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Summary

Adult neural stem cells (NSCs) generate new neurons throughout life in distinct areas of
the mammalian brain. This process, called adult neurogenesis, has challenged previously
held concepts about adult brain plasticity and opened novel therapeutic avenues to treat
neurological diseases. NSCs reside in the dentate gyrus of the hippocampus and the
subventricular zone of the adult brain, and provide certain neuronal circuits with a
constant supply of neurons that play important roles in learning and memory. In a finely
tuned process, quiescent NSCs can be activated to generate proliferating progenitor cells
that can in turn differentiate and mature into functional neurons. Mechanisms that regulate
the balance between quiescence and proliferation, to allow for the continuous production

of neurons without an exhaustion of the stem cell pool, remain poorly understood.

In this thesis we focused on the influence of cellular metabolism on NSC activity. We show
that de novo lipogenesis is required to maintain NSC proliferation. This type of anabolic
metabolism is dependent on the activity of Fatty acid synthase (FASN), an enzyme that
produces palmitate, the building block of complex lipids. We observed that
pharmacological inhibition and conditional deletion of FASN in NSCs significantly
decreased proliferation both in vitro and in vivo. Furthermore, we identified a mechanism
that regulates FASN activity in NSCs. We show that the protein Spot14, a regulator of lipid
synthesis, is specifically expressed in relatively quiescent NSCs. In slow proliferating
NSCs, Spot14 inhibits de novo lipogenesis through an interaction with Mig12. Whereas in
fast proliferating NSCs, Spot14 expression is switched off to promote high levels of lipid
synthesis required for proper proliferation. To show that Spot14 labels bona fide stem cells
we generated a Spot14-CreERT2 transgenic mouse line and performed lineage tracing
experiments within both neurogenic niches of the adult brain. To test for Spot14 and
Mig12 functions in adult NSCs, we performed gain and loss of function experiments for
both genes, and revealed their effects on adult neurogenesis. In addition, we focused on
the outcome of newly synthesized lipids in NSCs. Our results suggest that NSCs require
FASN activity for membrane production as well as protein palmitoylation. Key regulators of
adult neurogenesis such as Shh and Wnt require this lipid modification to function. We
show that inhibiting FASN activity in NSCs influences Shh and Wnt signaling, possibly
through the inhibition of protein palmitoylation. Our findings highlight the essential role of

lipid metabolism in regulating the proliferative activity of adult NSCs.



Summary

The fate of adult hippocampal NSCs is not restricted to the neuronal lineage. Previous
studies have shown that virus mediated overexpression of Ascl1 can direct the fate of
these cells towards the oligodendrocyte lineage. In an inducible mouse model for
demyelinating disease we evaluated the remyelination potential of NSC-derived
oligodendrocytes. To induce demyelination, we ablated oligodendrocytes in the adult
hippocampus, using focal diphtheria toxin (DT) injections in transgenic mice that express
DT receptors specifically in oligodendrocytes. We show that NSC-derived
oligodendrocytes mature in a demyelinated hippocampus and can contribute to
remyelination. Furthermore, we show that not only Ascl1, but also Olig2 and Sox10
transcription factors are able to direct the fate of NSCs towards the oligodendrocyte
lineage in vivo. Finally, to promote NSC-derived oligodendrocyte maturation we developed
inducible retroviruses that allow for the temporal control of transgene expression, enabling
us to switch off transgene expression after initial reprogramming of NSCs. This novel
approach highlights the potential of targeting endogenous NSCs for the treatment of

demyelinating diseases such as multiple sclerosis.



Résumé

De nouveaux neurones sont générés tout au long de la vie d'un mammifére dans
certaines régions du cerveau. Ces neurones proviennent de la différenciation de cellules
souches neurales. La découverte de ce processus appelé neurogenese a profondément
bouleversé nos connaissances sur la plasticité du systéme nerveux central et a
également permis le développement de nouvelles thérapies pour le traitement des
maladies neurologiques. Les cellules souches neurales se situent dans le gyrus denté de
I’hippocampe et la zone sous-ventriculaire du cerveau adulte, et elles approvisionnent
certains circuits cérébraux en nouveaux neurones, ce qui joue un réle important dans
'apprentissage et la mémoire. Les cellules souches quiescentes peuvent étre activées et
produire des cellules progénitrices prolifératives, qui a leur tour peuvent se différencier en
neurones fonctionnels. Les mécanismes qui permettent de réguler I'équilibre entre
cellules quiescentes et prolifératives, afin d’assurer un flux continu de nouveaux neurones

sans épuiser le stock de cellules souches, restent relativement peu connus.

Au cours de cette thése, nous avons étudié l'influence du métabolisme cellulaire sur
’activité des cellules souches neurales. Nous démontrons que les cellules souches
neurales ont besoin de la lipogenese de novo pour maintenir leur niveau de prolifération.
Cette forme de métabolisme anabolique dépend de l'activité d’'une enzyme nommée Acide
gras synthase. Cette enzyme, aussi connue sous le nom de FASN, synthétise I'acide
palmitique, le précurseur d’acide gras complexe. Nous avons observé que linhibition
pharmacologique ainsi que la délétion génétique de FASN dans les cellules souches
neurales, diminuent le taux de prolifération de ces cellules a la fois in vitro et in vivo. De
plus, nous avons identifi€ un mécanisme qui régule l'activité de FASN dans les cellules
souches neurales. Nous montrons que Spot14, une protéine qui régule la synthese des
acides gras, est spécifiquement exprimée dans les cellules souches neurales. Spot14
inhibe la lipogenése de novo dans les cellules quiescentes a travers une interaction avec
la protéine Mig12. Tandis que dans les cellules prolifératives, Spot14 n’est pas exprimée
ce qui favorise la synthése des acides gras nécessaires au maintien d’'un taux élevé de
prolifération. Pour démontrer que Spot14 est bien exprimée dans une véritable population
de cellules souches neurales, nous avons généré une souris transgénique exprimant
Spot14-CreERT™2, ce qui nous a permis de suivre les lignées cellulaires des cellules

souches neurales exprimant Spot14 dans les zones de neurogenése du cerveau. Nous



Résumé

avons également testé les fonctions de Spot14 et Mig12 durant les différentes étapes de
la neurogenése, par des méthodes qui permettent de sur- ou sous-exprimer ces
protéines. De surcroit, nous nous sommes intéressés au devenir de ces acides gras
synthétisés par FASN dans les cellules souches neurales. Nos résultats suggerent que
les cellules souches ont besoin de l'activité enzymatique de FASN pour la production de
nouvelles membranes, ainsi que pour assurer la palmitoylation de certaines protéines. De
nombreuses protéines impliquées dans la régulation de la neurogenése, dont Shh et Wnt,
ont besoin d'étre palmitoylées pour accomplir leurs fonctions. Nous montrons que
lorsqu’on inhibe FASN dans les cellules souches neurales, les voies de signalisation de
Shh et Wnt sont perturbées, peut étre a travers linhibition de la palmitoylation des
protéines. Nos résultats témoignent du réle essentiel que joue le métabolisme des lipides

dans la régulation de la prolifération des cellules souches neurales.

Le potentiel de différenciation des cellules souches de I'hippocampe n’est pas restreint
aux neurones. Des études ont montré que la sur-expression du géne Ascl1 peut induire la
différenciation de ces cellules en oligodendrocytes. Dans une lignée de souris
démyélinisée nous avons évalué le potentiel de remyélinisation des oligodendrocytes
provenant de cellules souches neuronales. Pour induire la démyélinisation, nous avons
supprimé les oligodendrocytes dans I’hippocampe, par injection de la toxine diphtérique
dans des souris transgéniques qui expriment le récepteur de la toxine diphtérique
spécifiguement au sein des oligodendrocytes. Nous montrons que les oligodendrocytes
qui proviennent de cellules souches neurales peuvent contribuer a la remyélinisation de
I’hippocampe. De plus, nous montrons qu’outre Ascli, les facteurs de transcription Olig2
et Sox10 sont également capables d’induire la différenciation de cellules souches
neurales en oligodendrocytes in vivo. Finalement, dans le but de promouvoir la maturation
des oligodendrocytes issus des cellules souches neurales, nous avons développé des
vecteurs rétroviraux qui permettent de contrdler I'expression de transgénes au cours du
temps. Ces nouvelles approches soulignent le potentiel que représentent les cellules
souches neurales pour le traitement de maladies neurologiques affectant les

oligodendrocytes, comme la sclérose en plaque.



