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Des cellules souches
embryonnaires humaines
pour la thérapie cellulaire
de la maladie de Huntington

Laetitia Aubry, Marc Peschanski, Anselme L. Perrier

Limitations actuelles d’une thérapie

cellulaire de la maladie de Huntington
Comment passer d’une thérapie cel-
lulaire expérimentale qui donne une
preuve de concept a une thérapeutique
offerte a tous les patients qui pour-
raient en bénéficier, voila la question
a laquelle nous nous sommes attaqués
en identifiant les conditions dans les-
quelles des cellules dérivées de lignées
de cellules souches embryonnaires (CSE)
pourraient étre substituées aux précur-
seurs neuraux prélevés chez des feoetus
issus d’IVG (interruption volontaire de
grossesse) que I’on greffe aujourd’hui
chez des patients atteints de la maladie
de Huntington. La maladie de Huntington
(MH) est une maladie neurodégénéra-
tive d’origine génétique. €lle se carac-
térise par une atteinte préférentielle
des neurones GABAergiques moyens épi-
neux (MSN) du striatum, une structure
cérébrale impliquée dans la régulation

des fonctions motrices, cognitives et
comportementales. La MH se déclare
généralement entre 30 et 50 ans et
conduit inéluctablement a la mort des
patients en 10 a 20 ans. S’il n’existe
encore d ce jour aucun traitement cura-
tif de cette pathologie, une stratégie
de thérapie cellulaire qui repose sur la
transplantation intracérébrale de neu-
roblastes feetaux issus du télencéphale
ventral (région du cerveau en dévelop-
pement & 'origine du striatum) a permis,
depuis une dizaine d’années, d’obtenir
des améliorations cliniques notables
lors d’essais cliniques impliquant a
ce jour plusieurs dizaines de patients
[1, 2]. Malgré des résultats encoura-
geants, I’extension de cette thérapie
substitutive se heurte a des obstacles
aujourd’hui incontournables car inhé-
rents a I'acces méme aux cellules chez
des donneurs que I’on ne peut atteindre
qu’au prix d’une logistique tres lourde,

rétive a la standardisa-

Figure 1. Différenciation des cellules souches embryonnaires
humaines en neurones striataux. A. Photo en microscopie a
contraste de phase d’une colonie de cellules neurales organisées
en rosettes apres 23 jours de culture sur une monocouche de cel-
lules stromales MS5. B. Apres environ 62 jours de différenciation,
pres de 53% des neurones MAP2+ (en vert) expriment la protéine
striatale DARPP32 (en rouge). Barres d’échelle : 100 pum.
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tion et limitante en ce qui
concerne les possibilités
de contrdle de la qualité
des produits. La mise en
ceuvre a grande échelle
de la thérapie cellulaire
de la maladie de Hun-
tington nécessite donc
I’identification d’une
nouvelle source cellulaire
permettant de s’affran-
chir de ces problemes liés
aux tissus feetaux, tout en
procurant des résultats
au moins aussi efficaces
que ces derniers. Comme
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pour plusieurs autres indications dans
des maladies dégénératives touchant
des organes divers, les cellules souches
embryonnaires humaines (CSEh) appa-
raissent ici comme des candidates par-
ticulierement intéressantes du fait de
leurs deux propriétés cardinales, I’auto-
renouvellement - qui assure I'obten-
tion d’une biomasse suffisante, quelle
qu’elle soit - et la pluripotence, qui
donne acces par différenciation in vitro
a n’importe quel phénotype cellulaire
[3, 9]. La maitrise de ces deux proprié-
tés est I'enjeu de toutes les recherches
entreprises aujourd’hui pour amener
les CS€h aux patients, et notre récente
étude [4] démontre que cela est envisa-
geable dans le contexte d’une approche
de thérapie substitutive expérimentale
de la MH.

Différenciation des CSEh

en neurones du striatum in vitro

La premiere étape en vue de cette uti-
lisation thérapeutique des CSEh est
I’élaboration d’un protocole permet-
tant d’orienter la différenciation de ces
cellules vers un phénotype pertinent,
dans notre cas celui des neurones stria-
taux. Le protocole de différenciation
striatale in vitro des CSEh repose sur la
réplication d’une succession de trois
étapes essentielles de "ontogeneése:
1- linduction neurale, 2- I’expansion
et la spécification des précurseurs neu-
raux vers le phénotype striatal, et 3- la
différenciation terminale de ces progé-
niteurs en neurones striataux. La pre-
miere étape est fondée sur la culture
des CSEh avec des cellules stromales
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de moelle osseuse (MS5) comme cela
a déja été décrit [5]. Cette méthode
d’induction neurale permet la produc-
tion en une vingtaine de jours de cel-
lules neuroépithéliales organisées en
structures circulaires caractéristiques,
appelées rosettes neurales (Figure 14).
Ces cellules expriment des marqueurs
neuraux tels que la protéine associée
aux filaments intermédiaires Nestine,
ou encore les facteurs de transcrip-
tion Pax6 et Soxl. Elles sont également
caractérisées par I"expression du fac-
teur de transcription BFI, spécifique
du télencéphale. La deuxieme étape
vise a diriger le phénotype de ces cel-
lules neuroépithéliales vers celui de
populations cellulaires du télencéphale
ventral, ce que nous avons réalisé grace
a deux cytokines, SHH (sonic hedgehog)
et DKK1 (dickkopf 1, un inhibiteur de la
voie de signalisation Wnt). Au cours de
la neurogenese chez la souris, la voie
Shh et la voie Wnt ont des actions anta-
gonistes qui participent respectivement
a la ventralisation et a la dorsalisation
du télencéphale [6, 7]. Uajout de Shh
et DKkl a, de plus, permis la produc-
tion, a partir de cellules €S de souris,
de populations cellulaires enrichies en
cellules du télencéphale ventral [8].
Sous I'action combinée des molécules
SHH et DKKI, nous avons pu observer
une augmentation significative de I’ex-
pression des facteurs de transcription

spécifiques du télencéphale ventral
(GSH2 et DLX2), traduisant "enrichisse-
ment des populations neurales dérivées
de CSEh en progéniteurs striataux. La
troisieme étape, qui aboutit a la diffé-
renciation terminale de ces populations
cellulaires «enrichies» en progéni-
teurs striataux, a été obtenue en dimi-
nuant la densité cellulaire des culture
en présence de BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), d’AMPc et d’acide
valproique. Cela permet d’engendrer de
trés nombreux neurones post-mitoti-
ques qui possédent des caractéristiques
phénotypiques de MSN. Apres environ
60 jours de culture plus de la moitié
des neurones matures (positifs pour
protéine MAP2, microtubule-associa-
ted protein 2) expriment la protéine
DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regu-
lated phosphoprotein MR = 32 000), une
protéine fortement et spécifiquement
exprimée par les MSN (Figure 1B) et plus
d’un tiers produisent du GABA (acide
gamma-aminobutyrique).

Maturation des populations
neuronales dérivées de CSEh in vivo
Nous avons ensuite étudié la survie et la
maturation de ces cellules in vivo, apres
leur transplantation dans le cerveau de
rats modéles de la MH. Une premiére
série d’expériences a court terme (4 a
6 semaines) nous a permis de démontrer
que la greffe de populations neurales

DARPP32/
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trés immatures (diffé-
renciées en moins de 21 a
29 jours) a conduit dans
de trés nombreux cas a
la formation de téra-
tomes. A I’inverse, des

populations de progéniteurs neuronaux
différenciés pendant 45 a 56 jours in
vitro procurent les résultats les plus
intéressants en termes de survie, de
maturation striatale in vivo, et d’ab-
sence de formation de tératome. Des
expériences a long terme (3 a 5 mois)
de xénogreffe de ces progéniteurs ont
mis en évidence la présence au sein
du greffon de larges zones constituées
de neurones humains ayant un phéno-
type de MSN (DARPP-32+/ HNA+, human
nuclear antigen) (Figures 2A et 2B). Ce
résultat démontre le fort potentiel de
différenciation in vivo des progéniteurs
striataux dérivés de CSEh. Cependant,
ces expériences ont également révélé
un processus de prolifération excessive
des cellules implantées qui nécessite
I’élaboration de mesures préventives.
A partir de deux mois aprés transplan-
tation, les greffons striataux issus des
CSEh occupent in vivo un espace impor-
tant, trés supérieur a celui du striatum,
comprimant ainsi les hémisphéres céré-
braux (Figure 2C). Les analyses histolo-
giques et immunohistochimiques n’ont
révélé ni la formation de tératome, ni
la présence de CSEh indifférenciées. €n
revanche, tous les greffons contien-
nent des régions composées de cellules
neurales (Nestine+ et Pax6+) en phase
de prolifération (Ki67+) (Figure 2D).
Ces régions « prolifératives » et celles
contenant des neurones DARPP-32 sont
distinctes et n’adoptent pas d’organi-
sation ou de localisation préférentielle.
Il ne semble pas que cette activité
proliférative qui perdure aprés trans-
plantation soit liée a des anomalies
moléculaires ou fonctionnelles de la

Figure 2. Greffes de progéniteurs neuraux dérivés de CSEh chez le rat. ftude de la
survie et de la maturation de greffons composés de CSeh dont la différenciation
est induite pendant 45 jours in vitro, 3 a 5 mois apres transplantation dans des
rats modeles de la MH. (A et B) Détection de larges zones constituées de neu-
rones humains (HNA+, en rouge) exprimant la protéine DARPP32 (en vert). (C et
D) Marquage au crésyl violet d’une coupe coronale d’un cerveau de rat 3 mois
apres greffe (€) et immunohistochimie du marqueur de cellules neurales Pax6
et du marqueur de prolifération Ki67 (D) illustrant un greffon trés volumineux
constitué de cellules neurales prolifératives persistantes, 3 a 5 mois apres trans-

plantation. Barres d’échelle : 100 um.



descendance des CSEh et les analyses
que nous avons conduites suggérent
qu’il s’agit plutot des conséquences
de I'activité proliférative normale des
précurseurs neuraux que nous trans-
plantons. En effet, les cellules de la zone
germinative de I’éminence ganglionnaire
latérale qui donne naissance au striatum
fournissent également, dans les mois qui
suivent, les interneurones corticaux et
des vagues considérables en nombre de
cellules gliales, d’astrocytes et d’oli-
godendrocytes. Il est vraisemblable que
I’exces de croissance observé soit donc
simplement le reflet de cette chrono-
biologie normale a laquelle, toutefois,
nous devrons nous opposer pour réussir
le traitement des patients MH.

€n conclusion, notre étude démontre
qu’il est possible, a partir de cellules
souches embryonnaires humaines, de
produire en laboratoire et en quantité
pertinente pour une utilisation thérapeu-
tique, des populations de cellules neura-

les enrichies en progéniteurs capables
de se différencier en neurones striataux
moyen-épineux aussi bien in vitro qu’in
vivo. Cela donne une nouvelle arme a la
thérapie cellulaire de la MH, susceptible
de surmonter les obstacles logistiques
qui en bloquent aujourd’hui I’extension.
Cependant, la maitrise de la capacité
proliférative des cellules transplantées
reste insuffisante, appelant a la mise en
place de mesures de contrdle parfaite-
ment efficaces avant d’envisager toute
application clinique. ¢
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Un apport du modele C. elegans
sur le role des cellules gliales
envers la réponse neuronale

Raphael Vazquez, Nicolas Offner, Christian Néri

> La glie est une population de cellules
non neuronales qui procure bien plus
qu’un soutien logistique aux neurones.
Parmi leurs nombreuses fonctions, les
cellules gliales fournissent un support
physique, maintiennent I"homéostasie et
procurent des nutriments ; elles forment
également la myéline qui isole les axones
et surtout participent a la transmission
des signaux dans le systéeme nerveux.
Malgré cela, le role de la glie dans les
organes sensoriels n’est pas clairement
établi. Appréhender la fonction de la
glie dans ces organes est d’un grand
intérét pour la compréhension de son
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role dans le cerveau humain, et pour-
rait avoir un impact en médecine. Il a
en effet été montré que certaines cel-
lules gliales d’origine sensorielle sont
capables de promouvoir la régénération
nerveuse chez des rats paraplégiques
[1]. Ces cellules constituent donc une
voie de traitement possible de la para-
plégie chez "homme. Dans leur article
publié dans la revue Science, Bacaj et al.
[2] montrent que les cellules gliales du
nématode C. elegans sont un bon modeéle
d’étude de la fonction de ces cellules.
Les organes sensoriels d’especes diffé-
rentes présentant des similitudes struc-
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turales, fonctionnelles et moléculaires,
ces auteurs ont étudié les plus grands
organes sensoriels du nématode, les
amphides.

Ablation

de la cellule gliale des amphides

Les amphides sont I’organe chémosenso-
riel principal du nématode, mais trans-
mettent également des informations
tactiles et thermiques. €lles constituent
une paire de sensilles sur la téte, cha-
cune contenant 12 neurones qui envoient
des dendrites vers la partie antérieure
du nématode (Figure 1). Les neurones
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