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> Les cellules de la microglie sont les macro-
phages résidents du systeme nerveux central
(SNC). La microglie a une fonction cruciale dans
I"homéostasie du SNC car elle constitue le pre-
mier niveau de défense contre les pathogeénes,
contribuant aux réponses immunes, mais est
aussi impliquée dans la réparation tissulaire. Il
est donc essentiel de bien comprendre I'origine
et ’homéostasie de la microglie. Des marqua-
ges permettant de suivre le destin des progéni-
teurs hématopoiétiques a différents stades du
développement chez la souris nous ont permis
d’établir que la microglie adulte dérive majo-
ritairement de progéniteurs hématopoiétiques
primitifs présents dans le sac vitellin avant le
huitieme jour de gestation. Ce travail ouvre des
perspectives quant a I'utilisation de progéniteurs
embryonnaires dans le traitement de maladies
neurodégénératives. <

Les cellules de la microglie représentent environ 10 %
de toutes les cellules gliales du systeme nerveux central
(SNC) [1]. Classiquement, les cellules de la micro-
glie sont considérées comme la premiere barriére de
défense immunitaire du SNC, s’activant trés rapidement
en réponse a une inflammation. Néanmoins, en situa-
tion physiologique, les cellules microgliales apparais-
sent aussi tres dynamiques, projetant constamment
des dendrites qui palpent et surveillent leur microen-
vironnement [2]. Certaines dendrites interagissent
directement avec les synapses des neurones voisins.
Cette activité de contact pourrait étre impliquée dans
le contrdle des liaisons synaptiques [3].

Microglie et fonctions immunes du cerveau

Lors d’épisodes inflammatoires affectant le SNC (infec-
tions, ischémies, lésions, maladies auto-immunes et
neurodégénératives), la microglie participe a la défense
du tissu cérébral et a la réaction inflammatoire, assu-
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rant des fonctions immunes telles que

I’élimination des débris cellulaires

par phagocytose et la présentation d’antigénes [4]. Les cellules de la
microglie vont ainsi rapidement proliférer, s’activer et secréter divers
facteurs immuno-modulateurs (cytokines et facteurs de croissance).
Cependant, une activation exacerbée de la microglie, traduite par
exemple par la sécrétion excessive de facteurs toxiques (radicaux
libres) peut s’avérer nocive, car elle aggrave alors les Iésions tissulaires
et contribue indirectement a la pathophysiologie et au développement
de maladies neurodégénératives comme la sclérose en plaques et les
maladies d’Alzheimer et de Parkinson [4]. Ainsi, la régulation fonc-
tionnelle de la microglie et de son niveau d’activation est cruciale pour
I’intégrité du SNC en situation physiologique et durant les épisodes
inflammatoires. Pour ces raisons, les cellules microgliales représentent
une cible thérapeutique de choix. €n effet, leur manipulation en vue
d’améliorer, voire de traiter certaines maladies neurodégénératives,
pourrait s’avérer étre une stratégie thérapeutique prometteuse. Mais
une meilleure compréhension de leur homéostasie, de leur régulation
ainsi que de leur origine est requise au préalable afin de mieux les
manipuler.

Identifier les précurseurs de la microglie

L'origine de la microglie, initialement décrite comme étant neuro-
ectodermique comme celle de la macroglie, est restée un sujet de
controverses depuis sa description dans les années 1930 par del Rio
Hortega. Il est maintenant établi que la microglie, en tant que macro-
phages du SNC, est d’origine hématopoiétique [5]. Mais la nature
exacte des précurseurs initiaux de la microglie reste inconnue.
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Préalablement a notre étude, il avait été montré chez la souris que des
cellules présentant un potentiel de prolifération et de différenciation
microgliale in vitro sont présentes tres précocement dans le cerveau
présomptif (a partir de 8 jours de gestation [jdg] sur les 20 jours
totaux du développement murin) [6]. A ce stade de développement,
seul le sac vitellin (SV), annexe extra-embryonnaire, est capable de
produire les premiéeres cellules hématopoiétiques, principalement des
érythrocytes et des macrophages des 7 jdg. Cette hématopoiese pré-
coce du SV est nommée hématopoiése primitive, par opposition a celle
dite définitive qui dérive de cellules souches multipotentes produites
dans la région intra-embryonnaire appelée splanchnopleure para-
aortique (P-Sp), puis aorte-gonades-mésonéphros (AGM) [7, 11]. Ces
cellules migrent ultérieurement dans le foie feetal et la moelle osseuse
pour y produire toutes les cellules hématopoiétiques.

Les précurseurs de la microglie pourraient donc provenir du SV, mais
ces observations ne montraient pas formellement que les précurseurs
du SV contribuaient a la totalité de la microglie adulte. Il était tout a
fait envisageable que la microglie embryonnaire pit étre remplacée
partiellement ou totalement par une seconde vague de microglie pro-
venant de précurseurs issus du foie feetal et/ou de la moelle osseuse.
€n effet, de nombreuses études des différentes pathologies du SNC
adulte ont montré que les monocytes du sang circulant recrutés dans
le tissu nerveux enflammé se différenciaient en cellules phénotypi-
quement analogues a la microglie [8]. Ces résultats ont promu I’hy-
pothése de I'origine monocytaire (et donc issue de I’hématopoiése
définitive) de la microglie, au détriment d’une origine primitive dans le
SV, bien que ces travaux n’aient jamais vraiment démontré quel était le
degré de similitude entre la microglie dérivée des monocytes lors d’un
processus inflammatoire et la microglie dans le tissu sain.

Les progéniteurs hématopoiétiques du sac vitellin

a origine de la microglie ?

Pour répondre a cette question fondamentale, nous avons comparé
la contribution a la formation de la microglie des progéniteurs du SV
(hématopoiese primitive) & celle des progéniteurs du foie feetal et/ou
de la moelle osseuse (hématopoiese définitive) [9]. Nous avons utilisé
différentes approches pour savoir ou, quand et comment la microglie
se développait dans le SNC murin.

Pour évaluer la contribution de précurseurs dérivant de la moelle
osseuse tels que les monocytes apres la naissance, nous avons irradié
sublétalement des nouveau-nés (entre 12 h et 24 h aprés la naissance)
et avons reconstitué la moelle osseuse en greffant a ces animaux la
moelle osseuse de souris congéniques (souris génétiquement iden-
tiques ne différant que par un marqueur génique). Pour distinguer
I'origine des cellules de la microglie apres irradiation et reconstitu-
tion, nous avons utilisé le systéme congénique CD45.1/CD45.2 (CD45.1
et CD45.2 sont deux alléles du marqueur hématopoiétique CD45,
détectables par cytométrie de flux). Dans ce systéme, les cellules
hématopoiétiques de I’hote (nouveau-nés irradiés) sont CD45.2 et les
cellules hématopoiétiques du donneur (moelle osseuse transférée)
sont CD45.1. Plusieurs mois aprés la transplantation (de 3 a 7 mois),
nous avons mesuré par cytométrie en flux la proportion de cellules
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de I’hote (CD45.2) et du donneur (CD45.1) parmi les
cellules microgliales adultes. Celles-ci étaient presque
uniquement CD45.2 (pour 95 & 99 %) et donc dérivées
de I’hGte alors que les leucocytes sanguins dont les
monocytes ainsi que diverses autres populations de
macrophages se caractérisaient par leur chimérisme
(en proportion de 30 a 60 %). Ces résultats montrent
clairement que les précurseurs de la microglie adulte
étaient déja présents avant la naissance et excluent
ainsi toute contribution de progéniteurs postnataux
dérivant de la moelle osseuse.

Si les précurseurs de la microglie sont présents deés la
naissance, ils peuvent donc provenir du SV ou du foie
feetal, les deux sites principaux de I’hématopoiése
embryonnaire. U'activité hématopoiétique du SV, qui
produit des cellules érythromyéloides, débute des 7 jdg,
alors que celle du foie feetal commence seulement
autour de 10,5 jdg, aprés la colonisation par des pré-
curseurs du SV et par des cellules souches multipoten-
tes produites dans ’AGM dés 9,5 jdg. Nous avons donc
cherché a déterminer a quel moment de ’embryogenése
nous pouvions détecter des cellules de type microglial
dans le cerveau présomptif. Utilisant un modéle murin
qui exprime un géne rapporteur fluorescent (GFP, green
fluorescent protein) sous le controle du promoteur
du gene codant pour le récepteur de la fractalkine
(CX3CR1, qui est un marqueur spécifique de la microglie
adulte), nous avons pu détecter des cellules exprimant
la GFP (et donc CX3CR1) dés 9,5 jdg. Ces cellules expri-
ment aussi les marqueurs de macrophages CD11b et
F4/80 et présentent donc un phénotype analogue a celui
des macrophages primitifs isolés du SV au méme stade
de développement. De plus, ces deux types cellulaires
expriment fortement le récepteur du colony stimulating
factor 1 (CSF-1R), une cytokine cruciale pour la diffé-
renciation des macrophages. Ces deux types cellulaires
sont aussi tous deux dépendants de ce récepteur,
puisque absents dans le modele murin déficient pour
CSF-1R. Bien que corrélatifs, ces résultats suggerent
une possible filiation entre ces macrophages du SV et
les précurseurs de la microglie, mais n’expliquent pas
leur persistance chez 'adulte.

Détermination du destin cellulaire

des progéniteurs hématopoiétiques du SV

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé un
modéle de souris dit de fate mapping (suivi du destin
cellulaire) qui consiste & marquer spécifiquement les
cellules dérivant des précurseurs du SV, ce qui permet
de suivre ainsi leur évolution au cours du développe-
ment. Dans ce modele est d’une part exprimée, sous
le controle du promoteur d’un gene spécifiquement
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exprimé par les précurseurs du SV, une recombinase CRE dont la fonc-
tion est induite par le tamoxiféne. D’autre part, un gene rapporteur
est exprimé sous le contrdle d’un promoteur ubiquitaire. Cependant,
sa transcription est bloquée par un stop transcriptionnel entouré de
deux sites lox-P, séquences cibles de la CRE (Figure 1) [10]. Uacti-
vation temporaire de la CRE (de 12 h & 24 h) aprés administration du
tamoxifene induit la délétion du stop transcriptionnel et conduit ainsi
a I’expression irréversible du gene rapporteur seulement dans les pré-
curseurs du SV et leur descendance.

Le promoteur controlant I'expression de la CRE est le promoteur du
géne Runxl. Runxl (AML1 ou cbfa2) est un facteur de transcription
exprimé principalement dans le systeme hématopoiétique, initialement
au niveau du SV ot il marque notamment les cellules hématopoiéti-
ques primitives & partir de 7 jdg [11]. Plus tard, Runxl est exprimé
dans le compartiment intra-embryonnaire, notamment par les cellules
souches hématopoiétiques des AGM, mais seulement a partir de 8,5 jdg
(Figure 2). Ainsi, le traitement de la souris gestante par le tamoxiféne
entre 6,75 et 7,5 jdg permet de suivre spécifiquement la descendance
des précurseurs primitifs du SV et non celle des précurseurs définitifs
des AGM, alors que le traitement de la souris par le tamoxiféne apres
8 jdg permet de suivre la descendance des précurseurs primitifs et
définitifs (Figure 1).

Nous avons donc induit la CRE dans les embryons a différents stades
de développement par injection intra-péritonéale de tamoxifene a
la souris gestante et mesuré I"expression du gene rapporteur dans la
microglie et les autres populations hématopoiétiques a I’dge adulte.
Lors d’une induction de la CRE a 7 ou 7,5 jdg, nous avons observé que
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2 Injection de tamoxifene
dans la souris gestante

Figure 1. Stratégie de suivi du destin cellulaire des pré-
curseurs du sac vitellin chez la souris. Dans ce modéle,
I’expression de la recombinase (CRE) est sous le
contrdle du promoteur du géne Runx!, spécifiquement
exprimé par les précurseurs du sac vitellin (SV) dés
7 jdg (jours de gestation). Ce type de CRE est inactif
a Pétat basal et s’active seulement en présence de
tamoxiféne (injecté par voie intra-péritonéale chez la
souris gestante) pendant 12 h a 24 h, le tamoxiféne ne
persistant que 12 h. Une fois activée, la CRE reconnait
et excise par recombinaison ses séquences cibles dites
lox-P, ainsi que la séquence se trouvant entre ces sites,
un stop transcriptionnel qui bloque en temps normal
I’expression d’un gene rapporteur. Ainsi, ce systeme
nous permet de suivre la contribution des précurseurs
du SV aux différentes populations hématopoiétiques
adultes en quantifiant
I’expression du gene
rapporteur dans ces
derniéres. ROSA, pro-
moteur ubiquitaire.
uniquement dans les cellules

exprimant Runx1 et leur descendance

seules les cellules microgliales exprimaient le géne rap-
porteur, alors qu’aucune autre population hématopoié-
tique n’était marquée. Cependant, lors d’une induction
de la CRE a un stade plus tardif (8,5 jdg), nous avons
observé la situation inverse. Les cellules microgliales
n’exprimaient pas le gene rapporteur, alors que toutes
les autres populations hématopoiétiques étaient mar-
quées (Figure 2). 'ensemble de ces résultats montre
clairement que la microglie adulte ne dérive pas de
progéniteurs de I"hématopoiese définitive, mais exclu-
sivement de progéniteurs de I"hématopoiese primitive
du SV.

[l est important de noter toutefois que toutes les cellules
microgliales n’expriment pas le gene rapporteur apres une
induction de la CRE a 7 ou 7,5 jdg. Uefficacité de recom-
binaison n’est que partielle (30 a 35 %). Cette absence de
recombinaison totale est inhérente a ce type de stratégie
permettant de suivre le destin cellulaire in vivo et est
probablement liée a une expression insuffisante de la CRE
ou a une distribution/disponibilité limitée du tamoxifene
[10]. Nous pensons ainsi que ce modéle sous-estime la
contribution des progéniteurs du SV exprimant Runxl,
sans pouvoir non plus exclure formellement I'existence
d’une source alternative de progéniteurs non marqués
a ce méme stade de développement. Toutefois, pour
vérifier que le pourcentage de recombinaison détecté
chez 'adulte reflete bien la contribution initiale des
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Figure 2. Paralléle entre la cinétique et le site d’expression du géne Runxl et le potentiel de différenciation des précurseurs hématopoiétiques. Les
précurseurs expriment Runx1 a différents stades de développement, ce que détecte I’expression du gene rapporteur dans les diverses populations
hématopoiétiques adultes testées apres injection de tamoxiféne aux différents stades de développement. Le facteur de transcription Runxl est
d’abord exprimé dans les cellules hématopoiétiques primitives du sac vitellin (SV) & partir de 7 jdg (jours de gestation), aprés la détermination
du mésoderme extra-embryonnaire vers la voie hématopoiétique (rouge), puis dans les cellules souches hématopoiétiques de la région nommée
splanchnopleure para-aortique (P-Sp) et des aorte-gonades-mésonéphros (AGM) a partir de 8,5 jdg, aprés la détermination du mésoderme intra-
embryonnaire vers la voie hématopoiétique (bleu). De plus, dans le systéme d’étude de destin cellulaire, I’activation de la CRE est transitoire (de
12 h & 24 h), car le tamoxiféne injecté chez la souris gestante ne persiste pas plus de 24 h. Ainsi, le traitement de la souris par le tamoxiféne entre
6,75 et 7,5 jdg permet de suivre spécifiquement la descendance des précurseurs primitifs du SV et non celle des précurseurs définitifs des AGM,
alors que le traitement de la souris par le tamoxiféne apres 8 jdg permet de suivre sans discrimination la descendance des précurseurs primitifs
et définitifs. Lors d’une induction de la CRE a 7 ou 7,5 jdg, seules les cellules microgliales exprimaient le gene rapporteur, alors qu’aucune autre
population hématopoiétique n’était marquée. Cependant, lors d’une induction de la CRE & un stade plus tardif (8,5 jdg), les cellules microgliales
n’exprimaient pas le géne rapporteur, alors que toutes les autres populations hématopoiétiques étaient marquées. 'ensemble de ces résultats
montre clairement que la microglie adulte ne dérive pas de progéniteurs de I’hématopoiése définitive, mais exclusivement de progéniteurs de

I’hématopoiese primitive du SV. Les précurseurs du sac vitellin contribuent aux cellules de la microglie uniquement entre 7 et 8 jdg.

progéniteurs du SV, nous avons comparé le pourcentage de recombinai- Les progéniteurs du SV contribuent uniquement
son aprés une induction de la CRE & 7 ou 7,5 jdg & celui détecté a des a la microglie chez la souris adulte

temps embryonnaires plus tardifs (10,5 jdg et 13,5 jdg) et chez I’adulte.

Les pourcentages de recombinaison mesurés a ces différents temps sont Il est aussi important de noter que le potentiel de
similaires, ce qui réfute I’éventualité d’une contribution ultérieure par  différenciation microgliale des précurseurs du SV est
d’autres précurseurs non marqués. €n effet, si d’autres précurseurs non  restreint dans le temps. €n effet, bien que le SV présente
marqués contribuaient ultérieurement a la microglie, le pourcentage de  une activité hématopoiétique jusqu’a 12,5 jdg, seuls les
recombinaison mesuré chez I’adulte devrait étre inférieur a celui mesuré  progéniteurs produits entre 7 et 8 jdg peuvent se dif-
initialement dans I’embryon (effet de dilution de la population initiale  férencier en cellules microgliales. Les raisons de cette
marquée), ce qui n’est pas le cas. spécificité restent a établir : elle pourrait étre due soit
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a une propriété intrinseque de ces précurseurs dont le programme de
différenciation cellulaire spécifique serait restreint dans le temps, soit
a la seule permissivité du cerveau présomptif, uniquement capable de
recruter ces précurseurs du SV a ces temps précoces.

Enfin, il semble bien que la microglie soit 'unique population de
macrophages chez la souris adulte provenant des progéniteurs du SV.
Aucune autre population de macrophages (poumon, foie, rate) ne pré-
sente une expression significative du géne rapporteur aprés une induc-
tion de la CRE a 7 ou 7,5 jdg. Ces résultats indiquent que la microglie
possede une origine unique, indépendante de celle des autres popu-
lations de macrophages. Cependant, il est intéressant de noter que
les macrophages primitifs qui dérivent des progéniteurs du SV migrent
dans tout I’embryon lors de I’établissement de la circulation sanguine
entre le SV et I’embryon a 8,5/9 jdg. €n effet, aprés une induction de
la CRE a 7 ou 7,5 jdg, nous pouvons détecter ces macrophages primi-
tifs (exprimant un pourcentage de recombinaison analogue & celui
des cellules du SV et des cellules microgliales) non seulement dans
le cerveau présomptif, mais aussi dans tout I’embryon a 10,5 jdg et
13,5 jdg. Mais avec le temps, elles ne persistent que dans le seul SNC
adulte. Cette spécificité du SNC pourrait étre liée a la présence dans le
cerveau présomptif de signaux spécifiques, seuls capables de mainte-
nir ces progéniteurs ou, comme précédemment, a la non-permissivité
du cerveau présomptif apres 13,5 jdg, et donc a I'arrét du recrutement
des progéniteurs. Il reste ainsi a établir combien de temps ces macro-
phages primitifs survivent dans les tissus embryonnaires et néonataux
autres que le cerveau présomptif et la nature de leur fonction.
L'ensemble de ce travail révéle donc I"origine unique des cellules de la
microglie, dérivant de précurseurs du SV. Ces résultats aussi justifient
Iutilisation de précurseurs embryonnaires comme les cellules souches
embryonnaires (€S) pour produire des cellules microgliales in vitro
dans un but thérapeutique. ¢

SUMMARY

Microglia arise from extra-embryonic yolk sac primitive progenitors
Microglia are the resident macrophage population of the central
nervous system (CNS). Adequate microglia function is crucial for the
homeostasis of the CNS in health and disease, as they represent the
first line of defence against pathogens, contributing to immune res-
ponses, but are also involved in tissue repair and remodeling. It is the-
refore crucial to better understand microglia origin and homeostasis.
Much controversy remains regarding the nature of microglial progeni-
tors, as the exact contribution and persistence of embryonic and post-
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natal hematopoietic progenitors to the adult microglial
pool in the steady state remained unclear. In this study,
we show that post-natal hematopoietic progenitors do
not significantly contribute to microglia homeostasis in
the adult brain in mice. /n vivo lineage tracing studies
established that adult microglia derives from primitive
hematopoietic progenitors that arise before embryonic
day 8. These results identify microglia as an ontogeni-
cally distinct population in the mononuclear phagocyte
system and have implications for the use of embryoni-
cally-derived microglial progenitors for the treatment
of various brain disorders. ¢
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