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Cellules souches et cerveau : ou ¢
Comment ¢ Pourquot ¢

coordonné par David blum et Carine Cleren

LES CELLULES SOUCHES
DANS LES SCIENCES DU CERVEAU

par Nicole Le Douarin, Secrétaire perpétuelle honoraire
de I'Académie des Sciences

La découverte de cellules souches neurales a tout
d’abord concerné celles qui sont dérivées de la créte
neurale et qui subsistent chez I'adulte dans la gaine des
nerfs et les ganglions du systéme nerveux périphérique, y
compris les plexus intra-muraux du tube digestif. Le fait
qu’il existe aussi des cellules souches dans le systeme
nerveux central et le cerveau lui-méme a été une surprise
qui battait en bréche le dogme de [|'absence de
production de neurones dans le cerveau apres la naissan-
ce chez les vertébrés supérieurs. Ce sont les travaux de
I’éthologiste Fernando Nottebohm sur le chant des
oiseaux qui ont permis de montrer I'existence d’un renou-
vellement neuronal dans le centre vocal supérieur qui
controle le chant chez le canari male adulte.
Par la suite, des observations réalisées chez les rongeurs
ont montré que certains neurones du bulbe olfactif sont
capables de régénération. Ce processus a également été
observé dans diverses autres régions du cerveau chez les
mammiféres, notamment le gyrus denté de I'hippocampe
qui joue un role important dans la mémoire. La localisation
des cellules souches neurales dans le cerveau a aussi été
I'objet de recherches actives. Elles sont notamment pré-
sentes dans la zone sous-ventriculaire des ventricules laté-
raux du cerveau. Ces cellules sont capables de migration
dans le cerveau sain pour rejoindre par exemple le bulbe
olfactif. Elles peuvent étre cultivées in vitro et fournir, dans
certaines conditions de culture, des Neurosphéres, conte-
nant des cellules souches pluripotentes et capables
d’autorenouvellement. Elles produisent, lorsque les condi-
tions de culture le permettent, des neurones de différents
types, des cellules gliales et de nouvelles cellules souches.

Ces cellules souches neurales sont 'objet de nombreux
travaux et représentent un espoir thérapeutique pour
pallier a la disparition de certains types de neurones dans
plusieurs maladies neurodégénératives.

nicole.ledouarin@academie-sciences.fr
Auteur de : Les Cellules Souches, Porteuses d'Immortalité. Odile Jacob, 2007.

La mise en évidence d'une neurogenése et de I'existence de cellules souches dans le systeme
nerveux adulte de différentes espéces a révolutionné la neurobiologie et ouvert la porte a de
nouvelles voies de recherches. Malgré tout, si les thérapies cellulaires sont au cceur de milliers
d'essais cliniques (plus de 16000 répertoriés sur le site www.clinicaltrials.gov), finalement seuls
quelques protocoles proposent I'utilisation de cellules souches pour le traitement des maladies
neurodégénératives. Mais finalement, connait-on bien ces cellules souches ? Quelles sont les limites
actuelles de leur utilisation en terme clinique et éthique ? Ce dossier vise a faire le point sur ces
différentes questions, de leur biologie aux contraintes éthiques posées par leur utilisation.

DES CELLULES SOUCHES NEURALES CHEZ L'ADULTE
par Pierre-Marie Lledo et Gilles Gheusi

Chez les oiseaux et les mammiféres adultes, des milliers
de nouvelles cellules nerveuses apparaissent chaque jour
dans le cerveau. Cette capacité du cerveau adulte a produi-
re en permanence de nouveaux neurones repose sur I'exis-
tence de cellules souches neurales et concerne
principalement I'hippocampe et le bulbe olfactif. La neuroge-
nése adulte désigne ainsi la division, la survie, la différencia-
tion, l'intégration et l'acquisition de propriétés fonction-
nelles d’'un contingent permanent de nouveaux neurones.
De ce fait, elle contribue, parallelement a d'autres méca-
nismes moléculaires et synaptiques déja connus, aux
changements structuraux et au fonctionnement de circuits
neuronaux spécifiques. Les avancées dans ce domaine ont de
ce fait quelque peu modifié I'idée d’une relative stabilité des
composants structuraux du cerveau et enrichi, par la méme
occasion, I'éventail des possibles en matiere de
thérapies des maladies neurodégénératives. Historiquement,
la découverte d’une neurogenése chez les mammiferes
adultes émergea avec difficulté®, mais la reconnaissance tar-
dive dont elle bénéficia lui assura néanmoins un succes cer-
tain des lors que lintérét suscité s’étend aujourd’hui des
domaines fondamentaux du fonctionnement cérébral aux
domaines cliniques des maladies neurodégénératives et de
certains troubles du comportement.

La neurogenése adulte, qualifiée aussi de secondaire
(par opposition a la neurogenese primaire relative a la
construction du cerveau embryonnaire), complete l'arse-
nal déja conséquent des mécanismes cérébraux de plasti-
cité en réponse aux sollicitations diverses des facteurs
environnementaux. Cette production continue de neu-
rones montre que les capacités d’adaptation du systéeme
nerveux ne se limitent pas aux variations fonctionnelles
des connexions synaptiques ou a la régulation de I'ex-
pression de certains genes. La neurogenése secondaire
prend forme dans quelques territoires bien précis qui ont
pour caractéristiques communes : |) d’avoir des fonctions
liées a I'apprentissage et la mémoire et ; 2) de contribuer
au traitement et a l'analyse des signaux d'entrée,
en particulier les processus de décorrélation visant a
accentuer le contraste et optimiser le codage pour des
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stimuli similaires. A ce titre, la neurogenése secondaire
pourrait jouer un role de premier plan dans la mise a jour
et l'acquisition d’informations quotidiennes de part les
remaniements morphologiques et fonctionnels perma-
nents qu’elle apporte au sein des circuits pré-existants.
Néanmoins, la question de la signification précise de cette
production neurale demeure encore posée®. Nous dres-
serons ici un bref inventaire des avancées réalisées dans
ce champ des Neurosciences.

Des cellules souches neurales nichées
dans le cerveau adulte

Des cellules non différenciées particulieres ont été carac-
térisées ces derniéres années dans le systéeme
nerveux central des mammiféres. Dénommées “cellules
souches”, elles présentent des propriétés singulieres
d’auto-renouvellement et de multipotence. En d’autres
termes, elles ont la capacité de générer par division asymé-
trique, dans des conditions précises de différenciation, les
trois types cellulaires majeurs du systéme nerveux : les neu-
rones, les oligodendrocytes et les astrocytes®. Un des résul-
tats les plus surprenants dans ce domaine fut de découvrir la
nature gliale de ces cellules souches neurales adultes®. Cette
observation initialement rapportée dans les années 80 chez
I'oiseau, fut par la suite confirmée chez les rongeurs au début
des années 90, puis chez 'homme en 1998®.

Les neurobiologistes s’accordent aujourd’hui pour
considérer qu’il existe dans le cerveau adulte au moins
deux régions germinatives qui abritent constitutivement
ces cellules souches. Il s’agit de la zone sous-ventriculaire
(ZSV) située sur les parois des ventricules latéraux et de
la zone sub-granulaire (ZSG) du gyrus denté de I'hippo-
campe. Les données accumulées sur I'architecture, 'orga-
nisation et le fonctionnement de ces zones germinatives
ont permis de préciser que ces régions particuliéres tirent
leurs propriétés uniques du microenvironnement cellulai-
re et moléculaire local dans lequel les cellules souches
sont hébergées. Cet environnement particulier est qualifié
de niche, terme emprunté a |'écologie, pour signifier toute
I'importance des interactions physico-chimiques entre les
cellules souches et leur environnement proche®.
Les études récentes sur les propriétés de ces territoires
conduisent a leur attribuer deux caractéristiques fonda-
mentales : ils constituent un environnement permissif au
maintien de la zone neurogénique chez l'adulte (proprié-
tés issues des divisions cellulaires asymétriques),
et instructif dans la mesure ou ils conférent aux
précurseurs cellulaires locaux le potentiel de se différencier
en un sous-type de neurone bien défini. En plus des études
de transplantation de précurseurs cellulaires dans diffé-
rentes régions cérébrales, la découverte de I'existence de

LROSCIEN
> ce

<o LALETTRE - N°38

cellules progeénitrices quiescentes et isolées depuis d’autres
régions cérébrales non neurogéniques a notablement
contribué a étayer l'idée du role déterminant joué par le
microenvironnement  sur les compétences des
cellules souches neurales™. Le concept de niche permissive
et instructrice est riche de sens dans la mesure ou
il conduit désormais a rechercher les déterminants
moléculaires aptes a transformer des territoires non
neurogéniques en territoires neurogéniques, ou encore a
formuler des hypothéses sur I'induction et la réversibilité de
conditions permissives a une neurogenése au sein de zones
faisant I'objet de processus neuropathologiques ¢:10),

Au cours du développement cérébral, les propriétés
des niches neurogéniques ont une existence qui s’efface
au fur et a mesure que les nouveaux territoires achévent
leur maturation. Elles demeurent en revanche au sein de
la ZSV et de la ZSG adultes et font I'objet de régulations
permanentes par l'intermédiaire de facteurs internes
(facteurs de croissance, neurotransmetteurs, facteurs de
transcription, hormones, etc.) et externes (apprentissage,
milieu enrichi, exercice physique, interactions sociales,
etc.) dont la liste ne cesse aujourd’hui de croitre. Alors
que le sujet fait encore débat chez I'homme(%12),
les nouvelles cellules issues de la ZSV empruntent un
courant de migration pour atteindre, au terme de
quelques millimétres chez les rongeurs, le bulbe olfactif
ol les neuroblastes se différencient en interneurones
inhibiteurs. Dans le cas de I'hippocampe, les neurones
générés a partir de la ZSG migrent sur une plus courte
distance (tout au plus quelques centaines de micro-
métres) avant d'intégrer le gyrus denté pour exercer une
fonction excitatrice.

La neurogenese secondaire ne récapitule
pas I'embryogenése

Nous savons aujourd'hui que les capacités a produire de
nouveaux neurones relévent de mécanismes uniques et
adaptés au cerveau adulte. Ceux-ci différent des processus
mis en ceuvre au cours de 'embryogeneése. Bien que le détail
des processus moléculaires a partir desquels un précurseur
neural acquiert progressivement les caractéristiques d’un
véritable neurone nous échappe encore, nous savons que les
néo-neurones sont non seulement capables de s'intégrer au
sein d'un réseau déja en place selon des mécanismes
différents de ceux a l'ceuvre durant I'embryogenése, mais
aussi et surtout, qu'ils sont le support pour des fonctions
qu’ils doivent a leurs propriétés physiologiques spécifiques,
transitoires et différentes des neurones pré-existants(?).

Chez le rat,de 5 000 a 10 000 nouvelles cellules naissent
chaque jour dans I'hippocampe et participent de maniére
significative a différentes formes d'apprentissages classiques



ou instrumentaux, ou encore a [I'expérience et
I'expression de réactions émotionnelles®?. A linverse des
travaux menés sur I'hippocampe, les études relatives aux
conséquences fonctionnelles du renouvellement des
neurones bulbaires ont été entreprises plus tardivement.
Trente milles neurones rejoignent quotidiennement les
couches granulaire et périglomérulaire du bulbe olfactif
chez la souris, et un déficit de leur migration s’accompagne
de difficultés substantielles a discriminer des odeurs®®.
Chez cette méme espéce, I'aptitude 2 mémoriser un panel
croissant d’odeurs stimule la production de nouveaux neu-
rones dans le systéme olfactif. Sous une forme constitutive
ou induite, I'addition et le remplacement de neurones
posent la question de savoir comment sont alors préser-
vées des aptitudes comme la perception, la discrimination
et la reconnaissance de composés odorants.

Entre deux et quatre semaines apres leur naissance, une
large proportion des neurones nouvellement générés est
éliminée. La survie de nombre d’entre-eux sera, a ce stade
de leur développement, suspendue en partie au degré
d’activité régnant dans les systémes hippocampique et
olfactif. Une série d'expériences conduites pour examiner
les effets de I'apprentissage sur la survie des nouveaux
neurones montre les effets complexes de I'activité sur la
survie neuronale. Dans [I'hippocampe, I'apprentissage
conduit les plus jeunes neurones (agés d'une a deux
semaines) a la mort cellulaire tandis que la survie des
néo-neurones plus agés (trois a quatre semaines) est
favorisée®). Pour des raisons encore inconnues, cette
relation est inversée dans le bulbe olfactif®” : I'apprentis-
sage d'odeurs facilite la survie des jeunes neurones mais
au détriment des plus matures. Dans les deux cas, la
fenétre temporelle critique durant laquelle I'apprentissa-
ge peut sauver ou éliminer des nouveaux neurones
correspond au moment ou les nouvelles cellules imma-
tures commencent a se différencier et recevoir des
contacts synaptiques provenant des réseaux dans lesquels

elles s'intégrent. Il reste a définir précisément la nature de
cette information qui peut favoriser, selon l'dge de la
cellule, la survie ou la mort neuronale.

Conclusions

Depuis les travaux fondateurs réalisés par Hubel et
Wiesel dans les années 60(*®), nous savons que |'expérien-
ce et I'environnement jouent un role essentiel dans la
maturation du cerveau au cours du développement post-
natal, et dans I'ajustement des aptitudes comportemen-
tales individuelles. Les remaniements des connexions
neuronales qui prennent alors place inscrivent dans les
réseaux neuronaux les marques propres a chacun.
La neurogenése secondaire s’inscrit a son tour comme
une forme unique de plasticité et comme un processus
supplémentaire d’individuation dont la particularité est de
demeurer opérationnel durant toute la vie.

Si la découverte de la neurogenése secondaire vient
enrichir nos connaissances sur les mécanismes et les
fonctions fondamentales du systéme nerveux central, on
ne peut manquer d’envisager une exploitation potentielle
des propriétés réparatrices endogénes du cerveau qu’elle
suggere(?, Dans ce domaine, I'avenir le plus proche est
dans la mise en ceuvre d’applications visant a transplanter
ou détourner depuis leur zone germinative des neurones
nouvellement formés sous le controle de facteurs molé-
culaires facilitant leur recrutement, leur différenciation et
leur intégration. Ces vingt derniéres années ont été, a la
fois, celles d’'un essor considérable des connaissances sur
l'origine, la caractérisation et les propriétés des cellules
souches neurales et indéniablement le témoignage d’un
domaine de recherche fondamental et clinique voué a un
avenir prometteur. ll

pmlledo@pasteur.fr
ggheusi@pasteur.fr
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Les CELLULES SOUCHES
PORTEUSES
D'IMMORTALITE

Nicole le Douarin

Odile Jacob, 2007

FONDATION THERESE ET RENE PLANIOL

POUR L'ETUDE DU CERVEAU

En 2010, la Fondation Planiol propose 60 000 € pour l'aide a la
recherche et a la formation :

* Prix Jeune Chercheur (moins de 35 ans) : 5 000 £.
« Soutien de programmes de recherches : 37 500 €.
* Aides a la mobilité et a la formation (en France et a I'étranger) : 17 500 £.

Pour toutes ces demandes, la priorité sera donnée aux études
portant sur le cerveau humain.

Date limite : 30/09/2010 - Consultez : www.fondation-planiol.fr
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SPECIFICATION DES CELLULES SOUCHES
PLURIPOTENTES EN CELLULES NEURALES : DES
NOUVEAUX MODELES D’ETUDE DU NEURO-
DEVELOPPEMENT NORMAL ET PATHOLOGIQUE.

par Tristan Bouschet, Pierre Vanderhaeghen,
Nicolas Gaspard

1. Les cellules souches embryonnaires : une approche
réductionniste du développement neural mammiféere

Lidentification des mécanismes responsables du
développement neural est d'une importance capitale pour
notre compréhension des maladies neuro-développemen-
tales humaines. D’autre part, c’est en maitrisant ces méca-
nismes qu’il deviendra possible de générer des cellules
neurales exogénes “a la carte”, pouvant remplacer les
cellules endogénes endommagées.

Pour mettre a jour ces mécanismes, les neurobiolo-
gistes du développement cherchent a utiliser ou a
développer des modéles simplifiés reproduisant le plus
fidelement possible la complexité du développement
neural du mammifere.

Une premiére option consiste a étudier des organismes
plus simples ou les plans développementaux fondamen-

taux sont conservés, depuis le nématode jusqu'aux batra-
ciens, mais malgré leurs apports indiscutables, ces
modéles ne peuvent rendre compte du saut dans la com-
plexité cérébrale consécutive a I'essor des mammiferes.

La seconde alternative consiste donc a développer des
modeles minimalistes issus d’espéces mammiféres.
Dans ce contexte, I'utilisation des cellules souches
embryonnaires (ES), qui sont pluripotentes (elles ont la
capacité de générer tous les tissus, moins les annexes
extra-embryonnaires) ou celle de cellules somatiques
reprogrammées vers un état pluripotent, apparait comme
un outil alternatif particuliérement attrayant®.

En effet, ces cellules, qu’elles soient naturellement ou arti-
ficiellement rendues pluripotentes par I'emploi de facteurs
de reprogrammation contribuent a I'ensemble des organes
lors d'expérience de génération d'embryons chimériques
@3, preuve ultime de leur capacité a générer tous les
tissus, en tout cas pour les cellules d'origine murine.

Les questions capitales dans le domaine sont des lors :
comment canaliser leur remarquable potentiel dévelop-
pemental pour amener ces cellules pluripotentes vers le
destin neural d’intérét ; dans quelle mesure le chemine-
ment emprunté par ces cellules in vitro reflete-t-il celui
adopté par les cellules endogénes dans I'organisme en
formation ; dans quelle mesure les cellules matures ainsi

Table 1. Spécification des cellules ES murines (mES), humaines (hES) ou reprogrammées (iPS) en différents sous-types neuraux

I N D T

Motoneurones de la moelle

Interneurones dorsaux de la moelle Murashov et al., 2005()

Ikeda et al., 2005(1%)
Osakada et al., 2009G4

Eiraku et al., 2008(12)
Gaspard et al., 2008(1%)

Lee et al., 200014
Kim et al., 200249

Cellules rétiniennes

Cellules corticales

Neurones dopaminergiques

Wichterle et al., 200219

Li et al., 200568
Hu and Zhang, 2009¢%

Hu and Zhang, 2009¢%
Ebert et al., 20091
Dimos et al., 2008(2)

ND ND

Osakada et al., 200934 Osakada et al., 200934

Li et al., 2009(20)
Eiraku et al., 2008(12) ND

Perrier et al., 2004(22) Wernig et al., 2008G37

Andersson et al., 200641

14

Oreille interne
Oligodendrocytes
Neurones du cervelet
Neurones hypothalamiques
MSNs du striatum

Crétes neurales

Neurones sérotoninergiques

Li et al., 2003(42)

Billon et al., 2006(43)
Su et al., 20064
Wataya et al., 2008®)
ND

Mizuseki et al., 2003(46)
Lee et al., 2000114

ND Nishimura et al., 200935
Hu et al., 20093

ND ND

ND ND

Aubry et al., 2008¢%) ND

Lee et al., 2007¢7) ND

Kumar et al., 2009¢8) ND

ND :non déterminé.
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générées sont-elles vraiment semblables aux cellules le modéle consensuel de différenciation neurale “par
natives générées au cours du développement in vivo ? défaut”™. De méme, l'inhibition de signaux caudalisants

Le développement du systéme nerveux passe par sa  tels que Wnt et TGF-beta, par des antagonistes lors de la
subdivision en régions distinctes grace a laction de  différenciation dans un milieu contenant du sérum ou une
signaux de spécification diffusibles (morphogenes) selon  alternative de composition chimiquement déterminée,

les axes rostro-caudaux et dorso-ventraux (figure 1a).  accroissent la proportion de cellules d’identité antérieu-
Simultanément, dans la majorité de ces régions et en par-  re®. Logiquement, la génération de progéniteurs et de
ticulier le cortex cérébral, les différents sous-types neu-  neurones d'identité caudale fait appel a des molécules

raux sont générés dans un ordre temporel spécifique  caudalisantes : acide rétinoique pour les neurones de la
(figure 1c)®. En exploitant les connaissances de ces méca-  moelle®19, Wnt et FGF-8 (Fibroblast Growth Factor-8)
nismes de spécification obtenues in Vivo chez la souris et pour le cervelet™ et le mésencéphale (figure |A-B).
les vertébrés inférieurs et en les transposant aux cellules Outre la spécification selon I'axe rostro-caudal, I'identi-
ES murines, de multiples sous-types neuronaux ont pu  té des cellules neurales peut également étre modifiée
étre générés (figure 1a-b et Table 1). A condition que les  selon I'axe dorso-ventral. Ainsi, I'inhibition du signal
différents signaux de différenciation soient fournis en  ventralisant Sonic Hedgehog (Shh), un morphogéne
quantité appropriée et dans la fenétre temporelle ubiquitaire le long du tube neural permet I'enrichissement
adéquate, les séquences développementales conduisant a  en populations d’identité dorsale, telles les cellules corti-
l'apparition de ces différents sous-types neuraux sont  cales®). L'exposition des cellules a des signaux dorsali-
reproduites en culture in vitro. sants tels que Wnt ou BMP a un effet similaire, aboutissant
Ainsi, la différenciation des ES dans un milieu dépourvu 3 la génération de cellules d’identité corticale®1213) ou
de tout morphogéne exogéne mene a la génération de  des populations neuronales dorsales de la moelle® alors
cellules neurales d’'identité antérieure®®), en accord avec  que Shh promeut les populations d’identité ventrale, telles
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que diencéphaliques® ou les motoneurones de la moel-
19, ou du mésencéphale®. Enfin, selon la fenétre
temporelle d’exposition choisie, des manipulations plus
fines de l'identité cellulaire peuvent étre réalisées. Ainsi,
l'identité rostro-caudale de cellules neurales corticales
dérivées d’ES peut étre modulée en les exposant a des
morphogeénes tels que FGF-8 ou a leur antagoniste?).

Cette approche de transposition est encore limitée par
notre connaissance imparfaite des mécanismes in Vivo et
oblige parfois a une approche empirique, telle que celle uti-
lisée pour générer des cellules rétiniennes, faisant appel a
un composant non identifié du sérum(®). Outre la réponse
aux morphogenes, certains comportements intrinseques
des progéniteurs neuraux sont reproduits par leurs équiva-
lents in vitro. C’est par exemple le cas des progéniteurs
corticaux issus des celllules ES qui générent de maniere
séquentielle les différents sous-types neuronaux du cortex
cérébral®12) (figure 1c). De maniére intéressante, la manipu-
lation de la voie de signalisation Notch-Delta permet
d’enrichir la population en un sous-type neuronal particu-
lier? (figure 1c).

L’utilisation des cellules ES présente bien d’autres
intéréts (table 2). Cultivées comme de simples lignées
cellulaires, elles ont une capacité unique d’auto-renouvel-
lement et peuvent étre amplifiées indéfiniment. Grace a
leur capacité a étre modifiées génétiquement, elles
permettent de réaliser des approches classiques de perte
ou de gain de fonction. Finalement, en utilisant des blasto-
cystes issus de souris transgéniques, il est possible de
générer des nouvelles lignées de cellules ES transgéniques
et de comparer les progéniteurs neuraux et neurones
dérivés a ceux de la lignée WT. Une telle approche a
permis de montrer que Paxé contrdle I'expression de
p75-NTR(® et que APP et APLP2 participent au dévelop-
pement synaptique®?.

2. De la souris a ’'Homme

Lisolation de la premiére lignée de cellules ES a partir
de blastocystes humains en 199818 a marqué I'entrée
dans une nouvelle ére de recherche. Par-dela, I'intérét
évident d'utiliser ces cellules dans un but de médecine
régénérative, les cellules ES humaines (hES) représentent
une opportunité unique pour découvrir les mécanismes
responsables du développement neural humain.
Lutilisation des cellules hES souffre cependant de
nombreux obstacles (voir table 2) : éthiques et logistiques
d’une part, puisque la dérivation de lignées de cellules hES
dépend de la biodisponibilité de blastocystes surnumé-
raires ; d'autre part, les différentes lignées de cellules hES
ont des signatures transcriptionnelles trés différentes a
I'état non-différencié, traduisant vraisemblablement leur
instabilité génomique, les variations impondérables de la
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source et de la fagon dont ont été produites ces
différentes lignées, ainsi que les polymorphismes
génétiques (table 2). En conséquence il existe une grande
variabilité entre les lignées dans leur capacité a générer du
tissu neural:19),

Enfin, le probléeme majeur est sans doute celui du
manque d’étalon auquel comparer le développement des
cellules hES. Si les grandes étapes, notamment précoces,
du développement cérébral humain sont connues, nous
manquons encore d’informations sur les étapes plus tar-
dives et sur les mécanismes moléculaires et cellulaires
sous-jacents, dont certains sont sans doute spécifiques a
I'hnomme ou aux primates.

Malgré ces limitations, des cellules présentant des
propriétés proches de celles de progéniteurs télencépha-
liques229, de motoneurones®, de neurones dopami-
nergiques®?, d’oligodendrocytes®® (Table 1) ont pu étre
générées depuis des cellules hES. Les processus de
différenciation des hES sont souvent empruntés a ceux
déterminés dans les expériences de différenciation des
cellules mES. Par exemple, les progéniteurs du télencé-
phale sont obtenus par défaut depuis les cellules hES®®)
comme ils le sont depuis les cellules mES®. Mais contrai-
rement aux cellules mES qui générent une population
mixte et proportionnellement équilibrée de progéniteurs
ventraux et dorsaux, les hES générent majoritairement
des cellules d’identité dorsale.

Finalement, le développement de nouveaux outils de
transgenese basé sur les transposons®® ou les nucléases
a doigt de Zinc® permettant d’éditer le génome des cel-
lules hES, devrait grandement faciliter la détermination de
la fonction de génes dans les modéles basés sur le neuro-
développement de ces cellules.

3. Les cellules reprogrammeées : le futur en remontant
le temps ?

Enfin, plus récemment encore, la reprogrammation a
ouvert la voie a la création des premiers modéles cellu-
laires d’études des maladies neurologiques humaines.
Le procédé révolutionnaire de reprogrammation, mis au
point par Yamanaka®®, consiste a inverser le sens des
aiguilles de I'horloge développementale pour ramener des
cellules somatiques, différenciées, a un état pluripotent
ressemblant a celui des cellules ES (figure 1d). Il repose sur
la surexpression de facteurs par le biais de vecteurs
viraux, plasmidiques, protéiques, de transposons ou par
des molécules chimiques. Chacune de ces stratégies pré-
sente ses propres avantages et inconvénients®®?). Toutes
conduisent a une reprogrammation cellulaire aprées
quelques semaines de culture®@’?%), De fagon importante,
les cellules iPS (induced Pluripotent Stem cells) ainsi géné-
rées sont pluripotentes, s’auto-renouvellent et sont issues



Table 2. Avantages et inconvénients des cellules ES murines(mES), humaines (hES) ou reprogrammées (iPS)

* Source illimitée

* Potentiel développemental illimité
(pluripotence)

* Expansion illimitée
(autorenouvellement)

* Transgenése

* Cribles pharmacologiques

* Cribles génétiques

* Modeéle développemental aisément
comparable a I'in vivo

* Pas de limitation éthique

« Différences entre cerveau murin
et humain

d’un organisme développé et parfaitement caractérisé,
notamment au plan génétique (table 2). Des cellules iPS
ont été générées depuis des fibroblastes de patients
souffrants d’atteintes neuro-dégénératives comme
Huntington et Parkinson®9, de dysautonomie familiale©?,
d’atrophie musculaire spinale®!) ou de sclérose latérale
amyotrophique®?).

Des lignées IPS ont été également générées depuis des
fibroblastes de patients souffrant d’atteintes neuro-déve-
loppementales, comme le syndrome de Rett®® ou de tri-
somie 21?9, Ces cellules reprogrammeées devraient per-
mettre de comprendre respectivement comment les
mutations de MECP2, responsables du syndrome de Rett,
ou comment une paire excédentaire de chromosome 21
altere la spécification neurale, en comparant les dévelop-
pements in Vitro de ces cellules a celui de cellules repro-
grammées depuis un parent sain. Si un immense effort a
été réalisé pour améliorer la technologie de reprogram-
mation®”, nous ne disposons que de peu d’informations
sur la propension de ces cellules a se différencier en neu-
rones. Il a été néanmoins montré que les cellules repro-
grammeées issues de patients souffrant de dysautonomie
forment des neurones périphériquesC? et qu'il est pos-
sible de générer des motoneurones depuis des cellules
iPS de patients souffrant d’atrophie musculaire spinale©t
ou de sclérose latérale amyotrophique®?. Des cellules iPS
ont été également spécifiées en cellules rétiniennes® ou
en neurones de la cochlée®® (voir table ). Enfin, tout
récemment, des fibroblastes ont été directement conver-
tis en neurones, sans passer par |'état iPS, ce qui constitue
un saut technologique et conceptuel majeur, méme si
lidentité fine de ces cellules transdifférenciées reste a
déterminer6).

* Potentiel développemental illimité
(pluripotence)

* Expansion illimitée
(autorenouvellement)

* Transgeneése

* Cribles pharmacologiques

¢ Cribles génétiques

* Modeéle développemental unique

* Limitations éthiques

* Source limitée et mal identifiée

* Ethique

e Qualité de la source ?

* Instabilité génétique ?

* Modele développemental
difficilement comparable a I'in vivo

* Variabilité interlignée dans la
capacité a se différencier en cellules
neurales

hES iPS

* Source illimitée et identifiée

* Potentiel développemental illimité
(pluripotence)

* Expansion illimitée
(autorenouvellement)

* Transgenése

* Cribles pharmacologiques

* Cribles génétiques

* Modélisation de maladies
cérébrales rares

* Cribles pharmacologiques

* Cribles génétiques

* Immunohistocompatibilité

* Pas de limitation éthique

* Modele développemental
difficilement comparable a ['in vivo

* Procédés encore non standardisés
pour les cellules humaines

* Potentiel neural encore largement
inexploré

A plus long terme, le développement de ces technolo-
gies devrait avoir un impact dans le développement de
thérapies cellulaires de remplacement neural pour une
série de maladies neurologiques. A cet égard, I'efficacité
potentielle de neurones dopaminergiques dérivés d’iPS
murines est suggérée par leur capacité a améliorer les
paramétres neurologiques dans un modéle murin de
maladie de Parkinson®”. Un des challenges majeurs dans
ce domaine sera de déterminer dans quelle mesure les
neurones générés a partir de cellules pluripotentes sont
capables de s'intégrer de facon efficace et utile dans le
cerveau greffé, ce qui nécessitera de combiner analyse de
l'identité des neurones in vitro et étude de leurs projec-
tions axonales et connexions in vivo®).

Conclusions

Les cellules ES et iPS murines et humaines représentent
des modeéles alternatifs qui offrent un espoir légitime dans
loptique d’identifier les processus développementaux
responsables du développement neural normal et patho-
logique. Le processus de reprogrammation désormais
bien maitrisé et qui ne nécessite pas une infrastructure
démesurée devrait permettre de prendre en considéra-
tion des maladies rares, notamment celles caractérisées
par des délétions chromosomiques de grande taille qui
sont difficiles a reproduire par génie génétique, ouvrant la
voie a une nouvelle approche physiopathologique des
syndromes développementaux humains. W

tristan.bouschet@ulb.ac.be
ngaspard@ulb.ac.be
pvdhaegh@ulb.ac.be
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LA RESURGENCE DE LA TRANSPLANTATION
COMME THERAPIE POTENTIELLE DE MALADIES
NEURODEGENERATIVES

par Afsaneh Gaillard

La transplantation neuronale : actualités, limites
et espoirs

Les pathologies du systeme nerveux central (SNC),
qu'elles soient d'origine traumatique, vasculaire ou dégé-
nérative, sont caractérisées par des pertes de neurones
et de circuits neuronaux. Une fagon de remplacer les neu-
rones détruits est la transplantation cellulaire.

La démonstration d’un effet fonctionnel de greffes intra-
cérébrales de tissu neural a été apportée pour la premie-
re fois dans le cadre de la maladie de Parkinson (MP) 22,
Il a été observé que la transplantation intrastriatale de
neurones dopaminergiques du mésencéphale ventral
(MV) améliorait les symptoémes fonctionnels consécutifs a
une lésion induite dans un modele animal de cette mala-
die. Ces travaux ont ouvert la voie a de nombreuses
études de transplantations dans des modeéles animaux
présentant diverses maladies neurodégénératives.

Thérapie cellulaire dans I'atteinte corticale

La perte des neurones corticaux est une caractéristique
commune de nombreuses conditions neuropathologiques
telles que les Iésions (traumatiques, vasculaires...) ou les
maladies neurodégénératives (sclérose latérale amyotro-
phique, maladies d’Huntington, d'Alzheimer...). La repous-
se axonale joue un roéle important dans la récupération
fonctionnelle des circuits moteurs endommagés. Nous
avons récemment montré les capacités inattendues de
développement axonal de neurones immatures transplan-
tés dans le SNC adulte®4. Afin de tester la possibilité de
la reconstruction des voies motrices endommagées, des
cellules embryonnaires corticales, issues de souris trans-
géniques exprimant une protéine fluorescente, la Green
Fluorescent Protein (GFP), ont été transplantées au sein
du cortex moteur préalablement Iésé de souris adultes.
L'utilisation de souris transgéniques, dont les cellules
expriment la GFP, permet de distinguer le greffon de I'ho-
te et de suivre la connectivité des neurones transplantés
au niveau de leurs cibles. Avec cette approche expéri-
mentale, nous avons montré que des neurones embryon-
naires du cortex moteur transplantés immédiatement
apres la lésion du cortex moteur, chez un receveur adul-
te, développent des projections vers des cibles normales
du site cortical dans lequel ils sont placés. De plus, nous
avons montré que des neurones embryonnaires issus
d’autres régions corticales que le cortex moteur sont
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incapables de réparer des voies motrices endommagées.
En effet, des neurones embryonnaires du cortex visuel
transplantés dans le cortex moteur projettent vers les
cibles du cortex visuel et non pas vers les cibles du cor-
tex moteur. Dans ce cadre, les recherches en cours sur
lintérét des cellules souches pour la transplantation
devraient se focaliser sur les facteurs et les signaux, et qui
non seulement vont promouvoir la maturation des cel-
lules souches en neurones mais surtout en un phénotype
neuronal spécifique et approprié en fonction de la région
a réparer. Sans cela, le risque est potentiellement impor-
tant d’obtenir des projections non spécifiques et
aberrantes.

Tout récemment, I'équipe de Pierre Vanderhaeghen en
Belgique, a mis en évidence une nouvelle voie in vitro de
différenciation intrinséque, par laquelle des cellules
souches embryonnaires (ES) murines, peuvent étre effica-
cement spécifiées en cellules corticales fonctionnelles®).
De plus, nous avons montré que les neurones différenciés
a partir de cellules ES, une fois greffés dans du cortex
moteur de souris nouveau-nées, récapitulent un profil de
connectivité similaire a celui de neurones corticaux natifs,
envoyant des projections vers le cortex, le striatum et
plusieurs régions sous-corticales spécifiques (thalamus,
mésencéphale, tronc cérébral). De fagon intéressante, le
profil de connectivité observé représente une assez large
diversité de neurones, correspondant potentiellement a
diverses couches corticales. De plus, ces neurones pré-
sentent un profil de projections axonales spécifique en
termes d’aires corticales. En effet, la plupart des neurones
greffés projettent vers des cibles sélectivement visuelles
et limbiques, et ne projettent pas ou peu vers les cibles
des autres aires corticales. Des résultats similaires ont été
obtenus par Eiraku et. al, 2008®) qui ont montré que des
neurones corticaux dérivés de cellules ES murines greffés
dans le cortex de souriceaux nouveau-nés, envoient des
projections vers le cortex, striatum, noyau du pont et les
pédoncules cérébraux®.

Ces résultats montrent que des cellules ES peuvent étre
efficacement spécifiées en neurones corticaux fonction-
nels. Sur la base de ces résultats, il est important
d’examiner la potentialité de neurones corticaux dérivés
de cellules ES a restaurer les voies corticales lésées dans
des modeéles animaux de lésion corticale d'un point de
vue neuroanatomique et fonctionnel.



Thérapie cellulaire dans la maladie de Parkinson

La MP est une maladie caractérisée par la perte de neu-
rones dopaminergiques de la substance noire qui projet-
tent vers le striatum. Une des approches thérapeutiques
expérimentales dans la MP, consiste a greffer des neu-
rones dopaminergiques de mésencéphale ventral foetal au
niveau du striatum, la région cible de neurones dopami-
nergiques. Cette approche a donné lieu a des travaux
intensifs ces deux derniéres décennies et a abouti a des
essais cliniques chez des patients parkinsoniens. Les expé-
riences de greffe, dans des modeéles animaux de la MP, ont
montré que les cellules transplantées survivent longtemps
au sein du striatum, établissent des connexions synap-
tiques fonctionnelles avec les neurones du striatum, libe-
rent la dopamine et améliorent certains comportements
moteurs. Chez I’homme, des essais cliniques de transplan-
tation intrastriatale de neurones dopaminergiques de MV
foetal ont ainsi apporté la démonstration de l'innocuité et
surtout du potentiel thérapeutique d’une telle approche
pour les patients atteints par la MP. Néanmoins, il est peu
probable que la transplantation des neurones dopaminer-
giques de MV humains devienne un traitement de routine
de la MP, en raison de problémes d’approvisionnement et
de standardisation de tissus pour la transplantation et
d’amélioration des fonctions motrices qui n'a été obser-

vée que chez un pourcentage restreint de patients.

Lavenir de ces greffes dépend donc de I'obtention de
sources alternatives de tissus. Lutilisation de neurones
dérivés de cellules souches apparait comme une excellen-
te alternative, si 'on parvient a maitriser leur différencia-
tion en neurones dopaminergiques du type nigral. En vue
d’une application clinique, une source cellulaire alternati-
ve devrait présenter une innocuité et un potentiel théra-
peutique au moins équivalent au tissu foetal, qui constitue
la référence en matiére de greffe.

La premiere étude de transplantation de neurones
dopaminergiques dérivés de cellules ES a été effectuée en
2000(". Dans un modéle animal de la MP, des neurones
dopaminergiques produits in vitro a partir de cellules ES de
souris ont été greffés dans le striatum de souris, trois
jours apres la lésion de la voie nigrostriée induite par
’administration de 6-hydroxy dopamine (6-OHDA).
Environ 22 % des cellules dopaminergiques présentes
dans la culture cellulaire utilisée pour la greffe ont survé-
cu apres transplantation. Cependant, dans cette étude, la
fonctionnalité des cellules greffées n’a pas été examinée.
La démonstration d’un effet fonctionnel de greffes de neu-
rones dopaminergiques, dérivés des cellules ES, a été
apportée pour la premiére fois par I'équipe de Mc Kay®.
Des rats, ayant subi des lésions unilatérales de la voie
nigrostriatale a la 6-OHDA, ont recu dans le striatum, des

transplants de neurones dopaminergiques produits in Vitro
a partir de cellules ES de souris. Les neurones transplan-
tés induisent une récupération fonctionnelle, établissent
des synapses fonctionnelles avec les neurones de I'hote et
possedent les caractéristiques électrophysiologiques de
neurones dopaminergiques mésencéphaliques®. Des
résultats similaires ont été obtenus par Rodriguez-Gémez
et al.,, 2007®), qui ont montré que les neurones dopami-
nergiques dérivés de cellules ES survivent a long terme
(32 semaines). Le comportement rotatoire induit par
amphétamine chez ces rats est inversé par les trans-
plants aprés 4 mois et cela reste stable jusqua 32
semaines apres la greffe. Cet effet fonctionnel est corrélé
a l'augmentation des niveaux de transporteurs de dopa-
mine dans le striatum®.

Dans un contexte clinique, les neurones dopaminer-
giques dérivés de cellules souches, doivent étre probable-
ment d'origine humaine. De nombreuses études ont
démontré la possibilité¢ de différencier les cellules ES
humaines en neurones dopaminergiques du mésencépha-
[e@01D, Plus encore, la transplantation de neurones dopa-
minergiques dérivés de cellules ES humaines, dans un
modéle animal de la MP, a mis en évidence la capacité de
ces neurones a survivre et a améliorer certains
symptomes moteurs(2:13:14),

Depuis leur découverte, les cellules souches pluripo-
tentes induites ou induced-pluripotent stem cells (iPS)
constituent une avancée majeure dans le domaine de la
recherche sur les cellules souches, car elles permettent
d’obtenir des cellules souches pluripotentes a partir de
cellules directement prélevées sur le patient. Pour les
applications thérapeutiques, c’est un avantage majeur car
les greffes ne présenteront pas de probléemes d’'immuno-
compatibilité. En 2009, Soldner et al.*® ont obtenu des
neurones dopaminergiques, a partir de fibroblastes préle-
vés chez cinq patients atteints de la MP.

Bien que les expériences réalisées jusqu’a présent
soient trés encourageantes, des études complémentaires
restent nécessaires, avant que cette approche thérapeu-
tique puisse étre utilisée en clinique. En particulier, il est
nécessaire de controler I'absence de cellules souches
pluripotentes dans la préparation destinée a la greffe, a
cause du risque de transformation cancéreuse qu’elles
présentent. De plus, les essais cliniques de greffes de neu-
rones dérivés de cellules souches seront conditionnés par
une évaluation rigoureuse et contrdlée a long terme sur
des modéles animaux qui se rapprochent au mieux de la
situation pathologique rencontrée chez 'homme. W

afsaneh.gaillard@univ-poitiers.fr
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QUEL AVENIR THERAPEUTIQUE POUR LES
CELLULES SOUCHES DANS LE TRAITEMENT DES
MALADIES NEURODEGENERATIVES ?

par Philippe Hantraye, Anselme L. Perrier
Introduction

Depuis un peu plus de 10 ans, le domaine des cellules
souches et celui de la compréhension de leur biologie
connait de trés grandes avancées. Ces découvertes per-
mettent maintenant de fonder de vrais espoirs sur une
utilisation clinique de la thérapie cellulaire, pour le traite-
ment de plusieurs maladies neurodégénératives mais de
nombreux travaux restent encore nécessaires afin de
combler les incertitudes qui subsistent encore, quant a
leur mise en ceuvre dans des essais cliniques.

Dans un tel contexte de recherche translationnelle, plu-
sieurs types de cellules ont ainsi été identifiés, démontrant
des “qualités intrinseéques” différentes pour une utilisation
en thérapeutique humaine. Par ailleurs, en I'état de nos
connaissances, I'ensemble des maladies neurodégénéra-
tives ne sera pas accessible pour une thérapie cellulaire, et
seules pour quelques-unes de ces pathologies, il sera pos-
sible de développer une stratégie d’'implantation cellulaire
efficace et durable. Pour une grande partie, la probléma-
tique actuelle est d’identifier le type cellulaire adéquat en
regard d’une utilisation pour une pathologie donnée.

Cellules souches disponibles pour des applications
dans le systeme nerveux central (SNC)

Plusieurs types de cellules souches humaines ont été
identifiés, chacun faisant I'objet d’intenses efforts de
recherche afin d’en étudier d’une part, la biologie particu-
liere et d’autre part, d’en explorer le potentiel thérapeu-
tique dans les contextes dallo- ou d’auto-greffe.
On peut ainsi distinguer : les cellules souches embryon-
naires humaines dérivées de la masse interne de blasto-
cystes d’embryons surnuméraires issus de la fécondation
in vitro ; les cellules souches neurales feetales extraites de
tissus nerveux de foetus humain ;les cellules souches neu-
rales adultes, présentes dans certaines régions du cerveau
normal et récupérées soit a partir de matériel post-mor-
tem, soit a partir de biopsies et enfin, les cellules souches
non-neurales issues de tissus non nerveux tels que la

moelle osseuse ou la peau ou encore du sang de cordon.

Plus récemment, des cellules souches particulierement
prometteuses, générées a partir de cellules somatiques
adultes, manipulées (“reprogrammeées”) par transgenese
multiple in vitro pour “retrouver” un état prolifératif et
pluripotent trés proche de celui des cellules souches
embryonnaires (cellules pluripotentes induites, iPS),
ont été décrites.
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A I'heure actuelle, les données de la littérature montrent
qu'aucune de ces cellules ne possede I'ensemble des carac-
téristiques permettant de répondre — de fagon idéale - aux
multiples besoins thérapeutiques. Néanmoins, les cellules
souches pluripotentes humaines (hESC pour “cellules
souches embryonnaires humaines” et ou IPSC pour
“cellules souches pluripotentes induites") dont les deux
propriétés canoniques sont la pluripotence et ['auto-
renouvellement sont, par définition, celles qui possédent le
plus grand potentiel a générer, en quantités importantes,
des types cellulaires pertinents tels que des neurones
dopaminergiques®, des motoneurones® ou des neurones
GABAergiques striataux ©®. Les progénies de ce type de
cellules semblent particulierement prometteuses pour
développer des stratégies de remplacement cellulaire ou
de reconstruction de circuits neuronaux spécifiques.
Les cellules souches embryonnaires humaines (hESC) sont
actuellement les cellules souches pluripotentes humaines
les mieux caractérisées et les plus susceptibles d’étre rapi-
dement utilisées comme source cellulaire pour des essais
cliniques de thérapie cellulaire dans le cadre des maladies
neurodégénératives. Des lignées de hESC de grade clinique
sont déja disponibles ou sur le point de 'étre et plusieurs
demandes d’autorisation d’essai clinique de thérapie cellu-
laire a partir de progénies de hESC sont en cours ou
prétes a étre examinées par différentes agences réglemen-
taires nationales (Geron — FDA). Pour ce qui concerne
l'autre source de cellules souches pluripotentes humaines,
les cellules souches pluripotentes induites humaines
(h-iPSC), la technologie de production (reprogrammation)
étant beaucoup plus récente %), ce dernier type cellulaire
reste encore bien moins caractérisé. Les perspectives d’uti-
lisation clinique de ce type cellulaire apparaissent pour le
moment plus lointaines méme si 'accés aisé a des cellules
haplotypées, voire autologues (h-iPSC patient - spéci-
fiques), suscite un enthousiasme tres important. Les tech-
nologies de reprogrammation les plus couramment
utilisées impliquent les expressions transgéniques intégra-
tives d’un oncogéne et de plusieurs geénes “régulateurs
maitres » de la pluripotence. Aprés implantation de telles
cellules in vivo, la technologie telle que maitrisée actuelle-
ment (avec une répression transcriptionnelle de 'oncoge-
ne encore imparfaite) exacerbe trop les risques de forma-
tion de tumeurs et n’est donc pas pour le moment
adaptée pour des applications cliniques. Cependant, les
techniques de reprogrammation font I'objet de recherches
trés intenses et pourraient dans un avenir, sans doute
proche, fournir un moyen de produire des iPSC humaines
compatibles avec une utilisation en clinique.

Comparées aux cellules souches pluripotentes, les
cellules souches feetales, qui ne sont que “multipotentes”,
montrent un potentiel prolifératif plus limité, sans perdre
leur potentiel de différenciation in vitro/in vivo en cellules



neuronales pertinentes. En revanche, méme si leur utilisa-
tion pratique pose des problémes logistiques particuliere-
ment épineux (approvisionnement, standardisation, ampli-
fication des produits cellulaires a greffer), dans certaines
circonstances expérimentales, les cellules souches fcetales
peuvent ou pourraient générer en nombres suffisants des
neurones (striataux, dopaminergiques, etc.) ou des cel-
lules gliales (astrocytes, oligodendrocytes), potentielle-
ment capables — aprés transfert de géne in vitro ou non -
de produire in situ, un agent d’intérét thérapeutique.

Les stratégies d’interventions envisageables
en thérapie cellulaire

Les possibilités d’utilisation de cellules souches en thé-
rapie cellulaire dépendent largement des types de cellules
disponibles et de leurs propriétés biologiques.
Deux grandes catégories de stratégies pour une utilisa-
tion clinique ont été testées in Vivo grace aux neuroblastes
foetaux avec des utilisations précliniques et cliniques nom-
breuses dans le contexte de la maladie de Parkinson et de
la maladie de Huntington. La premiére stratégie — répara-
trice — vise a compenser la perte des neurones atteints de
dégénérescence par [l'implantation in situ de cellules
capables de les remplacer dans les circuits neuronaux.

On parle alors aussi de thérapie cellulaire substitutive.

Cette stratégie suppose que les cellules greffées puissent
non seulement survivre mais aussi s'intégrer anatomique-
ment dans un environnement peu favorable (le cerveau
adulte) et fonctionnellement dans des circuits neuronaux
pré-existants tout en normalisant le fonctionnement de
ceux-ci ®7. Dans le cas de neuroblastes feetaux, de nom-
breuses données pré-cliniques ont montré qu’une telle
intégration anatomo-fonctionnelle est possible et que les
cellules greffées dans le cerveau du receveur sont non
seulement capables d’une différenciation terminale en
neurones adultes, mais également de s’intégrer dans le cir-
cuit neuronal interrompu par le processus dégénératif en
restaurant certaines fonctions perdues. En particulier, les
cellules greffées présentent la capacité d’établir des
contacts synaptiques fonctionnels avec les cellules du
receveur, ces derniéres rétro-régulant les activités des
premiéres. La faisabilité de cette reconstruction de circuit
neuronal, largement établie au stade pré-clinique dans dif-
férents modeéles animaux a également trouvé une
démonstration clinique dans le cas de la maladie de
Huntington®9. En couplant la mesure des fonctions
cognitives a l'utilisation des techniques d’imagerie par
tomographie par émission de positons, il a ainsi été pos-
sible de mettre en évidence aprés greffe intrastriatale de
neuroblastes striataux, une restauration de l'activité méta-
bolique (I8F-Fluorodeoxyglucose), non seulement au site
d’implantation des cellules (striatum) mais également — a

distance — dans le cortex préfrontal des patients rendu
hypométabolique par le processus dégénératif (1),

Les applications thérapeutiques envisageables

Dans le cadre d’applications thérapeutiques, disposer
de cellules souches aux propriétés différentes mais poten-
tiellement complémentaires, peut permettre des utilisa-
tions différentes en fonction de leffet thérapeutique
recherché. Néanmoins, il convient surtout de considérer
les différentes pathologies qui pourraient bénéficier d’'une
thérapie cellulaire, car toutes ne semblent pas — loin s’en
faut — pouvoir bénéficier d’'une telle approche.

Parmi les maladies neurodégénératives pouvant bénéfi-
cier d’'une thérapie cellulaire, il est nécessaire de différen-
cier celles caractérisées par des lésions restreintes loca-
lement (tout au moins aux stades précoces de la maladie)
pour lesquelles un traitement ponctuel (implantation
locale de cellules) pourrait étre développé (par ex. mala-
die de Parkinson, maladie de Huntington, etc.) et celles
associées a des atteintes lésionnelles plus diffuses (par ex.
maladie d’Alzheimer, stades avancés des maladies de
Parkinson ou de Huntington) pour lesquelles une straté-
gie thérapeutique plus globale devrait étre recherchée
(implantations multiples de greffons de cellules potentiel-
lement migratrices ou aux propriétés trophiques).

De nombreux exemples pré-cliniques et quelques
exemples d’essais cliniques de phase I-Il utilisant des neu-
roblastes foetaux ont ainsi permis d’établir le potentiel
thérapeutique de la thérapie cellulaire pour différentes
maladies neurodégénératives.

Maladie de Parkinson

Lhypothése formulée dans ces essais était celle d’une
stratégie de restauration de la neurotransmission dopa-
minergique au niveau post-synaptique striatal. Dans cette
approche, I'objectif n’est pas de reconstruire le circuit
nigrostriatal dopaminergique affecté par le processus
neurodégénératif de la maladie, mais plutot de restaurer
au niveau post-synaptique (c’est-a-dire dans le striatum),
des concentrations physiologiques en dopamine extracell-
lulaire. En dépit de I'absence de la récupération d’une
libération de dopamine controlée “synaptiquement”, les
données pré-cliniques et cliniques générées ont permis de
montrer une certaine efficacité thérapeutique de cette
stratégie de “dopamine replenishment”(11213) D’autres
approches complémentaires — a visée neuroprotectrice —
ont également été mises en ceuvre afin de délivrer in situ
des molécules aux propriétés trophiques et/ou neuropro-
tectices comme le glial neurotrophic factor (GDNF).
Apres de premiers essais limités d’infusion intracérébrale
directe¥), des stratégies mettant en ceuvre des cellules
souches génétiquement modifiées pour exprimer in situ le
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facteur neurotrophique ®® pourraient donner lieu a des
applications cliniques. Des stratégies de transfert de géne
direct (thérapie génique in vivo) pourraient néanmoins
présenter une bonne alternative a ces approches cellu-
laires*®), en permettant de minimiser les risques de
prolifération cellulaire non maitrisée associés a I'utilisa-
tion de certaines cellules souches.

Maladie de Huntington

Cette pathologie qui résulte initialement d’une dégéné-
rescence sévere des neurones GABAergiques striataux
associée a des atteintes plus limitées d’autres régions céré-
brales ne semble étre sensible qu'a une stratégie de type
“remplacement cellulaire” ou “reconstruction de circuit”.
De nombreuses études précliniques ont ainsi permis de
montrer que, plus que de restaurer une simple déficience
striatale en GABA, il est nécessaire de rétablir un fonc-
tionnement normal de la circuiterie striato-pallido-cortica-
|e@? pour obtenir une récupération fonctionnelle (motri-
ce et cognitive) dans cette pathologie ¢:%10), Sj les données
générées par le suivi des greffes de neuroblastes striataux
chez les patients ont permis de montrer la faisabilité et
I'efficacité thérapeutique de I'approche, elles ont égale-
ment mis en évidence que dans le long-terme, le proces-
sus dégénératif qui persiste, résulte en une déafférenta-
tion progressive du greffon. Ceci imposera a terme la com-
binaison de stratégies de reconstruction et neuroprotec-
trices comme celles utilisant des cellules génétiquement
modifiées pour délivrer in situ un agent d’intérét théra-
peutique tel que le ciliary neurotrophic factor (1819,
Ces mémes stratégies visant a délivrer in situ des cytokines
ou des facteurs neurotrophiques capables d’accélérer de
maniére endogéne la récupération fonctionnelle associée
a certains processus dégénératifs, pourraient également
étre mises en ceuvre afin de mettre a profit les propriétés
de certaines cellules, comme les cellules souches adultes,
mobilisables in vivo par manipulation génétique et/ou
surexpression locale d’agents attracteurs. De telles
approches®, pourraient trouver a terme une application
clinique si le potentiel de transformation in situ en neu-
rones, pouvait étre augmenté d’une maniére significative.

Conclusion

De nombreux essais précliniques et cliniques ont d’ores
et déja démontré la faisabilité d’'une thérapie cellulaire
pour le traitement de certaines maladies neurodégénéra-
tives. Ces essais ont été, pour leur plus grande part, réali-
sés en utilisant des neuroblastes foetaux, seules cellules
disponibles au moment de leur démarrage. A I'heure
actuelle, les avancées majeures réalisées dans la compré-
hension et la maitrise des cellules souches humaines, en
particulier, celles qui sont pluripotentes, laissent augurer
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qu’il sera possible un jour dutiliser certaines d’entre-elles
pour le traitement de maladies du systéme nerveux.
Par comparaison avec les neuroblastes foetaux, les cellules
souches humaines présentent lI'avantage compétitif de
pouvoir — au moins en théorie — étre différenciées en des
types cellulaires précis qui pourront étre sélectionnés et
purifiés a volonté — permettant d’optimiser la composition
cellulaire du greffon pour une pathologie donnée®. W
philippe.hantraye@cea.fr

aperrier@istem.genethon.fr
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CELLULES SOUCHES ET MALADIES GENETIQUES :
EXEMPLE DE LA DYSTROPHIE MUSCULAIRE DE
DUCHENNE

Claude A. Dechesne, Didier F. Pisani et Christian Dani

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est
provoquée par des mutations, souvent de grandes
délétions, dans le géne de la dystrophine. Cette protéine,
située sous la membrane de la fibre musculaire squelet-
tique, lie le cytosquelette d’actine a la matrice extracellu-
laire. L'absence de dystrophine provoque la dégénéres-
cence des fibres musculaires et in fine une perte progres-
sive irréversible du tissu musculaire. Les stratégies de
thérapie cellulaire ont pour but de restaurer I'expression
de la dystrophine par I'apport de cellules myogéniques
non déficientes en dystrophine. Lutilisation des cellules
myogéniques les plus étudiées est présentée ci-dessous.
Certaines de ces cellules sont 'objet de modifications
génétiques pour augmenter leur performance et envisa-
ger leur utilisation en thérapie autologue.

Les myoblastes

Les premiéres cellules testées furent les myoblastes qui
forment 'essentiel des cellules précurseurs du lignage mus-
culaire. Les myoblastes sont issus de la prolifération des
cellules satellites, cellules quiescentes intimement associées
a la fibre musculaire squelettique et activées en réponse aux
lésions musculaires. La restauration de la dystrophine a pu
étre ainsi réussie par transfert de myoblastes de souris sau-
vages dans le muscle de la souris mdx, souche déficiente en
dystrophine a cause d’'une mutation non-sens. Cette restau-
ration a permis d’inverser le phénotype pathologique.
Rapidement, des essais cliniques humains ont été mis en
place mais malheureusement les transferts de myoblastes de
sujets sains dans les muscles de patients DMD ont révélé a
ce jour une efficacité thérapeutique limitée. Lamélioration
de la survie et de la migration des myoblastes dans le muscle
du receveur reste un défi majeur a résoudre.



Les cellules souches myogéniques

La thérapie cellulaire nécessite des cellules pouvant
proliférer de fagon importante in Vitro sans subir de
modifications et capables de se différencier en fibres
musculaires. La thérapie d’'une maladie génétique
contraint a utiliser soit des cellules hétérologues compa-
tibles avec le receveur, essentiellement par le recours a un
traitement immunosuppresseur, soit des cellules
autologues modifiables pour corriger le défaut génétique.
Enfin les spécificités de la DMD demandent des cellules
capables de migrer dans tous les muscles, donc en
pratique véhiculées par voie sanguine. Les cellules souches
ou progénitrices multipotentes offrent des réponses
prometteuses a un tel cahier des charges et plusieurs
types cellulaires humains font actuellement ['objet
d’actives recherches.

Les cellules d’origine vasculaire ou sanguine

Il a été montré que les péricytes extraits de la paroi des
microvaisseaux des muscles squelettiques DMD sont
capables, aprés correction génétique de [|'absence de
dystrophine et transfert par voie artérielle, d'améliorer
significativement la fonction motrice de souris immuno-
déficientes scid-mdx grice a I'expression d’une mini-dys-
trophine humaine dans une partie des fibres muscu-
laires®. Ces péricytes pourraient appartenir au méme
lignage que les mésoangioblastes embryonnaires ou post-
nataux qui ont été utilisés pour obtenir une réparation
musculaire significative chez le modéle canin de la
DMD®.

Une population cellulaire sanguine et musculaire
exprimant I'antigene CD133 a donné lieu a des résultats
similaires, apres correction de I'absence de dystrophine
grice a la technique du saut d’exon puis transfert par
injection intramusculaire®.

Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) adultes
ont donné lieu au plus grand nombre de travaux depuis la
découverte du potentiel myogénique des CSMs de moel-
le osseuse. Nous nous sommes tout particulierement
intéressés aux CSMs trouvées dans le tissu adipeux, qui
présente les avantages de disponibilité relativement abon-
dante et d’accés peu traumatisant. Le tissu adipeux
contient une importante fraction adipocytaire mais égale-
ment une fraction stromale vasculaire riche en éléments
cellulaires variés dont des CSMs isolables grace a leurs
propriétés d’adhésion et d’auto-renouvellement®.

Les CSMs ont en fait un potentiel myogénique faible in
vitro, méme cultivées en présence de myoblastes.

Nous I'avons observé avec des populations de CSMs de
tissu adipeux obtenues au laboratoire et appelées cellules
hMADS (pour “human multipotent adipose-derived
stem”). Par contre, ces cellules sont capables de contri-
buer a la formation de nouvelles fibres musculaires dans
un muscle en régénération. Initialement, il avait été
montré que les cellules de la fraction stromale vasculaire,
greffées de fagon autologue dans un muscle de lapin,
contribuaient a la régénération musculaire®. Puis il fut
montré chez la souris que les CSMs portaient ce
potentiel de réparation musculaire®. Nous 'avons établi
chez '’homme par transfert de cellules hMADS dans le
muscle de souris mdx, qui est le siége d’une intense
régénération musculaire, et dans le muscle de souris
immunodéficientes aprés induction expérimentale de la
régénération musculaire(®).

Modifications génétiques des CSMs

Les CSMs se sont révélées assez facilement modifiables
par des vecteurs viraux. Cette propriété a été mise a
profit pour augmenter le pouvoir myogénique de ces cel-
lules et pour complémenter des CSMs de patients DMD
en dystrophine dans le but de greffes autologues.

Lexpression d’'un géne clef de la myogenése, tel que
MyoD, dans des CSMs de moelle osseuse ou de tissu adi-
peux augmente considérablement les capacités de diffé-
renciation myogénique®9. Lorsqu’elles sont cultivées
avec des myoblastes de patients DMD, les CSMs issues de
sujets sains et modifiées par MyoD fusionnent en quanti-
té avec les myoblastes DMD pour former des myotubes
exprimant la dystrophine. Non seulement, ces CSMs
génétiquement modifiées ne perturbent pas le processus
de fusion cellulaire mais assurent également le remplace-
ment du géne défectueux a I'origine de la DMD. Un autre
avantage de la modification par MyoD est de réduire la
multipotentialité des CSMs a la monopotentialité myogé-
nique ou du moins, d’inhiber des potentialités indésirables
comme la différenciation en adipocytes. Ce résultat, établi
avec les cellules hMADS, a toute son importance dans des
perspectives thérapeutiques puisque les muscles dystro-
phiques sont souvent envahis d’adipocytes, qui créent un
environnement fortement adipogénique, donc susceptible
de faire dévier la différentiation de cellules souches vers
I'adipogenése. Enfin, nous avons également vérifié in vivo
chez la souris que les CSMs exprimant MyoD améliorent
considérablement leur capacité de réparation musculaire,
sans effets secondaires apparents ni  formation de
tumeurs®.

En combinaison avec la modification par MyoD, les
CSMs ont pu étre également modifiées pour exprimer
une dystrophine recombinante dans une perspective de
thérapie cellulaire autologue®. De telles CSMs modifiées
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se sont révélées capables de fusionner avec des myo-
blastes DMD (donc dépourvus de dystrophine) pour
former des myotubes exprimant la dystrophine recombi-
nante. Les CSMs pourraient donc étre utilisées comme
des cellules vecteurs apportant la dystrophine dans des
fibres musculaires hybrides provenant de la fusion des
CSMs et des myoblastes DMD.

Conclusions

Les recherches en thérapie cellulaire de la DMD ont
fortement augmenté notre connaissance des cellules
souches ou progénitrices qui partagent le potentiel myo-
génique des cellules satellites du muscle squelettique.
Les stratégies de thérapie cellulaire ont pour objet
d’utiliser ce potentiel a la réparation du muscle dystro-
phique et doivent tenir compte des spécificités d’une
maladie génétique telle que la DMD.

Actuellement, des résultats prometteurs ont été obte-
nus avec plusieurs types de cellules souches, dont certains
ont été évoqués ci-dessus. Des travaux supplémentaires
sont encore nécessaires pour obtenir confirmation par
d’autres équipes des rendements élevés de nouvelles
fibres musculaires obtenues a partir des péricytes et des
cellules CD133+ ou de lefficacité des CSMs modifiées
génétiquement. W

claude.dechesne@unice.fr
didier.pisani@unice.fr
christian.dani@unice.fr
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UTILISATION DES CELLULES SOUCHES EN
THERAPIE, CONSIDERATIONS ETHIQUES

par Hervé Chneiweiss

Existe-il des questions éthiques particuliéres a l'utilisa-
tion des cellules souches en neurosciences ? L'origine des
cellules, en particulier lorsqu’elles sont embryonnaires et
humaines, ne souléve aucune question spécifique lorsque
ces cellules sont différenciées en cellules neurales.Vaut-il
mieux utiliser des cellules embryonnaires ou des iPS
(pour “cellules souches pluripotentes induites”) est une
question technique. L'origine de la vie humaine et savoir si
un embryon in Vitro sans projet parental reste ou non une
personne humaine potentielle est hors du propos de ce
dossier. Nous devons toutefois ne pas céder a une vision
mécanique et déterministe du systéme nerveux, la cellule
n’étant ici vue que comme une piéce de rechange et le
cerveau comme une horloge ou un moteur.Toute activité
cognitive est le fruit de I'activation de multiples réseaux
interconnectés, eux-mémes sculptés au cours d’une
histoire individuelle. Comprendre l'origine, la mise en
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place et le renouvellement partiel tout au long de la vie
de cette architecture implique des moyens d’intervention
nouveaux, pour le meilleur, le soin de maladies gravement
invalidantes, ou le pire, la privation d’autonomie. Envisager
des greffes exige non seulement des garanties de sécurité
et d’efficacité, mais aussi de comprendre les consé-
quences de la mise en place de nouveaux circuits. Pour le
dire autrement, un cerveau greffé sera-t-il simplement
remis a neuf, permettant a l'individu greffé de reprendre
le cours de sa vie, ou sera-t-il un nouveau cerveau, créant
un nouvel individu.

Qui parle de thérapeutique commence par l'antique
adage du serment d’Hippocrate “Primum non nocere”
(“d’abord, ne pas nuire”). Quelle que soit la gravité de la
pathologie a traiter, le reméde ne doit pas étre pire que le
mal. En matiére de cellules souches le premier défi est d’ob-
tenir une différenciation réelle en neurones matures, com-
pléte, durable et stable. Le risque est donc double, d'un
coté une insuffisance du traitement si la différenciation est
partielle ou transitoire, de I'autre un risque de transforma-
tion tumorale. Il est important de noter que le risque de
tumorigenése dépend a la fois de I'état de différenciation de
la cellule-souche, les cellules indifférenciées ou dédifféren-
ciées étant a I'origine des tumeurs®?), et de facteurs issus
de I'environnement du greffon, c’est-a-dire I'état du tissu
nerveux environnant®. Imaginons que ce défi soit relevé, un
second risque de toxicité est celui des immunosuppres-
seurs nécessaires pour une greffe allogénique, c’est-a-dire
tant que les iPS ne seront pas utilisées pour cette approche.
La question éthique est ici la substitution d’'un handicap, a
un processus thérapeutique imposant un traitement de
suite lourd, les immunosuppresseurs, parfois mal tolérés et
dangereux, et irréversible. Il convient enfin d’aborder des
questions qui ne sont pas spécifiques des cellules souches
mais s’y appliquent directement des qu'il s’agit de théra-
peutique dans le systéme nerveux central. Un prérequis des
essais cliniques chez 'lhomme est constitué par leurs résul-
tats chez I'animal. Mais de nombreuses maladies neurolo-
giques humaines, par exemple la sclérose en plaques, et plus
encore psychiatriques, n’ont pas de bons modeéles animaux
utilisables. Le seul vrai modéle sera donc 'homme ou il
conviendra d’évaluer l'efficacité du traitement, mais aussi
son impact sur d’autres fonctions essentielles du cerveau,
en particulier cognitives. Il apparait aujourd’hui que ces
troubles sont fréquents lors des opérations pour implanta-
tion d’électrodes de stimulation a haute fréquence,
obligeant parfois a retirer le dispositif implanté. Qu’en sera-
t-il pour les greffes ? Pour ces essais cliniques il convient
donc d’élaborer de nouvelles régles respectant I'essentiel
mais obligeant les agences réglementaires a tenir compte de
la spécificité du traitement et de la maladie visée®.



La question suivante est celle de la stratégie thérapeu-
tique qui doit s’adapter au contexte particulier du syste-
me nerveux, son architecture, son activité en réseau.
Les tentatives d'utiliser des cellules plus ou moins
souches comme thérapeutique de maladies neurodégéné-
ratives, sont anciennes, au moins depuis le début des
années 1980. Cellules chromaffines de la surrénale,
neurones feetaux, fibroblastes modifiés furent mis a
contribution, parfois avec des premiers résultats encoura-
geants®). L'idée en vue de soigner la maladie de Parkinson
était de substituer a I'apport de dopamine exogéne une
cellule capable de produire cette dopamine in situ. Mais, si
la cellule était greffée dans la substance noire, elle était
loin de sa cible striatale, et si elle était greffée dans le
striatum, elle était loin de ses afférences. Reconstituer un
réseau est donc bien plus qu’implanter une cellule. De
plus, il est apparu naif de penser que le processus patho-
logique se limitait aux cellules du patient. Il apparait
aujourd’hui, par exemple sur des modéles de maladie de
Parkinson, que les agrégats type corps de Levy se propa-
gent aux cellules greffées®. Inversement, un traitement
d’une maladie du systéme nerveux n’exige pas forcément
une stratégie d’implantation de cellules souches dans le
systéme nerveux comme le montrent les résultats encou-
rageants récents des essais sur I'adrenoleucodystro-
phie(.

La question éthique finale n’est donc pas la cellule
souche, ou méme la pathologie, mais la personne a
soigner. Rétablir une fonction motrice coordonnée et
autonome chez un jeune atteint de sclérose en plaques ou
chez une sexagénaire frappée par la maladie de Parkinson
demande surtout de ne pas affecter d’autres fonctions,
par exemple ’humeur ou le comportement social intime-
ment liés aux circuits dopaminergiques. Plus aigué sera la
question de soigner des troubles diffus comme dans la
maladie de Huntington. Qu’en sera-t-il enfin lorsque cette
stratégie thérapeutique sera appliquée a I'hippocampe ou
aux régions atteintes dans la maladie d’Alzheimer ?
Les circuits de mémoire effacés auront-ils gardé une trace
de la personnalité antérieure ou la greffe donnera-t-elle
naissance a une personne dotée de facultés de mémoire
mais ayant tout perdu de son histoire antérieure ?
Notre cerveau est évidemment bien plus qu’un simple
assemblage de cellules et de circuits. Il est le fruit d’'une
sculpture de chaque instant de notre vie. Parions que le
caractére distribué de toute fonction cérébrale intégrée
protégera notre intégrité cognitive du risque de “remise a
zéro” d'une greffe de cellules souches par ailleurs
porteuses de bien des espoirs. B
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COLLOQUE FRANCO-ARGENTIN

Le Conseil d'administration de la Société des Neurosciences
Frangaise a donné récemment une nouvelle impulsion a ses
relations avec les Sociétés de Neurosciences des pays
d'Amérigue latine. Dans ce cadre de coopération interna-
tionale, les Sociétés Argentine et Frangaise ont décidé
d'organiser conjointement leur premier Symposium
Franco-Argentin de Neurosciences dont le theme sera :
“Synapse et plasticité synaptique, intrinséque et fonctionnelle”.
Lors de ce premier symposium binational, un hommage
sera rendu au Professeur Hersch Gerschenfeld qui a
grandement contribué au développement des
Neurosciences dans les deux pays et en particulier

dans le domaine de la Neurobiologie de la synapse.

Le programme scientifique de ce symposium inclut
Philippe Ascher (Paris), Daniel Choquet (Bordeaux),

Belen Elgoyhen (Buenos Aires), Christian Giaume (Paris),
Isabel Llano (Paris), Fernando Marengo (Buenos Aires),
Antonia Marin-Burgin (Buenos Aires), Alain Marty (Paris),
Gustavo Murer (Buenos Aires), Santiago Quiroga (Cordoba),
Marcelo Rubinstein (Buenos Aires), Enrico Stefani (UCLA)
et Osvaldo Uchitel (Buenos Aires).

Cette rencontre, a laquelle s'associent également
I'ambassade de France a Buenos Aires et le Conseil
régional d’/Amérique Latine de I'IBRO, aura lieu au siege
de I'Alliance Francaise a Buenos Aires, fin novembre 2010.
Nous espérons que cette premiére rencontre franco-
argentine promouvra des coopérations scientifiques entre
chercheurs des deux pays, ainsi que des échanges
d'étudiants et de post-doctorants.

SBNdedC ) Sodoelsété
Soci B ilei [ 1
R e " Neurosciences

P
-

SOCIETE BRESILIENNE DE NEUROSCIENCES
SOCIETE DES NEUROSCIENCES

La Société Brésilienne de Neurosciences et
Comportement (SBNeC) associée i la Société des
Neurosciences offre un prix de 2000 euros pour un
doctorant brésilien afin de participer a la Journée Alfred
Fessard le 11 mai 2010. Cette initiative conjointe permet-
tra aussi au lauréat de visiter des laboratoires de
neurosciences en France en vue d'établir un projet
post-doctoral.

Informations sur le site :
http://blog.sbnec.org.br/2010/02/sbnec-oferece-auxilio-
para-participacao-de-estudante-em-simposio-na-franca/
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