es popu
périglomérulaire sont observée@rill et al., 2009; Lim and AlvareBuylla, 2016; Merkle et
al., 2007) Cette spécification régionale est déja établie lors de la production des cellules souches
neurales adul t es (Fuenmteatha at @., 2016; &untachyeod a,2015; kira and
AlvarezBuylla, 2016)

Seulement 50% des neuroblastes produits vont devenir des cellules fonctionnelles, les
autres vont mourir par apoptose dans les 2 a 4 semaines suivant leur prd@attesmu and
AlvarezBuylla, 2002; Rochefort et al., 2002; Winner et al., 2002; Yamaguchi and Mo§).200

La neurogenése de la SVZ est donc capable de produire des interneurones ayant de multiples



différences, que ce soit antigéniques, morphologiques, neurochimiques, synaptigeies et
(Lledo et al., 2008)

C) La neurogenése adulte de lazoneseuse nt r i cul ai re chez | 6huma

L 6 e n s e sndohnées présentéesdce s sus pr ovi ennerstiuridse | 6 ®t U
Cependant, ce ne sont pas les seuls a posséder des NSC adultes dans cette région. En effet, il a
été démontré que celles sont présentes chez les singéswethez les humain@ltman and
Das, 1965; Eriksson et al., 1998; Ernst et al., 2014; Kornack and Rakic, 2001; Quinones
Hinojosa et al., 2006; Sainet al., 2004; Sorrells et al., 2018; Wang et al., 20Taut comme
dans les modeéles murins, la mise en culture de biopsie de cerveaux humains contenant la SVZ
permet de produire des neurosphefi€skekov et al., 1999)La niche neurogénique chez
| 6 Ho mme e st :la neursgengse se dérauie rere desseuls @ouche des cellules
épendymaires puisque des précurseurs neuraux et des neuroblastes peuvent y étre observés
(Leonard et al., 2009; Quinonésnojosa et al., 2006; Sanai et al., 2004 différene
structurelle majeure est | a pr®sence dbdéune zc
cellules épendymairebypocellular gap(Leonard et al., 2009; Quinorésnojosa et al., 2006;

Sanai et al., 2004)I est intéressant de noter que la SVZ humaine présente aussi trois types
dobastrocytes. Le premier est caract®ris® par
horizontales alors que le second type est défini par un corps cellalge et des prolongements

avec de nombreuses organelles. Enfin, le dernier est similaire au deuxiemaaigdiffere

par un cytoplasme plus cl air (QuiaonésHinojpsarto mbr e
al., 2006) Au moins une soupopulation de ces astrocytes est capable de proliférer et de
produire des progéniteurs que ce $0oivivo ou in vitro. En culture, la multipotence de ces
cellules a ®t ® d®montr ®e, ce qui per(@ama de so
et al., 2004)

Les NSC humainesont capables de produire de nouveaux neurones puisque des
marqueurs spécifiques tels que DMoblecortin et TuJ1 (aussi connu sous le nNlgUron
spedfic class Il b-tubulin), sont observés dans la SVZ. Ces cellules présentent de longues
extensions et une morphol ogie all ognrkeeet| ai ss a
al., 2000; Quinoneblinojosa et al., 2006; Sanai et al., 2004; Weickert et al., 2009)



destination des neurones produits reste controgetsgst encore sujeta débat le Dr Curtis

a été le premier a publier que les cellules prolifératives PCAliferating Cell Nuclear

Antigen) positives forment une voie de migration sous le noyau caudé se rendant au cortex
olfactif antérieur. Dans cette étude, les marqueurs neurciedanqueblll -tubuline, PSA

NCAM (Polysialylatedneural cell adhesion moleculeYleuN (Neuronal Nucléi sont présents

dans le bulbe olfactif humaiBedard and Parent, 2004; Curtis et al., 200&resh et al., 2008)

Quelgues années plus tard, il a été démontré que le nombre de cellules, présentant la
morphologie et les marqueurs de neuroblastes en migration, décline apres la naissance chez les
humains. Il est importamte mentionner que les auteurs notent la présence de cellules similaires
chez | 6adulte bien qubell es (Baeai dt al.r 20E1)hd pl us
difficulté majeure pour détecter la neurogenese humaine est que les nouveaux neurones produits
ne sont différenciables des ancigug pendant quelques semai(sg and Song, 2011Yne

des hypothéses qui pourrait expliquer tésultats trouvés dans les bulbes olfactifs est la

pr ®sence de cellules souches de | 6®pi th®I i um
et produire une descendance neurale partageant de nombreux marqueurs avec celles issues de la
SVZ (Fletcher et al., 2017; Graziadei and Graziadei, 1979; MaSkayand Kittel, 1991; Yu

and Wu, 2017)

Ce probléme fut résolu dans les années 2000, par Bergmann et ses collegues du laboratoire
Frisen, grace a leur technique de datationddu (carbone 14) pour observeré addi t i on d
nouvelles cellules dans le cerveau humain. Le taufQle pr ®s ent dans | d6air a
stable jusqud”™ | a guerre froide, 0% plusieurs
Par conséquénle taux de carbone radioadifaugmenté dans notre environnement. Ce dernier,
r®agi ssant avec | 6oxyg ne, sMCO,y et par conségquentd a n s
dans |l es plantes, l es ani maux et | es Hommes.
ducarbonelorsdea synth se do&BDNstApn®sensi ddos | e ¢
cellule en division va utiliser ce carbone et obtenir un ADN radioactif. Puisque le taf@ de
at mosph®rigue au cours du temps eshscbaADN il
g®nomi que pour savoir - guell e date | a cel/l
renouvel | e mBeargmand é al.n20k5) s s u

Gr ©ce ° cette technique, ce | aboratoire i

neuronales sont apparues dans la structure du bulbe olfactif aprés la naissance de leurs sujets



avec un renouvellement annuel d8%. Cependant, le taux d&C génomique des cellules
neuronales est similaire au taux atmosphérique observé a leur naidsamedculent un
renouvellement annuel de 0,008% soit moins de 1% sur une vie ¢éBtégenann et al., 2012;

Ernst and Frisen, 2015Les données contrastent avec celles obtenues chez les rongeurs qui
présentent un renouvellement de plus de 50% de leurs neurones dlfactyfsshi et al., 2008)

De plus, ils démontrent, grace a des techniques de biologie molécldapegsence de
neuroblastes dans la SVZ et le striatum. Ces données sont confirmées avec leur technique de
datation descellulesaC. D6 a p r ~@&rnstetal.garu en 2004eleschouveaux neurones
produis par la neurogenese adulte de la SVZ isaetades interneurones du striatum et
permettragnt un renouvellement de 2,7% par(&mnst et al., 2014; Ernst and Frisen, 2015)

Trés récemment, trois articles ont été publié sur la neurogenése humaine. Bien leur région
doint®r°t soit | 6hippocampe, certains r®sul t:
indiguent que la neurogenése adulterhai ne est quasi ment i nd®tect
Pour cela, les auteuont effectué plusieurs immunomarquages sur des cerveaux de personnes
dont les ages variaient entre 22 semaines de gestation a 77 ans. Leurs résultats indiquent que la
neurogeneseed | 6 hi ppocampe est pr®sente | o0or-50 du d ®\
ans. Cependant , c hez | 6 dQpudniteteal., 201& Somradlsiet a.,g e n s ¢
2018) Le laboratoire du Dr AlvareBuylla expliqueque lairs résultatsdifferent de ceux
obtenus par la datation 3iC puisque cs dernierpewert étre biaisé parles mécanismes de
m®t hyl ati on et d@orel®ogalr208Aohdodepd dS@DNI 6articl
| 6®qui pe de recherche du Dr John Mann indi qu:
soit conservé chez | dadulte et p @oldsini ettale 2018pLewss du v
données sont obtenues par la méme approche expérimentale que les deux publications
précédentes. Malheureusement, les auteurs ne débattent pas de leurs résultats -airec ceux
dessus. lls ne font que mendonner quodils ne peuventeupas f ai
utilisent une quantification stéréotaxigomis pasSorrells etal. et Cipriani etal. (Boldrini et
al., 2018) Cette discussion sera cependant trésdespent effectuée par un consortium
déexperts de | a neurogen se hippocampal e, i n
Gage, Curtis, Jesseberger, Gould et Frisen. Dans cette dexueprincipaux arguments sont
apportés. Premiéremetés auteurs idiquent que les résultats obtenus avec la datatidfCdu

ne peuvent pas °tre unigqguement d 3puisquelceda r ®p ar
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n®cessiterait un rempl acement de pl us de 3
(Kempermann et al., 2018; Spalding et al., 20I3 plus, ces mécanismes ne serait pas
suffisant pour permettre la détection de cellules BrdU posit{ksson et al., 1998;
Kempermann et al., 2018)Deuxiemement Kempermann etal. indiquent que les
immunomarquages sont particulierement sensibles au délanpotm, soit le temps entre la

mort de | a personne et | a fixation du cerveau
estddbenviron deux | ddiiniestalcobDange Roéar pocalre Bodu gr
du Dr AdleBi assett e, ce do®l ai ndest pas 1 ndiqu®
impossible(Boldrini et al., 2018; Cipriani et al., 2018; Kempermann et al., 28d8ells et al.,

2018)
Pour revenir ° | a r-wugtricdaire, idetimpdrt@ét de hoterguea z o n
dansplusieurs de cepublicatiors, |l es auteur s s onrares nearpbtastdse s d 0 «

dansleurs échantillons de SVZ humaine patientsadultes Ainsi, les auteurs supportent la
notion de production de nouveaux neurones dans cette (&jmrani et al., 2018; Sorrells et
al., 2018)

d) Fonctions de la neurogenése de la zone sexentriculaire

Le role des nouveaux neurones produits dans la SVZ, que ce soit chez les murins ou les
humains, reste controversé. Tel que mentionné précédemment, cesdetnierat gr ent da
bulbes olfactifs ou dans le striatum afin de devenir fonctionnels. Cette différence de localisation

finale rend | 6®tude de | a fonctionnalit® bien

(1) Chez les modeles murins
Chez les rongeurs, la neurogenese adulte permebdeige de nouvelles cellules dans le

bul be ol facti f. Bien qudidiy &attanél ardev®a
pas modul ®e en fonction de | 6©ge. Ceifnaie obser
plutbét remplacemert el | ul ai re, ce qui | ai sse fortement

fonctions olfactivegMouret et al., 2008) L 6ol faction est tr s d®ve
pui squbell e per met de trouver de |l a nourrit

Déterminer spécifiquement le role des nouveaux interneurones dans le bulbe reste difficile
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puisque les NSC de la SVZ en produisent de nombreux types ayant des caractéristiques
différentes.

Plusieurs publications portent sur le réle de la neurogenese adulte de la SVZ.
Théoriqguement, il est possible de définir la fonction des nouveaux interneuroblesjeant
leur production. Cependant, de nombreux articles ne démontrent pas les mémes conclusions.
Ceci peut °tre expliqu® par | o6utilisation de
| 6®t ude du comportement, daglultd pewt Etre blagué® par et c .
I 601 r r @ dzariaitetialp2009) les drogues antimitotiqu¢BretonProvencher et al., 2009)
ou encore les modeéles transgéniqyeeayoshi et al., 2008) L 6 ut dd dragees i on
antimitotique diminue les capacités a discriminer les odeurs de faibles concentrations ainsi que
l eur m®mori sation ° court terme al(@Bretex que cC
Provencher et al., 2009pans les modeles transgéniques, il existe aussi uneetéfcdans la
discrimination des odeur@Bath et al., 2008; Gheusi et al., 2008) | 6 oppos ®, doau

publications ont d®montr® que | 6abolitnon de
de ces comportements ~ | 0exc(gzarinietal,206) | a m®mo
Bien que | 6ensemble descoonn®eéa maj Doi t ®p &

dire que le blocage de la neurogenese de la SVZ, a long terme, induit une modification de la
structure des bulbes olfactifs ainsi que des circuits neurd@xatonProvencher et al., 2009;
Imayoshi et al., 2008; Sakamoto et al., 20%ipsi, la neurogenese adulte permet de produire

de nouveaux interneurones qui possedent un réle olfactif, pouvant inclure la discrimination,
| 6 aeptipsage, la mémorisation des odeurs et les interactions sq€alésn et al., 2002;
Lazarini and Lledo, 2011)

2) Chez | 6humain

Chez | 6humai n, l e rtle de |l a neurogen se adu
pui squdil semble diff®mans desceéel puidgadmddel
direce ment chez | 6 Ho mme. Cependant, il est asse
de |l a SVZ chez | 6humain ne soit pas impligu®e

neuronales de cette structure ne sont pas remplacées ni additidbegasis, la fonction
olfactive des humains est moins développée et ne possede pas une importance vitale. Ces

di ff®  ences majeures indiguent pour quoi |l e r !
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étre déduit de celui observé chez la souris. Sacharegqunouveaux neurones produits chez les
humains migrent dans le striatum, le role de la neurogenese pourrait étre impliqué dans les
fonctions de celuci telles que la motricité, la cognitiora dépendancet dans les mécanismes

de récompens@essoa, 2017; Vink et al., 2005; Yager et al., 2015)

B. Larégulation de la lignée neurale

1. Importance de la régulation des cellules souches neurales adultes

Les NSC adltes doivent produire une descendance tout au long de la vie de leur héte.

Cbest pourquoi el l es doivent °tre | argement
l es mois et |l es ann®es. Cette r ®guelindditunon est
manque de production cellulaikl 6 op pos ®, une suractivation m
cellules qui nébest pas n®cessaire au tissu (

souches a long terme, via leur épuisement. Afinédlergcette balance, les NSC sont maintenues

et protégées dans un mieeavironnement, appelé niche, damgukelle se retrouvent de

nombreux signaux et structurgdchofield, 1978)ll est reconnu depuis de nombreuses années

gue les NSC et leurs descendances répondent aux changements de leur niche. Ces derniers sont
induits par plusieurs structures capables de sécréter une multitude de molécules extrinseques
permettant un ajustemeston st ant de | 6environnement . Dans
retrouve les fluides biologiques (liquide cérébmnal et sang), mais aussi les cellules souches
ellesmémes, les cellules adjacentesetit. Ceuxci modulent la signalisation intrinsequigog!

extrinseque des NSC afin de déterminer leur comportement en fonction des besoins du tissu
neural (prolifération, autorenouvellement, destin cellulaire, différenciation, survie, migration)
(Fuchs et al., 2004; Morrison and Spradling, 2008; Suh et al., 2009; Walker et al. A060)

| 6ensembl e de cette r®gul ation permet de fair
qui permet leur maintien et par conséduesiui de la neurogenése tout au long de la vie, versus

la production de nouvelles cellules.
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2.  Les stuctures majeures modulant la neurogenese

a) Le systeme sanguin et la barriere hématoencéphalique

Plusieurs structures sont connues pour moduler la neurogenese adulte. Parti telles
systéme sanguin et la barriéere hématoencéphalique (BHE) qui formentbarriere
physiologique permettant de protéger le cervéalokovic, 2008) Ces structures sont
particui  r e ment i mportantes pour | a neurogen se
| 6ensembl e de cellules prolif®rati(Shensetad,ans | a
2008; Tavazoie et al., 2008)e systeme vasculaire agit sur la neurogenese adulte comme le
démontrat les expériences de parabiose, technique permettantisiteniier les vaisseaux
sanguins de deux animaux pour nbéobtenir plus
parabiose débune souri s jeune avec une autre C
dans la SVZ et la production de nouveaux oeas chez la souris agée au détriment de la plus
jeune(Katsimpardi et al., 2014)

b) Les astrocytes

Ces cellules gliales g rent | 6apport des mc
et sont donc capables de moduler la neurogenése adulte via la gestion deq Baotesr2008;
Saunders et al.,, 2013; Siegenthaler et al., 20113a été démontré que les astrocytes
augmentaient la prolifération des NSC et des progénitewiso ainsi que leur différenciation

en neuroneflim and AlvarezBuylla, 1999)

C) Les microglies

Les microglies sont aussi des cellules gliales, ce sont les macrophages du systéme nerveux
central, soit les cellules immunitairdsawson et al., 1992) ors de la neurogenése adulte, les
mi croglies jouent un r'le pr®pond®rant dans |
neuroblastes soienrppod ui t s, peu se r enddevenir dgswnsupuesd | 6@
fonctionnels. Il a été démontré que lors de la neurogenése hippocampale, les microglies
permettent | 6®l| i miRibak etial.o20090Seesa enae,201@ b | ast es
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d) Le liquide cérébro-spinal et plexus choroide

Le liquide cérébrespinal (LCS) est le liquide biologique, contenu dans les méninges,
présent awtur et dans le systéme nerveux central. Il est produit par les plexus choroides, qui
sont des structures dans les ventricules du cerveau (laté?atet £™ventricule)(Bjornsson
et al., 2015; Redzic et aP05) Celuici regorge de factesextrinseques, capables de moduler
la neurogenése adulte. Il a été démontré que le plexus choroide est suffisant a lui seul pour
permettre la croissance de neurosphgreros ans aj out dobéaut (Siva facte
Vargas et al., 2016)

e) Les cellules épendymaires

Les cellules épendymaires forment la barriere physique entre le tissu neural et le LCS.
Elles possedent de longs cils moteurs responsables de la circdlati@s Ce flux permet de
créer des gradients de chimiotactisme répulsif gouvernant la migration des neuroblastes de la
SVZ aux bulbes olfactiffNguyenBa-Charvet et al., 2004; Sawamoto et al., 2008 plus, les
cellules ®pendymaires s®cr tent plusieurs fac
des cellules souchesliefjue Noggin, qui sera mentionné dans la section suiyhimteet al.,
2000). Il a été proposé quesleellules épendymaires soient les cellules souches neurales adultes
du ventricule latéralCoskun et al., 2008; Johansson et al., 1988)point sera discuté dans le
paragraphe@®di ® ~ | 6i denti t® des NSC.

3. Les facteurs extrinséques et voies de signalisation modulant la
neurogenéese adulte

Les difféerentes structures mentionnées précédemment sont capables de moduler la
neurogenése adulte. Pour cela, elles apportent et diffusentotfasutas qui sont des facteurs
neurotrophiques (ou extrinséques ou encore de croissance). Depuis plusieurs années,
| 6hypoth se de |l a r®gulation des NSC est bOt
environnementaux modulant leurs voies de signaisdGage, 2000; Mudo et al., 2009a
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signalisation extrinseque est réalisée par la liaison de ligands a leurs récepteurs a la surface des
cellules. Cellec i va induire une cascade d6é®v nement
signalisation, et permettre de nombreuses modificatiodestejle | 6 expressi on d
plusieurs génes. Ces derniers peuvent induire de nombreux changements, dans le métabolisme
énergétique, la ribogenése ou la lipogenese, et mener a un comportement cellulaire comme la
prolifération, la différenciation, la migration ¢aumort(LIorensBobadilla et al., 2015)

Dans les paragraphes suivants, il est possible que les articles cités démontrent des résultats
différents. Ceci peut étre expliqué par différentes raispnsmiérement, les études sont pas
men®es avec | es imvitmeeut gégnérer des camdlusians quilné sont pas
appli cmbvoesDe nm°éme, | es di ff® ences dbdédesp ces
induire des variations. Ensuite, la concentration degdestutilisée est un élément décisif sur
| 6effet obtenu. Enfin, |l e ou |les types cell ul

Le nombre de facteurs extrinséques connus pour avoir un effet sur la neurogenése est
important. En effet, parmi cetn, on retrouve certes les facteurs neurotrophiques, mais aussi
les hormones et les neurotransmetteurs. Ainsi, de hombreuses molécules ne seront pas citées,
tellesque Notch, ShhSonic Hedgehgg VEGF (Vascular Endothelial Growth FactprCNTF
(Ciliary Neurdarophic Facto), BDNF ([Brain-Derived Neurotrophic FactQr etc (Lim and
AlvarezBuylla, 2016)

a) Epidermal Growth Factor (EGF)

EGF Epidermal Growth Factdrest un des facteurs clefs de la neurogenese. Il est
largement reconnpiour son fort potentiel mitotiquenais aussi pour ses fonctions dans la survie
et la différenciation des cellules de mammiféres. Ce fut un des premiers facteurs impliqués dans
la neurogenese adulte puisque Reynold et Weiss ont pu isoler les M8G grace a ce dernier
(Reynolds and Weiss, 1992)

Que ce soitn vitro ouin vivo, la |Iiai son dO6EGF sur son r ®c
a la surface cellulaire des NSC et des progéniteurs permet la modulation de plusieurs voies de
signalisation tdés que lesMAPK (MitogenActivated Protein Kinasgsles STAT Signal
Transducers and Activators of Transcriptjpfes NFkB (Nuclear FactorKappa B etmTOR

(Mammalian Target Of Rapamyadu encoréMechanistic Target Of Rapamyci{ilagri et al.,
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2011; Oda et al., 2005; Paliouras et al., 20D2) facon tres schématique, cette liaison permet
| 6activation en c as c akihase (PBK) buae de haopyrpvaté nos i t i
déshydrogénase kinase 1 (PDK1E q u i provoque | a phosphoryl at
ou encore PKB). Sous cette forngdle inhibe le complexe TSC1/TSCZ§berous Sclerosis
Protein) qui naturellement bloque RHEBR&s Homolog Enriched in BrginCette double
inhibition permet au aoplexe mMTORC1 de se constituer avec les protdi&S40 proline-
rich Akt substrate of 40 kDamLST8 (mammalian lethal with SEC13 proteiip ®eptor DEP
domaircontaining mTORnNteracting protein et Raptor Regulatoryassociated protein
of mMTOR). Ce canplexeva permettre la production de protéines via la phosphorylation des
voies de S6 (ou rpS6 poRibosomal protein et 4EBP1 [Eukaryotic translation initiation
factor 4Ebinding protein ). Le complexe mTORC2 est composé des éléments protéiques
mLST8, mSin 1 ammalian SAPK interacting protein), 1Deptor, Rictor (rapamycin
insensitive companion of mTO& Protor protein observed with RICTQRCelutci est capable
de phosphoryler Akt et donc de favoriser a terme la formation de mT@Re&iedy and
Lamming, 2016; Oda et al., 2005)

Bien quodil ne soit pas clair si |l es pr ®cur
récepteur (EGFR) est présent sur les cellules en prolifération dans la SVZ soit les NSC actives
et les progéniteur€odega et al., 2014; Doetsch et al., 2002; Lim and AlvBregla, 2016;
Pastrana et al., 2009; Sun et al., 2005; Vescovi et al., 1B@&jeurs groupes ont utilisé les
infusions dOEGF pour ®tudier son rt*le sur | a
augmentation de la prolifération, du nombre de NSC et de latioigrdes neuroblastes dans la
SVZ (Aguirre and Gallo, 2007; Aguirre et al., 2005; Craig et al., 1996; Doetsch et al., 2002;
GonzalezPerez et al., 2009; Paliouras et al., 20I)ns le cerveau adulte, le ligand principal
d6EGFR noest p-d@ranEf@RingGeowts FadtaB)Fun membre de la méme
famille. Il est produit par les astrocytes et est particulierement important pourifératian
des précurseurs neuraux. Son infusion induit une forte augmentation du nombre de cellules en
division (Craig et al., 1996; Mudo et al., 200®e plus, il a été démontré que chez des souris
transgéniques, ne possédant pas de-UGF proliigration dans la SVZ est affaiblie induisant
une diminution du nombre de neuroblastes. Cependant, quand le striatum de cestsuisis
en culture en pr®sence dO6EGF, | eacelwdadsowis de ne

de type sauvag@ropepe et al., 1997)
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b) Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Les BMP Bone Morphogenetic Protéirsont une classe de cytokines appartenant a la
famille des TGFb (Transforming GrowthFacteb ) . 1 I s ont ®t ® d®couvert
pour induire la formation des os et du cartiléiggst, 1965) A ce jour, les BMP sont largement
connus pour leur implication sur le systéeme nerveux central. En effet, lors du développement,
ces cytokines jouent une fonction majeure pour la misdeape de -ledtalxles dor so
BMP sont intégrés via la voie de signalisation des SMB&ndyopadhyay et al., 2013; Bond
et al., 2012)

Bien quodoil existe une vingtaine dedeBMP, | e
neurogen se adulte sont BMP 2, 4 et 7. Leur
composé de deux types de récepteued,ll, qui sont desérines/thréoninea kinases. Il a été
démontré que les ligands BMP sont capables de lier trois tgpB8/PRI, a savoir BMPRA
(ou ALK-3), BMPRIB (ou ALK-6) et ActRIA (ALK -2), et ainsi qudes trois types II:

BMPRII, ActR-Il et ActR-1IB. La liaison de BMP au récepteur de type Il va induire la
phosphorylation du récepteur de type I, ayant pour conséquia phosphorylation de
SMAD1/5/8. Ces derniers vont former un hétérodimére avec SMAD4 afin de pauygeer au
noyau et réguler la transcription de plusieurs géBasdyopadhyay et al., 2013)

Dans la SVZ, les NSC et les progéniteurs expriment les BMP et leurs récepteurs. De plus,
ces ligands sont retrouvés dans le L(Ci§ and AlvarezBuylla, 2016; Lim et al., 2000; Peretto
etal., 2004) | | a ®t ® d®montr® que BMP induit | a pr
neurones et oligodendrocytéBond et al., 2012; Cokaet al., 2008; Lim and AlvareBuylla,

2016; Lim et al., 2000; Morell et al., 2014; Peretto et al., 2004)L 6 i nhi bi ti on de
Noggin, qui est sécrété par les cellules épendymaires, augmente la neurogenése, impliquant ce
facteur dans la quiescence des précurseurs neuraux et/ou leur différefBmtidet al., 2012;

Lim and AlvarezBuylla, 2016) De plus, il a ®t ® d®montr ® que
augmentation de (Cofakédtinlg 2008 Iadélaianaa Snsadd dans les

cellules GLAST (Glitamate ASpartate Traportel) positives (soit les NSC et les astrocytes),

induit une diminution de la neurogeng€mlak et al., 2008)
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4. La modulation de la neurogenese adulte lors du vieillissement et de
pathologies

La dérégulation de la neurogenese adulte est observée dans de nombreuses pathologies,
bi en qudi | ousévidenbsidle ep estda causewl la conséquence. Dans les maladies
les mieux étudiées, les désordres psychologiques et les stresmpastiques sont reconnus
pour avoir une neurogenese hippocampale dimichée les muringBergmann and Frisen,
2013; Kheirbek et al., 2012; Santarelli et al., 200&)ns ce chapitre, seulement deux cas seront
étudies | e vieillissement et | a maladie doAl zhei

a) Le vieillissement

Lors du vieillissement, le maintien des tissus et leur régénération par les cellules souches
sont diminu®sudaaspbdehbeebl esd de m°me pour
est observ® une diminution fonctionnelle dans
de | 60©ge, qui peut °tre obs ea qu@®qesamées chezquel
| 6 HcerfApple et al., 2017; Chaker et al., 2016; Hamilton et al., 2013; Sanai et al., 2011;
Sorrells et al., 2018Plusieurs hypothéses ont été énoncées afin de compleswdisors pour
lesquelles la neurogenése adulte est réduite lors du vieillissement. Parnticéledstetrois
grands axes, avec la diminutiol du nombre de NSC, ii) de leur capacité de
division/amplification, et enfin iii) la modification de leur environnement local et systémique
(Apple et al., 2017; Giachino et al., 2014; Hamilton et al., 2013Dans | 6 obj ect i f
ceuxci, de nombreuses études ont été menées sur le vieillissement mais les résultats obtenus ne
sont pas toujours coh®rents d¥% - des m®t h o c
di f f ®r e n cisges paide® gtedespatiantide 6 a 22 ithdasnilton et al., 2013)

(1)  Au niveauwstructurel
La SVZ subit des modifications morphologiques lors du vieillissement. Premiérement, la

diminution du nombre de cellules prolifératives va induire un affinement de la str(latoret
al., 2006) Deuxiémement, les parois des ventricules latéraux vont fusiodiagis ces zones,
la neurogenese adulte est presque absente. Ceci induit une diminution de lalaitiekle de
plus de 89% entre 3 et 24 m@isio et al., 2006; Shook et al., 201Enfin, le trajet migratoire
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rostral pr®sente un diam tre plus faible | ors

nombre de neuroblastes en migration plus pétig® et al., 2006)

(2)  Au niveau cellulaire
Lors du vieillissement, le nombrde cellules totageen prolifération va diminuer de plus

de 50%(Ahlenius et al.2009; Apple et al., 2017; Enwere et al., 2004; Hamilton et al., 2013;
Luo et al., 2006; Maslov et al., 2004; Tropepe et al., 198i)conséquence, le nombre de
neuroblastes produit diminue de plus de 4(®klenius et al., 2009; Enwere et al., 2004;
Hamilton et al., 2013)Entre 3 et 24 mois, il a été reporté que le nombrpimegheeltmn?
di minue de 78% et que | e nombre dbébastrocytes
est toujours possi bl e d@GCamlsGonzalezretald 28044BBNSC en g
gue le nombre de NSC et gemwheelsdiminue lors du vieillissement, le nombre de NSC en
prolifération reste similair€Shook et al., 2012)

Certains groupes ont utilisé la mise en culture pour observer la capacité de formation des
neurospheres lors du vieillissement. Certains reportent que le nombre de neurosphéres formées,
a patir de la SVZ de souris jeunes ou agées, est simiBweab et al., 2011; Tropepe et al.,
1997)al ors que ddéautres d®mont r éAhleéniusuenad., 2000, mi nut i
Enwere et al.2004; Hamilton et al., 2013; Maslov et al., 2003¢ plus, il a été démontré que
|l e temps de division doune NSC va °tre augmen
(Daynac et al., 2016; Daynacadt, 2014; Luo et al., 2006fnfin, il est important de noter que
la production des différentes sepso pul at i ons ddéi nterneurones
vieillissement, puisque les ratios entre cellegestentespeatschez les souris agégshook et
al., 2012)

La régulation des NSC par leur environnement est aussi modwméaulwieillissement.
En effet, il a été démontré que les cellules présentent dans la niche subissent des changements
tels que les microglies qui deviennent plus activées, probablement di a une augmentation de
| 6i nf |l ammat i CapillagGonzalez et aln 204 ata induit un changement dans
|l es mol ®cul es quobdelles s®cr tent ° proxi mit®
(Michell-Robinson et al.,, 2015)De plus, le systéme vasculaire est aussi modifié avec le
vieillissement la densité vasculaire ainsi que le débit samgant plus faibles chez les modéles

agés (Katsimpardi et al., 2014) Bi en déautres changement s a
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| 6environnement de |l a niche lors du vieill:i:
lipidiques dans les murs des ventricules ou encore la modification de la composition du LCS
(Baird et al., 2012; Bouab et al., 2011)

(3) Reéactivation de la neurogenése adulte lors du vieillissement
Lébensembl e des ®dessuse indein tne diminutio® du nornbre

dointerneurones qui s6int gre dangEnveeeset bul be:
al., 2004; Rochefort et al., 200Zependant,plsi eur s ®t udes ont d®montr
de r®activer |l a neurogen se adulte par di f f ¢
molécules,téésqu 6 EGF, chez |l es souris ©g®es peut per
la SVZ (Paliouras et al., 2012Ppeuxiemement, les expériences de parabioses, permettant de
fusionner | a circulation sanguine dbéune sour.i
|l es souris ©g®es, il y a une am®lioration de
uneameélioration de la densité vasculaire et du débit sanguin chez la souris agée. Ces données
démontrent que les changements de la neurogenese, lors du vieillissement, sont la conséquence
déun appauvr i ss e me (Katsingpardi st §l.s2014Dee donnaes suppbrient r e
donc | 6i d®e bgue ulnee MMy usati on dans | a s®c
neurotrophiques, induisant wun affaiblissement
démontrent que les NSC présentes dans la SVZ sont capables de répondre au changement de
leur ervironnement, suggérant une quiescence plus importante lors du vieillissement.

Pour conclure, la neurogenése adulte de la SVZ est diminuée lors du vieillissement. Cet
affaiblissement semble étre la conséquence de la diminution du nombre de NSC et de la

modification de leur niche au niveau local et systémique.

b) La mal adie do6Al zhei mer

La mal adie d6Al zhei mer (MA) est |l a princip
dans les années 1900, par le Dr Alois AlzheirAare jour, elle touche des millions degennes
a travers le monde et est la maladie neurodégénérative la phesisema | gr ® | 6absenc
traitementAlzheimer, 1907Ballard et al., 2011)Bien que la MA ait été découverte il y a plus

de 100 ans, elle reste une pathol ogieesncompr
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les données accumulées sur ce domaine sont donc considérables. Dans ce paragraphe, la MA
sera survolée et décrite pour ses effets sur la neurogenése adulte. Il est important de noter que
plusieurs maladies neurodégénératives, auteelguMA, ont un mpact sur la neurogenese

adulte teles que Parkinson, Huntington, les accidents vasculaires cérébraufaetcet al.,

2015; Hamilton and Fernandes, 2018; Winner and Winkler, 2015)

(1) Pathologie
La MA a été décrite en 1905 par cing signes pathologiques dans le cerlesau

enchev°trements neurofibrillaires, l es d®p?tt
une gliose et une accumulatior dipide. Les enchevétrements neurofibrillaires sont des

agrégats de protéiadau hyperphosphorylées présents dans le cytoplasme des cellules. Celle

Ci est, une prot®i ne associ ® aux microtubul
démences | es tauopathies. Les d®p'ts doéamyl opde.
protéineshétaa my | opde (Ab) et extracell uladenresAb || s
pisssdu clivage de | a prot® ne transmembranaire

| aséaétas¢Selkoe and Wolfe, 2000).a gliose est induite par une activité plus importante
des <cellules gliales et enfin | 6accumul ati or
neuronalegAlzheimer, 1907; Hamilton et al., 201bazarov and Marr, 2010; Lazarov et al.,
2010)

La MA existe sous deux formessporadique et familiale. Dans le premier cas, elle se
déclare apres 60 ans alors que dans le second, elle est plus précoce. Les cas familiaux ne
représentent que 5@es personnes souffrant de la MA. Dans cette population, il existe des
mutations dans les gén&BP (amyloid precursor protelp PS1(presenilin } etPS2(presenilin
2) (Ballard et al., 2011)

2 Mal adie doéAl zhei mer et neurogen se adulte
La MA peut étre associée a la neurogenése adulte par deux arguments principaux.

Premiérementc 6 e s t une mal adie associ ®e au aieill.i
neurogenése adulte. Secondement, la neurogenése est impliquée dans les mécanismes
déoapprenti ssage, de m®ncosontmodulés dams ladiA, subgérasto g ni t

fortement un lien entre cette pathologie et la production de nouveaux ne(#atesmer,
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1907; Hamilton et al., 2010; Hamilton and Fernandes, 2018; Lazarov and Marr, 2010; Lazarov
et al.,, 2010; Rosen et al., 1984) De pl us, i a ®t ® report® que
bulbes olfactifs correle avec les différentes étapes de la méhatiens and Jellinger, 2006)
De nombreux mod |l es transg®niquescifer mette
genesetrouves dans les cas familiaux, a savéiPP, PS1 et PS2 mais aussi tau, sont mutés ou
ajoutés de facon unique ou en combinai@damilton and Fernandes, 201&)es différents
mod | es ont per mis udtondlPepiod b rest qear & da@amrctc uent
de la formation des agrégats de T@&otz et al., 2001; Oddo et al., 200B)ui squbi | e xi
différentes mutations pour chaque géne, les résultats obtenus dans les études ne sont pas toujours
cohérentset r e e u X . De plus, | a pathologie nbéappar
Il a été démontré que le peptideh-.2p er me t déaugmenter | e noml
neurospheres ainsi que la neurogeniéseitro. Cependant, cet effet est dépendant de la
concentration utilis®e puisqudune gfHaeorede quar
a., 2007; Sotthibundhu et al., 2009) Les souri s transg®niqgues pr ®
démontrent une augmentation du nombre de cellules en prolifération dans [@iS\éZ al.,
2004a)A |l 6oppos ®, | etsmansgemiquepous APE et P81l ne démontrent aucun
changement dans le nombre de cellules en prolifération dans la[3aMars et al., 2010;
Niidome et al., 2008)
Léutil i sat i ostrandggriquesdaTg)r grésentant degprhugations sur APP,
PS1 et Tau, permet de retrouver les cing pathologies décrites par le Dr Alzheimer ainsi que les
signes cliniquegHamilton and Fernandes, 201&ans ces souris, le nombre de cellules en
prolif®ration dans | a SVZ diminue avant | 6 ar
pathologiguegHamilton et al., 2010; Hamilton et al., 20B0driguez et al., 2008; Rodriguez
etal., 2009) | | a ®t ® d®montr® qud” 2 moi s, l es sol
cellules Ki67+ total, Ki67+GFAP+ et Ki67+DCX+, représentant les cellules totales, les NSC et
les neuroblastes en division respectivement. De plus, le modéle transgérigeetemune
accumulation de lipide dans les cellules épendymaires. Ces gouttelettes lipidiques sont enrichies
en acide oléique (AO). Ce dernier est capable de diminuer le nombre de neurospheres produites
in vitro, ainsi que leur prolifération et leur autooeivellement.In vivo, |l a pr ®sence
di minue | a capacit® de r®g®n®r ation de | a SVZ
i nattendue, | &li (BtemioCoA d e@sha tduer aS €D , | 6enzyme r
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producti on de gmentar@, nombe dercellules Ki67a total, Ki67+GFAP+ et

Ki 67+DCX+, soit | 6ensemble des popul ations c¢
modéle de la MAHamilton et al., 2015)
Chez | 6Homme, | 6®t ude de |l a neurogen se | o

En effet, certains ont démontré une augmentation des marqueurs de neurones immatures alors
gue dbéautres i nd(Bakheomtetal, 2086; Grews etraly 20100 Jin et al.,
2004b; Perry et al., 2012; Ziabreva et al., 200@st importantd not er que | daccur
gouttelettes lipides est retrouvdans les cellules épendymairespdients souffrant de cette
maladie(Hamilton et al., 2010)

Ainsi, plusieurs études démontrent que la neurogenese est modulée dans les modéles
animaux reflétant la MA dans la SVZ et mais aussi dans le gyrus dgtéetdton et al., 2010;
Lazarov and Marr, 2010; Lazarov et al., 201B)en que les résultats obtenus a partir de
| 6ensembl e des mod |tengastoujeurs degd@sser gnuiadbleau clagr dep e r me
| 6effet de chaque g ne neuwmgenesaradulte) iadstsposeibledde g n
noter des effets indiquant que les mutations retrouvées dans la MA sont capables de moduler le
comportement des NSC. La poursuite de ces ®tu
pourront peuétre permetd un jour doutiliser l es NSC comn

prévention de la MA.

C. Les techniques do®tude de | a nei
Dans de nombr eux ti ssus, | 6 ®t ude des cel
identification est difficile. Dansceteect i on, | es principales appro

biologie des NSC seront développées.

1. Les marqueurs cellulaires de la lignée neuronale

Pl usi eurs marqueurs ont ®t ® cit®s dans | ec
différentes populatiss qui composent la lignée neurale. Cependant, il existe une difficulté
maj eur e, pui squdé”™ ce jour, i néexi ste aucun

Ainsi, il est n®cessaire doéutiliser ®&€Es combi
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des progéniteurs ou des autres types cellulaires présents dans la SVZ. L2 figasente les
principaux mar queur s utilis®s pour | 6 ®t ud e
(Beckervordersandforth et al., 2010; Capela &eachple, 2002; Codega et al., 2014; Giachino
et al., 2014; Mamber et al., 2013; Mich et al., 2014)

Certains des marqueurs cités précédemment sont connus depuis de hombreuses années.
Par exemple, EGFR est reconnu pour étre présent dans une populagtinlée capables de
se diviser dans la SVZ et peut colocaliser avec Né¢starshead et al., 1994Pe méme, il a
été démontré que certaines cellules peuvent étre GFAP et Nestin positives et avoir la capacité
de division(Doetsch et al., 1997 es premiers marqueurs, utilisés depuis plus de 20 ans, ont
permis de nombr euses av ansgodrs, s sahiatqujsursiutdises et d e d e
restent une référence. Cependant, les avancées technologiques permettent de combiner de plus
en plus de marqueurs. CoOest ainsi-papuladand s sont
cellul aires. spésentés dares $a figura 2 sput bienplus récgatsexemple,
Oct4 ndest apparu qubden 2014 en m°(8Baehewskymps qu
et al., 2014)

Lout il iFA\@S Hluorescedcenctivated cell sortinggstde plus en plus présente
dans | 6®tude de | a biologie deseud\dz@inesdeet t e t
mar queur s, ce qui repr®sente un r1 ®el atout
groupes ont associ ® | e FACS avaideridoaxléiqmm al y s e s

et proposent de nouveaux tdedeurgleseendance. Riemguelal 6 ®t u
plupart ne soient pas encore validés dans des publications, ils deviendreétr@elg futurs
épitopes clef§Beckervordersandforth et al., 2010; Codega et al., 2014; Dulken et al., 2017,

LlorensBobadilla et al., 2015; Mich et al., 2014) De pl us, <ces analyses o
certaines erreurs faites sur les marqueurs dans le pas§éfEe¢ , FoxJ1l, que | 6on
mar queur de cellul e ®pendymaire seul ement ,

(Beckervordersandforth et al., 2010;dega et al., 2014)
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Figure 2 : Marqueurs de la lignée neurale dans la SVZ.

(Légende Figure 2 sur la page suivante)
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Légende Figure 2

Les diff®rents mar qu e uresde leur descendaRee dgmontrant uhed ®t u C
continuit® entre |l es diff®rentes popul ations
spécifiqgues mais sont régsla la hausse ou a la baisse lors de la progression cellulaire. Il est
important de noter queechombreux marqueurs utilisés pour définir les NSC sont aussi exprimés

dans les cellules épendymaires ou les astrocytes. De plus, la séparation entre les gNSC et les
aNSC reste tres compliquéaed | 6absence de mar gAbwatioss: sp ®c i f
Oct4 : octamerbinding transcription factor 4 GLAST : glutamate aspartate transporter

(Slcla3) ; GFAP Glial fibrillary acidic protein; VCAML1 : Vascular cell adhesion molecule 1

(CD106) ; Prom1 Prominin1 (CD133) ; FoxJ1 Forkhead box protein J1ld1 : Inhibitor of

DNA binding 1; Sox2 :Sex determining region-byox 2 BLBP : Brain lipid-binding protein;

EGFR :Epidermal Growth Factor receptorieX : Lewis X(sseal); Mashl : ; DIxDistal-less

homeobox; CD24 : cluster of differentiation 24 DCX : Doublecortin PSANCAM :
Polysialylatedneural cell adhesion molecuteTujl : Neuronspecific class Il betaubulin.
(Beckervordersandforth et al., 2010; Capela and Temple, 2002; Codega et al., 2014; Giachino

et al., 2014; Mamber et al., 2013; Mich et al., 2014)age produite par Sandra Joppé et Loic
Cochard.

2. Les techniques do®tude de | a biol og

adultes

a) La culture de précurseurs neuraux. inlviso

La premi re technique qui a permis | 6®tude
Reynol ds et Weiss ont mis en cul tpopulaionden st r i ¢
cellules a été capable de proliférer et de former des colonies flottarites lqus o n t appe
neurospheres. Ces dernieres peuvent étre dissociées en cellules individuelles et remisent en
culture: de nouvelles neurosph res reviennent, d@
De pl us, | or squobel | e sonsde difterenpidtiencefes proddisemt s d e s
trois types neuraux des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes, démontrant leur
multipotentialité(Reynolds and Weiss, 1992, 1996; Vescovi et al., 1998 de 25 ans aprés

leur découverte, elles restent encore largement utilisées, avec un protocole assez peu modifié.

En effet, el l es permettent déoamplifier | es |
mol ®cul es sur l eur comportement . son qaasyumnt age
environnement mai tris®, sans | 6influence des
bonne reproductibilit®. Cependant, i est aus

obtenusin vitro ne sont pas toujours similaires. Hifeg des différences dans les protocoles,
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telles que la densité cellulaire, les facteurs présents et leurs concentrations ainsi que le nombre
de passages peuvent faire varier les résiltttsk et al., 2004; Jensen and Parmar, 2006)

Léi nconvjRnurende mMaa mi se en culture des pr ®c
purification des NSC. En effet, les cultures primaires sont composées des nombreux types
cellulaires présentdans la SVZ, tels que les neurones, les cellules sanguines, endothéliales,
épendymaires, gétc, capables de sécréter des facteurs extrinséques. De plus, les neurospheres
ne sont pas compos®es doéoun seul t yipaleneatl | ul ai
guelques cellules sont capables de produire a nouveau despteres et donc répondent aux
criteres de NSC. Chaqgue colonie est composée de cellules a plusieurs stades de différenciation
dont les NSC, les progéniteurs, les neuroblastes, les neurones et les cellulegghiatasand
Parmar, 2006; Reynolds and Weiss, 1992, 1996; Suslov et al., 2002)

Cette approche sobest h e guelttype cellulairel initee laq u e st |
formation des neurosphér@& En 1994, un article d®montre qu
3H-thymidine, afin de tuer les cellules en prolifération, ne module pas le nombre de neurosphéres
produites. Cependant , | 6aj out d 6 nombre deeconde
neurospheres de 50%. Les auteurs en déduisent que les cellules hautement mitotiques (soit les
progéniteurs) ne sont pas responsables de la formation des colonies flottantes, mais que ces
dernieres sont dues a une population en amteg NSC(Morshead et al., 1994FEn 1999,

Doetsch injecte dans le ventricule latéral de souris, un adénovirus -GFRRprotéine
fluorescente verte), permettant la production de la protéine GFP dans les cellules exprimant
GFAP (soit les astrocytes et les NSC, voir fig@ye. Lorsquodell e met en cu
souris, elle obtient 9 a 14,3% de neurosphéeres GFP+gmapii que les cellules GFAP positives

forment des neurosphéré3oetsch et al., 1999afes données sont confirmées grace a une
appraehe utilisant les souris transgéniques GFR® (Herpes Simplex Virus Thymidine

Kinasg, permettant de tuer les cellules GFAP+ en prolifération en présence de GCV
(Ganciclovin. La mise en culture de la SVZ de ces souris en présence de GCV ne permet la
formation que de rares neurosphéfisura et al., 2003)Ces résultats impliquent donc les

cellules de type astrocytaire dala production des colonies flottantes.

Peu apres, Doetsch publie un second article ou elle démontre que ce sont les cellules
fortement mitotiques qui forment les neurosphéres. Pour cela, elle injecté-d&hgmidine

dans des souris avant de les neettin culture. Elle indique que 43% des colonies formées sont
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détectées comme était-Thymidine positives. Ces résultats sont confirmés par une seconde
approche, |l ors de Il aquell e, l es cell-Cl es mi
(Cytosineb-D-arabinofuranosidg A la fin du traitement, les progéniteurs et les neuroblastes
sont absents de la SVZ et la culture de cette région ne permet la production que de tres peu de
neurosph res. En revanche, 3 jourteursagnra s | a
nouveau présents dans la SVZ, le nombre de neurosphéres formées redevient similaire au
contrble(Doetsch et al., 2002Ces données peuvent étre interprétées derdanieres soit ce
sont les progéniteurs qui sont responsables de la formation des colonies, soit ce sont les NSC
pr ®sentes dans | e cycle cellul aire. Pour r ®
| 6®1 i mi nati on des pr og @®duit ane dimiratiorvde &0%l dans |ar o mo t
formation des neurospheres. De plus, elle a utilisé une approche par FACS pour mettre
uniguement les progéniteurs en culturd progéniteur sur 7 est capable de former une
neurosphere contre 1 cellule sur 370 poBV& (Doetsch et al., 2002).es auteurs vont donc

| 6encontre de | 6article de Morshead, pui sq
produites par |l es prog®niteurs, cellules fort
fraction puisse étrdérivée des aNSC.

Enfin, une autre étude utilise le FACS pour étudier les types cellulaires capables de former
les neurospheres. Pour cela, les auteurs utilisent les souris transgéniques GFAP::GFP dans
lesquelles les astrocytes et les NSC sont GFP+. taocgpn®t r i e de fl ux | eur
plusieurs populations dont les GFP+EGKBNSC), les GFP+EGFR+ (aNSC) et les GFP
EGFR+ (progéniteurs). Cet article indiqgue que 30% des neurospheres formées proviennent des
cellules GFP+EGFR+ contre 10% pour les @FBFR+. Les auteurs en conclu que les aNSC
et les progéniteurs sont capables de former les neurospheites (Pastraa et al., 2009 Cette
®tude est soutenue par un second article qui
marqueurs. Dans celld, les ateurs se servent des protéines membranaires GLAST, EGFR,
PlexinB2, CD24, 04, PSAICA M, Ter 119 et CDhD45. l'1's d®montr
appellent GEPCOT (GLAST+ EGFR+ PlexinB2+ CD2#- PSANCAM- Terll9 et CD45
) sont responsables de la formatimsl neur osph res puisque 36% d
colonies flottantegMich et al., 2014)

L 6 e n s e mis Btedesche sort pas en parfaite cohérence. Cependant, comme il a été

mentionné dans le paragraphe précédent, les marqueurs cellulaires se chevauchent dans la lignée
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neurale. Ainsi, il ne peut pas étre exclu que dans les souris transgéniques les motavuats

du promoteur GFAP, ne restent pas présentes un certain temps dans les progéniteurs. De plus,
les drogues et les virus ne possédent jamais un effet total, laissant donc des cellules en vie ou
non infect®es. Ainsi, | Ofigue siceapte bue lesineurokphéres o mmu
formées, en réponse au facteur EGF, proviennent des aNSC et des progéniteurs précoces.

Pour finir, une nouvelle approche de cul tu
primitives. Ces c edistuteé mus tardivemant; ne kodtipas eapdbiesd® s e r
générer des colonies dans un milieu de culture prolifératif standard. Erceffeterniéres ne
n®cessitent pas | a Fiprobles é&rowtheFacth)ontai® eniqueementHaG F  (
présence de LIFLewkemia Inhibitory Factoy pour leur permettre de former des colonies
vitro. Il semblerait que ce soit le seul type cellulaire capable de proliférer dans ces conditions
(Reeve et al., 2017; Sachewsky et al., 2014)

b) L 6 u ttion de molécules

Afin de comprendre la régulation de la lignée neurale, il est nécessaire de disséquer le role
des molécules qui agissent sur les NSC et leurs descendances. Pour cela, deux approches
peuvent étre utiliséesaugmenteteur présence ou ldiminuer. Pour ne citer que quelques
exemples, cellesi peuvent étre des facteursstgl u 6 E(Bdetsch et al., 2002es lipides
(Hamilton et al., 2015)des inhibiteurs pharmacologiqu@&oetsch et al., 1999a; Doetsch et al.,
1999b; Doetsch et al., 200Btc.

(1) Invitro

La culture cellulaire per met déoamplui fier |
prolif®ratif et de |l es diff®rencier en absen
di ff®rentes ®tapes de | a invieoestdogcane dessappeanesd e hor
les plus faclespour ®tudi er | 6effeatdenmol ®ault esenauyv
encore |l a diff®renciation cellul aire. Pour o
suf fit de | 6ajouter aux cellules en culture,

| 6observation d u Lesoprogéduresnevitre permettand del taster des

molécules sur la neurogenése sont donc particulierement nombreuses.
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De nombreux articles utilisent cette approche, par exemple, un article démontre que la
voie de signalisation de mTOR est un médiateur ttapmolifération induite par EGF. La mise
en culture en présence de la Rapamycin, un inhibiteur de mTORC1, induit une diminution du
nombre de neurospheres ainsi que de leur {&léourasetal.,2012) Ldéaj out inde mol G
vitro a aussi permis a Lim de démontrer que BMP2 et BMP4 inhibent la différenciation neurale.
De plus, cet auteur indique que cet effet peut étre bloqué si Noggin est présent demEsne
gue BMP(Lim et al., 2000)

La culture cellulaire reste la technique la plus facile pour tester des molécules et mener
|l es premi res observations. Cependant, cette
interactions cell ul ai r etestsotvent apmiyég par uoensacenue nt ¢

approchen vivo.

(2) Invivo
Afin de valider | es effets doéunevimwoest®cul e s
n®cessaire. Pl usi eurs approches permettent d

voiesde signalisations. Pour cela, il est possible de faire des injections, des infusions ou encore

déutiliser des mod | es g®n®ti ques.

(a) Injection

Les injections permettent doéintroduire des
Elles peuvent se faire diférentes faconsen intraveineuse, en intrapéritonéale (IP) mais aussi
directement dans les ventricules latéraux. Les intraveineuses ne sont pas fréquemment utilisées
pour | 6® ude de | a neurogen se adulvileedla, Cepen
| utilise afin doéinjecter | e plasma-cdsentsour i s
suffisantes pour induire une diminution du nombre de neuroblastes prféllada et al.,
2011)

Les IP sont largement plus communes, puisque cette technique est un mode

déadmini stration facile n®cessitant seul ement
Ellessontpat i cul i r ement utilis®es pour | 6injecti
BrdU ou la*H-Thymi di ne. Ce type dbéinjections est

publications observant la prolifération des NSC et de leurs descen@oeésch eal., 1999a;
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Doetsch et al., 1999b; Morshead et al., 1998; Morshead and van der Kooy, 1992; Ponti et al.,
2013)

Les injections dans le ventricule latésait une approche reconnue
neurogenese. En effet, elles permettent de délivrer les molécules directement dans la niche, sans
passer par |l es diff®rents syst mes pouvant |
| 6 appr ocpdareMudotui d injest®des anticorps &fBF2 dans les ventricules de rats.
Ainsi, |l es auteurs ont -2¢peRirbloquerla @oligratien celldlaira hi b i t

induite par la nicotindMudo et al., 2007) Le d®savantage majeur de

guoil n®cessite usheananneasutxh @siines ig &nu&ruanlee cdhel r ur

Les injections permettentindwikles dossalehndeni st r
nombreux avantages dont | e choix de | 6©ge, du
ainsiqguelaf®quence doéadministration. Seules | es in

pas un traitement répéfguisquees aiguilles engendrent de grandes lésions, mais il est possible

de remédier a ce probleme grace aux infusions.

(b) Infusion
L6éinjection de mol ®cules dans | e cerveau
reprises. Cependant , certains traitements n®c

des effets. Pour cela, les groupes de recherche utilisent des pompes osngoiigeemettent

de délivrer les molécules de facon continue sur plusieurs jours ou semaines. Un traitement
fr®guemment retrouv® sous cette f-Gupermetst | 6 a
de tuer les cellules en prolifératiDoetsch et al., 1999a; Doetsch et al., 1999b; Doetsch et al.,

2002; Reeve et al., 201 Tette technique nécessite aussi une anesthésie générale des animaux

afin de placer une canule a la surface du cerveau ou dans les ventricules latéraux, pouvant
induire des Iésions et une activation des NB&izet al., 2015)Les injections et les infusions,

induisant une diffusiondelamoléeul dans | 6 organi sme et | e tissu
pas dobéobserver un seul compor tua résultat dia uen ef f e

réaction indirecte.
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C) Les mani pul ations g®n®ti ques permettant | 6

L étude de la neurogenése adulte nécessite la modulation de voies de signalisation, ce qui
peut °tre r®alis® par | a production dbdéani mau.
détecter les NSC et leurs descendances sur différentes périodes. Hesdffehunomarquages
ne sont pas toujours suffisants puisquodils ne
du sacrifice. Afin degpallier ce probléme, de nombreuses techniques basées sur la manipulation
génétique sont utiliséedes souris transgéques, les virus et les plasmides

(1) Les modeles de souris transgéniques
De nos jours, de nombreux modéles murins transgéniques sont disponibles sur le marché

pour | 6®t ude de | a neur ogehpows ejecifdlerhatgeer uné&G® n ®r a
ou plusieurs populations cellulaires ou de moduler leurs signalisations intrinseques. Pour cela,

deux types de modeéles transgéniques exisies reporteurs constitutifs ou inductibles.

(@) Les modéles constitutifs

Les modéles transgéniques constitutifs petenétde marquer/modifier une population
cellulaire en fonction du promoteur utilisé. Pour créer ce type de modéele, il est nécessaire de
construire un transgéne composé de deux élémeitsun élément régulateur/promoteur
exprimé dans le type cellulaireuéié (par exemple GFAP pour les NSC et les astrocytes) et 2
débun g ne pouvant coder pour une prot®i ne de
De cette fa-on, |l e g ne choisi sera exprim® d
régulateur. Le transgene peut étre inséré de facon aléatoire dans le génome par injection
pronucléaire dans un zygote ou dans les cellules souches embryonnaires. Cependant, il est aussi
possible de | 6int®grer ~ | a plnaec @ celdoipary ne de
recombinaison homologuedans ce cas de figure, ce sera&kKmock in(Dhaliwal and Lagace,
2011)

Dans les études de la neurogenaslulte, de nombreux modéles constitutifs sont des
modeles reporteurs, ainsi, le principe sera expliqué suraelDans le cadre des reporteurs,
cbest | 6ADN codant poutlequela &FPmui est fdaeém avaldlee d ®t e «
| 6 ® ® mkataur. Cett®potéinepor t ri ce ne doit pas poss®der
pas modul er | e compor t e (dadmantonakieethl.a20@8e | | ul e qui
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Les mod |l es reporteurs constitutifs sont n
cellulaires. Un de ces modeles les plus utdipggtour | 6 ®t ude de edbks neur og
souris GFAP::GFP qui ont été caracterisées par le laboratoire du Dr Bordey @Ay (iRdatel
et al., 2009) Dans celleg i , | 6 ® ®ment rgul ateur est un f
promoteur GFAP humai¢Nolte et al., 2001; Zhuo et al., 199Dans la SVZ de ces souris, la
GFP est exprimée darles NSC et les astrocytes mais aussi dans unepspusation de
progéniteurs. En revanche, les neurones matures et les cellules épendymaires ne sont pas

marquégDhaliwal and Lagace, 2011; Tavazoie et al., 20@®)s souris ont été utilisées pour

d®crire | 6empl acement des NSC et | eurVZrel ati a
En effet, elles pr®sentent un avantage majeur
cytoplasme alors qubéun i mmuGFAAnPa rngeu apgeer naevt e cd ouor

guodune multitude de:ilésidorm plesfacieallocaliseelesoedides ai r e s
GFAP positives dans ce modéle transgén{@inen et al., 2008; Tavazoie et al., 20@8) plus,
elles sont largement utilisées lors des protocoles de triage par (B&Ci&rvordersandforth et
al., 2010; Codega et al., 2014; Dulken et al., 2017; Pastrana et al., 2009)

Il existe plusieurs autres modeles de souris similaires aux GFAP::GFP tels que les souris
ayanten élément régulateur GLASTSlezak et al., 200®u encoe Nestin (Mignone et al.,
2004) Le principe des souris reportrigclesg const
possi bl e doav odstransgénigeetefewquurei sp rdBsuebnlte®es dans | 6
Dans celuic i |l es souris poss dent deux transg nes
Nestin positive en orange (Nestiusabira Orange) eblaut re | es neur-obl ast e
GFP) (Kanki et al., 2010) De mémeJes souris reporteurs peuvent permettre de visualiser
| 6activation déun g ne plut?®t qubébuneGRKRPopul at i
rendent possible | 6obser vat (Basak addeTaylo 2007) i vat i
Enfin, certaines souris transgénique per met t ent | 6®t ude de | a ci
tissus. Les souris FUCCIFluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicatoexpriment
différents fluorophores selon la phase de division. Ainsi, les cellulpbaseG1 sont rouges,
alors que leshmses S, G2t M sont vertegSakaueSawano et al., 2008)

Ce type de modéle transgénique est particulierement galeil permet une forte
expression du transg ne afin de |l ocal i ser 0

population cellulaire. En revanche, ibgséde un inconvénient majeuta production et le
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mai ntien de | a prot®i ne reportrice. En effet,
est activé et la denvie de la protéine, il se peut que le reporteur ne soit pas correctement

exprimé.le mai ntien de |l a prot®i ne reportrice apr
pourrait °tre Iimit® via | outilisation de p
dégradation. Malheureusement, ce systéme présente des difficultés deisén@bilet node st

tres peu utilis€Dhaliwal andLagace, 2011; Hadjantonakis et al., 2003)

(b) Les modeles conditionnels et inductible
Les modeles conditionnels ou inductibles sont différents des reporteurs puisque les
modifications faites danseanodeélesont permanentes et se retrouvent dans les cellules filles.

Ainsi, m°me si | 6 ® ®ment r ®gul @nteeuur nodéest pl u
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Figure 3: Modéles de souris transgéniques

(Légende Figure 3 sur la page suivante)
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Légende figure 3

De nombreuses souri transg®ni ques -modalemet t eni
reporteur constitutif : |l es souris GFAP: : GFPF
promoteur GFAP est activé. Dans la SVZ, la protéine fluorescente est éstrdans les NSC

et |l es astrocytes. La descendance des NSC noe
pour un temps | imit®, | a p-model® conddgioneFdPe i jJau s qu 0
Cre recombinase est exprimée en aval du promoteur GEAsecond transgéene est identique

a celui retrouvé dans de nombreux modeles de reporteur : la GFP est placée en aval du locus
R26R ubiquitaire. Entre les deux séquences, un codon STOP est présent entouré par deux sites

loxP. Dans les cellules GFAP posésj il va y avoir production de la protéine Cre dans le

S
i
a

cytoplasme qui va entrer dans | e noyau afin d
du codon STOP : par cons®quent | 6expression ¢
cellule recorbinée continuera de produire la protéine fluorescenteddele inductible CreER

|l a prot® ne fusion CreER d®pend de | 0activa
est identigue au modele B. Les cellules GFAP positives vont produire la CreERrgui s
mai ntenue dans | e cytopl asme. Lors doune i ndu
noyau pour ®l i miner | e codon STOP et induire
cellules filles dbéune cel |l ul eprotéire dlworedgcénte®e cor

Abréviations : GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein; GFP: protéine fluorescente verte. Image
générée par Sandra Joppe.

0] Les modéles conditionnels Cre

Les modeles conditionnels classig@¥e/Lox reposent sur un systeme de recomibbn
permettant | a d® ® i on, | 6inversion ou |l a tra
ce mod | e, | 6exempl e pr ®sent dandg,le$ a@uteurst i cl e
cherchent a cartographier la descendance des NSC. Pqulsodlidisent des souris présentant
deux constructionsdans la premiére, la Cre est placée en aval du promoteur GFAP. Dans la
seconde, une construction classique de reporteurfloxé¢ e | ocus ROSA26 sui vi
l ox P, puis déunteodons&TORd ense | oxP et enfi
Dans cette souris transgénique, toutes les cellules GFAP positives vont produire la protéine Cre.
Celle-ci étant nucléaire, elle va migrer au noyau et lier les deux sites loxP pour induireitandélét
du codon STOP. Sachant que le locus ROSA26 est exprimé de fagon ubiquitaire, la GFP va étre
exprimée dans les cellules GFAP positives mais aussi dans leurs descendance8Rligure
Ainsi , |l es auteurs ont d®mo niem @odgtese pdrtibden s e mb |
cellules astrocytaire@Garcia et al., 2004) Le mod | e <c¢cl assi qtyoas Cr e/ L.
trés utilisé puisque de nombreux promoteurs sont activés lors du développement, ce qui rend

i mpossi ble de dissocier | a (Dhaiwalaodglagace,2@ll)e mbr y o
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(i) Les modeles inductibles
(a) Les CreER
Le systeme inductible CreER est permis grace a la fusion de deux protéiGes et ER.

Léinduction peut se faire ° | 60ge d@&bques ® gr Oc
le Tamoxifen. Plusieurs types de ER existent avec une sensibilité plus ou moins forte au ligand

tels que ERet ER? (Indraetal., 1999) En r e pr e n adedsys mhisoea gjautam | e cC i
I 6 i rod, lacCtekR est placée en aval du promoteur GFAP. La seconde construction reste le

m° me reporteur fl ox®. Dans ce mod | e, | 6 ensen
et produire | a prot®i ne fusion Cr eERffett&cependa
protéine ER permet de retenir la Cre dans le cytoplasme. Au moment choisi, les souris pourront

étre induits avec le Tamoxifenle ligand va permettre le passage de la CreER au noyau et ainsi

la délétion du codon STOP. Par conséquent, &siles GFAP positives ainsi que leurs
descendances vont exprimer la GFPg(Fé ). Cet exemple est un modele inductible

per mettant de r®aliser des tra-ages de | ign®e
la neurogenése adulte avec wystéme similaire mais en utilisant des souris Nestin::CreER

(Carlen et al., 2006; Imayoshi et al., 2006; Lagace et al., 2007)

Bien évidemment, cet exemple peut étre détourné, en changeant les promoteurs ou les
protéines, par exemple pour bloquer la neurogenése adulte. Imayoshi a utilisé des souris
comprenant les deux constructgd Nestin::CreER et NSEOxP-STORIoxP-DTA afin de tuer
les neurones prodgitp endant ou apr s | 6i nduction au T;
recombinaison a lieu dans les NSC et les progéniteurs. Quand leurs descendances vont maturer
en neurones, elles mb activer le promoteur NSENEuron Specific Enolayeet induire la
production de la DTA (iphteria Toxin fragment Aqui correspond a la toxine diphtérique, ce
qui induit leur morilmayoshi et al., 2008)

Lavantage de ce syst me Cre inductible es
désiré. Le second intérét, qui peut aussi se révéler comme un inconvéniens t | 6ef f i ca
recombinaison. En effet, il est possible de moduler le traitement afin que la recombinaison soit
rare, moyenne ou forte. Les inconvénients sont similaires aux modéles constitutifs auxquels il

faut ajouter | a pasancompletéEnikdopal étaln 20155 e c o mbi n
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(b) Les tTA
Un autre systéme inductible existe, le tTgdt€ine transactivatrice de la tétracyc)ine

Dans ce modele deux constructions sont présetdgsremierec ode pour | a t TA en
promoteur et | a seconde code pour untfA prot ®i
responsive TetQp En absence de | danti bioti gusquet ®t r ac )
la Doxycline, latTAlie TetOpcequindui t | 6expression de | a pr ot
phar maceuti que, la tTA ne peut plus lier | 6A
prot®i ne doéint®r°t. Ce syst me Tetoff». LeeTetr ouv® d
on»e st l e proc®d® inverse qui per met | 6expres
l 6antibiotique gr ©c @haliwalanmddagae T2011)iRécemnanerg,en ( rt T A
article a utilis® ce syst me afin dbéobserver

celukci, les auteurs ont utilisé des souris@HIST1H2B/GFP dans lesquelles les cellules

mitotiqgues deviennent GFP positives lordqeil | es sont trait®es avec
mod | e |l eur a permis de d®finir | @eefereuence
2017)

Ces modeles deton » et «Tetoff e s ont particuli rement i

permettent une induction ponctuelle, malheureusement, la Doxycycline peut étre toxique a

fortes doses.

(© Léablation cellul aire

L 6 ®t u dneurodemésé camprend aussi un volet sur le réle fonctionnel de ces cellules.
Une des techniques les plus utiispeo ur r ®pondre ~ cette questi ol
gudon ®tudie afin doébobserver wune afon®@bns.or ati o
Comme il a été mentionné précédemment, plusieurs articles ont supprimé les cellules mitotiques
via | 06inH&by mbdi rde-C.o0ependahtA cedains modeles transgéniques

per mettent de suppri mer uni g poputaton tellukbies cel | u

| 6origine, ce mod | e -Teks tq uaip ppaerrumesto udse |sau pfporrinme
cellules mitotiques en Ean@doenKllatetdle2003jPaugy e nt an
| 6®t ude de | a neur oge ATK st despbnibles et perntkttest des our i
supprimer la neurogenése a 98%arcia etal.,2004) Dans ce mod | e, comme
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cellul aire avec |l es drogues, idé la 8\&tapres tes si bl e
traitement au GCVImura et al., 2003; Sachewsky et al., 2014)

Pour concl ur e, |l e nombre de souris trans
neurogenése adulte augmente rapiden@ed.modele permettent de dadr certains problemes
techni ques @iblogid des NXIevive. e rCelpaendant |, | 6ensembl e
bas® sur | 6utilisation de promoteurs qui dir
derni ers n 0 ®tsaaonttyppcalwlairs, i st tdujougsuddficile de savoires |
effets observ®s sont wuniquement dus au type
production ainsi que la demii e des pr ot ®i nes dobisncert@mes t peu\

interprétations.

(2) Lesvirus
En plus des modeles transgéniqudsest possible de détecter ou de modifier la

signalisation intracellulaire via une autre approche génétides vecteurs viraux. lls sont

présents sous plusieurs formes incluant les rétrovirus (RV), les lentivirus (LV) et les adénovirus

(Ad). Ces dernier peuvent remplacer certains modeles transgéniques tels que conditionnels Cre

ou étre utilisés en combinaison. Les virus offrent plusieurs avantages tels que pouvoir étre
inject®s ° nodéi mporte quel ©ge et deluspisr met tr
of frent |l a possibilit® doéo°tre inject®s avec d

plus ou moins grand de cellules. Les virus permettent de réaliser des tracages de lignée

pui squdune fois i nf ec tteBtdesgénoreerisal adears dellulesdiles m r e s
(Enikolopov et al., 2015) Enfin, | 6®tude de |l a neurogen se
pour | a possibilit® des(Cdachkredand Hafrie2007;gfBomasetu e s c |

al.,2003) Lbéensemble des virus sont construits de
Vvu que | a s®quence codante de | a prot®i ne dobi

étre spécifique a une population cellulaire.
(@ Les rétrovirus (RV)

Les rétrovirus sont des virus a ARN enveloppé de la famill&kdesviridae Leur mode

doi nfecti on :leB\Mse ks aeembsanemegld cellule hdte permettant la fusion
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de | 6envel oppe virale avec eet 6ARUevihraledaCts

puis |l a formation doéun ADN viral wvia | a tran:
mi t ose, |l a membrane nucl ®aire va se briser p
| 6h*te gr ©ce 7 tli @inn td&ug rmaste®r iledli ng ®QY®tai que Vi |
cellule entre endivision | es RV permettent donc uni guemen!

(Enikolopov et al., 2015; Mitchell et al., 20049et outil peut donc étre utiésafin de marquer

des cellules produites | ors de | o6infection.
Les RV sont | argement wutilis®s afin doobser

a utilisé cet outil afin de quantifier le nombre et le destin des cellules produites dans la SVZ.

Grace différentes approches, dont les RV, elle a pu déterminer la durée du cycle cellulaire des

progéniteurs ainsi que leur taux de survie ou de migration dans le trajet migratoire rostral

(Morshead et al., 1998; Morshead and van der Kooy, 1992be pl us, cOest gr ©

virus que le groupe du Dr Alavar&u y | | a a d®montr ® | 6origine de:.

ont utilisé une librairie de rétroviruscedebarre» dans lesquels chacun codait pour la GFP et

une séguence unique de 24 paires desbdgesi, en comparartette séquence présente dans

les interneurones et dans les NSC, les auteurs ont été capables de savoir quels neurones ont été

produits par quelle NSG-uentealba et al., 2015)

(b) Les lentivirus (LV)

Les lentivirus font partie de la méme famille querésovirus. Ce sont donc des particules
a ARN enveloppé de la famille d&etroviridae Les LV sont un outil i
peuvent transporter de grands transg nes doe
quiescentes, caractéristiqueimpt ant e pour | 0 ®t YGbekrelthedKafrg el | ul e
2007; Enikolopov et al., 2015)

En 2006, une publication compare les LV aux Raur définir lesquels sont les plus
i nt ®r essants pour | 6®t ude des NSC. Ce group:t
ventricule permettait de marquer les NSC ainsi que les neuroblastes alors que les RV se
retrouvent majoritairement dans les neuranmesatures de la SVi&Geraerts et al., 2006 ette
approche virale peut aussi permettre | 6®t ud:

épendymairg(Carlen et al., 2009)
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(c) Les adénovirus (Ad)
Les adénovirus sont des virus de la famille Adenoviridaequi comprend une centaine

de virus dont <certains sont capables doéinfect

gui ne poss dent pas dbéenveloppe. l'l's sont ¢
|l es LV et peuvent endrbnBkbiDavielson amchBohinyr189MesgAd soe d 6
aussi fr®quemment amteiuriog®fn peuradiud ®teud e odie Ine

Merkle a eu recours a cette technique afin @eetr la descendance des NSC selon leur
|l ocalisation dans | a SVZ. Cbest avec ces Virdl
a été publié¢éMerkle et al., 2007)

Les virus repr®sentent un out i ICepemrdanhr t ant
comme toute technique, ils présentent plusieurs inconvénients. Premiérement, méme si leur
durée de vie reste limitée vivo, i | nbest pas ®vident de connai
restent infectieux. En second, leur injection dans ielses neurogéniques induit des lésions
i ndui sant | 6 a(Edzietvah 2d1®Enfin,cce sont deSites molécules de 20 a
100 nanometreselles vont donc se diffuser dans le LCS et possiblement dans le tissu. Le site
déoinfection est donc bien plus | arge que | e ¢
puisque dans plusieurs articles, les virus sont injectésiudaventricule latéral mais les analyses
sont effectuées sur le bord contralatéral afin de limiter la diffusion dans la zone sous
épendymair€Carlen et al., 2009; Mirzadeh et al., 2008)

(3) Les plasmides
L6O®l ectroporation est une technique per met

nucléiques dans une cellule de fagon transitdiré.adigine, elle a été développée chez les

embryons de poul¢Nakamura et al., 2000)e mécanisme moléculaire exact de cette technique
ndbest pas parfaitement connu, cependant, |l e ¢
l a r®gion doéint ®r °t etriguesfinde géngérpridésgares transitairesc o U r
dans | es membranes <cellul aires. LOint ®gr ati o
migrationde celuc i v e r ¢Bigéy@taln 2082eBloquel et al., 2004; De Vry et al., 2010a;

De Vry et al.,, 2010b)Cette technique présente donc une spécificité spatiale et temporelle,

pui sque | 06int®gration de | 6ADN ne peegundesse f ai
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avantages maj eur s absents d-@essus. n@2déraleraest, d 6 ®t

| 6®l ectroporation se fait avec des pl asmide:

circul aire. Selon Ie g ne pr®sent, llued®l ectr o
modul er |l a signalisation intracellul aire. De
particuliers permettant -poputompaelrlaire,isimitairediue g ne

qui a été expliqué précédemment pour les modeles trainsgé ou les virus. De nos jours,

| 6®l ectroporation est wutilis®e dans plusieurs
nombreux tissus tels que le cerveau, la rétine, les muscles, le,fei¢ et . Pour | 6®t ud
neurogenese, ilests bl e do6®I| ect r imptero(Raito andeNakatsujmBOOLy o n s

des nouveamés(Boutin et al., 2008; Ding et al., 201&) des adulte@BarnabeHeider et al.,

2008; Tanakaetal.,2000) L6 ®l ectroporation est une techni
la biologie des NSC. Par exemple, elle a été utilisée pour définir le réle des cadhérines dans le
mai ntien de | O6newdg&iueidd |@SVBanabetdeider et allh2008)

L6O®l ectroporation est une technique per mett
approximativement les mémesdes que les modeles transgéniques ou viraux, a savoir un
promoteur sp®cifique et un transg ne. La di f-
technique transitoire alors que les autres permettent une expression du transgene stable pouvant
étre tansmis aux générations suivantes. Cependant, chez les noégdla été démontré que
| 6®l ectroporati on i pehdantiau mMoid2® jops(Deng et al.o2012de | a

Cette technique peut aussi permettre | e tra-a
dans un mod | e reporteur. L6inconv®nient maj e
l ors de | a chirurgi e av eques.ICépemiant itdstipassiblealé | e s
remplacer les aiguilleélectrodes par des pinces électrodes, se placant de chaque bord du crane.

Cette derni re est bien moins i nvasive mai s
i mportante. L @émlarque tles prqrédures précédgotese c 6est une t e

peu cditeuse rapide mais aussi peu toxique.
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d) La cytom®trie en flux et | e s®quen-age de

La cytométrie en flux est une technique arrivée réecemment dans la recherche sur les NSC.
De facontres rapide, cette technique permet la caractérisation de différentes propriétés
cellulaires. Pour cela, des cellules dissociées passent devant un ou plusieurs faisceaux, ce qui
permet de détecter leur taille, leur granulosité, la fluorescence émis€gtitcderniere peut
étre endogene, grace aux modeles transgéniquesousauplé ¢ des anti cor ps. F
|l a neurogen se adulte, | a cyt oedl@®tagénd@alement f | ux
compl ®t er dobéaut r e de CkBEaCarposyElsoresc&raSuccieirricyIincpiér e ,
est un marqueur fluorescent per metinvirmdn doéobs
compl ®ment doi mmun o m@angltoraey &.s2015)DesfaconcsimidaireKi 6 7
| 6i odure de propidium permet de d®termtner | a
les cellules, et dm obtenir des informations sur leur proliférat{@mang et al., 2014)
Le FACS (Fluorescencectivated cell sortingest un type de cytométrie en flux. Son
principe est identique mais cette technique permet de trier et de récupérer gespstatsons.
Grace aux marquages membranaires, il est possthiemettre les cellules vivantes en culture
ou de | es transplanter. Codest cette approche
capable de produire les neurosphésdega et al., 2014; Lloreidobadilla et al., 201;9Mich
et al.,, 2014; Pastrana et al., 200Pans le domaine de la neurogenese adulte, plusieurs
combinaisons de marqueurs peuvent étre wdisQuelques exemples de celtgsissus
déarticles Iimportants, sont regroup®s dans | e
La possibilité de trieles différentes sodgopulations avec le FACS a permis une nouvelle
approche pour étudier les NSC et leurs descendances. Dans les derniéres années, plusieurs
articles ont effectu® des s®quen-ages dOARN s
SVZ. Cette techniqgue permet dbébobserver | 6act.i
|l es ARN. Selon | a technique utilis®e, il est
ribosomaux, de transfert ou microARN. De facon générale, |lksdesesont isolées puis leurs
ARN sont col | ect ®senaegments plud [etitst Ces demierasgnneamvertis
en ADN gr®©ce ° |l a transcriptase inverse avan

grace a la liaison de nucléotided uor escent s c &paaun bppared éféctuane r ec o
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la | ecture. Léensemble des ®tapes suivantes
anal ys®s avec | e g®nome et effectuer | 6ensemb

Un des premiers articles ayant @i cette technique a comparé les NSC adultes avec
différents types cellulaireBeckervordersandforth et al., 201@ar la suite, plusieurs articles
ont effectué des analyses similaires en comparant les différentegaguations de la lignée
neuronaldCodega et al., 201Dulken et al., 2017; LloreABobadilla et al., 2015 Ces derniers
seront d®taill ®s dans | e chapitre sur | 6iden
noter que cesrésultatspermetnt doéobserver des comportements
ou plusieurs populations cellulaires, leur permettant généralement de définir une hiérarchie. La
transition doéun ®tat au suivant va °tex r®al.i
intracellulaires. Ces études permettent de définir de nouveaux marqueurs cellulaires pour la
neurogenese adul(€odega et al., 2014; Dulken et al., 2017;reltsBobadilla et al., 2015)

Comme noi mporte quelle technique, l e FACS
fai bl esses. En effet, ces techniquesrlene per
positionnement des cellules dans la SVZ, leurs rdles, ni leurs interactions. De plus, les ARN
sont rapidement et fortement contrélés. Ainsi, un FACS sur des cellules dissociées suivi par une
lyse peut durer plusieurs heures. Les résultats obtemwemedonc étre biaisés par le stress

cellulaire.
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Tableau I.

Exemple de combinaisons de marqueurs utilisées pour le FACS.

épgriljl;ﬁaire Astrocyte gNSC aNSC Progéniteur| Neuroblaste Références
GFAP::GFR | GFAP::GFP+H GFAP::GFP+H GFAP::GFR | GFAP::GFR
EGFR EGFR NP EGFR+ EGFR+ EGFR Pastrana, 2009
CD24+ CD24 CD24 CD24 CD24+
GFAP::GFR | GFAP::GFPH GFAP::GFP+ GFAP::GFR Beckervordersandforth,
CD133+ CD133 CD133+ CD133 2010
GLAST++ GLAST+
EGFR EGFR++
PlexinB2+ PlexinB2++
ND ND ch24 cb24 ND Mich, 2014*
04 04
PSANCAM- PSANCAM-
Terll9 Terll9
CD45 CD45
GFAP::GFP+H GFAP::GFP+ GFAP::GFP+
ND cD133 D133+ D133+ ND ND Codega, 2014
EGFR EGFR EGFR+
CD24 CD24 CD24
GLAST++ GLAST+ GLAST-
CD133+ CD133+ CD133
EGFR+
CD24+ CD24 LlorensBobadilla, 2015*
04 04 O4-
PSANCAM- NCAM- | NCAW:
CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
GFAP::GFPH GFAP::GFP+ GFAP::GFP+ GFAP::GFR
CD133 CD133+ CD133+
EGFR EGFR+ EGFR+
CD31- CD31- CD31- CD31- CD31- CD31- Pulken, 2017
CD24+ CD24 CD24 CD24 CD24 CD24+
CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
ND Non défini/discuté
. + Forte _ + Expression _ Expression faibleu
expression

moyenne

(LégendeTableau Isur la page suivanke
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Légende Tableau:l

Les différents types cellulaires présents dans la SVZ peuvent étre séparés grace a différentes
stratégies de marquages. Dans les exemples cités, les épitopes membranaires EGFR, CD24,
CD133 (Promininl), GLAST, PlexinB2, O4, PSAICAM, Terl19, CD45, et CD31 sont

utilisés sur des souris de phénotype sauvage ou dans des souris transgéniques GFAP::GFP. La
majorité des marqueurs de ce tableau font partie de la lignée neurale et sonsidditgié&a

figure 2. O4 est un marqueur des oligodendrocytes, Terll9 est exprimé par les cellules
sangui nes, CD45 | 6est par | es microglies et
cellules endothélialeg\bréviations: GLAST : glutamate aspartatransporter) ; GFAPGlial

fibrillary acidic protein ; EGFR : Epidermal Growth Factor receptor ; CD : cluster of
differentiation ; PSANCAM : Polysialylatedneural cell adhesion molecule.
(Beckervordersandforth et al., 2010; Coalegal., 2014, Dulken et al., 2017; LloreBsbadilla

et al., 2015; Mich et al., 2014; Pastrana et al., 200&)leau généré par Sandra Joppé

e) La transplantation

Les transplantations ont largement été utilisées pour les études sur la formation du systeme
nerveux central. Ce systeme perdeb obser ver plusi eurs aspects ¢
dont la spécificité régionale, la différenciation et la production cellulaire de -cell€ette
technique est aussi utilisée sur des cellules addibes les précurseurs neuraidankovski and
Sotelo, 1996)Dans le milieu de la neurogenése adulte, les transplantations sont utilisées pour
deux objectifs principaux. Premi rement, elle
cellules souches. Looppecsi Bi mstai'r epeu’” pgawo
transplanter des NSC afin de produire de nouveaux neurones, astrocytes ou oligodendrocytes
afin de limiter les maladies neurodégénératiftes et al., 2007; Trounson and McDonald,

2015) Le travail de cette thése ne portant ni sur la transplantation ni sur les cas pathologiques,
ce paragraphe ne sera pas plus détaillé.

Deuxiemement, ledransplantations permettent de valider biologiguement le type
cellulaire purifié. Par exemple, Lloreiobadilla a utilisé cette technique pour démontrer que
sa population de cellules GLAST+ Prom1+ contenait bien des NSC. Pour cela, il a isolé les
cellulesGLAST+ Proml+ des souris Rainbow 2 (ayant une fluorescence ubiquitée)a
suite, il ainjecté 2 a 4000 de celleg i dans | e ventricule | at®r al
mois, les auteurs ont retrouvé des cellules fluorescentes dans la SVZ, ainsi mais aussi des
interneurones dans les bulbes olfactifs. Cette technique permet donc auxsautedi 6 a f f i r me r
la population cellulaire obtenue aprés le FACS contient bien des NSC car elles sont
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neurogéniquef_lorensBobadilla et al., 2015 Plusieurs autres groupes ont eu recours a cette
technique afin déobtenir | a(Codegh etdlaz014pQolakd e | e L
et al., 2008)

La technique de transplantation est donc importante g@montrer la présence des NSC
dans les tris cellulaires et reste, a ce jour, une des meilleures preuves que les auteurs puissent
fournir. Cependant , |l a transplantation noes:t
| 6i njection do ueluleyy Beulanient quelgpasn e s dddentre el | es
capabl es de so6i nt ®gmoerir daaslledCSset dpnc enduireauneméagtianr i t ®
i mmuni taire. De plus, cette technique produit

jusgudau ventricule.

Atravers ces pages, l a majorit® des techni
adulte ont ®t ® d®crites. Chacune dbéentre ell e
un aspect de la biologie des NSC. Comme toutesdures expérimentales, elles possedent
des forces mais aussi des faiblesses. Tel g ud
les inconvénients fréquemment retrouveés sont la présence de lésions du systeme nerveux central

lorsque les chirurgiessbn n®cessaires, mai s aussi | 6absence

D. Identification des cellules souches neurales

Depuis des dizaines de pages, ce manuscrit décrit la neurogenése adulte, quiest rendu
possible grace aux cellules souches neurales adultesar&@grgphe, portant sur leur identité,

aurait donc di étre placé bien plus t6t dans cette introduction. Cependant, le véritable visage des

NSC reste ind®fini. Avec un nombre grandi ssa
biologie des NSC etdelur | i gn®e est bien plus compl exe ¢
Afin de traiter ce th me, i ®t ait n®cessaire

de la neurogenese pour comprendre les forces et les lacunes des observations arenées. D
paragraphe, plusieurs publications seront regroupées par ordre chronologique, puis discutées

afin de comprendre qui sont les NSC et ou elles se situent.
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1. Des cellules mitotiques dans le cerveau adulte produisent des neurones

Au milieu des années 1090 plusieurs publications évoquent la présence de cellules
mitotiques dans le cerveau de rongeurs adultes. Un Montréalais, le Dr Smart, est un des premiers
a déemontrer ces cellules en division dans la région subependi®nadet, 1961)Cependant,
| 6hi stoire de | a neurogen s e sdateurkAltneanat@as c o mme n
qui démontrat que des cellules mitotiques sont capableproduire oude se différencier en
neurones dans le gyrus dent@dtman, 1966; Altman and Das, 1965) Bi en qud~™ <cet t «
letermeddNSC ne soit pas ®voqu®, | 6i d®e de | a neu
se lancent sur cette thématique et caractérisent les taux de prolifération, les types de cellules
produites et leur destinatigih\ltman, 1966; Privat andleblond, 1972)Paur ne ci ter q
article, Cindy Morsheadt DerekvVan Der Kooyontdémontré que 10% des cellules de la SVZ
prolif ®raient avec un cycle <cellulaire de 1
(Morshead and van der Kooy, 199Ppr la suitdes docteurfeynold et Weiss démontrent que
certaines cellules du striatum permettent de produire des neurospheres étant multipotentes et
capabl es d omenReynoklsand Wesss, 199ATes caractéristiques étant celles

des cellules souches, la dénominatiarekule souche neurale adulteest enfin validée.

2.  Description des cellules souches neurales et de leur lignée dans la SVZ

En 1994, Morsheaet ses olleguegublient un second article particuliérement intéressant
pui Biquiét i e | 6i d®e doéune hi iBdémontrétquelaculutetdeu !l ai r e
neurosphéres ne peut se faire que si la SVZ est mise en culture. Dans un seconitktemps,
indiguentque cette région peut étre régénédeeffet, 6 i tuerd les cellules en division, celles
ci réapparaissent. Cependart, isdjositent un deuxieme traitement identique au jour 2, la
régénération et la production de neurosphéres sont largdimentiées. Les auteurs indiquent
donc quoi l existe une population de NSC rel:
permet la production de cellules transitoires fortement mitotiques (les progéniteurs). lls
proposent donc une hiérarchie, avec dgyes cellulaires, ou les NSC entreraient en division

toutes les 31 semainegMorshead et al., 1994)
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Une des pmmieres analyses de la composition de la SVZ a été donnée en 1997 par Fiona
Doetschet ses colleguedu laboratoire du Dr AlvareBuylla. Dans son articlals décrivert
cing types cellulaires principaux. Premiérement, les cellules de type A qui possedenpsl
cellulaire allongé avec un ou deux prolongements et un cytoplasme foncé. Elles sont groupées
et forment une chaine. Ces cellules sont détectées avec des anticorps tels que Tujl et PSA
NCAM et sont donc des neuroblastes. En second, les cellulgsedB possedent de nombreux
filaments intermédiaires et un cytoplasme clair. Deux populations composent ce type cellulaire
les B1, a proximité des cellules épendymaires, qui sont larges et claires et les B2, situées a
| 6i nterface du d¢cateseannb pluseetitest et foremdea ICes deux sous
populations sont révélées par des immunomarquages avec GEARont des astrocytes.
Troisiemement, les cellules de type C sont larges et sphériques, et se présentent en petits groupes
aproximtédes el |l ul es A. Do6éautres types cellulaires
D et E, qui sont les tanycytes et les cellules épendymaires respectivement. Plusieurs types
cellulaires décrits el e s sus sont c a p &W-Thynsdined: Gur T @lulgsor e r I
prolifératives, 52% sont des cellules de type C, 15 % de type A et 12% de typedi&ch et
al., 1997)

A son tourJe laboratoire du Dr Van Der Koaiétaille les caractéristiques de prolifération
des NSC. Grace a des injections de kétus, ils démontrat que 60% de la descendance des
cellules fortement mitotigues meurent, 25% migrent dans les bulbes olfactifs et 15% restent
dans la SVZAMorshead et al., 1998) Pui sque | darticle pr®c®dent
cellul aires diff®rents capables de se divise
cinétique de prolifération des NSC mais plutét le destin cellutigisecellules produites lors de
la neurogenése adulte. Enflas auteurgstimeitq u 6 i | y a 1200 NSC dans |
souris. Ce chiffre est obtenu en croisant le nombre de cellules en division aprés un traitement
antimitotique, le nombre de neurbspes produites et le nombre de cellules LR@bél

Retaining Cel, soit capables de retenir le BrgMorshead et al., 1998)

3.  Les cellules saches neurales sont des cellules épendymaires

En 1999, une nouvelle théorie appardis cellules épendymaires sont des NSC. Cette

opinion est issue de plusieursfaits pr emi rement, chez | dembryon,
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contact de la lumiereduu be neur al . Chez | dadul te, |l es ce
majoritairementelles de type E. Deuxiemement, il est possible de former des neurospheres a

partir de la moelle épiniere de souris adulte, qui contient des cellules épendymairessrdais p

SVZ (Weiss et al., 1996En se basant sur ces arguments, Clas Johaasses colleguesu

laboratoire dWDr Frisen postulet que les cellules épendymaires peuvent étre des NSC. Pour
testedeurhypothese, gutilisentd es i nj ecti ons de col orant | i por
de marquer la couche épendymairgintiquent que le nombre de cellules gves augmente

dans |l a SVZ au fil du temps et quodil est poss
en culture de striatum de souris inject®es au
colorées. Enfinlesauteusindiquent que ks cellules épendymaires sont des LRC. Ces données

per mettent donc de supporter | 06i d®e que | es
production des progéniteurs et des neurgdebansson et al., 1999Fes résultats vora

| 6 enc on tpubliés da®oetsaat ses collégues p uils antindicué, 2 ans auparavant,

gue sur |l es 79 cell ul es ¢Doetsdhievai., 49908Cependanty c une
| 6 ar tJoharissprtalaec c e pt e ¢éxidte pluSiers gopubatiohs de NSC dans la SVZ.

Cet article a été fortement contestéchniquement, il est possible que le colorant ou le gitus

di ffus® ° travers |l e tissu, all ant ainsi ma r
articleest publié par 6 ® gdubr pamn Der Kooy. Dans celtgi, les auteurs cherchent a savoir

si ce sont les cellules épendymaires ou spendymaires qui sont capables de former les
neurosphéeres. Grace a des microdissections avant la mise en culturdigienn que les

cellules épendymaires peuvent former de petites colonies de moins de 100um mais gque celles

Ci ne sont peesuvellaneahbde mudtipoteiicace hesont donc pas des NSC
(Chiasson et al., 1999)

4. Les cellules souches neurales sont astrocytaires

Quelgues mois plus tartg laboratoire du Dr AlavareBuylla indique que les NSC sont
des astrocytes grace a deux articles. Pour ces étiedeauteursutilisent la capacité de
régénérationdelasSvVZz | a surtetdmantC. ahpc & 0Br @gilsurs dbo
notent que les cellules de type A et C orisghrues mais que celles de type B et E sont
mai ntenues et repr®sentent 55% et 37% des cel
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sur les 152 cellules mitotiques comptées, toutes sont des celstitesytairede type B. Ces
dernieres sont respaases de la production des cellules de type C puis du type A. La
régénération est possible grace a la prolifération des cellules de type B et C. De plus, 30 jours
aprés une injection de BrdU, les 23 cellules positives analysées sont des cellules dectype B
sont des LRC. Enfin gr©ce ° | 6utilisation de
démontrent que ces cellules sont capables de produire des neurones dans les bulbas olfactifs
vivo et de former des neurosphénessitro (Doetsch et al., 1999a; Doetsch et al., 199asx
article se pose donc en compléte opposition a celui de Johaissescollégued la suite de
ces articles, une nouvelle notion va apparaitrelle de NSC quiescentes (par la suite abrégé
par gNSC pouguiescent NSIC Cellesci se divisent rarement, donc capables de survivre a un
traitement antimitotique, et étre responsables de la régénération de la SVZ.
En 2002, Doetscht ses colleguesbservatl 6 i mpact du facteur EGF
adulte. Premieremernits indiquent que ce récepteur est présent sur les cellules de type C mais
aussi sur certaines cellules GFAP qui contactent le ventricule (B1). Ses résultats démontrent
gudune courte infusion d 6 EGF nitaursgbDeepiusjs | a pr
démontrat que ceuxci sont capables de générer des neurosphiéeres a s traitamenta 6 u n
| 6 AO:alafinde | 6i nf us i lenmomhtede hearospheresgrodrites par la SVZ est
largement diminué. Cependant, les autendsquent que la formation de colonies flottantes
augmente entre les jours 1 et 3 suigdntd a r 1 D tAX; @uemoment ou les progéniteurs
réapparaissent. lls en concluent que dans certaines conditions, les progéniteurs sont capables de
conserver les cactéristigues des NSC. Enfin, il est intéressant de noter que les auteurs
remarquent que | e nombre dbéastrocytes au cont
l e nombre total d dRostsch et al.y)2008)s r est e i nchang®
Le type cellulaire des NSC est soutenu par un autre artitledd®q ui pe de recher
Van Der Kooy Grace a la mise en culture de souris GHAR lesauteus démontrat que les
astrocytes mitotiques sont responsables de | a
elles disparaissent quand le GCV est présent dans le milieu. Il est intéressant de noter que la
capacité de formation des neurosphéres est diminuée;de $amilaire lorsque le GCV est
infuséin vivo (Morshead et al., 2003)
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5. Les cellules souches neurales sont hétérogenes

Léarti cl etsedeolleyugmubkélee 2007, ne rentre pas dans le theoua sont
les NSC? » mais apporte un élément important. Dans son artiesguteus indiquent que
toutes | es NSC ne sont pas capab:kellesposddent pr odui
des restrictions selon leur localisation spatiale. Cet article est un des premiers a démontrer que
l es NSC ne sont pas identiques mdNekleetaldi | e X i
2007)

6. Les cellules souches neurales sont @B3 (Prominin-1) positives

Pour revenir sur |l e sujet doint®r°t, un sec
et ses collegues savoir que les cellules épendymaires sont des NSC. Pour cela, les auteurs
utilisent le marqueuciliaire CD133 (Praninin-1), afin de détecter les cellules de type E. lls
d®montrent que | 6ARNmM de CD133 est pr®sent un
|l e marqueur S100b mais pas GFAP. Gr ©ce au FAC
et d ® mo nltes sent tapables @e former des neurosphéres multipotentes et capables
déaut orendnwivoel Il esneamattt eur s sont capables dodéobs
lors de la régénération de la SVZ. De plus, deux mois aprées la transplantation de cellules
CD133+, il est possible dbéen observer dans | a
utilisent | 6® ectcopordanenl|l egupl ast aRtemPALt |
au promoteur humain de CD133, dans des souris reporteur.t&@dtteque, qui ne permet la
recombinaison que des cellules CD133+ GEFAP per met dodéobserver des ¢
bul bes ol factifs. Gr©ce ° | 0ensemble de <ces
CD133+, soit les cellules épendymaires, pnésat les caractéristiques des N&oskun et al.,

2008)

7.  Les cellules de type B1 sont des cellules souches

Quelgues mois plus tard,aBticles sont publiés par Cell Stem Cell sur la neurogenése et

le systéme vasculaire. Le premier ®cr it par | éBdglasd ®er idtu IDd a rAd viat
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de la SVZ. Cette description est celle utilisée dans le paragraphe précédent sur la s&rlecture d
niche neurog®ni que, ai nsi |l e focus sera fait
|l es auteurs d®montrent qgue 29% des <cellul es
peuvent proliférer. lls indiquent donc que les cellules idensifi@@nme les NS@ar Coskuret
ses colleguese sont pas des cellules épendymaires mais des B1 qui contactent le ventricule.
Afin do®tudi er | a-cillasgure®@silisentuh ddéndviaus GFeMereldansc el | e s
un modele de souris reportedfin de limiter les possibles diffusions du viruss dffectuent
leursanal yses dans | e c! tl®indigula présdnee tdeRnewoblastes | 61 n
et de neurones GFP+ dans la SVZ et le bulbe olfactif. De plus, la mise en culture du striatum
infecté permet de former des neurospheres GFP+, soit issues des cellules B1. Cet article est
particulierement important dans le domade la neurogenése adulte de la SN&st le premier
a montrergue ks cellules Bpeuventproliférer et produire des colonies flottantes. Cependant,
ces données dépendent uniquement de ladnorf f usi on des virus dans |
jamas ®t ® prouv ®e. 1 est i mportant de noter o©
microscopiqus « B1 » et fonctionnel NSCx». lIs basent cette nomenclature sur les articles de
Doetschet ses colleguepubliés en 1999, oils indiquent que les NE sont des cellules B
responsables de | a r®g®n®r ation. Oecpefondant, e
mention que des cellules de type B.

Les deux autres articles sont sur le systeme vasculaire et la heurogenésa. Soatix
largement B accord et indiquent que les cellules mitotiques de la SVZ se situent a proximité
des vaisseaux sanguif&hen et al., 2008; Tavazoie et al., 20Q8) de ces articles explore plus
en d®tail | 6interf ace (Tavazoie enl., P08 alocsguelesedcomds et |
termine sur le réle des intégrines dans la niche de la BV i&n et al., 2008)Shenet ses
colleguessontles seuka décrire les deux types de cellules Birtliquent que les B1 contactent
les vaisseaux sanguins mais que la plupart des cellules B2 ont leur soma sar. ceux
Malheureusement, lors de la quantification des cellules en prolifériggior,différenciat plus
les deux types de cellules B. Il est intéresdamoter quegsauteusindiquentq u 6 i | est p o s ¢
gue les cellules de type B qui projettent leur prolongement a travers la couche épendymaire
puisent étre les NSC actives (aNSC) dées le premier paragraphe des résultats, bien que cette
hypothése ne #opas basée sur ces quantificatigSben et al., 2008 Cette publicatiorsera

| 6edes rares a mentionner les cellules de type B2 pour les 10 années a venir.
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8.  Les neurospheres sont produites par les aNSC et les progéniteurs

Léarti cl e etdes cofegued été aitea préecédemment pour ses amiohs
obtenues sur les cellules responsables de la formation des neurosg@mestilisé des souris
GFAP-GF P avec | 6EGRR afic derdgfipir trais gopulationses GFP+EGFR
GFP+EGFR+, GHEGFR+. Grace a cette séparation de ces popuokatpar FACS, d
indiquent que seules les deux derniéres sont capables de produire des neurosphéres pouvant étre
pass®es et multipot eiCtlesateusdemadtceeq u e 11066 ennf suesni bol ne
cellules EGFR+ meurent alors que lesGFP+EGFRs ont r ®si st antes. 12h .
C, les cellules GFP+EGFR+ apparaissent. Depuis cet article, les aNSC (NSC activées) sont des
astrocytes exprimant EGFR et capables de gém@semeurosphéred | 6 oppos ®, l es
(NSC quiescentes) sont des cellules EGHR formant pas de neurospheres et résistantes a
I & AQ:. ans leur discussion, les auteurs suggérent que les gNSC sont en amont des aNSC mais
malheureusement ne valident patte hypothese par un tracage de ligR@strana et al., 200Q9)

Cbodest en 2010 qudun des premiers articles
apparait dans le domaine de la neurogenese adulte. Cet article, puldiéaparatoire du Dr
Goétz, combine lestechnigus ¢l assi ques d6éi mmunomarquages, d
avec les techniques plus récentes. Pour cette étude, les auteurs utilisent les souris transgéniques
GFAP-GFP et | 6ant i g -h.eacaiacté8satio de ceanodele indique gque |
majorité des cellules GFP+ sont CD133ependant, les cellules possédant le double marquage
sont au centre dggnwheelsavec des prolongements sur les vaisseaux sanguins, soit des cellules
B1. ! est i mportant de notoemt gqguepabéesadbdHeb!
neuroblastes GFP+ DCX+ ainsi que des cellules E multiciliées GFAP+ et CD133+
(Beckervordersandforth et al., 201@es derniéres ont déja été reportées a au moins deux
reprises par les laboratoires du Dr Conover et du Dr Bdtdeyet al., 2006; Platel et al., 2009)
Afin déeffectuer | eur sui vi uheysténe adtuciepxate cel |
de recombipr les cellules GFAP et CD133 positives. Ce systeme agmitCre contient la
séquence codante de la Cre en 2 fragmdetpremier est placé en aval du promoteur humain
P2 (soit CD133) alorsque lesecondest$oes contr |l e du promoteur GF

de ces deux virus distincts, seul es |l es cell
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étre recombinées. Dans cette expérience, les auteurs indiquent que certaines cellules GFP+ ont
une morpholog radiale suggérant des cellules B1. De plus, ces cellules recombinées participent

|l a neurogen se adulte puisqudils observent
immatures et matures respectivement), indiquant que ce sont des NSC. Afin daerolefiir
identité, les auteurs les mettent en culture apres un FAC% des cellules recombinées sont
capables de former des neurosphéres pouvant étre passées et multipotentes. Enfin, les auteurs
terminent leur article en comparant le transcriptomeN®€, des astrocytes et des cellules
épendymaires. De fagon étonnante, ils remarquent que les cellules de type E sont plus similaires
aux astrocytes qubdaux NSC, i ndi quant gue ces
particulierement attribuable awyenes impliqués dans le destin neurogénique. De plus, ils
indiquent que |l e g ne FoxJ1l, jusquobici attrib
présent dans les NSC. Pour finir, les auteurs laissent une interprétation ouverte sur les 30% de
cellules GFP+CD133+ ne formant pas de neurosphérebesci pourraient étre des cellules
guiescentes ou ne possédant pas les caractéristiques de@Bé&t&€Ervordersandfdr et al.,
2010)

9. La description spatiale des cellules de type B1

Léarticle du | aboratoire du Dr Conover est
la caractérisation microscopique qui serawtidans ce paragraphe. Bien que eell@ist basé
sur les changements physiques de la SVZ lors du vieillissement, plusieurs informations peuvent
en étre extrais Graceauc o mpt age de | 0 e ns ewhdddmeuntdesauteursur s | a
indiquent que ks souris adulte(de 3 & 6 mois) possédent 4phwheelmn? pour 1000
NSC/mnf. Une des donn®es particuli rement i mport
en prolifération /mrfy ce qui représente 2,5% des NSC totales. Lors du vieillissement, les
autaurs démontrent que le nombre piewheelset de NSC diminue. lls en concluent que les
NSCadultene poss dent pas une cap aShook@ald2012ut or e n
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10. Les cellules souches neurales ont une diversité moléculaire

LO®qui pe de rech@marhter el ul O ®tT@A&rIYd p®n ®i t ® de ¢
les NSC sont décrites comme étant des B1l. uésuas basent leur article sur les marqueurs
GFAP, BLBP et | 6:eHed5.eGraces aurtracage deNignéecalec les souris
Hes5::CreER, ils reportent la présence de neuroblastes dans la SVZ et de neurones dans les
bulbes, indiquant que ce marquesst présent dans les NSC. De plus, leurs modeles leur
permettent de déterminer trois populations de cellules B1 He$és GFAP+BLBP, les
GFAP+BLBP+ et les GFAIBBL B P + , quobdils appellent type 1,
| 6obser vat i ontes pppulations, sls irdliguerft @ne déétérogénéité de populations
cellul aires. Afin de d®terminer | 6activation
de souris Hes5::GFP et Blbp::mCherry avant de les mettre en culture. Ils notent queléss cellu
doubles négatives ne produisent aucune neurosphére alors que les Hes5+BLBP+ (types 2 et 3)
les génerent plus efficacement que les cellules Hes5+BleBRHes5BLBP+ (type 1 et
progéniteurs respectivement). Il est intéressant de noter que 53% des dédate-BLBP
génerentn vitro des cellules Hes5+BLBP+, indiquant une hiérarchie. En regardant la présence
doEGFR, |l es auteurs indiquent gue | gourmaj or i 1
seulement 13% des Hes5+BLBEes résultats, cohérsatvec ceuxobtenus par Pastrapases
collégues indiquent que les aNSC sont Hes5+ et BLBP+. Ces cellules sont capables de
r®pondr e 7 une infusion doekasde deeBrdU.dEDfihndes e par t
cellules Hes5+ BLBP+ sont des LRC. Les auteurs en déduisent donc queicsdietivisent
rarement, probabl ement en sortant du cycl e c

cellules de type {Giachino et al., 2014)

11. Les GEPCOT et leurs précurseurs les préGEPCOT

Dans sa publicatigrie laboratoire du Dr Morrisodésire vérifier quel type de NSC est
responsable di formation des neurosphéres. Pour cBlech et ses colléeguestilisent une
approche par FACS combinant 8 différents marquaifimsie purifier une sodpopulation: les
GEPCOT Ces derniéres possédanne expression mod®r ®e de GLA
PlexinB2 et faible ou négative de CD24, O4, RREAM, Terl99 et CD45 (Tableau 1). Ces
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cellules repr®sentent 3% des cellules de | a S

mul ti potentes et c aplabvoees celufeapeuvedtreenmuauepa | | e me r
des i1 njections de BrdU. Les auteurs d®ter min
nomment préGEPCOT. Celleg i di ff rent pui squodell es pr ®se

GLAST, modérée de PlexinB2 et faible ou négative pour lesasikes marqueurs. Elles
représentent 6% des cellules de la SVZ et ne sont que trés rarement capables de former des
colonies flottantes. Les auteurs cherchent par la suite a démontrer queGEPEOT sont les

précurseurs des GEPCOT. Pour cela, ils efilisles souris GFARreER? croisées avec un

mod | e reporteur inductible au Tamoxi fen. Ap
sont des prSEPCOT pour 7% de GEPCQTcependant apres 28 jours, les pourcentages
augmentent a 44 et 32% respectivemért données indiquent donc que les@EPCOT sont

capables de produire les GEPCOT. Au microscope, les auteurs indiquent que certaines pré
GEPCOT possedent la morphologie et la position des cellules de types Bl alors que les
GEPCOT sont majoritairement dey pe C. Enfin, |l es auteurs d®m
permet | 6® i minati on d&ERBCOGDB®US Tn secarid $raitgnere d e s
antimitotique 12 jours apres le premier induit une déplétion deSRBRCOT a long terme
(Michetal.,,2014) Cet article est particuli rement in
lumiéere la possibilité que les gNSaliissent générer des aNSC. Cependant, leur technique

doéi sol ation de ces deux populations ne per met

les GEPCOT contiennent les progéniteurs (cellules de type C) et des aNSC.

12. Identification des cellules soahes neurales quiescentes

Un second article est sorti peu apres, utilisant une approche similaire a celle de Pastrana
et ses colleguesltilisant les souris GFAP::GFP, mais en ajoutant le marqueur CD133. Dans
celleci, le laboratoire du Dr Doetscindiqueq u 6 i | existe deux popul g
exprimant celuci : les GFP+CD133+EGFR possédant un cil primaire et les
GFP+CD133+EGFR+. Dans ces derniéres, le marquage a CD133 est diffus et le cil est absent.
La population GFP+CD133+EGFR+ est largement gitssente dans le cycle cellulaire
puisque le FACS détecte 60% de ces cellules en prolifération et tres peu dans les cellules
GFP+CD133+EGFR | | nbest donc pas ®tonnant que | a
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| 6 A ators que la seconde y est rizsite. Par la suite, les auteurs testent la capacité de
formation de neurosphéeres des cellules GFP+CD133+EGFR+ et GFP+CD133+RGFR

que 48% de la premiere population en est apte, moins de 1% de la seconde y parvient. De plus,

les cellules GFP+CD133+HR- nécessite 1 semaine de plus pour produire des colonies
flottantes. Les auteurs reportent que les cellules GFP+CD133+EBRRcapables de produire

des GFP+CD133+EGFR+ et innivodes celrilesesoient,capablapdei g u a n
se convertirLa transplantation de ces deux populations permet de générer des neurones dans

les bulbes olfactifs. Cependatd population EGFR négative nécessite un plus grand délai.

Gr ©c e ) | 6ensembl e de ces exp®riences, |l es
GFP+CD133+EGFR+ sont des aNSC alors que les GFP+CD133+E&FRdes qNSC. Les
auteurs terminent | eur article par une anal y:

lls indiquent que les propriétés moléculaires de cellesnt différentes puisqupar exemple,
les aNSC ont un transcriptome enrichi avec les génes impliqués dans le cycle cellulaire, la
transcription et la traduction alors que les gNSC présentent une régulation plus importante de la

communi cati on ou (Codegacktal®20l4 n cel |l ul aire

13. La découverte des cellules souches neurales primitives

Le prochain article discut® &est i nnovat eu
population de NSC. En effdg laboratoire du Dr Morshead, démontre la présence des cellules
souches neurales primitives (pNSC). Ces dernieres ne sont pas upemaasion astrocytaire
et peuvent g®n®rer des neurosph res multipote
facteur LIF Leukemia Inhibitory Factgrest présent dans leur milieu de culture. Cependant, ce
taux de formation est tres faible puisque seulement une cellule 80046rme une colonidn
vitro, les auteurs démontrent que ces cellules, GFf\R répondentau facteur LIF, sont
capables de produire | es aNSC capables de pro
a des immunomarquages, ils démontrent que les pNSC expriment datanérbinding
transcription factor 4. Grace aux souris Oc@FP, ils irdiquent que les pNSC sont situées dans
la région périventriculaire de la SVZ et représentent environ 80 cellules. Avec différentes
approches utilisant le GCV dans des souris GHAPsuivi par une mise en culture, les auteurs

indiquent que les pNSC régénaerdes NSC astrocytaires. Cependant, lorsque les auteurs
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i ndui sent l a mort des pNSC avant doéinduire
nébobservent plus de neurosph re. Leurs r®sult
en amont de celec i . Enfin, la transplantation des pNS
dans les bulbes olfactifs, impliquant leur potentiel neurogér(i§aehewsky teal., 2014) Cet

article est particulierement intéressant car il dévoile une nouvelle population de NSC ayant des
caractéristiques différentes de celles des NSC astrocytaires. Cepandaxperience majeure

est absentele tracage de lignée de ces cellutegivoafin de déterminer leur role physiologique

dans la neurogenése adulte.

14. Les cellules souches neurogéniques sont éphémeres

De retour sur | 06®t udede@ikppo Chlddiaetdesdscotbegues ai r e,
induit aussi un changement majeur dans la visualisation de la lignée des NSC. Gs&oeiagle
Glast"ERT2¢croisées avec des souris Confetti et induateec une faible dose de Tamoxifen, les
auteurs peuvent sure de rargcellules recombinées. Ce modele est astucieux puisque les souris
Confetti sont des modeles reporteurs qui induisent la fluorescence dans plusieurs couleurs,
permettant de pouvoir suivre | a | iAgiffé®stsd o une
temps postnduction, les auteurs décrivent plusieurs types de cldas€mergents, les matures
et les inactifs. Les premiers contiennent des progéniteurs et des neuroblastes, le second possede
des progéniteurs et des neurones maturesfiet lentroisieme ne présente que des neurones
matures. Grace a leurs différentes analyses, les auteurs parviennent a étudier la dynamique de
la prolifération des NSC et indiquent que celiegont se diviser a plusieurs reprises, produisant

plusieurs vages de progéniteurs sur une courte période, puis disparaitre de |gCaWMdlari

etal,2015) Cet article est tr s important pui squ
neurogeniques sont éphémeres. Par conséqueht est n®cessaire de | es
NSC doivent donc étre quiescentes. Tel que mergipnn ®c ®d e mment , jusquod”

chercheurs pensaient que les gNSC avain cycle cellulaire lent. En 2014, est donc

nécessaire de revoir la définition de ces cellulensi, les gNSC deviennent des cellules

r®si stantes aux antimitotiques puisqubell es s
Ces données sont soutenues par un autre article dont le sujet principal est la production

des NSC adultes. Cette publication a été citée précédemment car elle démontre que les NSC
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adultes sont produites par les glies radiaires lors de la neurogenese embryonnaire. Bans celle
les auteurs utilisent deux approches afin de démontrer que leadUB€s restent en dormance.

Grace a leur virus eodebarre», ils observent que plus de la moitié des NSC recombinées ne
possedent pas de descendances dans les bulbes olfactifs. De plus, ils injectent des souris

gestantes avec du BrdU au moment de ldyeton des NSC adultes (E15,5) et remarquent que

4 semaines plus tard, | 6i ntensit® de BrdU es:
| 6agent i ntercal ant |l ors de divisions. Les a
produites,reggnt en dor mance jusquodé”™ | eur activation
par indiqgquer que | eurs observations vont ~ 10

in vivo (Fuentealba et al., 2015)

15. Les analyses transcriptomiques deetlules individuelles

A la suite desrticles de Mich et de Codegéleurs colléguedes séquencages des ARN
se sont faits plus fréquents. Récemment, deux articles principaux se démarquent par leurs
anal yses puisqub6el | es ndsiduelles. lre ranhiar, duBab@atogeudu d e s
Dr MartinrVi | | al ba, s0i nt®resse principalement aux
Gréace a la combinaison de 7 anticorps, les auteurs parviennent a isoler différentes populations
dont ils analyseront 10dellules GLAST+Proml1+ (Tableau 1). Puisque la transplantation de
ces cellules permet doébobserver | a neurogen se
ces 104 cellules, les auteurs distinguent deux grandes popukatonsf onct i on de | 0¢€
des génes associés au cycle cellulaire (dont EGIER)uileur permet de séparer les aNSC des
gNSC. De plus, ils remarquent que ces populations peuvent étre a nouveau divisées en deux. lls
obtiennent un continuum avec la lignée cellulaire suivatde a&trocytes différenciés sont a
une extrémité, suivi par les qNSC1, puis les gNSC2, ensuite les aNSC1 et enfin les aNSC2. De
facon tres schématique, les gNSC1 sont dormantes, les gNSC2 sont des cellules quiescentes
amor c ®e s (prie), lds ANSE D 9t aanmitotiques et enfin les aNSC2 sont dans le
cycle cellulaire. De trés nombreux groupes de genes sont plus ou moinsspiéssntes
dernieresdont ceux pour la lipogenése, le cycle cellulaire, la glycolyse, etc. Ainsi chaque
population posséde unrgdil moléculaire distinct. Les auteurs terminent leur article en

d®montrant qubden cas do6éi sch®&mi e, cas(Fgpzat hol o ¢

61



et al., 2015) les NSC deviennent plus actives. En effet, la Iésion diminue la population de
gNSC1 de 40 a 6%, alors que les populations de gNSC2 augmentent de 26 a 37% et les aNSC
de 33 & 55%LlorensBobadilla et al., 2015)

Le second article est celui du laboratoire du Dr Brunet qui se prdpos®t udi er | e s
| 6 h®t ®r 0 g ®n ®i t ®setfectsat uh SEGuenciye des ARN sur 329 cellulés triées
par FACS, en util i s aendes cblleguasiableaw bh).eks alteus Co d e g a

définissem quatre populations cellulaireges atrocytes différenciés, les gqNSC, les aNSC et les
progéniteurs. Cet article retrouve beaucoup de simiktagiec celui de LlorenBobadillaet

ses colléguewut en ajoutant de nouvelles données. Par exemple, la transition entre les q et les
aNSC commencpar une augmentation de la régulation de la biogenése de ribosomes puis par

les marqueurs du cycle cellulaire. Dans cette publication, les aNSC sont divisées en trois sous
populations les précoceserly), les intermédiairesi{iddle et les tardiveddte). Par exemple,

|l e passage de |l a premi re ° la seconde se fai
au cycle cellulaire alors que le cheminement a la troisieme est réalisé par une diminution de

| 6acti vit® des g n estocytameplles agtaus serminanhlsur drtiélé pdre nt i t
une métanalyse de leurs données avec celles obtenues pas-Blobeddlaet ses collegues

Bien que la combinaison antigénique utilisée pour le triage cellulaire soit différente, ils

indiquent que lesalix publications ont des résultats trés similaibagken et al., 2017)

16. Les pNSC produisent les NSC astrocytaires lors de la réegénératiaie
la SVZ

Le laboratoire du Dr Van Der Kooy, continue les recherches sur les pNSC conamencé

par celui du Dr MorsheadlLes méthodes utilisées dans celuirestent trés similaires au

précédent avec des traitemeirisvivo puis la mise en culture en présende LIF. Pour
commencer, les auteurs utilisent des souris¥82BP af i n déobserver | a di
vivoav ant l a mise en culture. l'l's notent qubéi mi
44% et 41% des neurospheres issues des NSC astrocytdiesp&ISC sont vertes, impliquant
gudell es se sont divis®es | ors de | dadministr
l a SVZ, pl usi eurs semai nes apr s l 6arr °t de

neurospheres produites par les pN&E similaire alors que celles produites par les NSC
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astrocytaires sont plus failsleCes données suggerent que les pNSC se divisent moins
frequemment. Les auteurs leur ont calculé une entrée dans le cycle cellulaire tebisries3
soitenviron5a& i vi si ons sur | a vie dbébune souri s. G
conditionnelles pour Oct4 croisées avec des GFKPdans lesquelles les pNSC ne sont pas
fonctionnelles, les auteurs ont pu réaliser une double élimination des cellules emgpiaifé

Dans cette expérience, 50% des souris ne présentent aucune régénération de la SVZ. Afin de
prouver que ce sont les pPNSC qui se divisent pour générer les NSC astrocytaires, les auteurs
traitent les souris H2B8F P avec de | 6 an quelesneuoosphéyes issuestles s n o
pNSC présentd un marquage plus faible, suggérant que les pNSC se soient divisées pour
permettre la régénération. Pour conclure, les auteurs indiquent que les pNSC seraient en amont

de toutes les NSC astrocytaires connges,ce soit les pf&EPCOT, gNSC, GEPCOT et aNSC

(Reeve etal.,2017) Cependant , en | 0abs eemffirmationte peutt r a - ac

pas étre confirmée.

17. La neurogenése adulte est maintenue par des divisions symétriques

Récemment, léaboratoire du Dr AlvareBuylla a publié un articlsur la biologie des
cellules de type B1 mitotiques. Dans cetyiKristen Oberier et ses colleguestilisent des
souris Nestin::Cfe&™? ou GFAP::CreERT2 croisées avec un modeéle reporteur. Deilplosyt
recours 7 | 6i nj e c teplicationCbhmpeterdAviaroSarcorteukosian8 S ( R
des souris GFAHVA (Tumor Virus A. Dans ce dernier, le virus pénetre que les cellules
pr®sentant | e r®cepteur TVA et sdint gre au g
auteurs indiguent que cette technigue per met
g u 6démantrent que les Bl se divisent symétriguement. La majorité (80%) produit des

progéniteurs, ce qui induit la disparition des cellules meéres, et le reste (20%) permet

| 6autorenouvell ement des NSC. Les chedecheurs
produire des prog®niteurs une fois qudell es
nouveau | es cellules de type B2 puisqudils mo

des cellules de type B2. quitrévéet quedcesndeux tymes pr e mi
cellulaires appartiennent a la méme lig(@bernier et al., 2018Let article est particulierement

i nt ®r e s s an geremueiles gNSG,idans Is aygle cellulaire, sont un type de cellule
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particulierement éphémeére puisque leur division ne dure quéPbrii et al., 2013)ll soutient

donc la conclusion faite par Calzolat ses colleguesur le Ble temporaire des aNSC.
Cependantceuxci indiquaent que ces dernieres effectuaient plusieurs divisions avant de
disparaitreL 6 ®qui pe de r e c hRuylla ku nedetroud® ipas Ads véaultaesz

suggere quee soitées c el | ul e srenowealamergui alaentlété abaervéespar

conséquent qui soient restées plus longtemps dans |d@AlZolari et al., 2015; Obernier et

al., 2018) Il est intéressant de noter quand la discussion de cet article, les auteurs mentionnent

que les cellules B2 poureat étre une réserve de NSC pour maintenir la neurogenéese adulte,

une fois que | es Bl sont ®pui s®es. Cette hypo
de cet dicle, il est possible de supposer que le groupe de recherche publiera prochainement un
article expliquant cellei. Cette publication est arrivée a extraire des résultats a la limite des
approches expérimentales utilisées. En effet, le systéme ROAA est [@as le plus efficace

pour ®tudier | es divisions cellulaires puisqgl
fille. De plus, aucune de leurs approches génétiques ne permet de diéiédesncellules de

type Bl et B2. L 6 aS8\&exyigoestenmitifcielle et lesrgsultaisiobtendse

peuvent étre différents dans le contertgivo.

1. LOhom®ostasi e des prot®i nes est di f

neurales quiescentes et actives

Le séquencage des ARN, particulieremaopulaire ces dernieres années, a permis au
groupe de recherche do6Anne Brunet de d®mont
possédaient une homéostasie protéique différente. Pour cela, les auteurs ont trié par FACS cing
populations cellulaires grace asdmarquages CD31, CD133, EGFR, CD45 et CD24 sur des
souri s GFAP: : GFP avant doeffectuer une anal
informatiques indiquent que les aNSC possedent une forte expression des genes impliqués dans
la dégradation des protéingia le protéasome alors que les gNSC expriment ceux concernant
leslysosomes Ces donn®es d®montrent que | es NSC, s
pas les mémes dispositifs de régulation des protélimesnan et al., 2018 .eurs résultats sont

confirmés par des immunomarquages démontrant que les gNSC possedent des lysosomes plus
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nombreux mais aussi plus larges que lesaNSC.-CGemo nt f oncti onnel s pui sg
requi se pour | 6dact i vi-dpgeuventétrd r@ouvés enicgmplexe avbece p | u
les autophagosomes afin de former des autolysosomes. Les auteurs notent cependant que la
dégradation protéique edup rapide dans les aNSC que les gNSC. Il semble donc logique que

l es gNSC pr®sentent une accumulation plus i mp
reconnu et accepté que la production des chaines polypeptidiques &sbjeukans les cellds
guiescentegLeeman et al., 2018; LlensBobadilla et al., 2015; Valcourt et al., 201Rgs

auteurs terminent e u r publication en d®montrant I 61 mp
maintien de la quiescence des gNSC. Gréace a la mise en culture des cellules triées en présence
de | a Bafil omycine A, mol ®cul e permettant de
dépivation de nutriment, Leeman ak indiquent que la stimulation du mécanisme lysosome
autophagie permet doéaugmenter | 6activation de
(Leeman et al., 2018Ainsi, les auteurs concluent que la suppression des agrégats protéiques
permet de fournir | 6®nergi e n®cededaégradagon ™ | 0 a (
pourrait aussi °tre un moyen de ldlignéeneueales | a pr
(Leeman et al., 2018)

19. Les cellules épadymaires ne sont pas des cellules souches

Le dernier article discuté dans cette partieekt de Shah etl.. Ce dernier nous renvoie
a nouveau dans le débat des cellules épendymaires et leur(s) possible(s) réle(s) neurogénique(s).
Dans cette publicato n , l es auteurs indiquent qguodil s on
celluesE | 6 laphdAmobth muscleaclin  Gr ©ce au croi semant de
avec des souris reporteur, ils démontrent que les cellules épendymaires ne proliferent ni ne
surviventin vitro en présence de différents facteurs de croisséBicah et al., 2018)Ces
données sont donc en opposition a sqlleblieespar Johansson at. (Johansson et al., 1999)
Le laboratoiredu Dr Biernaskie apar la suiteeffectuéun tri cellulaire en fonction de
|l 6expression de | 6 U&dyse leeprofil dranscriptonn@de eelute n t do
individuelle Il est intéressant de noter que les cellules épendymaires partagent nidindeke

transcrits avec les aNSC ou les neuroblastes. En revancheccetestres fortement similaires
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aux qNSC puisque plude 88% des ARN sont identiques dans ces deux populdSbas et

al., 2018) Par la suite, les &eurs ont démontré que les cellules épendymaires ne pouvaient pas
sbactiver en r®ponse ° une | ®si on. Pour <cel a,
striatum via |l dédinjection de col | aglesvame. Leu
démontrent aucun signe de prolifération des cellules E. Cependant, ils indiquent que les cellules
USMA positives surexpriment de fa-on tempor ai
jeunes souris (P10). A nouveau, aucun signe neurogénique dedageelules épendymaires

noéest (Bhalseeal. \2@8 es résultats sont donc en opposition avec ceux obtenues par
Carlen et ses colleguéSarlen et al., 2009)

Pour conclure, les auteurs indiquent quede@sultats ne permettent pas de supposer
gue les cellules épendymaires possedent des caractéristiquesutis caliches, méme si

cellesci possedent de nombreux génes en communs avec les(fd&ura et al., 2009)

20. Résumé et interrogations

Depuis | e d®but de ce paragraphe, une trerl
| 6identit® des NSC adultes. Dans <cetohles sect i
principales caractéristiques, avant de discuter les questions en suspens.

Les cellules souches neurales sont hétérogenes et comprennent au moins deux
populations les astrocytaires (GFAP positives) et les primitives (Oct4 positives). Les premiéres
g®n rent des neurosph res en ([@Doe®Bbeacl®9a 6 EGF ¢
Doetsch et al., 1999b; Doetsch et al., 2002; Morshead et al., 2003; Reeve et al., 2017; Sachewsky
et al., 2014) Les pNSC sont capables de générer des NSC astrocytau®o et lors de la
régénération de la SV@Reeve et al., 2017; Sachewsky et al., 2014)

Les cellules souches nalrs actives (aNSC) sont neurogéniques, capables de former des
neurospheres et possedent le récepteur E@EBkervordersandfth et al., 2010; Codega et
al., 2014; Doetsch et al., 2002; LloreBsbadilla et al., 2015; Morshead and van der Kooy,

1992; Pastrana et al., 200Qes cellles souches neurales quiescentes (QNSC) sont EGFR
n®gatives et ne produisent pas de neurosph r e

neurones lors de transplantatiofi@eckervordersandforth et al., 2010; Codega et al., 2014;
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Dulken et al., 2017; LloreaBobadilla et al., 2015; Pastrana et al., 200®s cellules de type
B1 et B2 sont capables de prolifé(Boetsch et al., 1997; Mirzadeh et al., 2008; Obernier et al.,
2018; Shook et al., 2012)

Malheureusement, les articles cités précédemment ne permettent pas de définir quel(s)
type(s) fonctionnel(s) (aNSC ou gNSC) appartien(nen)t a quel(s) type(s) cellulaire(s) (B1 ou
B2), ou si les deuwpremiers sont présents dans les deux derniers. De plus, le caractére
temporaire des aNSC nécessite la présence de cellules réservoirs permettant de les remplacer
tout au long de la vie. Il a donc été supposé que les qNSC, similaires par leurs propriétés
artigéniques, remplissent cette fonction. Cependant, physiologiquemientieo, i néexi s
aucune preuve que les gqNSC deviennent des aNSC pour produire des neurones.

Le croisement de | 6analyse fonctionnelle
margue de marqueurs spécifiques des différents types de cellules souches neurales en fonction
de | eur |l ocalisation. En effet, l es marqueur
| 6espace, dans | es types c EACSE nelparinattenspaseuhe d an s
isolation parfaite des soympulations. Par exemple, CD133 est reconnu pour étre présent sur
les cils primaires des cellules B1. Cependant, il a été indiqué que les cellules de type B2
possédaient aussi un cil primaire, bieroqul ne soit -q@ assCDd3® pasitif i S i C
(CapillaGonzalez et al., 2014)

De nombreuses questions restent en suspen
pui squoil est di f fi cilenent dadsRi¢uu abntexia vivb. &lgtre NS C i n
compréhension de cette biologie est largement obtenue grace a des mwdeéletels que la
culture ou le FACS. Malheureusement, cellessupposent une homogénéité cellulaire.
Cependant, il a déja été démontreedes NSC sont hétérogénes et peuvent étre divisées en
plusieurs soupopulations. Ces derniéres peuvent différer par leur localisation, leur
morphologie ou encore pour leur(s) fonction(s). De plus, il reste envisageable que chacune de
ces sougpopulatiors puisse étre encore hiérarcleisét pr ®s ent e sous di ff ®r e
ou de dormance. La difficulté majeure est de caractériser des populations de précurseurs neuraux
dont nous ne connai ssons pas | 0 etparlant, chageece ni |
approche doi't ctre i nterpr ®t ®e avec pr ®c aut

populations de cellulg&oritz and Frisen, 2012)
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E. Hypotheses, Objectifs et approche expérimentale

Objectif principal: Comprendre | es m®cani smes ddbdactivat

moduler la neurogenése adulte de la zone-gengiculaire.

Hypotheses
1. Lors de la neurogenese adulte, la quiescence est un signal dominant sur la prolifération

pour les précurseurs neuraux.
1 Objectif: Identifier la dominance des signaux de quiescence et de prolifération sur
les précurseurs neuraux.
2. L6 ®I ect r op otechnique permetamttde aiblereles cellules souches neurales
adultes de fagon spécifique.
1 Objectif: D®vel opper et caract®riser une tect
des cellules B1.
3. Les cellules souches neurales adultes quiescentes sont erdamaciives et permettent
le maintien de la neurogeneése tout au long de la vie.

1 Objectif: Définir le(s) réle(s) fonctionnel(s) des cellules quiescentes B1.

Approche expérimentate

Afin de définir la dominance des signaux de quiescence et de prolifératios avons
choi si doutiliser deux facteurs extrins ques
savoir BMP et EGF respectivement. Nous avons tiré avantage de la culture cellulaire via des
protocoles classiques et modifiés de croissance de néerespet de différenciation afin de
d®t er miner | 6dactivation des NSC, | eur autoren
Ces résultats ont été validés vivo grace a des infusions intracérébroventriculaires et la

modification des voies de sigisation.

Par | a suite, nous avons d®velopp® et <cara
| Gutilisation du promoteur sp®cifiqgue GFAP, n
cellul aire qui contacte | e vedltdeicelleclaetté | es ¢
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réalisée grace a différentes approches de mise en culture, de tracage de lignée cellulaire,

déinfusions intrac®r ®broventricul aires et de

Le travail effectué lors de ma thése a pemeisontribuer aux articles suivants

1. Annexe A: Paliouras GNHamilton LK, Aumont A Joppé SE BarnabéHeider F,
Fernandes KMammaliantarget of rapamycin signaling is a key regulator of the transit
amplifying progenitor pool in the adult and aging faan.J Neurosci. 2012 Oct
24;32(43):150126. doi: 10.1523/JINEUROSCI.2242.2012.

2. Annexe B: Hamilton LK, Joppé SE Cochard LM and Fernandes Keview: Aging

and neurogenesis in the adult forebrain: what we have learned and where we should go from
here Eur J Neurosci. 2013 Jun;37(12):199®. doi: 10.1111/ejn.12207.

3. Annexe C: Hamilton LK, Dufresne MJoppé SE Petryszyn S, Aumont A, Calon F,
BarnabéHeider F, Furtos A, Parent M, Chaurand P, FernandeAls&lrant Lipid

Metabolism in the ForebraiNiche Suppresses Adult Neural Stem Cell Proliferation in an
Animal Model of Alzheimer's Diseas€ell Stem Cell2015 Oct 1;17(4):39411. doi:
10.1016/j.stem.2015.08.001. Epub 2015 Aug 27.

4. Chapitre Il :Joppé SE Hamilton LK, Cochard LM, Levros LC, Aumo#, Barnabé
Heider F and Fernandes KJ. Bone morphogenetic protein dominantly supresses epidermal
growth factorinduced proliferative expansion of adult forebrain neural precurSoyat

Neurosci 2015 Oct 29;9:407. doi: 10.3389/fnins.2015.00407. eCalle@D15.

5. Chapitre Ill: Joppé SE Cochard LM, Hamilton LK, Ameslon P, Levros LC, Aumont
A and Fernandes KA dormant population of ventricleontacting neurogenic precursors
revealed by genetic targeting in the adult murine b&aumission prévue anars 2018.
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Chapitre 2

Premier article

I. Bone morphogenetic protein d
epi der mal girmadvd e d apgnolri f er ati

adulotrebrain neur al precur sor s
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A. Mise en contexte

Au moment de cette étude, il est accepté que les cellules souches neurales adultes
permettent | a production doéun grand nombre de
petite fraction dobéent r elaedjdrité des NSsant quidsaentess | e ¢ )
et ne se divisent qubéenviron toutes | es trois
des progéniteurs fortement mitotiques permettant une amplification cellulaire. La neurogenese
adulte est donc régulée par deux balances. émigre, au niveau des NSC, permet la gestion
entre la prolifération et la quiescence. La seconde, chez les progéniteurs, permet de réguler la
prolifération et la différenciation de ces derniers.

Ces deux régulations sont reconnues pour impliquer de narmfaeteurs de croissance
dont EGF Epidermal Growth Factgret BMP Bone Morphogenetic ProteinEGF est un des
ligands les plus connus pour stimuler la prolifération des NSC et des progéniteurs, que ce soit
in vitro ouin vivo (Codega et al., 2014; Craig et al., 1996; Doetsch et al., 2002; Paliouras et al.,

2012; Pastrana et al., 2009; Reynadsd Weiss, 1992; Sunetal.,2005) A | 6oppos®, | e
BMP est un peu plus fl ou maingble@mhtinesrogénigues gr ou
qgue ce soit sur la prolifération observée dans les niches ou dans la production de nouveaux
neuronegBonaguidi et al., 2008; Bond et al., 2012; Bond et al., 2014; Colak et al., 2008; Lim

et al., 2000; Mira et al., 2010; Morell et al., 2014)

Léobjectif principal de cette ®tude est de
capabl es doi ntcdbf¢ratifs ou antigraiférats. Boar aépandreparcette question,
nous avons choi si débopposer | e f acvitreetin EGF

vivo.
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B. Abstract

A single asymmetric division by an adult neural stem cell (NSC) ultimately generates
dozens of differentiated progeny, a feat made possible by the proliferative expansion ef transit
amplifying progenitor cells (TAPs). Although NSC activation and TAP exparis determined
by pro and antiproliferative signals found within the niche, remarkably little is known about
how these cells integrate simultaneous conflicting signals. We investigated this question
focusing on the subventricular zone (SVZ) nichehef adult murine forebrain. Using primary
cultures of SVZ cells, we demonstrate that Epidermal Growth Factor (EGF) and Bone
Morphogenetic Protein (BMPJ are particularly powerful pr@and antiproliferative factors for
SVZ-derived neural precursors. Deggsponse experiments showed that when simultaneously
exposed to both signals, BMP dominantly suppressedig@i€ed proliferation; moreover, this
dominance extended to all parameters of neural precursor behavior tested, including inhibition
of proliferation modulation of cell cycle, promotion of differentiation, and increase of cell
death. BMP's anfproliferative effect did not involve inhibition of mMTORC1 or ERK signaling,
key mediators of EGi#hduced proliferation, and had distinct stegpecific consegnces,
promoting TAP differentiation but NSC quiescence. In line with thesatro data,in vivo
experiments showed that exogenous BMP limits H@iced proliferation of TAPs while
inhibition of BMP-SMAD signaling promotes activation of quiescent NSTUsese findings
clarify the stagespecific effects of BMPs on SVZ neural precursors, and support a hierarchical
model in which the anfproliferative effects of BMP dominate over EGF proliferation signaling

to constitutively drive TAP differentiation and lESjuiescence.

Keywords: Adult neurogenesis, Subventricular zone, BMP, EGF, Neural precursors, mTOR.

C. Introduction

Neural stem cells (NSCs) are essential for the normal function, maintenance, anrd injury
induced repair of the adult central nervous systemS)CKNIthough only a small percentage of
NSCs is cycling at any given moment, they are able to accomplish these critical functions by

producing and maintaining a large pool of tradasriplifying progenitor cells (TAPS). In the
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forebrain subventricular zor{8VZ) niche, lineage analysis suggests that each TAP undergoes
about 34 rounds of rapid proliferative expansion before differentiating, allowing a single
asymmetric division by an activated NSC to ultimately give rise to as many as 32 neuroblasts
(Ponti et al., 2013)TAP-derived neuroblasts and glial cells are required to maintain specific
subpopulations of forebrain neural cdllmayoshi et al., 2008; Luo et al., 2008; Menn et al.,
2006)and to contribute to tissue repair following brain inj(Bgnner et al., 2013; Kolb et al.,
2007; Yamashita et al., 20068%ince SVZ NSCs are typically quiescentergering the cell

cycle only once every-3 weeks(Morshead et al., 1994NSC roles in CNS homeostasis and
repair are critically dependent on both NSC activation and, importantly, the proliferative

expansiorof their downstream TAPS.

Proliferation of NSCs and TAPs (herein, collectively referred to as neural precursors) is
promoted by many families of molecules within the SVZ nighlearezBuylla and Lim, 2004;
Bond et al., 2012; Gage, 2000; Pathania et al., 20d€luding the Epidermal Growth Factor
(EGF) family. EGF family members signal through the Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), acell surface tyrosine kinase receptor expressed in activated ((20sga et al.,
2014; Doetsch et al., 2002; Pastrana et al., 2808)in the highly proliferative TAP&erron
et al., 2011; Sun et al., 2003)igandinduced activation of EGFR stimulates proliferation of
activatedNSCs and TAP$n vivo and allows neural precursor expansion as neurosphreres
vitro (Craig et al., 1996; Paliouras et al., 2012; Reynolds and Weiss,. 19&&)ersely, mice
deficient for EGFR ligands show reduced SVZ neuroger{@stpepe et al., 1997Multiple
downstream signaling cascades are initiated upon EGFR activation, including ther @i
pathway. EGF treatment of cultured neural precursors sitegilmTOR activation within
minutes, and EGihduced mTOR activation is essential for proliferative expansion of the NSC
lineage bothn vitro andin vivo (Feliciano et al., 2011; Hartma al., 2013; Magri et al., 2011;
Paliouras et al., 2012)

The signaling mechanisms that counterbalance EGB&ced proliferation in order to
promote neural precursor quiescence are considerably less understood. Ifdeed)any
nichederived factors modulate cell proliferation and/or neurogenesis within thé Fatdania
et al., 2010)how the ensemble of these signals is integrated within speeifipopulations to

coordinate the quiescence/proliferation/differentiation decisions of neural precursors is unclear.
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Here, we focused on bone morphogenetic proteins (BMPs). BMPs are expressed locally within
the SVZ, where they have been shown to prompobeluction of astrocytes at the expense of
neurons and oligodendrocyt@sm et al., 2000; Morell et al., 2014)nhibition of endogenous

BMP signaling modulates neurogenesis in both the SMX dentate gyrus niches, although
there is conflicting data that likely reflects unresolved stgggific effects on the neurogenic
lineage and differences between nicf@snaguidiet al., 2008; Bond et al., 2012; Bond et al.,
2014; Colak et al., 2008; Gobeske et al., 2009; Guo et al., 2011; Lim et al., 2000; Mira et al.,
2010)

In the present study, we ask how SVZ NSCs and TAPs integratsioggwe and anti
proliferation signals. Our findings reveal a hierarchical relationship between two key niche
signals, EGFR ligands and BMPs, in regulating the quiescence/proliferation/differentiation

decisions of SVZ neural precursors.

D. Materials and methods

1. Animals

C57BL/6 mice at B months of age were used for this study (Charles River).
Experiments were conducted in accordance with the guidelines of the Canadian Council of
Animal Care and were approved by the institutional ethics review committdess @hiversity
of Montreal and the Research Center of the University of Montreal Hospital (CRCHWM).
vivo procedures were performed with mice under isoflurane general anaesthesia supplemented
with injection of Buprivacaine local anaesthetic (Hospirapdakg). Mice were euthanized by
injection of a mixture of ketamine (Bimed4TC)/xylazine (Bayer Healthcare)/acepromazine
(Boehringer Ingelheim Canada Ltd) (200/10/2mg/kg).

2.  Cell culture experiments

Clonally-derived neurosphere cultures were generated fhemadult mouse striatum
using a protocol based on Reynolds and Wgsynolds and Weiss, 199ahd as detailed
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previously(Bouab et al., 2011; Paliouras et al., 2012pndard neurosphere growth medium
consisted of DMEM:F12 (3:1, Invitrogen), Penicillin/Streptomycin (1%, Wisent), Fungizone
(Img/ml, Invitrogen) and B27 (2%, Invitrogen), supplemented with 20ng/ml EGF (Sigma). In
some experiments, we used additiondtiagic factors that included FGE (Feldan), BMP2
(Peprotech), PDGRA (Peprotech), VEGKC (Peprotech) or SHH (Peprotech), as indicated.
Cultures of primary neurospheres were passaged by mechanical dissociation and were expanded
at a clonal plating dertgi of 2,000 cells/crh Primary neurospheres were used in quantitative
neurosphere assays (i.e., counts of clorddlgived neurospheres). Secondary neurospheres
were used when it was necessary to amplify neural precursor numbers fdehgity adherent

cultures for biochemical and flow cytometry analyses.

For the preproliferative assay, neurospheres were mechanically dissociated and plated
at a high density of 25,000 cells/€im a basal differentiation medium (i.e., neurosphere growth
medium in which EG was replaced with 2% Fetal Bovine Serum (FBS, Wisent)) and treated

with 20 ng/ml of each extrinsic factor.

For the antiproliferative assay, S\iderived cells were plated in n@uherent 24vell
plates in medium containing a basal EGF concentration af/fl (EGF) to sustain

neurosphere formation and treated on day 0 with 100 ng/ml of each extrinsic factor.

For the dos@esponse experiments, neurospheres were dissociated and plated on coated
dishes at a density of 25,000 cellsfdor 6 days in medim containing 2% FBS to promote cell
adherence and survival. Cells were treated on days 0 and 3 with the indicated concentrations of
EGF and/or BMF2.

For Olig2 labelling and Ki6TUNEL doublelabelling, neurospheres were dissociated
and plated on coatedsties at a density of 25,000 cellsfdor two days in medium containing
5 ng/ml EGF (EGFY) and 1% FBS. Adherent cells were treated on day 0 with 100 ng/ml of
EGF and/or BMP2, and were processed afteB 2lays for immunofluorescence labelling.

For the experiments comparing the effects of transient treatment with -BNRd
Rapamycin treatment, neurospheres were dissociated and plated at 25,000°¢elsfedium
containing 5 ng/ml EGF (EGT) and 1% FBS, supplemented with either 100 ng/ml| BM#R®
20 M Rapamycin (Tocris). After 24h of treatment (1 DIV), cells were washed twice with
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DMEM/F12 and then placed in medium containing 20 ng/ml EGF supplemented with 1% FBS
for adherence/survival for an additional 4 days. Cells were lysed daily up to 5 DJVigite. 4

days after withdrawal of BMR2 or Rapamycin).

For seltrenewal assays, growth factor treatments were performed during primary
neurosphere growth, then 60 averageed primary neurospheres/condition were collected
manually, mechanically dissocgt, and the cells counted andseeded at clonal density (1.5
cellskl) in standard neurosphere growth medium (above); this allowed quantification of the
number of secondary neurospheres generated and retrospective calculation of the mean number

of neurophereforming NSCs that were present per primary neurosphere.

Neurosphere numbers were quantified by plating cells iw&l plates at the clonal
densities indicated above (minimum of 8 wells/treatment/N). Neurosphere sizes were quantified
by measuring e diameter of at least 100 neurospheres/condition using ImageJ software
(version 1.47v, NIH, USA), and the data expressed using frequency histograms (GraphPad
Prism, Version 5.02 (GraphPad Software, Inc)).

3.  Invivo experiments

Intracerebroventricular (IZ) infusions were performed using 7 days osmotic pumps
(Alzet, model 1007D, Durect) that were attached to brain infusion cannulae (Alzet, Brain
infusion kit 3, Durect). Cannulae were stereotaxically implanted at coordinates: Omm
anteroposterior (AP) and®Dmm mediolateral (ML) to the bregma. Growth factors were diluted
in a vehicle solution (0.1% BSA in PBS) and infused at 400 ng/day. Animals were sacrificed

after 5 days.

Adult brain electroporations were performed essentially as described previously
(BarnabeHeider et al., 2008 Briefly, plasmids were stereotaxically injected into the left lateral
ventricle using a 1 ml Hamilton syringe (coordinates: Omm AP, 0.9 mm ML, 1.5mm
dorsoventral, relative to Bregma). Each animal received an ICV injection of 2 ul, delivered over
1.52 minutes, containing 10 pg of each plasmid (20 pg total). Electrical pulses (5 pulses, 50 ms
intervals, 200 mvolts) were delivered using a square wave@gbecator (ECM 830, Harvard
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Apparatus) with 7mm Platinum Tweezertrodes (Harvard Apparatus). Animals were sacrificed

after 3 days, which we determined to yield the peak number of plastpréssing cells.

Plasmids were amplified using Maxiprep (Promegagntthe DNA precipitated and
resuspended in 10mM T¥EDTA, pH 8, prior to use. GFAP::myrTomato and pGFAP::myrGFP
were gifts from Robert Benezra (Addgene plasmids # 22671 and 22672 respdbtamlyand
Benezra, 2009)CS2 FlagSmad6 was a gift from Joan Massague (Addgene plasmid # 14961)
(Hata et al., 1998)Plasmids were precipitated with ethanol and resuspended in PBS prior to

electroporation.

4.  Tissue processing

Anaesthetized mice were perfused intracardially with 30 ml PBS pH 7ide(y
followed by 40 ml of 4% formaldehyde freshly prepared from paraformaldehyde (Acros). Brains
were removed and peBked overnight at 4°C. Tissues were cut into 40um sections using a
vibrating microtome (Leica VT1000S) and stored2f1°C in antifrege solution(Bouab et al.,
2011)

5. Immunostaining and TUNEL

| mmunostaining experiments s€amimbemidinef or med
(DAB) detection step (brain sections) or a fluorescent secondary antibody detection step (brain
sections and cell cultures), as described previaigdyab et al., 2011; Gregoire et al., 2Q14)
Antibodies are listed in Table 1.

For Ki6 7-TUNEL doublelabelling on cell cultures, immunostaining was first performed
for Ki67 (1:100, mouse anhuman Ki67, BD Biosciences), and following the secondary
antibody step, the TUNEL cell death assay ( R«
instructions. Negative and positive controls were omission of dUTP and addition of DNAse
(Sigma), respectivelyQuantification of Ki6#TUNEL doublelabelling was performed by
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counting the number of HoecHsabelled nuclei that were doublabelled with either Ki67 or
TUNEL from 20x photos (8 fields of view by condition).

Quantification of Ki67, Olig2, pS6, and DCx¥nmunofluorescence staining was
performed on brain sections following ICV infusions. Margesitive cells were counted at
600x total magnification from 2 sections situated within 1 mm rostral to the level of infusion.
Quantifications were performed conateral to the side of pump implantation to avoid local
injury responses, were restricted to the lateral (striatal) SVZ, and were normalized to the length

of SVZ quantified (4 animals per group).

Quantification of GFAP::myrTomato or GFAP::myrGieRpressig cells that ce
expressed pS6 was performed followimgvivo adult brain electroporations-H sections
within the electroporated region of the SVZ were processed for pS6 immunostaining.
GFAP::myrTomato or GFAP::myrGFRexpressing cells were then iderd at 600x total
magnification and assessed forexpression of pS6. A total of 5AG100 reporteexpressing

cells were assessed from a total €f @Znimals per plasmid combination.

6.  Western blotting

Cultures analysed by Western blotting were lysed in Ripa Buffer as previously described
(Bouab et al.,, 2011)Protein samples for Western Blotting were prepared as described
previously (Bouab et al., 2011; Paliouras et al., 2Q1&)d pmmary antibody information is
provided in Tablel. HRfeonjugated secondary antibodies were used at the following dilutions:
antrmouse IgG (1:5000, Bio Rady antirabbit IgG (1:5000, Jackson Immuno Research).
Signals were revealed using the Clarity Bito-Rad), detected using ChemiDoc (B#ad) and
guantified using Image Lab 4.1 software (Btad).

7.  Flow cytometry assays

CarboxyFluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE) cell division absassess

cell division, dissociated neurospheres were treated with 1uM CSFE (Life technology) at 1
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million cells/ml for 8 minutes at 37°C. The reaction was quenched with 100% FBSi(k),

and the labeled cells were then washed with PBS and DMHARI/F31) medium and
subsequently plated onto PdlylLysine coated dishes at a density of 12,500 celfsiom
DMEM/F-12 (3:1) medium supplemented with 2% B27, 1% FBS, and 5 ng/ml EGF. Cells were
treated on day O with 100 ng/ml of factors. After 3 days, the eellse harvested by
trypsinization, washed and analysed on an LSRII cytometer (BD Biosciences). Data analysis

was performed using FlowJo v7.6.5 (Tree Star).

Propidium iodide and cell cycle analysiissociated neurosphere cells were plated at
25,000 cells/m? in medium containing the indicated treatments. Cells were harvested by
trypsinization after 24h of treatment, rinsed and frozen in 70% ethanol in PBS until analysis.
Prior to flow cytometry analysis, samples were treated with 0.5 mg/ml of DitAseRNAse
(Sigma) (30 minutes at room temperature) and incubated with 50 mg/ml of propidium iodide
(Sigma).

8.  Statistical analyses

Statistical comparisons were made using a-wag analysis of variance (ANOVA)
followed by either Dunnett's (comparison to a singletrol group) or Tukey's (multiple group
comparison) postoc tests. Fon vitro experiments, a repeated measures ANOVA was used as
each animal had its own internal Vehicle control. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism, Version(®& (GraphPad Software, Inc).

E. Results

1. EGF and BMP exert opposing effects on SV-derived neural precursor

proliferation

In order to understand how SVZ neural precursors integrate conflicting signals, we first

sought to identify two factors that exert oppaoseffects. To do so, we used the neurosphere
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culture system to perform prand antiproliferative assays, and compared the effects of six

distinct families of secreted niche factors.

To identify proliferatioapromoting SVZ signals, neurospheres exparfo@d the adult
SVZ were dissociated and plated in a basal surgk@inoting medium that was supplemented
with 20 ng/ml of either EGF, FGF, BMP, PDGF, VEGF or SHH (Fig. 1A). Three days later,
cells were lysed and analysed biochemically for changes iifgoation and differentiation
markers (Fig. 1B). Western blot analysis showed that in comparison to the unsupplemented
control, EGF and to a lesser extent FGF were the only factors that stimulated expression of
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Fi1B). Consistent with this, EGF and FGF
increased levels of Sox2 and Olig2, while decreasing levels of the astrocyte marker GFAP (the
principal differentiated cell type in neurosphelerived cultures) (Fig. 1B). In this regard, Sox2
is expressed by botNSCs and TAPs in the SVZ. Although Olig2 normally identifies only a
small subset of the SVZ TAP population, previous studies have shown that the vast majority of
TAPs generated using exogenous EGF/FGF are Olig2+Sox2+ positive progéhdbes/ et
al., 2003; Lindberg et al., 2012Jhus, among these six factors, EGF is the prominent pro
proliferative factor for TAPs.

To identify antiproliferative SVZ signals, neurospheres were grown from the
dissociated SVZ using a low basal concentration of 5 ng/ml EGF'{BG&dallow neurosphere
formation and further supplemented with 100 ng/ml of each individual factor (Fig. 1C).
Quantifications showed that, at the clonal cell density used to grow neurospheres, treatment with
100 ng/ml EGF did not further increase thenber (Fig. 1D) or size (Fig. 1E) of neurosphere
colonies compared to the E®&F control condition. Likewise, none of the other factors
significantly increased neurosphere number over thé ®@éndition (Fig. 1D), although FGF
increased the mean colosize from 192.23.3nm to 227.2 4.0 mm. Notably, however, BMP
treatment reduced the number of neurospheres generated from the SVZ by more than 50%, and
reduced the mean colony size to 132.8nm (Fig. 1D,E).

Together, these assays identified EGF and BMNIPaticularly potent proand anti

proliferative factors for SVAlerived neural precursors, respectively.
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2. TAPs: BMP suppresses EGFHnduced proliferation via highly
dominant effects on proliferation, differentiation, cell cycle parameters and

cell death

TAPs constitute more than 95% of cells within individual neurospheres and express
receptors for both EGF and BMEodega et al., 2014; Doetsch et al., 2002; Lim et al., 2000;
Pastrana et al., 2009; Perettak, 2004) To examine how TAPs respond when simultaneously
challenged with EGF and BMP, we used SW¥&tived neurospheres to generate high density
adherent cultures for dosesponse experiments. Adherent cultures were treated with @ijher
increasing concentrations of EGF, (2) increasing concentrations of BMP, (3) intermediate levels
of EGF plus increasing concentrations of BMP, or (4) intermediate levels of BMP plus

increasing concentrations of EGF (Fig. 2A,B).

Biochemical analysis shved that cells treated with increasing concentrations of EGF (5
to 40 ng/ml) exhibited a dos#ependent increase in markers of proliferation (PCNA) and TAPs
(Sox2, Olig2) and suppression of astrocytic differentiation (GFAP). However, neurosphere
derived ells were rendered insensitive to these proliferatom TARiInducing effects of EGF
when they were simultaneously exposed to 20 ng/ml BMP (FigdREonversely, BMP alone
dosedependently increased markers of differentiation and had no effect ofenatoin and
TAP markers; when simultaneously exposed to a constant 20 ng/ml EGF concentration,
increasing the concentration of BMP suppressed-B@&ced TAP proliferation and increased
differentiation in a dosdependant manner (Fig. Z2B). Thus, theseakeresponse experiments
showed that EGF and BMP have opposing effects on proliferation and differentiation of TAPs,
and that the anfroliferative/pradifferentiation effects of BMPs are highly dominant: when
combined, BMP but not EGF is able to exedasedependent suppression of the conflicting
signal.

We next used immunocytochemistry and flow cytometry assays to better understand the
cel lul ar mechani sms invol ved i Q). BSkterlazy d o mi n
neurospheres were dissociated andepldor 48h in a basal proliferation medium containing 5
ng/ml EGF (EGE") that was further supplemented with either Vehicle, 100 ng/ml EGFYXEGF
100 ng/ml BMP (BMP), or both factors (EGFHBMP")(Fig. 21). EGF'i treated cultures did
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not contain moreells than the Vehicle group, indicating that the basal'®G#encentration
maintained maximal proliferation over this time period. However, Bldird EGE+BMP"
groups both contained 55% fewer cells than the Vehiatel EGE groups (Fig. 2J,L).
Immuncc yt ochemi stry showed t ha t-proBfdfide satherthdnect s
pro-apoptotic. The proportion of cells that were in proliferation (Ki67+) decreased from
53.842.80% and 55.198.46% in the Vehicle and EGFreated cultures to 9.34.41 and
4.66°1.11% in the BMP and EGIF+BMP" groups (Fig. 2J,M). Similarly, Olig2 expression
decreased from 75.18.30% and 70.35.34% in the Vehicle and E&Ftreated cultures to
26.93 5.50% and 30.863.58% in the BMP and EGE+BMP" groups (Fig. 2K,N) There was

also a smaller 7.5% increase in the proportion of cells that were apoptotic (TUNEL+) (Fig. 20).
Consi st ent worolifdrativB &ffecbsspropidiumiiodide (Pbased flow cytometry
analyses showed that the BM&nd EGE'+BMP" conditions both shifted approximately 10%

of neural precursors from the &d G2M phases of the cell cycle into GB1 within one day

of treatment (Fig. 2RQ).

Notably, the effects of BMPand EGI+BMP" conditions were virtually identical in
all of these asg/s, revealing that the effects of BMP on neural precursor proliferation, cell cycle

parameters, and apoptosis are all highly dominant to those of EGF.

3. Distinct mechanisms of proliferation inhibition following EGF

withdrawal and BMP treatment

In order b explore the kinetics of BMP's suppression of EHkiced proliferation, we
performed a label retentidvased assay using CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester (CFSE).
CFSE is a fluorescent dye that is passively incorporated into cells and then seuiait/fdom
their cytoplasm during each subsequent cell division. Dissociated neurosphere cells were pre
labeled with CFSE, treated under various conditions for 3 days, and then analysed for CFSE
retention by flow cytometry (Fig. 3A). As expected, contudtures plated under differentiation
conditions of complete EGF withdrawal (No EGF) exhibitefld more CFSHluorescence
than the EG®"-containing Vehicle and EGFconditions. Notably, BMPand EGE+BMP"-

treated cultures closely resembled the NGFEdifferentiation condition, revealing that
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suppression of proliferation in response to BMP treatment follows similar kinetics as following
EGF withdrawal (Fig. 3B,C).

MTORCL1 signalling is a key mediator of E@fluced proliferative expansion of TAPs
(Paliouras et al., 2012)Given the similar suppression of TAP proliferation between EGF
withdrawal and BMP treatment conditions, we askedthdreBMP operates by inhibiting
MTORCL1 signalling. Neurosphederived cells were exposed to either BMP or the mTORC1
inhibitor Rapamycin for 24h, then switched to a proliferation medium containing 20 ng/ml EGF
for up to 5 days to assess recovery of TABlifaration and mTOR signalling (Fig. 3D).
Following treatment with the respective vehicle solutions (BSA for BMP or DMSO for
Rapamycin), cells switched to the 20ng/ml EGF proliferation medium exhibited a continual
increase in expression of the prolifecatimarker PCNA accompanied by increasing expression
of the TARassociated mTORC1 pathway markers, pmTOR, pS6, and p4EBP (Fig. 3E). In
comparison, cells treated with either BMP or the reversible mTORC1 inhibitor Rapamycin
displayed a rapid drop in PCNA ldse(Fig. 3E). In the case of Rapamycin, this drop was
accompanied by immediate disappearance of the mTORCL1 pathway markers, and PCNA and
the p4EBP branch of the mTORC1 pathway subsequently recovered by day 4 (Fig. 3E). In the
case of BMP, the decrease I€IRA levels showed only a delayed and partial recovery, and
notably, levels of pmTOR, pS6, and p4EBP did not parallel the reduction in PCNA, only
displaying a slow and relatively minor decline over theay period (Fig. 3E). BMfreated
cells showed a stng and transient increase in pSMAD1/5/8, confirming BMP pathway
activation (Fig. 3E). Levels of pERK1/2 (a second proliferaissociated EGH&hduced
pathway) were likewise relatively unchanged by BMP treatment (Fig. 3E).

Further analysis confirmed th#élhe recovery of proliferation following Rapamycin
treatment was associated with a recovery of the TAP markers Sox2 and Olig2 ¢(B)gIr8F
contrast, recovery of TAP markers following BMP treatment was limited, and instead, there was
a strong increase imarkers of differentiated astrocytes and neurons. The BMP differentiation
response was primarily astrocytic, as immunocytochemistry showed the incrbAkdubulin

was mainly due to enhanced neuronal morphological complexity (not shown).

This analysis reveals that despite the similarity in their -wowse of proliferation

inhibition, EGF withdrawal and BMP treatment are mechanistically distinct. EGF withdrawal,
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but not BMP treatment, is mediated by suppression of mMTORCL1 signalling. Word®\Ps
transiently treated with Rapamycin undergo a reversible inhibition of proliferation, while TAPs
transiently treated with BMP terminally differentiate into astrocytes despite the ongoing
presence of EGF.

4. NSCs: BMP promotes NSC quiescence by donmantly suppressing
EGF-induced NSC activation

We next focused on the integration of EGF and BMP signals at the level of activated
NSCs, which likewise express receptors for both EGF and EPdBega et al., 2014; Colak et
al., 2008; Doetsch et al., 2002; Pastrana et al., 20@9jlo so we investigated the individual
and combined impacts of these factors on growth andressdfwval of clonally derived

neurospheres.

To determine whether EGF or BMP is dominant for activated NSCs, primary
neurosphere colonies were grown at clonal densitii@npresence of 5 ng/ml EGF to sustain
neurosphere formation (E®¥) and supplemented with either BSA (Vehicle), 100 ng/ml EGF
(EGH"), 100 ng/ml BMP (BMP), or 100 ng/ml EGF+100 ng/ml BMP (E&FBMP")(Fig.
4A). Quantification showed that there was difference in the number (Fig. 4B) or size
distribution (Fig. 4C) of neurosphere colonies between the Vehicle and' E@itions,
confirming that the EGP® concentration is saturating at the clonal cell density required in the
neurosphere assay. Conerdt with the antproliferative effect of BMP on TAPs described
earlier, BMP' and EGE+BMP" conditions both significantly decreased neurosphere number
and size (Fig. 4B,C). Importantly, however, further analysis of the size distribution data showed
thatBMP reduced the number of ftdized colonies (larger than 70 pum) without increasing the
number of smalkized colonies (less than 70 um) (Fig. 4B), indicating that BMP is also a
negative regulator of neurosphere initiation (NSC activation). Biochemiedysas of these
neurospheres showed that, as expected,EG&urospheres that were Untreated, Vehiofe
EGF'i treated all displayed high levels of the proliferation (PCNA) and TAP (Sox2, Olig2)
markers and virtually undetectable levels of differemdramarkers flll -tubulin, GFAP, and

CNPase) (Fig. 4E5). However, this profile was reversed in the neurospheres obtained in the
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BMP" and EGE+BMP" conditions: BMP suppressed the expression of PCNA, Sox2, and
Olig2, and induced expression of differete@d neuronal and glial markers (Fig. 4®). Thus,

in the colonyforming neurosphere assay, BMP overcomes the mitogenic effects of EGF at the
level of both TAPs and NSCs.

To determine whether the BMRduced decrease in neurosphere initiation was due to
NSC loss (terminal differentiation, death, and/or irreversible senescence) versus NSC
guiescencédreversible slowing or exit from the cell cycle), we performed a neurosgbtre
renewal assay. Specifically, we tested whether neurosptigaging NSCs are still present in
neurospheres grown in the presence of BMP. Neurosphere colonies were grown in the same
growth factor combinations as above, but following the generatipriroary neurospheres, 60
neurospheres from each condition were dissociated and replated at clonal density in standard
neurospherdorming conditions (Fig. 4A, "selfenewal assay"). Primary neurospheres grown
in the BMP" and EGE'+BMP" conditions agaimenerated smaller primary neurospheres, and
thus contained 630% fewer cells (data not shown) as compared to neurospheres grown in the
Vehicle or EGE conditions. However, when these smaller Bi@ated primary neurospheres
were dissociated and replatedder standard neurosphdéoeming conditions, they were found
to retain a disproportionately high number of neurosplmetiating cells, exhibiting only a 30
35% decrease (not statistically significant) in secondary neurospheres generated (Fig. 4H).
Interestingly, further analysis of these secondary neurospheres showed that NSCs within the
smaller BMRtreated primary neurospheres actually generateptr secondary neurospheres
(Fig. 4l). These larger secondary neurospheres exhibited a variety of bioghéiifierences,
including enhanced expression of proliferation (PCNA), TAP (Sox2, Olig2) and differentiated
(bl -tubulin, GFAP, and CNPase) neural markers (FigVvi3.J

Thesein vitro data reveal that i) BMP is dominant over EGF at the level of adtivate
NSCs, ii) that BMP restrains NSC expansion by promoting a reversible quiescence rather than
NSC loss, and iii) that BMiPestrained NSCs subsequently exhibit an enhanced capacity for

proliferation and differentiation.
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5.  BMP limits EGF-induced proliferative expansion of TAPsn vivo

We next assessed whether the dominant-antiferative effects of BMP are also
observed in ann vivo setting. Intracerebroventricular (ICV) infusions were used to deliver
Vehicle solution (BSA), EGF, BMP, or a combinationeEdsF+BMP into the lateral ventricles
of adult mice (Fig. 5A). Immunohistochemical analysis after 5 days of infusion indicated that
EGF dramatically increased Ki67+ cell proliferation surrounding the lateral ventricles, that
BMP had no detectable effect ais iown, but that BMP seemed to partially limit the EGF
induced proliferation (Fig. 5B). To quantify and extend these observations, we performed
immunofluorescence for Ki67, Olig2, the neuroblast marker doublecortin (DCX), and the
MTORC1 readout pS6 (Fig.CH. Quantifications confirmed that EGF, but not EGF+BMP,
stimulated a statistically significant increase in Ki6 7+ proliferating cells relative to Vehicle (Fig.
5D). EGF is reported to increase the number of Olig2+ TiAPslberg et al., 2012)we found
that the EGF and EGF+BMP groups both exhibited statistically significant increases in Olig2+
cells relative to Vehicle, but that the EGF+BMP wpowas significantly lower than the EGF
group (Fig. 5E). Likewise, pS6 immunoreactivity is mainly expressed in TAPs, and was
significantly increased in the EGF but not EGF+BMP groups relative to Vehicle (Fig. 5F).
Neuroblast numbers were decreased to daimxtent in both the EGF and EGF+BMP groups
relative to Vehicle (Fig. 5G). Given the massive proliferative response to EGF, it was not
possible to reliably quantify numbers of GFAP+ astrocytes or ventaiécting
GFAP+Ki67+ NSCs in this paradigm. Nbly, while infusion of BMP by itself showed a
tendency to decrease Ki67 and DCX levels compared to Vehicle infusion, it did not induce

statistically significant changes for any of the markers examined.

Together, these quantifications reveal that inrawivo context, TAP proliferation is
induced by exogenous EGF when EGF is administered alone but not whenatisicustered
with BMP.
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6. Inhibition of endogenous BMP signaling promotes NSC activatiom
Vivo

Since it was not possible to study growth éeéhduced changes in NSC proliferation
in the infusion paradigm, we turned toiarvivoadult brain electroporation strategy that would
allow selective targeting of NSCs within their nigBarnabeHeider et al., 2008)l o determine
whether inhibition of endogenous BMP signalling can lead to NSC activation, plasmids
expressing GFAP promotériven GFP (GFAP::myGFP, to label NSCs) were mixed with
plasmids expressing either SNDA (a negative regulator of BMiAduced SMAD
signalingfHata et al., 1998)r CMV6 (empty vector). Plasmid mixtures were injected into the
lateral ventricles of adult mice and-etectroporated into the ventricle walls (Fig. 6A,B).
Immunofluorescence analysis of the SVZ 3 days-ptesttroporation revealed that in mice
electroporated with empty vector, 5.98% (81 of 1353 cells) of GFAP:GRRexpressing
NSCs celabeled with the mTORC1 readout pS6 (i.e, had undergone activation) (Fig. 6B,C). In
mice electroporated with SMADG, thisareased by 52.8%, to 9.14% of GFAP::r@FPR
expressing NSCs (50 of 547 cells) (Fig. 6C). Thus, endogenous-8WHD signalling
constitutively suppresses NSC activation, and acutely inhibiting endogenousSBMP

signaling is sufficient to allow an increaseNSC activation.

F. Discussion

The present study investigates signal integration during proliferative expansion of TAPs
and their upstream activated NSCs. Strict regulation of this process is essential for maintaining
a pool of TAPs that can participatetime ongoing replacement of specific neuronal and glial
populations and that can dynamically modulate production of neural cells in response to
changing local needs (as occurs following tissue injury). Here, we provide new insights into
how TAPs and activad NSCs integrate two major prand antiproliferation pathways, EGF
MTOR and BMPSMAD.

88



1.  Proliferative expansion of TAPs

EGFinduced mTOR signaling is emerging as a central regulator of adult neurogenesis.
In our previous work, we demonstrated that EG#uced mTORC1 signaling plays a critical
role during proliferative expansion of the TAP populat{@aliouras et al., 2012)nTORC1
activity was present in the majority of proliferating cells@urosphere cultures vitro, and in
the SVZ was localized primarily to GFARegative cells that were positive for Ki67 and Mash1
(Paliouras et al., 2012p5uch a phenotype identifies TAPs, Ibubre recent studies suggest it
may also include activated NSCs, which downregulate GFAP expression and upregulate Nestin
(Codega et al., 2014)

We found here that, at the level of TAPs, BMP exerts completely opposing and highly
dominant effects compared to EGF. A slieside comparison of multiple families of SVZ
neurogenesis regulators confirmed that EGF is a particularly promineptgiiferative signal
and demonstrated that BMP is a powerful -pmtiliferative signal for neural precursors. BMP
powerfully suppressed overall neural precursor proliferation in neurospaseel assays,
contrasting the effects of EGF, FGF, PDGF, VEGF and SHH,r dfW&Z neurogenesis
regulators. TAPs represent the vast majority of cells in neurospheres and neurdspkiece
adherent cultures. Dosesponse experiments were performed to study how TAPs respond to
simultaneous exposure to BMP and EGF, and showe8mBis antiproliferative effects were
unchanged by increasing and excess levels of EGF, while conversely, EGptslijenative
effects were suppressed in a ddspendent manner by BMP. Notably, BMfluced
reductions in markers of cell proliferationdf@erent cultures) and colony size (neurosphere
cultures) were paralleled by powerful suppression of TAP markers such as Sox2, Olig2, and the
MmTOR pathway, and concomitant stimulation of differentiated neural markers (predominantly
GFAP).Invitroanalyses ur t her r e v e a ipreliferativé secttvity BEapidy @rsestedn t i
EGFinduced cell division, stimulated differentiation, increased retention of cells in #@&1GO0
phase of the cell cycle, and marginally increased cell death. These effects of BMpp@site
to those of EGF, and occurred regardless of coincident treatment with saturating concentrations
of EGF, revealing thatn vitro, BMP is highly dominant to EGF on TAPs.

We hypot hesi z e grolifefativeé eff@@tvhitap gperatenviaiditec

suppression of EGHhduced mTORCL1 signaling, based on its dominant effects when co
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administered with EGF, together with the identical kinetics of proliferation inhibition following

BMP treatment and EGF withdrawal (CFSE experiment). However, unlike Bapamwhich

suppresses EGiRduced proliferation by directly blocking mTORC1 activity, BMP suppressed
proliferation without decreasing mTORC1 activity. Thus, BMP treatment and EGF withdrawal
suppress proliferation via distinct mechanisms. Inhibition ofifpration and expression of
differentiation markers reached their maximw days after the peak of BMRduced SMAD
signaling; this suggests that BMP initiates a
differentiate and stop proliferagnuntil a few days later. Interestingly, proliferation recovery

following transient Rapamycin treatment was paralleled by recovery of the 4EBP but not the S6
branch of mMTORC1 signalling, consistent with a previous report that 4EBP rather than S6 kinase

maybe the main mTOR proliferation effectgiartman et al., 2013)

We performed ICV growth factor infusions to validate these findings in vivo, finding
both similarities and differences. When administered simultaneouslyo, BMP was indeed
found to attenuate EGIRduced expansion of markers of cell proliferation (Ki67) and TAPs
(Olig2, pS6). However, there was an apparent difference in the effects of BMP on endogenous
versus EGHnduced proliferation. Specifically, BMP infusion by itself had statistically
significant effects on endogenous levels of Ki67 or TAPs, although a tendency for reduced Ki67
was noted. The most likely explanation for this difference is that endogenous ependymal

derived noggin may be capable of blocking exogenouktyigistered BMRLIm et al., 2000)

2. Activation of NSCs

BMP was also found to have opposing and dominanpraliferative effects over EGF
at the level of activated NSCs. Because NSCs represent only a few percent of cells within
neurospherglerived cultures or within the SVia vivo, measuring changes in NSC activity
requires specific assays that can distinguish NSCs from their more abundant TAP progeny.
vitro, we used the neurosphere culture system to perform quantitative -fotarngg assays.
BMP treatment strongly inhited EGFinduced neurosphere formation, and notably, this was
not accompanied by an increase in urgleed colonies, suggesting that BMP had a quieseence

promoting effect on neurospheirgtiating NSCs. Consistent with this, seéfnewal assays of
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BMP-treated neurospheres showed that they retained an almost normal complement of
neurosphernitiating cells, despite being reduced by more than 80% in neurosphere number
and 65% in cells/neurosphere. Moreover, these BiMd&ed NSCs generated significantly
larger neurospheres when returned to a normal-E@faining proliferation medium. These

vitro data indicate that BMP treatment does not cause a loss of NSCs (i.e., as would occur
following terminal differentiation, death, or senescence); rather, BMP latiesUNSCs to enter

a state of reversible quiescence that reduces their immediate TAP production but endows them

with an enhanced capacity for subsequent proliferative expansion.

To test whether BMP constitutively restrains NSC activationivo, we turned to a
recently developeth vivo adult brain electroporation protoc{BarnabeHeider et al., 2008)
Using this approach allowed us to identify and target ventcmigacting GFARexpressing
NSCs for genetic manipulation. Previous studies suggest that 13.3% of NSCs express EGFR
(Pastrana et al., 2009yepresenting NSCs that are either activated or primed for activation.
Three days after electroporating quiescent GFAP+ NSCsavwgtimtrol empty vector, we found
that 6.0% expressed the mTORCL1 readout pS6. Electroporating GFAP+ NSCs with a plasmid
overexpressing SMADG, a negative regulator of BMé&@uced SMAD signaling, increased the
percentage of electroporated NSCs that acquir®@ RO activity to 9.1%, an increase of over
50%. It is not yet established whether this mMTORCL1 activity begins at the stage of stem cell
activation (as occurs in muscle stem cdl®ydgers et al.2014)or upon generation of a TAP,
however these data support a model in which BMP signaling constitutively represses NSC
activation, and relieving this inhibition is sufficient to allow initiation of proliferative expansion.
Interestingly, the question of whethaofmnged suppression of BMP signaling would lead to
exhaustion of the SVZ NSC pool has not yet been answered. In the dentate gyrus neurogenic
niche, where NSCs have distinct growth and differentiation propg&emberg and van der
Kooy, 2002) consensus has also not been reached on this question, with some studies reporting
that that loss of BMP signaling leads to an eventual loss of NSC a¢Miity et al.,2010)and
others reporting no such lo8onaguidi et al., 2008; Gobeske et al., 2009; Guo et al., 2011)

Together, the present data enable us to begin developing a picture of hawdanti
proliferative signals are integrated during proliferative expansion of the TAP pool. Interestingly,

a BMP signaling increase during aging may be a factotriboting to agerelated decline in
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NSC activity(Yousef et al., 2015)uggesting that excessive quiescence signaling can perturb
NSC functionsunder physiological conditions vivo. Importantly, BMRSMAD and EGF
MTOR represent only selected components of what is most likely a complexstapltnd
multi-factorial integration process. Indeed, while BMP suppression increased NSC activation,
themajority of NSCs remained quiescent within the 3 day4irame examined, suggesting that

other players are involvg@®ttone et al., 2014)
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G. Table and Figures

Tableau |.  Antibody list.

Antibody Compagny Western Immunohistochemi
Blot stry
Actin (mouse) Abcam 1/20000
Alexa555 goat antimouse Invitrogen 1/1000
Alexa555 goat antiguinea pig Invitrogen 1/1000
Alexa488 goat antichicken Invitrogen 1/1000
Alexa488 goat antrabbit Invitrogen 1/1000
Alexa647 goat antrabbit Invitrogen
1/1000
CNPase (mouse) Chemicon 1/500
Doublecortin (guinegig) Chemicon 1/3000
Phosphe4EBP (Thr37/46) (rabbit) Cell Signaling 1/1000
Phosphep44/42 MAPK (ERK1/2) Cell Signaling 1/1000
(thr202/tyr204) (rabbit)
GFAP (chicken) Novus Biological 1/1000
GFAP (rabbit) Dako Diagnostic 1/1000
HRP secondary Abnti-mouse) Bio-Rad 1/5000
HRP secondary Ab (aingibbit) Jackson Immuno 1/5000
Research
Ki67 (mouse) BD Biosciences 1/100
Olig2 (rabbit) Chemicon 1/1000 1/250
PhosphemTOR (Ser2448) (rabbit) Cell Signaling 1/1000
PhospheS6 (Ser240/244) (rabbit) Cell Signaling 1/1000 1/300
Sox2 (rabbit) Chemicon 1/500
PhospheSmad1l (Ser463/465)/Smad5 Cell Signaling 1/1000
(Serd463/465)/Smad8(Ser426/428) (rabbit)
BIHubulin (TUJ1) (mouse) Covance 1/1000
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Figure 1
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Figure 1:Comparison of the praandanti- proliferative effects of 6 families of
neurogenesis regulators on Sérived neural precursor cultures.

(A-B) Assay for preproliferative effects. Experimental paradigm (see Methods for details) (A).
Western blotting analysis of cell lysates follonyi growth factor treatments (representative
example from 1 of 3 experiments) (B). Note that EGF is the prominent stimulator of markers of
proliferation (PCNA) and TAPs (Sox2, Olig2). /€8 Assay for antproliferative effects.
Experimental paradigm (see Keds for details) (C). Quantification of the effects of growth
factor treatments on neurosphere numbers (D) and sizes (E). Note that BMP exerts a powerful
anti-proliferative effect on neural precursors during neurosphere formation. ***p<0.0041, one

way ANOVA (Dunnett's poshoc test). Data are represented as mean+SEM.
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Figure 2
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Figure 2:BMP exerts dominant effects over TAP proliferation, differentiation, cell cycle
parameters and cell death.

(A-H) EGF and BMP doseesponse experiments. Experimental paradigm (see Methods
for details) (A). Western blot analysis of cell lysates following desponse treatments
(representative example from 1 of 2 experiments) (B). Note thatikdifeed effects ra
suppressed in a dosependent manner by BMP, while BMiRluced effects are insensitive to
EGF concentration. Densitometric quantification of markers of proliferation (PCNA) (C), TAPs
(Sox2, Olig2) (D, E) and neural subtypes (astrocytes, GFAP; neufaliistubulin;
oligodendrocytes, CNPase) (F, G, H}Q) Effect of EGF and BMP on cell proliferation, death
and cell cycle. Experimental paradigms (see Methods for details) (I). Immunofluorescence
analysis for Ki67 (J) or Olig2 (K), counterstained with klogt. Arrowheads and arrows show
examples of positive and negative cells, respectively. Quantification of immunocytochemistry
experiments showing the treatment effects on total number of Hgea$isve nuclei (L) and
proportion of cells that are positiver Ki67(M), Olig2 (N) or TUNEL (O). Cell cycle analysis
by flow cytometry for DNA content using propidium iodide (representative example from 1 of
3 experiments) (P), with quantification by cell cycle phase (Q). Note that BMP has dominant
effects on celproliferation, cell cycle and cell death. Scale bar in J is 50 microns (for J,K).
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, oneavay ANOVA (Tukey postoc test)Data are represented

as mean+SEM.
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Figure 3
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Figure 3:Similarities and differeces between BMP treatment and EGF withdrawal
induced suppression of TAP proliferation.

(A-C) Effect of EGF and BMP on proliferation kinetics. Experimental paradigm for
CFSE experiment (see Methods for details) (A). CFSE fluorescence intensity curves
(representative example from 1 of 3 experiments) (B), with mean fluorescence (C). Note that
BMP completely suppresses E@feluced dilution of CFSE, a measure of the number of cell
divisions, and is identical to EGF withdraw@D-J) Proliferation recovery assdgllowing
transient treatment with BMP or Rapamycin. Experimental paradigm (see Methods for details)
(D). Western blot analysis for proliferation (PCNA), mTORCL1 pathway activation (pmTOR,
pS6, p4EBP), SMAD pathway activation (0.SMAD1/5/8), ERK pathwayatitin (nERK1/2),
and actin loading control (E). Representative example from 1 of 3 experimedjs\&stern
blot analysis for PCNA, TAP (Sox2, Olig2) and differentiation (GFAP . -®ibulin, CNPase)
markers (representative example from 1 of 3 experish¢R}. Densitometry quantifications{G
J). Note BMP and Rapamycin both suppress proliferation, but BMP additionally stimulates
differentiation and does not require a decrease in mTOR pathway activation. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, oneway ANOVA (Tukeyposthoc test in C, Dunnett's pelsbc test in GJ). Data

are represented as meantSEM.
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Figure 4
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