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Cellules souches du systeme nerveux
et réparation des lésions cérébrales

a découverte, il y a quelques

années, de cellules souches

ayant des capacités considé-
rables de prolifération et de différen-
ciation a fait progresser notre com-
préhension des mécanismes du
développement du systéme nerveux.
La possibilité de propager indéfini-
ment ces cellules en culture, ou de
controler leur différenciation in vitro
en neurones et cellules gliales, et les
résultats spectaculaires d’expériences
de transplantation dans le cerveau,
ont de plus ouvert des perspectives
encourageantes pour le traitement
des lésions du systéme nerveux.

Propriétés des cellules souches
du systeme nerveux

Une cellule souche est une cellule
progénitrice indifférenciée qui d’'une
part s’autorenouvelle lorsqu’elle se
divise, et d’autre part peut produire
la plupart des types cellulaires du
tissu auquel elle appartient. Des cel-
lules souches existent dans de nom-
breux tissus, par exemple dans le sys-
teme hématopoiétique, mais ce n’est
qu’assez récemment que des cellules
souches, capables de produire les
principaux types cellulaires du sys-
téme nerveux, neurones, astrocytes et
oligodendrocytes, ont été identifiées,
d’abord chez la souris puis chez
I’lhomme [1, 2]. L’amélioration des
techniques de culture a joué un role
important dans cette découverte,
avec notamment utilisation de fac-
teurs mitogenes, le fibroblast growth
factor (FGF) et 1 epidermal growth factor
(EGF) qui, lorsqu’ils sont ajoutés a
fortes concentrations a des cultures
dissociées de tissus nerveux, permet-
tent la prolifération indéfinie des cel-
lules souches [3, 4]. Le retrait de ces
facteurs du milieu de culture
entraine leur différenciation progres-

m/s n°6-7, vol. 16, juin-juillet 2000

sive en neurones et cellules gliales [5-
7] (figure 1).

Chez les rongeurs, la production de
neurones se poursuit tout au long de
la vie adulte dans deux régions du
cerveau, le gyrus dentatus de I’hippo-
campe (GD) et la zone sous-ventricu-
laire du télencéphale (ZSV) (figure 2).
Dans le reste du systéme nerveux, en
revanche, la neurogeneése cesse pen-
dant la vie embryonnaire ou peu de
temps apres la naissance. Plus tard,

les neurones ne sont pas remplacés,
méme lorsqu’ils sont éliminés lors de
maladies neurodégénératives ou
d’accidents vasculaires. Des cellules
ayant les propriétés de multipotentia-
lité et d’autorenouvellement de cel-
lules souches peuvent étre cultivées a
partir de cerveaux embryonnaires,
ainsi qu’a partir du GD et de la ZSV
de cerveaux adultes chez tous les
mammiferes [8-10]. De facon plus
inattendue, des cellules souches ont
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Figure 1. Identification de cellules souches du systéme nerveux en culture.
En I'absence de marqueurs spécifiques, la présence de cellules souches dans
un tissu nerveux ne peut étre démontrée que par des expériences de culture
[5, 61. Apreés dissociation du tissu, les cellules sont cultivées a faible densité
en présence de facteurs mitogenes. Dans ces conditions, les cellules souches
proliférent et chacune engendre un clone de cellules indifférenciées, ou neu-
rosphere. Les neurosphéres sont ensuite individuellement dissociées et culti-
vées dans différentes conditions. Lorsqu’elles sont cultivées en I'absence de
facteur mitogeéne, elles se différencient en neurones, astrocytes et oligoden-
drocytes, démontrant la multipotentialité de la cellule souche a l'origine de la
neurosphere. Lorsqu’elles sont cultivées a faible densité et en présence de
facteurs mitogeénes, elles produisent des neurosphéres secondaires, démon-
trant la capacité d’autorenouvellement de la cellule souche d’origine.

845



Cervelet

Gyrus dentatus

Zone sous-ventriculaire

Hippocampe

Bulbe olfactif

— Voie de migration
rostrale

Figure 2. Régions neurogéniques du cerveau adulte. Alors que la neuroge-
nése cesse dans la plupart des régions du systeme nerveux pendant la vie
embryonnaire ou peu aprés la naissance, deux régions du cerveau de la sou-
ris, le gyrus dentatus (GD) et la zone sous-ventriculaire (ZSV), contiennent
des cellules souches qui restent actives pendant la vie adulte. Les cellules
souches de la zone sous-ventriculaire produisent des précurseurs neuronaux
qui migrent sur une longue distance le long de la voie de migration rostrale
avant de se différencier en neurones dans le bulbe olfactif. La présence de
cellules souches actives dans I’hippocampe a été également démontrée chez

I’homme adulte [10].

également été isolées a partir de
nombreuses régions du systéme ner-
veux adulte ne présentant aucune
activité neurogénique in vivo, comme
la moelle épiniére, ce qui suggere
qu’elles persistent normalement chez
I'adulte dans un état quiescent, ou
avec une activité seulement gliogé-
nique (11, 12]. Faute de marqueurs
moléculaires spécifiques, I'identifica-
tion in situ des cellules souches du
systéme nerveux s’est avérée difficile
([13, 14] et m/s 1998, n° 12, p. 1453),
et leur purification, qui faciliterait
grandement leur étude, n’est actuel-
lement pas réalisable.

[.’absence de neurogenese et de
capacité de régénération dans la plu-
part des tissus du systéme nerveux
adulte, méme s’ils contiennent des
cellules souches, peut s’expliquer soit
par I'absence des signaux inducteurs
de différenciation neuronale qui sont
présents chez 'embrvon, soit, si ces
signaux persistent chez I'adulte, par
la présence de facteurs inhibiteurs de
la neurogeneése. Les signaux réglant
in situ I'activité des cellules souches,
et notamment la neurogenése, ne
sont pas encore connus.

Plasticité de la différenciation
des cellules souches
du systeme nerveux

Au cours du développement embryvon-
naire, des neurones de phénotypes

s cxtrémement variés sont produits
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dans les différentes régions du sys-
teme nerveux. Pour tester le poten-
tiel de différenciation des cellules
souches de facon plus compléte que
cela n’est possible en culture, des cel-
lules propagées in vitro en présence
de facteurs mitogeénes ont été trans-
plantées dans des régions neurogé-
niques du cerveau. Les résultats de
ces expériences, qui ont surpris par la
grande diversité des types cellulaires
produits in wvivo par les cellules
souches, ont permis de conclure que
le devenir des cellules greffées est
déterminé par les signaux locaux aux-
quels elles sont exposées, plutot que
par des propriétés intrinseques. Les
cellules transplantées se mélangent
aux progéniteurs endogénes, migrent
et participent au développement nor-
mal du systeme nerveux de I’animal
hote en se différenciant en tvpes neu-
ronaux et gliaux normalement pré-
sents dans la région de la greffe. Ainsi
des cellules progénitrices provenant
de I'hippocampe de souris adultes et
transplantées dans la ZSV de souris
adultes, dans la rétine ou le cervelet
de souriceaux nouveau-nés peuvent
se différencier respectivement en
tvpes neuronaux spécifiques du bulbe
olfactif, de la rétine, ¢t du cervelet
[15, 16] (figure 3). En faveur d’une
grande plasticité de la différenciation
des cellules souches, des expériences
ont montré qu’elles peuvent méme
produire des cellules non nerveuses,
en l'occurrence hématopoiétiques,

lorsqu’elles sont soumises aux condi-
tions de différenciation adéquates
[17]. 1Tl faut cependant noter que
d’autres travaux concluent plutot a
I’existence de certaines restrictions
dans la capacité des cellules souches a
adopter certains phénotypes [16].
Les propriétés remarquables des cel-
lules souches du systéeme nerveux,
étudiées initialement chez les ron-
geurs, ont rapidement suggéré que
ces cellules pouvaient étre d’excel-
lents instruments pour le traitement
de maladies du systéme nerveux. Pre-
mierement, leur capacité de se diffé-
rencier en neurones, astrocytes et oli-
godendrocytes aprés transplantation
dans le cerveau, permet d’envisager
leur utilisation dans des dégénéres-
cences neuronales mais aussi des
maladies démyélinisantes. Deuxieme-
ment, leur capacité de se différencier
de facon appropriée, y compris dans
des régions distinctes de leur région
d’origine, permet d’utiliser les
mémes cellules pour des maladies
affectant différentes populations neu-
ronales. Troisiemement, les cellules
souches, qui peuvent étre propagées
en culture sans altération de leurs
propriétés, sont en principe une
source abondante de cellules utili-
sables pour la transplantation. Finale-
ment, les cellules souches peuvent
étes manipulées génétiquement in
vitro ¢t servir de véhicule pour
I'expression de génes étrangers dans
le cerveau, par exemple des génes
favorisant la survie, la migration, la
différenciation ou la croissance axo-
nale des cellules transplantées.

Perspectives thérapeutiques
de l'utilisation des cellules
souches du systeme nerveux

Depuis quelques années, de nom-
breux travaux sont consacrés a
I’étude de cellules progénitrices
humaines isolées a partir de cer-
veaux foetaux. Comme les cellules
souches de souris, ces cellules proli-
férent indéfiniment en culture en
présence de FGF et de EGF, et don-
nent naissance a des neurones, des
astrocvtes et des oligodendrocytes
lorsqu’elles sont cultivées dans des
conditions favorisant leur différen-
ciation [18, 19]. Des expériences
récentes de transplantation dans le
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Figure 3. Plasticitée des cellules souches du systéme nerveux. La plasticité de
différenciation des cellules souches a été démontrée par des expériences de
transplantation. Des cellules progénitrices ont été isolées de I'hippocampe
de rats adultes, puis cultivées en présence de mitogénes et enfin transplan-
tées dans différentes régions du cerveau de rats nouveau-nés ou adultes
[15]. Lorsqu’elles sont greffées dans des régions neurogéniques, telles que le
gyrus dentatus (GD) (A) et la zone sous-ventriculaire (ZSV) (B) d’animaux
adultes, et le cervelet de nouveau-nés (D), les cellules transplantées migrent
et se différencient de facon caractéristique de la région dans laquelle elles
ont été greffées, par exemple dans le cas de précurseurs se différenciant
dans le bulbe olfactif (B), en neurones exprimant la tyrosine hydroxylase
(TH), un type neuronal absent de I'hippocampe. La migration et le mode de
différenciation des cellules souches sont donc largement dictés par des
signaux de I'’environnement dans lequel ces cellules se différencient. Les cel-
lules greffées dans des régions non neurogéniques, comme le cervelet d’ani-
maux adultes (C) ne migrent pas et ne se différencient pas en neurones, sug-
gérant que ces signaux ne sont présents que transitoirement lors de la
neurogeneése.

cerveau de rongeurs ont montré que
ces cellules progénitrices humaines
ont les mémes propriétés de plasti-
cité que les cellules souches de sou-
ris. Elles peuvent répondre aux
signaux locaux, qui assurent non seu-
lement leur survie, leur intégration
et leur migration dans le tissu hote,
mais aussi leur différenciation en
types cellulaires correspondant au
stade de développement et a la
région de la transplantation [20-22].
Ainsi, des cellules souches humaines
provenant de télencéphale feetal et
greffées dans le cervelet de souri-
ceaux nouveau-nés portant la muta-
tion meander lail peuvent remplacer
efficacement les neurones cérébel-
win-freillet 20060

mis w07,
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leux qui dégénérent chez ces
mutants [21]. Comme pour les cel-
lules murines, efficacité de la greffe
de cellules souches humaines varie
largement ¢n fonction des condi-
tions expérimentales et dépend
notamment de la présence de
signaux appropriés dans le tissu rece-
veur. Les cellules greftées s’integrent
micux dans les tissus dans lesquels la
neurogenese est active que dans les
régions quiescentes, que ce soit dans
le cerveau embryonnaire, néonatal
ou adulte [22-24] (figure 3). Par
ailleurs, les greffes dans le cerveau
adulte paraissent plus efficaces
lorsqu’elles sont réalisées dans une
région qui a été endommagée. C'est

par exemple le cas dans le cortex
cérébral on, a la suite de la mort
ciblée des neurones pyramidaux de
certaines couches corticales, des cel-
lules progénitrices transplantées se
diftérencient spécifiquement en neu-
rones du type manquant, et unique-
ment dans les régions du cortex céré-
bral et les couches affectées [25].

Le succés des greffes de cellules ner-
veuses dépend également du traite-
ment subi par les cellules transplan-
tées, et notamment de leurs
conditions de culture. Dans la pers-
pective du traitement de maladies
neurologiques par transplantation
cellulaire, le fait de pouvoir cultiver
les cellules avant de les transplanter
est extrémement important. En effet,
une des principales difficultés ren-
contrées dans le traitement de
patients atteints de maladie de Par-
kinson par transplantation de cellules
foetales est le nombre restreint de
neurones dopaminergiques — le type
cellulaire affecté chez ces patients —
qui peuvent étre obtenus a partir de
cerveaux feetaux. La possibilité de
propager en culture les cellules pro-
génitrices avant de les transplanter
chez des patients constituerait donc
un progres considérable. Cette
approche pose cependant un pro-
bléeme, car les cultures réalisées en
présence de EGF et de FGF contien-
nent une large fraction de cellules
trés immatures qui ne produisent pas
beaucoup de neurones lorsqu’elles
sont transplantées dans une région
non neurogénique du cerveau adulte
[26] (figure 3). En revanche, les résul-
tats des greffes sont meilleurs quand
des cellules plus mares sont utilisées.
Ainsi, la différenciation de cellules
souches en culture aprés leur amplifi-
cation permet apres transplantation a
un grand nombre de neurones de
survivre a long terme et de s’intégrer
fonctionnellement [27] (ftgm# 4).
[’utilisation d’une telle stratégie de
différenciation in vitre de cellules
souches dans le traitement de mala-
dies neurologiques implique que
les signaux controlant la différen-
ciation des types cellulaires affectés
cdans la maladie soient identifiés. 1
s’agit ’un défi considérable pour
les chercheurs travaillant clans ce
domaine, mais des progrés encou-

rageants ont été récemment obte- —
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Figure 4. Réparation de Iésions du systéeme nerveux par transplantation de
cellules progénitrices. Pour tester la capacité de cellules progénitrices de
réparer des lésions du systeme nerveux, des cellules d’origine murine ou
humaine ont été transplantées dans le cerveau d’animaux chez lesquels des
neurones dopaminergiques du mésencéphale ou des neurones pyramidaux
du cortex cérébral ont été sélectivement détruits, afin de créer des modeles
de maladies neurodégénératives. Lorsque les cellules greffées ont été direc-
tement dissociées de cerveaux embryonnaires (A), elles s’intégrent correcte-
ment dans le tissu héte et se différencient en neurones de méme type que
ceux ayant dégénéré [32]. L’utilisation de tissus faetaux présente cependant
I'inconvénient de ne disposer que de petites quantités de cellules a greffer,
qui sont de plus de composition hétérogene et peu reproductible. L’amplifi-
cation de cellules progénitrices en culture en présence de facteurs mitogenes
(B) permet d’obtenir des cellules a greffer en beaucoup plus grandes quanti-
tés et de composition mieux définie. Cependant, les greffes de cellules tres
immatures ne résultent généralement qu’en un petit nombre de cellules gref-
fées survivant a long terme et se différenciant dans le cerveau héte [26]. En
revanche, si des cellules progénitrices qui ont été propagées en présence de
mitogenes sont d’abord différenciées in vitro dans le type cellulaire appro-
prié (C), par exemple en neurones dopaminergiques mésencéphaliques dans
le cas de transplantations dans le cerveau d’animaux modéles de maladie de
Parkinson, le résultat de la greffe peut étre largement amélioré [27].

nus dans le controle de la différen-
ciation in vitro de neurones dopa-
minergiques mésencéphaliques [27,
28].

Stratégies alternatives
pour le traitement
de maladies neurologiques

Malgré le grand espoir suscité par les
cellules souches pour le traitement
de maladies neurologiques, leur utili-
sation n’est pas sans inconvénients,
liés en particulier au fait que ces cel-
lules doivent étre isolées a partir de

s (i5sus foctaux. Une source alternative
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de cellules du systéme nerveux, les
cellules souches embryonnaires (ES),
pourrait permettre de pallier cet
inconvénient [29]. Ces cellules déri-
vées d’embryons avant I'implantation
peuvent proliférer de facon illimitée,
ou se différencier, selon les condi-
tions de culture, dans tous les types
cellulaires de I'organisme. Les cel-
lules ES peuvent notamment étre dif-
férenciées en cellules progénitrices
de neurones et de glie par traitement
avec des associations de facteurs de
croissance de composition définie
[30]. De tels précurseurs nerveux, dif-
férenciés in vitro a partir de cellules

ES, puis transplantés dans le cerveau,
s’implantent efficacement et se diffé-
rencient comme les cellules hotes voi-
sines [30], et ont pu par exemple cor-
riger un défaut de myélinisation chez
des souris mutantes [31].

Pour éviter plus généralement les
problémes liés aux transplantations,
les stratégies de remplacement cellu-
laire pourraient dans le futur reposer
sur 'activation des programmes neu-
rogéniques ou gliogéniques des cel-
lules souches cndogeénes, grace a
I’action des facteurs extrinséques
introduits par exemple par transfert
de géne ou par injection. Pour que
certaines des stratégies envisagécs uti-
lisant les cellules souches dans le trai-
tement de maladies neurologiques se
concrétisent, des progrés importants
devront étre réalisés dans les connais-
sances fondamentales sur la biologie
de ces cellules, et notamment sur les
mécanismes de leur différenciation
dans les multipes types cellulaires qui
composent le systeme nerveux Bl
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. IFR Broca-Sainte-Anne

L’IFR Broca-Sainte-Anne sur les maladies du Systéme Nerveux Central regroupe plusieurs Unités de
Recherches Inserm et les chercheurs cliniciens de plusieurs services du Centre Hospitalier Spécialisé
Sainte-Anne et de I’'H6pital Broca. Les principaux axes de recherches actuels sont ; (1) la génétique
moléculaire des affections psychiatriques (y compris toxicomanies) et des accidents vasculaires
cérébraux, (2) les mécanismes cellulaires de I'épilepsie, (3) la neuro-oncologie, (4) la physiopatho-
logie du vieillissement cérébral, (5) le développement de nouvelles classes de médicaments neuro-
logiques et psychiatriques. En outre, le site souhaite développer des recherches dans le domaine de
I'imagerie fonctionnelle appliquée aux affections psychiatriques et neurologiques.

Afin de renforcer ces axes et la synergie entre recherche fondamentale et activités cliniques, I'lFR se propose
d‘accueilir dans des locaux vacants du site des chercheurs isolés ou en équipe s'intéressant a ces thématiques.

Contact : Jean-Charles Schwartz, Directeur de I'lIFR

Fax. : 01 458072 93

e-mail : schwartz@broca.inserm.fr
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