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Les cellules souches apparaissent de plus en plus comme « ’outil du futur» pour le
traitement d’un grand nombre de maladies, aussi bien en thérapie cellulaire pour remplacer
les cellules lésées de 1’organisme, qu’en thérapie génique ex Vivo pour exprimer des
molécules d’intérét a un site donné. Parmi les différents types de cellules souches connus a ce
jour (cellules souches embryonnaires, cellules souches feetales, cellules souches du liquide
amniotique, cellules souches germinales et cellules souches adultes), les cellules souches
nerveuses feetales, ou cellules neuroépithéliales, sont les cellules candidates les plus
appropriées pour le traitement d’un grand nombre de pathologies du systéme nerveux central
(SNC).

Les expériences de transplantation réalisées chez 1’animal a 1’aide de ces cellules ont montré
leurs grandes capacités de survie, de migration et de différenciation, ainsi que leur aptitude a
réparer certains types de lésion. Cependant, la plupart du temps, les populations cellulaires
greffées sont hétérogenes et les effets respectifs de chaque type cellulaire sont difficiles a
déterminer. Certaines études montrent, par ailleurs, que les greffes réalisées avec des
populations homogenes s’averent plus efficaces (Hofstetter et al., 2005; Lepore et al., 2004;
Windrem et al., 2004). Par conséquent, 1’obtention in vitro de populations cellulaires
présentant un phénotype ciblé et choisi en fonction du type de pathologie a traiter apparait de
plus en plus capitale. Au cours de ma thése, deux stratégies ont donc été expérimentées afin
d’homogénéiser des populations de cellules souches et progénitrices nerveuses fcetales
humaines en culture.

La premiere consiste a restreindre le potentiel de différenciation des cellules nerveuses
feetales en surexprimant des génes proneuraux a motif bHLH, connus pour leur rdle
primordial dans le devenir neuronal versus glial des cellules nerveuses. Quatre de ces geénes
ont particulierement attiré notre attention : Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mash1. La comparaison de
leurs effets sur les cellules souches nerveuses en culture profite aussi bien a la compréhension
de leur mécanisme d’action, qu’au ciblage préférentiel de certaines pathologies lors des
greffes cellulaires.

La seconde consiste a sélectionner et a purifier des cellules d’intérét grace a 1’expression de
protéines fluorescentes (protéines rapportrices) sous le contrdle de promoteurs spécifiques
des différents lignages cellulaires. Pour exploiter ce systéme de manicre efficace, la
vérification de la spécificité d’expression est un pré-requis indispensable. C’est le travail que
nous avons effectué¢ afin d’homologuer cette stratégie. Les promoteurs choisis correspondent

a trois grands types cellulaires présents dans le systéme nerveux central : 1) le promoteur de la
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nestine pour les cellules immatures ; ii) le promoteur de la synapsine humaine pour le lignage

neuronal ; iii) le promoteur de la GFAP humaine pour le lignage astrocytaire.

Le présent manuscrit est divisé en trois parties :

1-

Une introduction bibliographique présentant brievement les cellules souches, leur

intérét pour la thérapie cellulaire et justifiant la nécessit¢ d’homogénéiser les
populations cellulaires avant greffe. Cette partie décrit également les génes
proneuraux auxquels nous nous sommes intéressés pour orienter la différenciation
des progéniteurs nerveux, les promoteurs choisis dans la méthode de tri cellulaire,
ainsi que les vecteurs lentiviraux qui ont constitué¢ notre outil de choix pour chacune
des deux stratégies.

Une partie exposant les résultats obtenus pour chaque stratégie : différenciation vers
un lignage donné par surexpression de genes proneuraux, et vérification de la
spécificité d’expression d’une protéine rapportrice sous le controle d’un promoteur
donné, en vue du tri d’'une population cellulaire choisie.

Une partie dans laquelle sont discutées la validit¢é de chacune des stratégies et leur

utilisation potentielle en thérapie cellulaire du systémes nerveux central.
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« Tout développement nouveau d’une science s’appuie nécessairement sur ce qui existe déja.
Or, ce qui existe déja ne s’arréte pas toujours a des limites fort précises. Entre le connu et le
non connu, il y a, non pas une ligne définie, mais une bordure estompée. Avant d’atteindre la
région ou il peut trouver le sol ferme pour asseoir ses fondations, le savant doit revenir assez
loin en arriére pour sortir de la zone mal assurée dont il vient d’étre question. Si on veut
¢tendre un peu largement le domaine scientifique auquel on se consacre, il faut, pour assurer
ses perspectives, remonter jusque dans 1’histoire pour trouver une base. »

Charles Singer, Histoire de la Biologie, 1934
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Introduction

La notion de cellule souche remonte au XIXe siecle. En effet, c’est en 1839 que Theodor
Schwann est le premier a élaborer la théorie cellulaire selon laquelle tout organisme vivant
est composé en totalité et uniquement de cellules, la cellule étant tenue pour 1’élément vital
porteur de tous les caractéres de la vie. Cette théorie est complétée par 1’allemand Rudolf
Virchow, qui affirme, en 1858 dans Die Cellularpathologie, que toute cellule est produite a
partir d’une autre cellule : « omnis cellula e cellula ».

La théorie cellulaire est alors rapidement admise et 1’étude de la cellule devient une science a
part enticre, la cytologie, distincte de ce que I’on appelait 1’histologie, la science des tissus.
Les recherches s’étendent a de nombreux domaines et en 1874, Claude Bernard qui étudie les
phénoménes de nutrition communs aux animaux et aux végétaux, écrit (Revue Scientifique,
26 septembre 1874): « Dans I’analyse intime d’un phénomeéne physiologique, on aboutit
toujours au méme point, on arrive au méme agent ¢lémentaire, irréductible, 1’élément
organisé, la cellule. ».

Les premicres manipulations expérimentales en embryologie sont celles de Wilhem Roux. En
1885, il montre que des cellules embryonnaires de poulet peuvent étre maintenues en vie dans
une solution saline hors du corps de I’animal. Cependant, il faudra attendre 1920 pour que
I’existence de cellules précurseurs a 1’origine de TOUTES les cellules sanguines soit
suggérée chez le poulet (Sabin, 1920) et que le terme « cellule souche » prenne toute sa
signification.

Quarante ans plus tard, Becker, Till et McCulloch démontrent que les « colonies spléniques »
obtenues chez des souris, apres injection de moelle irradiée et de moelle intacte, proviennent
de cellules uniques aux propriétés « multipotentes™® » (Becker et al., 1963). La science des

cellules souches vient de naitre.
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I. Cellules souches : généralités

A. Définitions

Les cellules souches se distinguent de toutes les autres cellules de I’organisme par leurs
propriétés originales. Ce sont des cellules indifférenciées qui ont la capacité de se diviser
pendant de longues périodes, de s’auto-renouveler et de donner naissance aux cellules

spécialisées des différents tissus.

1. Cellules indifférenciées

Contrairement a la plupart des cellules de I’organisme dites « différenciées », telles que les
cellules musculaires ou les cellules de la peau, les cellules souches n’exercent pas de fonction
définie. Elles sont considérées comme immatures et sont maintenues dans cet état

stationnaire, jusqu’a ce que des signaux leur indiquent la voie de différenciation a emprunter.

2. Prolifération

Afin de maintenir le pool de cellules immatures et d’approvisionner les tissus en cellules
pouvant se différencier, les cellules souches se divisent réguliérement. Leur faculté¢ de
multiplication est obtenue grace a deux particularités :

*une prolifération quasi-infinie due a I’expression et a la forte activité¢ de la télomérase*
(Kim et al., 1994; Morrison et al., 1996).

*I’auto-renouvellement qui, lors de la division de la cellule souche, donne naissance a au
moins une cellule identique a elle-méme. Le processus recourt soit a une division symétrique,
fournissant deux cellules identiques a la cellule mére, soit a une division asymétrique,
produisant deux cellules différentes, dont une identique a la cellule mere (Figure I-1). La
deuxieme cellule, dite cellule progénitrice (ou progéniteur) reste une cellule non spécialisée

mais présente un degré de maturité supérieur a celui de la cellule souche.

Figure I-1 : Représentation schématique de la

1 i) division symétrique et asymétrique des
cellules souches
|ir Ih il 'h * Division symétrique : Obtention de 2 cellules

souches (rouge)

Division asymétrique : Naissance d’une
cellule souche (rouge) et d’une cellule
progénitrice (verte)
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3. Potentiel de différenciation

Bien que présentant des caractéristiques générales communes, toutes les cellules souches ne

sont pas identiques. Au fil de I’évolution embryonnaire (Figure I-2), elles sont canalisées vers

des voies spécifiques et perdent peu a peu leur potentiel de différenciation.

4

4

Fécondation

> ——— blastomére

Oecuf

zone pellucide

o, globules polaires

(a) Deux cellules \

(b) Quatre cellules \

/ (c) Huit cellules

/ (d) Morula

__ zone pellucide
en dégénérescence |

cavité du blastocyste

(¢) Début du blasloc_vstc\

T cmbryoblaste
e

—— trophoblaste

() Blastocyste final

7

~ {5

(g) Embryon/Foetus

(h) Adulte

— cavité du blastocyste

Figure I-2 : Développement
embryonnaire

L’origine du développement est
la fécondation, rencontre d’un
spermatozoide et d’un ovocyte
pour former un ovule fécondé
ou zygote. La premiére division
du zygote nécessite 24 heures.
Au quatriéme jour, I’ceuf atteint
le stade morula (16 cellules) et
parvient a l'utérus. Les
divisions se poursuivent, 1’ceuf
est transformé et accéde au
stade blastocyste, contenant un
bouton  embryonnaire  (ou
masse interne) a partir duquel
se développera I’embryon. Le
blastocyste s’implante alors
dans la muqueuse utérine. Les
deux premiers mois de
grossesse correspondent a la
période embryonnaire, pendant
laquelle les différentes
structures apparaissent. A 2
mois, ’embryon pése environ
un gramme et son cceur est
enticrement formé; on le
nomme alors feetus. Passés 6
mois, le feetus est viable et au
neuviéme mois, la parturition
ou accouchement est le point
culminant de la grossesse qui
permet d’obtenir un nouveau-
né. Ce dernier va évoluer a son
tour pour aboutir a un Homme
adulte.
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Selon la nature et la variété des cellules qu’elles peuvent engendrer lors de la spécialisation,

on peut distinguer :

*]es cellules souches totipotentes™ : elles ont la capacité de donner naissance a tous les types

cellulaires présents dans 1’organisme (Figure 1-3), y compris ceux de la lignée germinale et
des annexes embryonnaires (trophoblaste* puis placenta). Placées dans un environnement
permissif (utérus), ces cellules vont conduire a la formation d’un organisme dans sa totalité.
La totipotence n’est observée que pour les 8 premicres cellules du développement, c’est-a-

dire jusqu’a 3 subdivisions cellulaires (Figure 1-2).

Mésoderme (feuiliet médian}

Endoderms (feullst Interne)}

Figure I-3 : Différenciation a partir des feuillets embryonnaires primitifs.

Chez I’homme, a partir du 17e jour d’embryogenése, les cellules vont subir une réorganisation qui va
permettre la mise en place des tissus : c’est la gastrulation. Les cellules alors peu différenciées se
structurent en feuillets concentriques. Le feuillet le plus interne est ’endoderme, le feuillet le plus
externe est I’ectoderme et le feuillet central est le mésoderme. Par la suite, ces feuillets évoluent pour
donner les différents tissus de 1’organisme. Les principaux tissus qui vont se différencier a partir des
feuillets embryonnaires sont schématisés sur la figure ci-dessus. Les cellules germinales présentes au
niveau des crétes gonadiques sont destinées a former les gamétes (males ou femelles).
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*les cellules souches pluripotentes™ : elles sont capables de donner naissance a n’importe

quelle cellule spécialisée dérivant des 3 feuillets embryonnaires* primitifs (mésoderme,
endoderme et ectoderme) (Figure I-3). Néanmoins, elles ne peuvent plus produire un étre

vivant entier (lorsqu’elles sont réimplantées dans un utérus).

*les cellules souches multipotentes : elles permettent d’engendrer 1I’ensemble des cellules

composant un tissu ou un organe donné. Les cellules obtenues peuvent présenter des
morphologies et des fonctions tres différentes mais elles font généralement partie d’un méme
compartiment tissulaire. C’est le cas par exemple des cellules souches hématopoiétiques qui
produisent toutes les cellules sanguines (globules rouges, globules blancs et lymphocytes) et
des cellules souches nerveuses qui produisent aussi bien les neurones que les astrocytes et les

oligodendrocytes.

*les cellules souches unipotentes™ : elles ne peuvent se différencier qu’en une seule sorte de

cellules. Les cellules souches de I’épiderme, par exemple, ne fournissent que des

kératinocytes.

Ces différences au sein des cellules souches permettent donc d’établir une classification
fondée sur leur potentiel de différenciation. Cependant, cette répartition ne tient pas compte
de leur berceau tissulaire. Or selon leur emplacement d’origine, les cellules souches

développent des propriétés particulicres.

B. Source d’obtention des cellules souches

Actuellement chez 1’animal, trois grandes catégories de cellules souches peuvent étre
identifiées (Figure [-4) :

-les cellules souches embryonnaires

-les cellules souches feetales, parmi lesquelles on peut distinguer des cellules souches
somatiques et des cellules germinales

-les cellules souches adultes
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crétes gonadiques

cordon ombilical Cellules

souches
= ¥ foetales

&
i M
| el iquide
|amniotique

Figure I-4 : Source d’obtention des cellules souches
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I_\."I.
% Embryon/Foetus

o

&)

Blastocyste

Cellules souches

embryonnaires
l',!l' R
o B ‘r.'ﬁ':r. : Cellules souches
e adultes

Des cellules souches ont été mises en évidence aux différents stades du développement humain.
(a) Au stade embryonnaire (blastocyste) : on les appelle cellules souches embryonnaires (ou cellules ES).
(b) Au stade feetal. 11 existe 4 types de cellules souches :
-les cellules souches feetales multipotentes extraites directement des différents tissus feetaux
-les cellules souches germinales dérivant des cellules reproductrices primitives du feetus (crétes

gonadiques)

-les cellules souches provenant du cordon ombilical

-les cellules souches provenant du liquide amniotique
(c) Au stade adulte. Des cellules souches adultes ont été identifiées dans un grand nombre de tissus de
I’organisme (peau, muscle, pancréas, foie, systéme nerveux central...)

(D’aprés D’ Amour and Gage, 2000)

1. Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires, également appelées embryonic stem cells (ou cellules

ES), sont extraites de la masse interne du blastocyste, une structure de 16 a 40 cellules issues

des divisions de 1’ovocyte fécondé (Figure I-5). A ce stade du développement embryonnaire,

chaque cellule est pluripotente* : elle peut donc se différencier en des cellules spécialisées

correspondant a tous les tissus de I’organisme (cceur, sang, muscle...) ainsi qu’en cellules

germinales (Thomson et al., 1998).
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— T

Masse inteme ———

R -
o o
Cavite | — :Et — @

Trophoblaste — Cellules souches
pluripatentes

Masse cellulgire interne

Blastiocyste

Figure I-5 : Les cellules ES proviennent de la masse interne du blastocyste.

Le blastocyste est une structure obtenue apres 5 jours de division post-fécondation. Il est composé de
2 parties : la masse interne (ou embryoblaste) qui permettra la formation de I’embryon et le
trophoblaste qui avec les cellules de 1’utérus constituera le placenta. Les cellules pluripotentes de la
masse interne sont disséquées et mises en culture afin d’obtenir des cellules souches embryonnaires
in vitro.

2. Cellules souches feetales

Les cellules souches feetales sont isolées a partir de tissus foetaux a un stade beaucoup plus
tardif que le stade de blastocyste embryonnaire. Elles sont le plus souvent issues de feetus
obtenus apres Interruption Volontaire de Grossesse (IVG). En France, 1’avortement est
autorisé par la loi Veil depuis le 17 janvier 1975 et en 2001, le délai au dela duquel il n’est
plus possible de pratiquer une IVG a été porté de 10 a 12 semaines de développement. Les
cellules qui dérivent de ces prélevements, sont donc généralement agées de 5 a 12 semaines
embryonnaires. Chez I’Homme, dans la nomenclature conventionnelle, le zygote en
développement est appelé embryon jusqu’a 8 semaines et feetus au-dela de cette limite. Les
cellules extraites de ces tissus doivent logiquement suivre une nomenclature similaire.
Cependant, par souci de clarté, I’ensemble des cellules agées de plus de 5 semaines porte,

dans ce manuscrit, le nom de cellules souches feetales. Parmi elles, on peut distinguer:

* les cellules souches tissulaires

Extraites des tissus partiellement différenciés du feetus en développement, ces cellules ont la
particularité d’étre déja orientées vers une catégorie tissulaire spécifique : ce sont des cellules
multipotentes®. Parmi elles, on rencontre notamment les cellules souches nerveuses foetales
extraites des vésicules télencéphaliques : ces cellules font 1’objet d’une description détaillée
dans la deuxieme partie de cette introduction intitulée « Cellules souches nerveuses feetales

humaines et Thérapie cellulaire du systeme nerveux central ».
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* les cellules souches germinales

Les cellules souches germinales ou embryonic germ cells (cellules EG) sont obtenues a partir
des cellules reproductrices (dites cellules germinales™®) primitives (PGCs) de feetus. Les crétes
gonadiques™® peuvent étre isolées des tissus feetaux agés de 5 a 12 semaines et les PGCs

nullipotentes® qui résultent de leur dissociation sont alors mises en culture (Figure 1-6).

Foetus Figure 1-6 : Les cellules souches germinales sont
extraites des crétes gonadiques de foetus agés de 5
a 12 semaines embryonnaires.

Gamdtes
Les cellules germinales primordiales (PGC)
PGCs méiose e colonisent la créte génitale a partir de la cinquiéme
00, ® '__‘__,-—) semaine du développement embryonnaire. A ce
¢ ) i vivo —-e stade, ce sont des cellules indifférenciées. Leur
spécialisation en cellules reproductrices (gamétes)
males ou femelles ne débute qu’a la septieéme
semaine chez les feetus humains de sexe masculin
b st et a la huitiéme semaine chez les feetus humains de
sexe féminin. Ces PGCs peuvent donc étre isolés et
LY @ Mis en culture pour donner naissance aux cellules
Cellules embryonnaires ..'gi souches germinales pluripotentes.
germinales

(D’apres Turnpenny et al, 2005)

En présence des facteurs appropriés (bFGF, forskoline ou LIF) et sur une couche nourriciére
de fibroblastes embryonnaires, ces PGCs vont dériver et devenir des cellules souches
germinales pluripotentes (Shamblott et al., 1998; Turnpenny et al., 2003). A la différence
des cellules souches extraites des autres tissus feetaux, ces cellules EG peuvent, en effet,

donner naissance a 1’ensemble des cellules émanant des 3 feuillets embryonnaires™.

* les cellules du cordon ombilical

Pendant la grossesse, la majeure partie des cellules souches hématopoiétiques se retrouve
dans la circulation et par conséquent dans le cordon ombilical et le placenta. C’est seulement
apres 1’accouchement qu’elles vont migrer au niveau de la moelle osseuse. Par conséquent,
une partie de ces cellules persiste dans le sang du cordon ombilical et constitue ainsi une
source de cellules souches multipotentes aisément accessible (Broxmeyer et al., 1992;

Piacibello et al., 1998).

* les cellules du liquide amniotique

Le liquide amniotique contient un grand nombre de cellules provenant du feetus en

développement (Polgar et al., 1989; Priest et al., 1978). Au sein de cette population
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hétérogene, certaines cellules feetales ont la propriété de donner naissance a des cellules
différenciées appartenant a des lignages aussi variés que le lignage musculaire, le lignage
osseux ou le lignage neuronal (In 't Anker et al., 2003; Prusa et al., 2004; Tsai et al., 2004).
Une étude récente a confirmé la pluripotentialité des cellules souches du liquide amniotique,

ouvrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques ((De Coppi et al., 2007); Annexe #1).

3. Cellules souches adultes

La plupart voire tous les tissus de 1’organisme sont renouvelés pendant la vie (homéostase).
Les études menées afin de comprendre les mécanismes favorisant cette régénération des
cellules vieillissantes ou lésées, ont révélé la présence de cellules souches au sein des tissus
adultes et ce de manicre beaucoup plus étendue que ce qui était initialement pressenti (Figure

7).
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Figure I-7 : Exemples de niches de cellules souches adultes

Chez I’adulte, les cellules souches se regroupent dans des zones précises d’un tissu donné. Elles constituent
ainsi des niches caractéristiques des cellules qu’elles contiennent. De telles niches ont ét€¢ mises en évidence
au niveau de :

(A) L’épiderme, dans la couche basale.

(B) Durenflement des follicules pileux

(C) De I'intestin (cellules de crypte)

(D) De la zone sous-ventriculaire du systéme nerveux central

(E) De la moelle osseuse du systeme hématopoiétique

Abbréviations : V, zone ventriculaire ; E, cellules épendymaires ; SVC, zone sous-ventriculaire ; HSC,
cellules souches hématopoiétiques ; A, adipocytes ; M, mégacaryocyte ; T-L, lymphocyte T ; B-L,
lymphocyte B ; B, basophile ; E, éosinophile ; N, neutrophile ; Er, érythrocytes ; S, cellules
stromales ; V, veine ; Art, artére.

(D’aprés Fuchs and Segre, 2000)
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Jusqu’a présent, chez ’homme, des cellules souches nerveuses (Eriksson et al., 1998;
Kirschenbaum et al., 1994), hématopoiétiques (Kuznetsov et al., 2001; Morrison et al.,
1995), épidermiques (Rochat et al., 1994), intestinales (Potten and Loeffler, 1990; Potten
and Morris, 1988; Slack, 2000), osseuses (Owen, 1988; Pittenger et al., 1999), musculaires
(Cossu et al., 1985; Mouly et al., 1993), pancréatiques et hépatobiliaires (Sell, 1990;

Thorgeirsson, 1993) ont déja pu étre identifiées.

4. Précurseurs

Ne pouvant pas étre considérés comme des cellules souches au sens strict du terme, il
convient néanmoins de mentionner les cellules progénitrices ou précurseurs. Elles sont
issues de la division asymétrique des cellules souches (Figure I-1) et ont déja acquis un
certain degré de spécialisation : leur potentiel de prolifération et de différenciation est donc
moins important que celui des cellules souches. Cependant, elles vont encore subir un certain
nombre de divisions avant de se différencier définitivement (modifications génétiques et
épigénétiques®) en cellules spécialisées. Ces intermédiaires sont physiologiquement
fonctionnels et peuvent dans certains cas, étre utilisés pour pallier un déficit transitoire d’un
organe ou d’un tissu. Les cellules musculaires (dites satellites), les cellules hématopoiétiques,

les hépatocytes foetaux ou certains neuroblastes appartiennent a cette catégorie.

Les cellules souches apparaissent de plus en plus comme « ’outil du futur» pour le
traitement d’un grand nombre de maladies. Leurs propriétés offrent de nouveaux espoirs,
aussi bien en thérapie cellulaire pour remplacer les cellules 1ésées de 1’organisme, qu’en
thérapie génique ex vivo pour exprimer des molécules d’intérét a un site donné.

En particulier, les promesses apportées par les cellules souches nerveuses dans les
applications thérapeutiques ((Dunnett and Bjorklund, 1999)), associées a I’attrait scientifique
inhérent aux cellules multipotentes (Le Belle and Svendsen, 2002; Ostenfeld and Svendsen,
2003), ont fait des cellules souches nerveuses foetales le coeur de I’intérét croissant porté aux

cellules souches.
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II. Cellules souches nerveuses fceetales humaines et Thérapie
cellulaire du systéme nerveux central

La thérapie cellulaire consiste a réparer un organe ou un tissu 1ésé en y implantant des
cellules capables de pallier partiellement ou totalement le dysfonctionnement. Cette stratégie
est une alternative aux greffes d’organe et est directement liée aux avancées touchant les
cellules souches. Ainsi, dés les années 70, les cellules souches hématopoiétiques permettaient

de traiter, chez I’homme, des affections du sang telles que les leucémies.

Systéme nerveux

Foaann T
Systéme nerveux périphérique Systéme nerveux central
Systéme nerveux Systéme nerveux Cerveau Moelle épiniere
autonome somatique (sensitif)

/\1

Systéme nerveux  Systéme nerveux

sympathique  parasympathique

~

Prosencéphale

{cerveau antérieur)

Télencéphale

Cortex Thalamus Pont Bulbe rachidien
Ventricules Hypothalamus Cervelet
Ganglions de la base Epithalamus
Hippocampe

Figure I-8 : Structure du systéme nerveux

Aujourd’hui, ces transplantations se sont largement développées aux autres tissus et un
certain nombre a déja fait ses preuves en usage clinique : greffe de cellules de peau pour le
traitement des grands brllés (Berthod and Damour, 1997), greffe de cellules neuronales
d’origine feetale dans le cas de la maladie de Parkinson (Lindvall et al., 1989) ou dans le cas
de la maladie de Huntington (Bachoud-Levi et al., 2000), greffe d’1lots de Langerhans* chez
un patient diabétique (Shapiro et al., 2000), greffe de cellules souches musculaires chez un
patient insuffisant cardiaque (Menasche et al., 2001)... Les résultats obtenus récemment dans

les mod¢les animaux laissent encore présager un ¢largissement du champ thérapeutique. Les
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perspectives les plus prometteuses concernent notamment le systéme nerveux central (SNC ;
Figure 1-8), en particulier pour les lésions de la moelle épiniere et les maladies
neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, maladie de Huntington, sclérose en plaque,

épilepsie...).

Connaitre les cellules souches les plus adaptées au traitement des pathologies et savoir
cultiver, amplifier, différencier et greffer ces cellules est donc devenu une étape indispensable

pour accentuer 1’essor avéré de la médecine régénératrice.

A. Atouts des cellules souches nerveuses feetales

Les différentes catégories de cellules souches connues a ce jour et énumérées dans la partie
« Source d’obtention des cellules souches » présentent chacune des propriétés originales et
caractéristiques qui font d’elles des cellules candidates plus ou moins appropriées pour le

traitement des 1ésions du SNC et des maladies neurodégénératives.

Les cellules ES proliférent de manicre intensive et ont la capacité d’engendrer des cellules
dérivant des trois feuillets embryonnaires® primitifs (Itskovitz-Eldor et al., 2000; Reubinoff
et al., 2000). Cependant, leur différenciation in vitro désorganisée et variable au sein d’une
méme culture (Itskovitz-Eldor et al., 2000), associée a la formation fréquente de tumeurs lors
de greffes dans le SNC (Molcayni et al., 2007) limitent leurs applications médicales. De plus,
la technologie des cellules ES est nettement moins bien maitrisée chez ’homme qu’elle ne
I’est chez la souris (Amit et al., 2000; Odorico et al., 2001), attendu que des questions
¢thiques fondamentales telles que le clonage thérapeutique ou le probléme des embryons
surnuméraires, sont au centre de débats internationaux qui ralentissent les avancées

potentielles et sont encore loin d’étre résolus.

Les cellules EG sont équivalentes d’un point de vue fonctionnel aux cellules ES (Matsui et
al., 1992), a I’exception de la formation de tératomes*. Cependant, les résultats obtenus avec
ces cellules sont trés variables selon 1’age et I’état du feetus, et leur prolifération a long terme
est compromise par I’instabilité de leur génome (Liu et al., 2004a; Turnpenny et al., 2003).

Leur potentiel en thérapie cellulaire est donc tres restreint.
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Les cellules nerveuses extraites de tissus adultes semblent avoir une plus grande plasticité
cellulaire qu’initialement pressenti (Bjornson et al., 1999; Clarke et al., 2000; Galli et al.,
2000a). Cependant, leur présence dans 1’organisme en faible quantité, leur acces difficile
(stratégie de récolte invasive) (Fuchs and Segre, 2000) et leur amplification incertaine

constituent des obstacles a leur utilisation in vivo.

Comparativement aux autres cellules souches, les cellules nerveuses extraites de tissus
feetaux, ou cellules neuroépithéliales feetales, présentent un certain nombre d’avantages non
négligeables pour le traitement des maladies neurodégénératives. Elles ont la particularité,
comme chez le rongeur, d’étre déja partiellement orientées dans la voie de différenciation
nerveuse (Davis and Temple, 1994; Williams et al., 1991). In vitro, elles peuvent étre
amplifiées, différenciées dans les trois lignages cellulaires principaux du SNC (neurones,
astrocytes et oligodendrocytes) (Buc-Caron, 1995; Carpenter et al., 1999) et transduites avec
différents types de vecteurs* tels que les AAV (Wu et al., 2002), les vecteurs adénoviraux
(Corti et al., 1999; Sabate et al., 1995), rétroviraux (Flax et al., 1998), lentiviraux (Buchet et
al., 2002b; Englund et al., 2000; Tamaki et al., 2002), ou baculoviraux (Sarkis et al., 2000). In
Vvivo, un grand nombre d’expériences ont révélé le potentiel de ces cellules a survivre, migrer
et se différencier aprés greffe chez I’animal (Buchet et al., 2002a; Flax et al., 1998; Fricker et
al., 1999; Sabate et al., 1995). Elles apparaissent désormais comme un moyen efficace de
remplacer des tissus nerveux 1€sés ou de transporter des génes d’intérét dans le SNC. D’autre
part, I’utilisation de cellules feetales humaines est moins soumise a controverse que celle des
cellules ES humaines. Cette « tolérance » émane vraisemblablement du fait que les feetus sont
obtenus apres IVG et qu’ils étaient considérés, encore récemment, comme des déchets post-

opératoires.
Les cellules souches nerveuses feetales humaines apparaissent donc comme 1’outil approprié

pour étudier, anticiper et optimiser le comportement des cellules lors de transplantations dans

le SNC.
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B. Caractéristiques des cellules souches nerveuses fcetales

humaines in vitro et in vivo

1. Mise en culture et amplification

La méthode de mise en culture la plus couramment utilisée consiste a disséquer les vésicules
télencéphaliques foetales et a dissocier les cellules qui les constituent. Les précurseurs
multipotents ainsi isolés sont ensuite amplifiés dans un milieu standard (DMEM/F12) en
présence d’agents mitogénes (en général bFGF, EGF et/ou LIF) qui vont stimuler leur
prolifération et leur maintien a 1’état indifférencié (Buc-Caron, 1995). Les cultures peuvent
étre initiées sur substrat adhérent (Buc-Caron, 1995; Flax et al., 1998; Villa et al., 2000) ou
en suspension sous forme de neurospheres® (Carpenter et al., 1999; Svendsen et al., 1998;
Vescovi et al., 1999). Sur substrat adhérent, les cellules sont en général maintenues dans un
¢tat indifférencié, alors qu’en suspension, les neurosphéres sont composées de types
cellulaires hétérogenes allant des plus immatures (cellules souches) aux plus différenciées

(neurones, astrocytes et oligodendrocytes).

2. Différenciation

La différenciation in vitro des cellules souches nerveuses feetales humaines peut étre induite
par retrait des agents mitogénes du milieu (Carpenter et al., 1999; Vescovi et al., 1999; Villa
et al., 2000), par ajout de sérum (Buc-Caron, 1995), par exposition a des facteurs mimant le
développement nerveux in vivo (différenciation « épigénétique* ») (Figure 1-9) et engageant
la différenciation vers un lignage particulier (Caldwell et al., 2001; Galli et al., 2000b), ou
plus récemment, par surexpression de genes de différenciation (Cao et al., 2006; Liste et al.,
2004). Cette dernicre méthode est de plus en plus développée car elle permet un contréle plus

efficace, plus précis et plus reproductible de la différenciation.
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Introduction
Factenrs solubles Réile dans la biologie des cellules Reéférence
soudhies nerveuses foetales
Facteurs régulateurs
des cellules souches
Bone Morphogenic Protein 4 (EMP4) Différendiation gliale (astrocytes) Finleyet al, 1999
Notchl Différendiation gliale (astrocytes) Tanigaki et al, 2001,
Stidworthy et &, 2004
Lim etal, 2000,
Noggin Devenir neuronal Liem et al, 2000,
Pluchine et al, 2005
. Proliferation et maintien a1 niveau des Seffa‘.‘t etal, 2003,
Sonic Hedgehog (Shih) iche Liem et al, 2000,
e Rowitch et al, 1999
Identité cellulaire et spécification °E“_ :L 003
(neurenale et oligodendrogliale) ai et al, 2003,
Machold et al, 2003
Médiateurs de I'inflamm ation
A Krathwohl and Kaiser, 2004,
CCL3 Prolifération Owens et al. 2005
Reiss et a_ 2002,
CXCL12 Chimiotaxie Imitola et al, 2004,
Kmmbhelz etal, 2006
CX.CL1 Prolifération Krathwohl and Kaiser, 2004,
: Owens et al, 2003
. Aloisi et al, 2000,
Devenir neuronal ; i
Interleukine-1f (IL-15) : . Storch etal, 2001,
(neurones dopaminergiques) Riaz e al, 2004
Interl eukine-6 (IL-6), famille des Aloisi et al, 2000,
cytokines neurofrophiques (LIF, Différenciation gliale (astrocytes) Bamabe-Heider etal, 2003
CNTF, CT-1)
Facteursde croissance
Brain Derived NeurotrophicFactor Survie et differenciation (progéniteurs Ahmed et al, 1995,
(BDNF) MEUFONALE ) Stadelmann et al, 2002
Ciliary Newrotrophic Factor (CNTF) Survie et différenciation (progéniteurs Emsley andHagg 2003,
MEUFONALE ) Albrecht et al, 2003
.. . A . Shingo et al, 2001,
Erythropoiétine Différenciation (précurseurs neuronaux) Wang et d_ 2004
GlialDerived Newrotrophic Factor Survie eF def?renciaﬁm’(nmmms Rourssa and Kriel gstein, 2004,
(GDNF) dopam iner giques et précurseurs Vargas-Leal et al, 2003
MEUFONALE )
. Prolifération (neurones et précurseurs Forsberg-Nilsson et al, 1998,
Platelet-Dx d Growth Facto:
atde “E;EGP;"“ actor dligodendrocytaires) et chimiotaris Kondo and Raff, 2000,
Erandsson et a, 2001
Transforming Growth Factor-f (TGE- Spéaification du devenir cellulaire Kiefer et al. 1996,
B) (neuronal) Galter etal, 1990
Vascular-Endofthelial Growth Factor-a Prolif ération et chimi otaxis Schanzer etal 2004,
(VEGF-u) Zhang et dl, 2003

Figure 1-9 : Exemples de facteurs solubles impliqués dans la biologie des cellules

souches nerveuses.
Abbréviations : CCL/CXCL/CX5C, ligand des chimiokines ; LIF, Leukemia Inhibitory
Factor ; CT-1, Cardiotrophine-1

D’aprés Martino and Pluchino, 2006
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Cellules souches neurales ou cellules neuroépithéliales
Nestine
SOX1/2
PSA-NCAM

/\

Précurseurs gliaux
A2B5

S100B

/\

Astrocytes matures Glie radiaire
GFAP Vimentine
S100B GFAP

S1008
RC1/2

Oligodendrocytes matures
MBP
MOG
MAG
PLP
Gal-C
04
RIP
DM-20
CNP

Figure I-10 : Marqueurs cellulaires des différents lignages du SNC

Abbréviations : PSA-NCAM, Polysialylated-Neural Cell Adhesion Molecule ; 04,
glycolipide ; GD3, GD3, ganglioside ; Ra PDGF, récepteur « du facteur de
croissance dérivé des plaquettes ; NG2, protéoglycane de la chondroitine
sulfate ; CNP, phosphodiestérase des nucléotides cycliques ; MBP, protéine
basique myélinique ; MOG, glycoprotéine des oligodendrocytes myélinisants ;
MAG, glycoprotéine associée a la myéline ; PLP, protéine protéolipidique ;
Gal-C, galactocérébroside ; GFAP, protéine acide fibrillaire gliale.

Le suivi de la différenciation des cellules souches en culture est fondé sur I’expression de
protéines définissant un type cellulaire précis et apportant des informations sur le stade de
développement des cellules. Le phénotype* cellulaire est donc analysé par
immunocytochimie a 1’aide d’anticorps dirigés contre ces différents marqueurs. Par exemple,
I’expression de la protéine de filament intermédiaire™ nestine* caractérise les cellules

souches neuroépithéliales isolées a partir de tissus feetaux (Cattaneo and McKay, 1990). De la

méme maniere, I’expression de la protéine associée aux microtubules de type V (Map5)
(Huber and Matus, 1984b; Ohyu et al., 1997; Riederer et al., 1986) ou de la B-tubuline de

type III (B3tubuline) (Menezes and Luskin, 1994) caractérise le lignage neuronal précoce,

tandis que 1’expression de la protéine associée aux microtubules de type II (Map2) (Huber

and Matus, 1984a) caractérise le lignage neuronal plus mature. L’expression de la protéine
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fibrillaire gliale acide (GFAP*) caractérise le plus souvent le lignage astrocytaire (Eng et al.,
2000; Reske-Nielsen et al., 1987). Enfin, I’expression de gangliosides mis en évidence par
I’anticorps anti-A2BS (Raff et al., 1983) ou de galactolipides mis en évidence par I’anticorps
anti-O4 (Sommer and Schachner, 1981) caractérise majoritairement le lignage

oligodendrocytaire précoce, tandis que 1’expression de I’enzyme CNPase (Sprinkle et al.,

1987) caractérise les oligodendrocytes terminaux. Cette liste de marqueurs n’est évidemment

pas exhaustive (Figure I-10) et un grand nombre de marqueurs font double emploi en
désignant les mémes populations. Cependant, le manque de fiabilit¢ d’un certain nombre de
molécules, qui ne sont pas entierement spécifiques d’un lignage et d’un stade donnés, peut
conduire a une mauvaise interprétation de la caractérisation des cellules et de I’orientation de
leur différenciation (Hayman et al., 2006). Il est donc indispensable de rester prudent dans

I’analyse des résultats.

Les populations nerveuses en culture primaire qui sont capables d’engendrer a la fois des
neurones et des cellules gliales aprés de longues périodes in vitro ont également été explorées

en tant que source potentielle de tissu nerveux pour les transplantations dans le SNC.

3. Greffes de cellules souches nerveuses feetales humaines

Des greffes de cellules souches nerveuses feetales humaines ont été réalisées dans le cerveau
sain de rongeur (rat et/ou souris) au stade embryonnaire (Brustle et al., 1998), post-natal
(Englund et al., 2002; Flax et al., 1998; Rosser et al., 2000) et adulte (Buchet et al., 2002a;
Fricker et al., 1999). Quel que soit le stade de développement, les cellules migrent a travers
I’ensemble du cerveau, s’intégrent sans perturber I’organisation cellulaire et se différencient
en fonction de leur site d’intégration. Chez 1’adulte, les cellules acqui¢rent un phénotype
préférentiellement neuronal dans les zones de neurogenése™ et préférentiellement astrocytaire
dans les zones non neurogéniques (Fricker et al., 1999). Ainsi, les cellules souches nerveuses
feetales humaines présentent les caractéristiques nécessaires pour mener a bien une stratégie
de greffe efficace, a savoir une survie a long-terme et une intégration au sein des tissus de
I’hote.

L’étape suivante, consistant a évaluer leur capacité a remplacer des cellules endommagées, se
place dans une perspective de médecine régénérative. Ainsi, des transplantations de cellules
souches nerveuses feetales humaines dans le SNC 1ésé de rongeur ou de primate non humain
ont montré des améliorations significatives dans des modeles de maladies telles que I’attaque

vasculaire cérébrale (Chu et al., 2004c; Kelly et al., 2004; Roitberg et al., 2006), la maladie
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de Parkinson (Liker et al., 2003; Rafuse et al., 2005; Svendsen et al., 1996), la maladie de
Huntington (Armstrong et al., 2000; Lee et al., 2005; McBride et al., 2004), les 1ésions de la
moelle épiniére (Cummings et al., 2005; Iwanami et al., 2005; Tarasenko et al., 2007) ou
I’épilepsie (Chu et al., 2004b). Globalement, les cellules survivent de fagon prolongée,
migrent spécifiquement en direction des régions ciblées par la lésion, se différencient et
¢tablissent des connexions permettant une récupération fonctionnelle partielle (Figure I-11).
Ces résultats encourageants sont 1’étape initiale conduisant a de potentielles applications

cliniques futures. Cependant, ils doivent étre nuanceés.

Intrégation’ .
R ent Scupé
Maladie Modéle animal emplans Etatii;s:mem Eecupération Référence
lésées .
connections
Occlusion de
Attaque Vasculaire Cérébrale Iartere cérébrale + + Non testée Kely etal, 2004
meédiane
Maladie de Parkinson Induite parle MPTP - Non testé Non testée Liker et al. 2003
- - Induite par la + - S
Maladie de Parkinzon 6.OHDA Non testé Am élioration Svendsenet a, 1997
. - Induite par la _ + jorati
Maladie de Parkinson 6.OHDA Am élioration Rafuse et al, 2003
Mdadie de Huntington M&mﬁde + + Amdioration | McBride et al, 2004
L ésion de la moelle épiniére Contuson + Non testé Amélioration | Cummings etal 2003
L ésion de la moelle épiniére Contugon + Non testé Am élioration Hofstetter et al, 2003
Induite par injection
Epilepsie de chlorure de + Non testé Am élioration Chuet al, 2004
lithium et de
pilocarpine

Figure I-11 : Etudes de transplantation de cellules souches nerveuses feetales dans des modeles de 1ésion du
SNC

Abbréviations : MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine ; 6-OHDA, 6-hydroxydopamine.

D’aprés Martino et Pluchino, 2006

Un grand nombre de paramétres semblent influencer la survie, la migration et/ou la
différenciation des cellules lors des transplantations. Parmi ces paramétres, on peut citer 1’age
du feetus, la nature et la durée d’exposition des cellules aux agents mitogenes, la durée
d’amplification in vitro (Zietlow et al., 2005), le statut des cellules greffées (dissociées ou en
neurosphéres), le nombre de cellules utilisées pour la greffe, le site d’injection
(’environnement joue un rdle primordial), le modele expérimental considéré, le délai entre
I’initiation de la 1ésion et la greffe... Cette liste n’est pas exhaustive mais, au sein de celle-ci,
I’hétérogénéité cellulaire apparait clairement comme ['une des causes principales de

variabilité.
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Dans la majorité des travaux cités ci-dessus, les cellules utilisées sont des cultures primaires
de cerveau feetal humain amplifiées in vitro pendant un temps plus ou moins long et greffées
sans modifications préalables. Les populations sont donc constituées d’un mélange
hétérogene et variable de cellules immatures, de cellules partiellement engagées dans une
voie de différenciation et de cellules matures de lignages différents et/ou de sous-types
cellulaires différents. Cet ensemble hétéroclite répond de maniére inégale aux signaux
environnementaux du SNC lors des transplantations. Non seulement la discrimination de
I’effet de tel ou tel type cellulaire comparativement a tel autre est impossible, mais la
reproductibilité de I’expérience est également compromise. L’utilisation clinique potentielle
des cellules nécessite donc une standardisation des protocoles, ¢’est-a-dire la mise au point de

méthodes systématiques pour enrichir les populations en un type cellulaire d’intérét.

Homogénéiser les cellules a greffer permet, dans certains cas, de réduire la variabilité, mais
aussi et surtout de controler plus précisément le phénotype terminal des cellules transplantées
et d’obtenir un nombre significatif de cellules fonctionnelles. Des travaux ont en effet
démontré que les cellules prédifférenciées répondaient de manicre plus efficace que les
cellules neuroépithéliales immatures lors de transplantations (Lepore et al., 2004). D’autre
part, les cellules restreintes a un lignage particulier survivent mieux, migrent de fagon
sélective, s’intégrent activement dans le SNC et limitent les effets délétéres (tels que le
sprouting ou I’allodynie) liés a I’intégration superflue de cellules des autres lignages
(Andressen et al., 2001; Han et al., 2002; Hofstetter et al., 2005; Muramatsu et al., 2005;
Windrem et al., 2004). Chacune de ces études recourt a des procédés différents et ne poursuit
pas non plus le méme objectif. Par exemple, Windrem cherche a sélectionner certaines
cellules en particulier, les cellules A2B5+ (Windrem et al., 2004), alors que Hofstetter
s’applique a éliminer un sous-type indésirable, les cellules astrocytaires (Hofstetter et al.,
2005). Pourtant, les résultats obtenus s’accordent pour conclure que des transplantations de
populations homogenes conduisent a une meilleure efficacité thérapeutique.

Ainsi, mettre en place des systémes simples et efficaces pour se procurer les phénotypes
cellulaires désirés et systématiser leur obtention a partir des cellules souches et progénitrices
nerveuses foetales en culture s’aveére désormais nécessaire. Une telle recherche a donc fait

I’objet de mon travail de thése au sein du LGN.
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III.Homogénéisation des populations cellulaires

Au cours de ma thése, deux stratégies ont €ét¢ envisagées afin d’homogénéiser les populations
de cellules souches et progénitrices nerveuses feetales a greffer. La premicre méthode
consiste a orienter la différenciation des cellules vers un lignage voire un sous-type cellulaire
donné par surexpression de génes de développement impliqués dans le devenir neuronal
versus glial des progéniteurs nerveux. La deuxiéme méthode cherche a sélectionner les
cellules d’un lignage précis par expression de protéines rapportrices sous le controle de
promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC. Chacune de ces stratégies est fondée

sur 1’utilisation de vecteurs lentiviraux.

A.Orientation de la différenciation des cellules souches en

culture

1. Justification de la stratégie

Au cours du développement du systéme nerveux central de mammifere, les progéniteurs
multipotents produisent les cellules des trois lignages principaux —neurones, astrocytes et
oligodendrocytes- a des temps et dans des endroits spécifiques (Temple, 2001). En général, la
différenciation neuronale a lieu a des stades embryonnaires précoces (les marqueurs
neuronaux sont détectés chez la souris a partir de E12 et affichent un pic a E15) alors que les
deux autres lignages apparaissent plus tardivement (les marqueurs astrocytaires sont exprimeés
a partir de E16 et les oligodendrocytes matures émergent au stade post-natal). La
détermination du devenir cellulaire a donc été décrite comme un choix binaire « neurone
versus glie ». Dans notre stratégie d’orientation de la différenciation des progéniteurs nerveux
feetaux humains, I’étape critique réside, dés lors, dans la décision d’engendrer des cellules

neuronales par opposition a des cellules gliales.

Des systémes fondés sur des modéeles développementaux ont récemment été élaborés pour
orienter le devenir des cellules. Un certain nombre de protocoles a été établi in vitro pour
engendrer des précurseurs neuronaux plutdt que gliaux et inversement, a partir de cellules ES
principalement (Brustle et al., 1999; Li et al., 1998; Mujtaba et al., 1999; Okabe et al., 1996),

mais également a partir de cellules souches neuroépithéliales (Johe et al., 1996; Kalyani et al.,
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1998; Mayer-Proschel et al., 1997). En outre, la différenciation in vitro de ces différentes
classes de cellules a pu étre poussée jusqu’au phénotype terminal. Ainsi, les cellules ES ont

¢té spécialisées en neurones dopaminergiques (Lee et al., 2000), en neurones

sérotoninergiques (Kim et al.,, 2002), en motoneurones (Wichterle et al., 2002) ou en

neurones GABAergiques (Barberi et al., 2003), tandis que les cellules neuroépithéliales ont

surtout produits des neurones dopaminergiques (Riaz et al., 2004; Storch et al., 2001) et des

oligodendrodytes (Danesin et al., 2006). Les conditions permettant d’enrichir ces cultures en

un sous-type neuronal précis ont été essentiellement choisies sur la base d’une exposition
séquentielle a des signaux épigénétiques™ (facteurs solubles tels que 1’acide rétinoique, Shh,
BDNF, GDNF, IL-1, LIF...), qui miment le développement nerveux in vivo (Figure I-8). Ces
protocoles de différenciation sont efficaces mais relativement lourds et fastidieux a mettre a
place. Une autre technique permettant de contourner ces inconvénients consiste a amorcer la

différenciation en surexprimant in vitro des génes du développement.

Des cellules d’origines variées ont déja permis d’expérimenter ce procédé. Par exemple, des
précurseurs nerveux dérivant de la surexpression du géne Nurrl* dans des cellules ES de
souris sont positifs pour la tyrosine hydroxylase (Kim et al., 2007; Kim et al., 2003a; Kim et
al., 2003b). De méme, des cultures de cellules souches nerveuses de rat ou de souris adultes
transduites avec un vecteur rétroviral exprimant le géne Ngn2, empruntent a 90% une voie
neuronale (Falk et al., 2002; Hofstetter et al., 2005). Ou encore la transduction d’une lignée
de cellules souches nerveuses de souris avec un vecteur rétroviral surexprimant le géne Ngnl
conduit a I’apparition d’un phénotype GABAergique majoritaire (Muramatsu et al., 2005).
Enfin, la surexpression du gene Bcl-X. dans des cellules souches nerveuses feetales humaines
induit la formation de neurones dopaminergiques (Liste et al., 2004). Cette nouvelle stratégie
apporte des résultats intéressants et a motivé notre choix de tester et de comparer les effets,
sur la différenciation des cellules souches nerveuses feetales humaines en culture, de
différents génes du développement connus pour jouer un rdle dans la spécialisation

neuronale : les génes proneuraux (Nieto et al., 2001).
2. Orientation de la différenciation : les génes proneuraux

a) Historique
Les premicres études relatives aux génes proneuraux remontent a la deuxiéme moitié du XXe

siecle. A la fin des années 70, un groupe de genes impliqué dans la régulation des premiéres
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étapes du développement nerveux a été identifi¢ chez la drosophile (Garcia-Bellido, 1979).
L’analyse moléculaire a permis d’isoler 4 génes différents, achaete (ac), scute (sc), lethal of
scute (Isc) et asense (ase) (Gonzalez et al., 1989; Villares and Cabrera, 1987) et a révélé une
structure commune, un domaine « basic Helix-Loop-Helix » (bHLH ou hélice-boucle-hélice
basique), pour I’ensemble de ces génes (Murre et al., 1989). Le géne atonal (ato) s’est ajouté
plus tardivement a cette liste (Jarman et al., 1993).
Sur la base de la conservation de séquences entre les especes (Figure I-12), des genes
homologues ont ensuite été découverts chez les vertébrés puis clonés (Guillemot, 1999; Lee,
1997). Parmi ces genes, on peut citer en particulier :
e le géne de la protéine Neurogénine 1 (ou Ngnl ou Neurogl ou Neurogenic
Differentiation Factor 3 ou NeuroD3 ou Math4C) identifié¢ pour la premiere
fois chez les vertébrés (homme et souris) en 1996 (Ma et al., 1996;
McCormick et al., 1996).
e le geéne de la protéine Neurogénine 2 (ou Ngn2 ou Neurog2 ou Math4A ou
Atoh4) identifié pour la premiere fois chez les vertébrés en 1996 (Gradwohl et
al., 1996).
e le gene de la protéine Neurogénine 3 (ou Ngn3 ou Relax ou Math4B ou Atoh5)
identifié pour la premiére fois chez les vertébrés (souris) en 1996 (Gradwohl et
al., 1996; Sommer et al., 1996). En parall¢le, une équipe de notre laboratoire a
isolé le géne équivalent chez le rat en 1997 (Ravassard et al., 1997).
e le geéne de la protéine Ashl (ou Achaete-Scute complex Homolog-like 1 ou
Ascll) cloné pour la premiere fois chez les mammifeéres (rat) en 1990
(Johnson et al., 1990). Le gene de souris a été identifi¢ en 1991 (Lo et al.,
1991) et le géne humain en 1993 (Ball et al., 1993). Le géne ashl est présent
dans toutes les espéces analysées et porte un nom correspondant pour chacune
d’entre elles (mashl chez la souris, hashl chez I’homme, cashl chez le poulet

et xashl chez le xénope).
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Figure I-12 : Comparaison des facteurs proneuraux humains et de souris
(A) Localisation chromosomique

Le géne Ngnl (cadre rouge) est localisé sur le chromosome 5 chez I’homme et sur le chromosome 13 chez la
souris.

Le géne Ngn2 (cadre bleu) est localisé sur le chromosome 4 chez ’homme et sur le chromosome 3 chez la
souris.

Le géne Ngn3 (cadre violet) est localisé sur le chromosome 10 chez ’homme et chez la souris.

Le géne Ashl (cadre jaune) est localisé sur le chromosome 12 chez I’homme et sur le chromosome 10 chez
la souris.

(B) Comparaison des séquences protéiques humaines et de souris par alignement multiple

La séquence protéique correspondant au géne Ngnl comporte 237 acides aminés chez I’homme et 244 acides
aminés chez la souris.

La séquence protéique correspondant au géne Ngn2 comporte 272 acides aminés chez I’homme et 263 acides
aminés chez la souris.

La séquence protéique correspondant au géne Ngn3 comporte 214 acides aminés chez I’homme et chez la
souris.

La séquence protéique correspondant au géne Ashl comporte 236 acides aminés chez ’homme et 231 acides
aminés chez la souris
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Une classification a pu étre établie en comparant les analogies et les différences au niveau de
la séquence protéique du motif bHLH (Figure I-13 B). Les différents génes sont ainsi
regroupés en familles distinctes, telles que la famille Neurogénine (Ngn), la famille NeuroD
ou la famille Olig (Figure I-13 A) (Lee, 1997; Lu et al., 2000; Zhou et al., 2000). Les
membres d’une méme famille partagent des propriétés biochimiques qui les distinguent des

autres geénes proneuraux a domaine bHLH.
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Des ¢études ultérieures menées sur les génes homologues de différentes especes de vertébrés
ont révélé un maintien non seulement des aspects structuraux mais également des aspects
fonctionnels au cours de 1’évolution. Pour un geéne donné, la majorité des éléments de
régulation sont conservés d’une espece a 1’autre parmi les vertébrés (Blader et al., 2004).
Ceci indique qu’un geéne proneural de souris, par exemple, peut fonctionner de fagon
identique dans des organismes aussi différents qu’une souris, un rat, un poisson zé¢bre, un

poulet, un singe ou un homme.

b) Structure et propriétés biochimiques des génes proneuraux

Les protéines proneurales présentent les caractéristiques communes a I’ensemble des
protéines comportant un motif bHLH (Murre et al., 1989). Ce motif structural est

classiquement rencontré dans la séquence protéique de molécules (facteurs de transcription®)

39



Introduction Enrichissement des populations cellulaires

se liant a I’ADN sous forme dimérique* (Figure I-14 B). Cette structure se définit par deux
hélices o amphipathiques (c’est-a-dire présentant des groupements chargés sur une face et
neutres sur la face opposée) séparées par une boucle polypeptidique non structurée.
L’assemblage en dimére s’effectue grace a des interactions entre hélices amphipathiques de
monomeres distincts. Enfin, un domaine basique, situé du c6té N-terminal de chacun des

monomeres, permet I’interaction de cette structure avec I’ADN (Figure [-14 A).

A

Ny Mnmane basal

/-\\
&
RSies 1 Helice 2

boucle

E-box {CANNTG)

% Proté ne E

Proléine pror eurale

ADM
(s P
| ’
; J— - $..- -~ /
. . y ST S
hétéradimeére A4 0% HlYTA
. i 'I?“‘!‘l,
Y 2 =
Y., Hike1l

Figure I-14 : Motif structural bHLH responsable de la liaison des protéines proneurales a I’ADN

(A) Le motif bHLH comporte 2 hélices a. amphipathiques séparées par une boucle polypeptidique non
structurée. Le domaine basique situé en N-terminal permet I’interaction avec I’ADN.

(B) Deux chaines protéiques différentes (protéine proneurale et protéine E) s’associent par
I’intermédiaire d’interactions entre les hélices o pour former un hétérodimére. Des séquences d’acides
aminés basiques situées en N-terminal de chaque monomére assurent la liaison a I’ADN au niveau de la
séquence consensus CANNTG (E-box).

Dans le cas des protéines proneurales, la liaison a I’ADN s’effectue spécifiquement au niveau
d’une séquence de 6 nucléotides CANNTG appelée la boite E (ou « E box ») (Chien et al.,
1996). D’autre part, cette fixation ne peut avoir lieu qu’a la condition que les complexes
formés soient des hétérodiméres. Pour jouer leur rdle de facteurs de transcription, les
protéines proneurales vont donc s’associer a des protéines a domaine bHLH ubiquitaires™, les
protéines E (Johnson et al., 1992; Massari and Murre, 2000), qui fonctionnent comme

activateurs (Figure I-14 B). Chez les mammifeéres, ces protéines E peuvent étre codées par 3
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genes différents : E2A (qui va ensuite donner E12 et E47), HEB et E2-2 (Ellenberger et al.,
1994).

Un certain nombre de molécules peuvent interférer avec I’activité des génes proneuraux par
I’intermédiaire de ces protéines E. Les facteurs d’inhibition de la différenciation ou protéines
Id agissent en tant que répresseurs passifs. La présence d’un domaine HLH dans leur
séquence leur confére une grande affinité pour les protéines E mais I’absence de domaine
basique empéche leur liaison a ’ADN. Ainsi, ils entrent en compétition avec les protéines
proneurales et séquestrent les protéines E en formant des hétérodimeres qui ne peuvent pas se
fixer a ’ADN (Yokota, 2001).

Les protéines de vertébrés Hes, Her et Esr constituent une autre famille d’inhibiteurs des
genes proneuraux (Kageyama and Nakanishi, 1997). En se fixant a I’ADN, elles empéchent
les protéines proneurales de se fixer sur la boite E et agissent ainsi comme des répresseurs
classiques et directs de la transcription (Van Doren et al., 1994), mais elles peuvent
¢galement inhiber de maniére indirecte I’activité proneurale en interférant avec la formation

du complexe « protéine proneurale - protéine E » (Davis and Turner, 2001).

¢) Role particulier des génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mash1l

Dans le contexte du développement de I’ectoderme (qui donne naissance au systéme nerveux)
(Figure I-3), les geénes proneuraux constituent des éléments nécessaires et suffisants a
I’apparition de progéniteurs engagés dans la voie de différenciation neuronale (Jan and Jan,
1994; Jimenez and Modolell, 1993). D’une maniere générale, ils permettent d’amorcer la
formation des lignages neuronaux, c’est-a-dire la neurogenése*. Leur action passe non
seulement par le choix du devenir neuronal versus glial, mais également par la régulation de
I’identité du sous-type neuronal formé a partir des progéniteurs nerveux.

Dans une stratégie d’orientation de la différenciation des cellules souches nerveuses feetales
humaines en culture, 1’utilisation de génes présentant de telles propriétés revét tout son intérét.
Quatre de ces genes se distinguent de maniere singuliére en tant que candidats potentiels a la
surexpression. Les génes Neurogénines (1, 2 et 3) et Mashl s’averent, en effet, étre des

acteurs majeurs de la neurogenése* et ont inévitablement attiré notre attention.

(1) Patrons d’expression

Les patrons d’expression des génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl, observés chez la souris,

suggerent que ces genes sont nécessaires dans différentes régions et a différents stades du
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développement embryonnaire du systéme nerveux périphérique (SNP) et du systéme nerveux

central (SNC).

(i) Localisation spatiale chez la souris
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*Dans le systeme nerveux périphérique (SNP), ’expression des genes Ngn est restreinte

aux ganglions rachidiens sensitifs (ou Dorsal Root sensory Ganglia ou DRG) (Figures I-15 A

et B) (Ma et al., 1996; Sommer et al., 1996), alors qu’a I’inverse, 1’expression de Mash1 se
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limite aux ganglions sympathiques, parasympathiques ou entériques du systéme nerveux
autonome (Figure [-15 C) (Lo et al., 1991).

Notons qu’au niveau périphérique, le gene Ngn3 est principalement exprimé dans les
précurseurs des cellules insulaires du pancréas (Ravassard et al., 1997; Sommer et al., 1996)

(Figure I-15 E).

* Dans la moelle épiniére, les génes Ngnl et Ngn2 sont trés fortement exprimés dans la zone

ventriculaire (ZV) du tube neural au niveau de deux zones bien distinctes (Figures I-15 A et
B) : la premicre constitue une bande adjacente au toit du tube neural dorsal et la seconde est
une région assez vaste du tube neural ventral (Sommer et al., 1996). Le domaine d’expression
de Ngn2 au niveau du tube neural dorsal s’étend plus largement que celui de Ngnl.

Le geéne Ngn3 est exprimé dans une région treés restreinte de la moelle épiniere située dans le
tube neural ventral, juste a la limite du plancher (Sommer et al., 1996) (Figure I-15 D). Un
second domaine dorsal montre une expression plus faible de Ngn3. Ce domaine se superpose
avec ceux de Ngnl et Ngn2.

Le gene Mashl est exprimé dans la zone ventriculaire au niveau d’un territoire localisé entre
les deux domaines d’expression des genes Ngn 1 et 2 (Figure I-15 C), c’est-a-dire dans une
région majoritairement dorsale (Sommer et al., 1996). L’expression combinée de Mashl et

des Ngn recouvre donc I’essentiel de la zone ventriculaire de la moelle épinicre.

* Au cours du développement, les quatre facteurs bHLH, Ngnl, 2, 3 et Mashl, sont exprimés
au niveau du cerveau antérieur (Guillemot and Joyner, 1993; Lo et al., 1991; Sommer et al.,

1996) (Figures I-15 F-O).

Dans le télencéphale, leur expression est localisée dans la zone ventriculaire, ou les
progéniteurs commencent leur différenciation. De facon intéressante, les genes Ngn sont
exprimés au niveau du télencéphale dorsal qui donne naissance au cortex (Figures I-15 I et J),
alors que le géne Mash1 est principalement exprimé dans le télencéphale ventral (Figure I-15
K) a partir duquel sont formés les ganglions de la base (Ma et al., 1997). Au niveau du
neuroépithélium cortical, Ngnl et 2 sont exprimées dans des régions identiques mais
’intensité d’expression de Ngnl est trés inférieure a celle de Ngn2.

Dans les autres régions du cerveau antérieur telles que I’épithélium olfactif (Figures I-15 E, F
et G) ou le diencéphale (Figures I-15 I-O) (Ma et al., 1996), I’expression des genes
proneuraux présente ¢galement une complémentarit¢ mutuelle entre les Ngn et Mashl. Les

domaines d’expression de Ngnl et 2 se superposent mais partiellement seulement: le
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domaine de Ngn2 est souvent plus étendu. De plus, Ngn2 est exprimé dans les vésicules
optiques (Figure I-15 J) ce qui n’est pas le cas de Ngnl, et Ngnl est exprimé dans les
ganglions trigéminaux (Figure I-15 I) ce qui n’est pas le cas de Ngn2. Le domaine
d’expression de Ngn3 est encore plus restreint que celui des deux autres neurogénines : il est
pratiquement limité exclusivement a la région de 1’hypothalamus (Figure I-15 O), dans une

zone ou Ngnl et Ngn2 ne sont pas exprimées.

L’analyse comparative de I’expression des quatre genes proneuraux bHLH, Ngnl, Ngn2,
Ngn3 et Mashl montre que ces génes définissent des populations distinctes de progéniteurs
au cours du développement du systéme nerveux central et du systéme nerveux périphérique
(Ma et al., 1997; Sommer et al., 1996).

Dans le SNC, s’il existe un chevauchement partiel des zones d’expression des 3
Neurogénines, au contraire, I’expression du géne Mashl est localisée dans des régions
complémentaires adjacentes mais non chevauchantes comparativement aux génes Ngn (Ma et
al., 1997). De méme, dans le SNP, I’expression des génes Ngn et Mash1 est complémentaire.
Ces différences spatiales corroborent I’idée que des geénes proneuraux différents sont
impliqués dans la spécialisation de sous-types neuronaux différents au cours de la
neurogenese. L’analyse du profil d’expression des génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mash1 dans le

temps peut également illustrer cette implication.

(i) Localisation temporelle chez la souris

L’expression du geéne Ngnl est restreinte au systéme nerveux embryonnaire, avec un pic
entre E10 et E12. Apres le stade de développement E16 et jusqu’au stade adulte, aucune
expression n’est plus détectée (Ma et al., 1996).

L’expression du gene Ngn2 est antérieure a celle de Ngnl (Sommer et al., 1996). Le géne est
trés fortement exprimé entre E8,5 et E10,5, mais son expression diminue de maniére
significative a partir de E12 (Sommer et al., 1996). A la naissance, Ngn2 est encore exprimé
le long des ventricules latéraux des vésicules télencéphaliques et dans le cervelet, mais
aucune expression n’est plus détectée chez 1’adulte (Gradwohl et al., 1996).

L’expression de Ngn3 est visible a partir de E9 et est maintenue jusqu’a E14 (Sommer et al.,
1996). Ngn3 est exprimé dans les tissus nerveux embryonnaires et néonataux (Lee et al.,

2003).
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L’expression du gene Mash1 précéde celle de Ngnl (détection a partir de ES8,5) et son activité
est repérée au niveau de la zone ventriculaire du cerveau jusqu’a la naissance (Cau et al.,

1997; Guillemot and Joyner, 1993) mais aussi chez 1’adulte (Parras et al., 2004).

L’étude de l’expression des geénes proneuraux au cours du développement révele une
expression embryonnaire quasi-exclusive. Seul le géne Mash1 est détecté chez ’adulte. Cette
analyse apporte donc des informations instructives quant a leur implication dans
I’embryogenese. Ainsi, 1’expression opportune dans le temps et dans 1’espace, des geénes
Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl, légitime leur réle majeur dans la formation et dans
I’organisation du systéme nerveux embryonnaire. Leurs véritables attributions peuvent

néanmoins étre encore précisées.

(2) Role des genes proneuraux au cours du développement

Des analyses génétiques par perte et gain de fonction ont été capitales pour identifier les
genes bHLH présentant une activité proneurale et déterminer leur réelle implication dans le
développement nerveux. Elles ont révélé une forte hétérogénéité de fonctionnement entre les
différents genes. L’étude particuliére des geénes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl illustre

parfaitement cette affirmation.

(i) Role dans la neurogenése
Au niveau du SNP, I’expression ectopique dans des cellules de la créte neurale des geénes
bHLH Ngnl, Ngn2 et Mashl est suffisante pour stimuler la différenciation neuronale des
progéniteurs nerveux in vivo et in vitro (Cai et al., 2000; Farah et al., 2000; Fode et al., 2000;

Ma et al., 1996; Mizuguchi et al., 2001). En particulier, I’expression des génes Ngnl et Ngn2

conduit a la formation de neurones sensitifs (Ma et al., 1998; Perez et al., 1999; Sun et al.,

2001), tandis que la surexpression de Mash1 induit la synthése de neurones autonomes (Lo et

al., 2002). Des expériences de perte de fonction ont démontré plus précisément que
I’inactivation du géne Ngnl prévient le développement des neurones sensoriels proximaux
alors qu’a I’opposé, celle du géne Ngn2 touche la sous-classe des neurones sensoriels distaux
(Fode et al., 1998; Ma et al., 1998). Une inhibition ciblée du géne Mashl chez la souris
perturbe le développement de plusieurs classes de neurones autonomes (sympathiques et

parasympathiques) (Guillemot and Joyner, 1993).
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Au niveau du SNC, les genes Ngnl et Mashl contrdlent des étapes distinctes de la

différenciation des neurones sensitifs de I’épithélium olfactif (Cau et al., 2002; Ma et al.,

1997). Le gene Ngn2 permet d’engendrer des neurones dopaminergiques du mésencéphale

(Andersson et al., 2006; Kele et al., 2006; Thompson et al., 2006), des neurones

glutamatergiques (Parras et al., 2002) et, en coopération avec le géne bHLH Olig2, des

motoneurones (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001). De plus, quand le géne Ngn2 est
inséré¢ au niveau du locus du gene Mashl, par une stratégie de knock-in, les neurones du
télencéphale ventral se différencient normalement et ne présentent pas de changements
majeurs du phénotype. Ainsi, Ngn2 semble agir comme un facteur permissif qui nécessite la
combinaison avec d’autres facteurs pour spécifier le phénotype neuronal (Parras et al., 2002).

D’autre part, I’inhibition de Ngn2 entraine une expression ectopique de Mash1 au niveau du

télencéphale dorsal, stimulant la neurogenése ectopique de neurones GABAergiques dans
cette région (Fode et al., 2000; Parras et al., 2002). De méme, quand Mash1 remplace le géne
Ngn2 au niveau du locus de Ngn2, les progéniteurs présents dans la zone dorsale du
télencéphale ne suivent pas leur voie de différenciation classique mais au contraire,
deviennent des neurones GABAergiques (Chapouton et al., 2001). Par ailleurs, 1’expression
ectopique du geéne Mashl dans la moelle épiniere de poulet stimule 1’expression des

marqueurs spécifiques des neurones sérotoninergiques (Pattyn et al., 2004). Enfin, dans des

embryons mutés pour Mashl, des précurseurs neuronaux sont produits mais leur

développement est bloqué avant I’étape de différenciation terminale (Sommer et al., 1995).

Ainsi, ces études indiquent qu’en plus d’agir comme des déterminants neuronaux, les génes
Neurogénines et Mashl jouent un réle dans la spécification de 1’identité neuronale, c’est-a-
dire qu’ils définissent des populations distinctes de progéniteurs dans le systéme nerveux en
développement. La combinaison de plusieurs génes proneuraux peut, de surcroit, induire la
formation de sous-types neuronaux différents de ceux induits par les génes proneuraux seuls
(Miyoshi et al., 2004; Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001), ce qui, associ¢ a une
expression spatiale et temporelle adéquates, peut expliquer que 1’ensemble des sous-types
neuronaux de I’organisme puisse étre synthétisé a partir d’'un nombre restreint de facteurs
bHLH. Il semblerait qu’au cours de la neurogene¢se des mammiferes, les toutes premiéres
¢tapes impliquent 1’expression d’un petit nombre de génes proneuraux bHLH qui amorcent
une cascade d’événements d’activation conduisant, finalement, a I’expression des génes de la
différenciation terminale (Ma et al., 1997). Malgré une implication considérable, le role des

genes proneuraux ne se limite, cependant, pas a la neurogenése.
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(ii) Rdle dans I’arrét du cycle cellulaire

La différenciation des progéniteurs nerveux est précédée d’une diminution importante de la
prolifération de ces mémes progéniteurs (Farah et al., 2000). En effet, I’expression ectopique
de Ngn2 diminue la proportion de progéniteurs en prolifération, indiquant que Ngn2 induit un
arrét du cycle cellulaire (Lo et al., 2002). De méme, la comparaison de souris sauvages avec
des souris doubles KO pour les génes Ngn2 et Mashl, révéle que la présence de genes

proneuraux limite clairement le nombre de divisions cellulaires (Nieto et al., 2001).

Cet effet des geénes proneuraux sur le cycle cellulaire peut étre direct ou simplement une
conséquence de la différenciation. Certaines études énoncent une potentielle action des
protéines a motifs bHLH sur I’inhibiteur de la prolifération p27kipl (Chassot et al., 2007;
Farah et al., 2000). Mais actuellement, le mécanisme précis par lequel les génes proneuraux
induisent un arrét du cycle cellulaire reste encore méconnu, d’autant que des divergences
fondamentales sont visibles d’un géne a 1’autre. Les génes Ngn entrainent une sortie rapide
du cycle cellulaire et une différenciation trés efficace des progéniteurs. A 1’opposé, Mashl est
moins performant pour stimuler 1’arrét de la prolifération et la différenciation neuronale
malgré des capacités identiques a diriger la différenciation des cellules neuroépithéliales
(Casarosa et al., 1999; Horton et al., 1999). Cette différence dans I’activit¢ des genes
proneuraux peut étre interprétée comme le reflet de la sensibilité des cellules aux différents
geénes. Mais ces variations sont-elles la conséquence de 1’environnement cellulaire ou
correspondent-elles a des modes d’action différents selon le géne considéré ? Les réponses ne

sont pas tranchées.

(iii)Role dans la différenciation gliale
L’expression des geénes proneuraux culmine au moment de la neurogenése et persiste pendant
la différenciation astrocytaire (Ma et al., 1997; Sommer et al., 1996). Cependant, en culture,
il existe une relation inverse entre le niveau d’expression des geénes proneuraux et la
prédisposition des cellules a stimuler la différenciation astrocytaire (Sun et al., 2001). Ainsi,
la surexpression de Ngnl dans des progéniteurs nerveux in vitro bloque la formation
d’astrocytes de maniere quasi-totale (Sun et al., 2001) et des cultures de progéniteurs nerveux
extraits des animaux KO pour les génes Ngn2 et Mashl forment des colonies contenant
significativement plus d’astrocytes et moins de neurones (Nieto et al., 2001). Ainsi, en plus
d’activer spécifiquement 1’expression de génes neuronaux, les génes proneuraux semblent

¢galement jouer un role majeur dans 1’inhibition de la différenciation gliale.
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Les mécanismes régulant cette activité sont encore mal connus: les geénes proneuraux
pourraient agir via une séquestration du complexe p300/Smad nécessaire a 1’activité des

promoteurs gliaux (Nakashima et al., 1999; Sun et al., 2001).

Néanmoins, il a été démontré que les genes Ngn2 et Mashl s’exprimaient respectivement
dans des précurseurs astrocytaires et oligodendrocytaires (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al.,
2001; Parras et al., 2004; Wang et al., 2001). De méme, le géne Ngn3 est exprimé dans des
cellules dont le potentiel de différenciation est restreint aux lignages gliaux et sa
surexpression permet de diriger la transcription a partir du promoteur oligodendrocytaire PLP
(Lee et al., 2003). Ainsi, I’inhibition de la différenciation gliale n’est pas systématiquement

induite en présence des génes proneuraux. Leur role précis doit donc encore étre approfondi.

(iv) Autres fonctions des génes proneuraux

Des études récentes ont montré ’implication des génes proneuraux dans la migration des
cellules au cours de la neurogenese (Ge et al., 2006) et la contribution du géne Ngn2 dans la

stimulation de la connectivité entre neurones (Seibt et al., 2003).

L’ensemble des fonctionnalités potentielles des génes proneuraux a motif bHLH n’a toujours
pas ¢été exploré a ce jour. En particulier, leur capacité a enrichir des populations cellulaires en

un phénotype donné reste encore a vérifier.

d) Mécanisme d’action et régulation : la voie Notch

L’activité des protéines proneurales bHLH conduit a I’activation de la voie de signalisation
Notch (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; de la Pompa et al., 1997). En temps que facteurs de
transcription®, les protéines Ngn et Mashl induisent D’expression des protéines
transmembranaires Delta et Jagged, qui sont les ligands du récepteur transmembranaire
Notch. La liaison du domaine extracellulaire de Delta ou Jagged avec le domaine
extracellulaire de Notch exprimé par les cellules adjacentes active le récepteur (Figure I-16).
Cette activation de Notch libére son domaine intracellulaire qui est alors transporté jusqu’au
noyau (Schroeter et al., 1998), ou il s’associe avec le complexe protéique de liaison a I’ADN
CBF1-RBPjk. En I’absence de Notch, CBF1-RBPjx est un répresseur transcriptionnel qui
inhibe I’expression des protéines Hesl et Hes5 en se liant a leur promoteur (Fortini and

Artavanis-Tsakonas, 1994). Au contraire, la combinaison Notch-CBF1-RBPjk active la
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transcription et stimule 1’expression des protéines Hes1, Hes5 et Hesr (Ohtsuka et al., 2001;

Sakamoto et al., 2003).

Cellule Figure I-16 : Mécanisme d’action de

Q émettrice la voie de signalisation Notch
= Membrane plasmique 1 ’interaction ligand-récepteur
Delta-Notch (1) entraine un clivage
Delta du domaine intracellulaire de la
protéine transmembranaire (2). La
o Milieu partie transcriptionnellement active
— Notch extracellulaire | est ainsi libérée (3). Aprés transport

au niveau nucléaire, elle va pouvoir
s’associer a des protéines de liaison
a I’ADN telle que RBP (4) et
- Wembrane plasmique stimu.ler .l’expression de ces
protéines cibles (Hes1 et Hes5).

'\o Cellule

réceptrice (B’ge;};rés Médecine/Science n°3, vol.15, mars

e Membrane nucléaire

Cellule

\P réceptrice

Comme nous I’avons vu précédemment, les protéines Hes (Hairy and Enhancer of Split) sont
des inhibiteurs des protéines a motif bHLH (au méme titre que les facteurs Id et les protéines
Her et Esr). Leur réle consiste donc a réprimer 1’expression des protéines proneurales. Ainsi,
au sein du tissu nerveux, une boucle de rétrocontrole assure une régulation de 1’expression
des facteurs de transcription a motif bHLH (de la Pompa et al., 1997). Ce systéme concerne
I’interaction d’une cellule avec ses cellules avoisinantes et est donc désigné sous le terme
d’inhibition latérale (Figure I-17). Il permet vraisemblablement de limiter le nombre de
cellules qui entrent en phase de différenciation afin de maintenir un pool de cellules
immatures. Le facteur Notch contribue majoritairement a ce processus et joue donc un role
fondamental dans I’inhibition de la différenciation neuronale et dans le maintien des cellules

a un état indifférencié.
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Figure I-17 : Mécanisme d’inhibition latérale
Au sein d’une population de cellules exprimant
des facteurs proneuraux de facon équivalente, L L .
toutes produisent le ligand Delta et le récepteur = Différenciation In_h'Pltlon_ d? la
Notch en quantité analogue. Il existe donc un neuronale différenciation

équilibre de signalisation. Cependant, les cellules
commencent a se différencier sous I’influence des
protéines a motif bHLH et vont exprimer le
facteur Delta de fagon accrue, ce qui a pour
conséquence directe d’activer la voie Notch au
niveau des cellules adjacentes. Cette boucle de
rétrocontrole va alors inhiber 1’expression des
protéines proneurales et par conséquent, la
différenciation des cellules avoisinantes.

Cependant, la présence du facteur Notch dans des cellules post-mitotiques a suggéré son
implication dans des mécanismes autres que ceux de la neurogenése, tels que la persistance
des neurones différenciés ou la gliogenese.

*Le facteur Notch a en effet été détecté dans les noyaux de neurones matures (Ahmad et al.,
1995). Cette accumulation nucléaire semble profiter au maintien des cellules dans un état
de différenciation terminale, mais reste inexpliquée. Des travaux ont néanmoins démontré
une influence sur I’allongement des neurites existantes et sur la morphologie neuronale
(Redmond et al., 2000; Sestan et al., 1999)

*D’autres études in vivo ont montré qu’une surexpression de Notch conduit a une gliogenése
excessive et prématurée (Chambers et al., 2001; Scheer et al., 2001) et que cette activité au
niveau des cellules gliales passe par I’intermédiaire des cibles transcriptionnelles classiques
du facteur Notch, Hes et Hesr (Hojo et al., 2000; Satow et al., 2001). Cette induction de la
gliogenése se produit au contact des neurones et a pour conséquence 1’augmentation de
I’expression des marqueurs spécifiques des astrocytes matures (Patten et al., 2003). A

I’opposé, les cellules oligodendrocytaires, qui sont également des cellules gliales, connaissent
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une inhibition de leur différenciation a la suite de 1’expression du facteur Notch (Tanigaki et

al., 2001; Wang et al., 1998).

D’une manicre générale, la voie Notch est mise en cause dans le maintien des progéniteurs
nerveux a I’état indifférencié, dans 1I’engagement des cellules vers la voie de différenciation
gliale (plutdt que neuronale), dans I’inhibition de la différenciation oligodendrocytaire et dans
la préservation des neurones spécialisés. Ces transformations sont autant d’événements qui
peuvent influencer I’effet des protéines proneurales sur la différenciation des cellules.
Cependant, cette action pléiotropique n’est finalement qu’un exemple (prépondérant
toutefois). Un trés grand nombre de signaux environnants peuvent répercuter leurs effets sur
ceux des protéines bHLH. En particulier, I’ensemble des inhibiteurs directs (Hes, Id, Her, Esr)
ou des activateurs directs (p300/CBP, PCAF) de I’activité des protéines bHLH joue un rdle
majeur dans la neurogenéese (Ishibashi et al., 1995; Jen et al., 1997; Roth et al., 2001; Sun et
al., 2001).

B. Méthode de tri cellulaire

1. Justification de la stratégie

En complément de la stratégie d’orientation de la différenciation, une seconde méthode vise a
limiter I’hétérogénéité cellulaire en sélectionnant et en purifiant les cellules d’un lignage
donné. Des techniques d’extraction sélective fondées sur 1’expression spécifique d’antigénes
de surface ont d’ores et déja été¢ expérimentées (Cai et al., 2002; Lee et al., 2005; Liu et al.,
2004b; Uchida et al., 2000; Windrem et al., 2004). Elles consistent a « étiqueter » les cellules
au moyen d’anticorps, fluorescents ou couplés a des billes magnétiques, dirigés contre le ou
les épitopes de surface propres aux cellules d’intérét. Le tri des cellules est ensuite réalisé¢ par
cytométrie en flux (FACS ou MACS). Afin d’accroitre la pureté des échantillons cellulaires
sélectionnés, des paramétres supplémentaires d’antigénicité, de taille ou de liaison a des
molécules particuliéres peuvent étre combinés au cours de la séparation (Capela and Temple,
2002; Rietze et al., 2001). Une autre méthode fondée sur 1’expression spécifique de geénes

rapporteurs permet d’isoler des cellules appartenant a un lignage déterminé (Figure I-18).
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Des protéines fluorescentes (Chalfie et al., 1994) sont placées sous le controle de promoteurs,
activés uniquement dans un type cellulaire d’intérét. Ainsi, les cellules qui fluorescent sont
caractéristiques d’un lignage précis et peuvent étre séparées des autres cellules par FACS.
Jusqu’a présent, ce tri, fondé sur une expression lignage-dépendante de protéines rapportrices,
a permis d’extraire des cellules progénitrices a 1’aide des promoteurs nestine* ou musashil
(Wang et al., 2000), des précurseurs neuronaux a 1’aide du promoteur de la tubuline a1 (Roy
et al., 2000a; Roy et al., 2000b) ou des cellules oligodendrocytaires a 1’aide du promoteur
CNP2 (Roy et al., 1999). Nous avons choisi de tester ce systeme de sélection sur les cellules
souches nerveuses feetales humaines en culture en utilisant trois promoteurs différents pour

diriger I’expression de protéines rapportrices dans des lignages distincts.
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2. Description des promoteurs

Les trois promoteurs particuliers qui ont retenu notre attention sont désignés comme étant :
- le promoteur de la nestine* de rat, spécifique des cellules nerveuses immatures
- le promoteur de la synapsine I* humaine, spécifique du lignage neuronal
- le promoteur de la Protéine Acide Fibrillaire Gliale humaine (GFAP*), spécifique du

lignage astrocytaire.

e le promoteur de la nestine*

L’¢lément activateur du second intron du géne de la nestine* est une région de 637pb située
entre les bases 1162 et 1798 chez le rat (Lothian and Lendahl, 1997). Cette séquence,
hautement conservée entre I’homme et le rat, est suffisante pour diriger I’expression

spécifique du transgéne dans les cellules souches immatures et les cellules progénitrices

nerveuses. Le promoteur minimum de la protéine du stress hsp68 (Heat Shock Protein 68) est
placé en aval de cet activateur pour amorcer la transcription (Roy et al., 2000a).

Lors d’expériences de purification cellulaire, ce promoteur a permis d’isoler apres
transfection®* (au moyen de liposomes) des progéniteurs nerveux a partir de la zone
ventriculaire de cerveau humain adulte (Roy et al, 2000). Les cellules sélectionnées
expriment de maniere uniforme la protéine nestine et ont incorporé pour une majorité d’entre
elles du bromodéoxyuridine (BrdU) additionné au milieu de culture. De méme, des cellules
souches et des précurseurs nerveux ont été isolés a partir de cerveau foetal humain par
transduction au moyen de vecteurs adénoviraux exprimant la protéine GFP sous le controle
du promoteur de la nestine (Keyoung et al., 2001). Dans cette étude, 99% des cellules
sélectionnées expriment le marqueur nestine, 3% le marqueur B3tubuline et 9% le marqueur

GFAP.

o le promoteur de la synapsine I*

Un fragment d’environ 470pb du promoteur de la synapsine I humaine (hSYN) permet
I’expression spécifique du transgene dans les neurones (Kugler et al., 2001). Etant plus court
que le promoteur de 1’énolase spécifique des neurones (NSE), le promoteur hSYN est plus
approprié pour des constructions lentivirales (Kugler et al., 2003).

Dans le but d'acquérir une expression restreinte aux neurones, la spécificité du promoteur de
la synapsine humaine a été évaluée dans le contexte de transductions adénovirales (Kugler et

al., 2001). Des analyses qualitatives ont révélé une expression neurone-spécifique dans des
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cocultures de neurones et de glie extraits d’hippocampe de rat feetal. Cependant, jusqu’a
présent, aucune analyse quantitative précise n’a été réalisée et la spécificité d’expression n’a

pas encore ¢été testée dans des cultures humaines.

e le promoteur de la GFAP*

Le fragment de 2,2 kb du promoteur de la GFAP humaine (Besnard et al., 1991) permet une
expression ciblée du transgéne dans les astrocytes (Jakobsson et al., 2003). En effet, des
¢tudes par transductions lentivirales dans le cerveau de rat (Jakobsson et al., 2003) ou par
transfections* transitoires au phosphate de calcium dans des lignées de cellules humaines et
dans des cultures primaires de rat (Besnard et al., 1991) ont démontré une expression
astrocytaire quasi-exclusive du geéne rapporteur. Cependant, aucune analyse quantitative n’a

encore été réalisée sur des cellules nerveuses humaines en culture.

3. Principe de la stratégie

La sélection et la purification des cellules d’intérét est obtenue par expression, au moyen de
vecteurs lentiviraux, de protéines rapportrices (¢eYFP ou eGFP) sous le contrdle des
promoteurs spécifiques des différents lignages cellulaires décrits ci-dessus. Les cellules
souches nerveuses feetales en culture peuvent étre transduites avec ces vecteurs traceurs et
devraient exprimer la fluorescence, une fois différenciées dans le lignage approprié. Ainsi, les
cellules fluorescentes devraient étre exclusivement des cellules immatures pour le promoteur
nestine, des cellules neuronales pour le promoteur de la synapsine ou des cellules
astrocytaires pour le promoteur GFAP. Par la suite, les cellules des différents lignages
pourront étre triées par cytométrie en flux et les populations homogenes greffées dans des
modeles expérimentaux adaptés. Ces perspectives alléchantes sont cependant encore
¢loignées. La premiere étape de notre étude consiste en effet a vérifier et a valider la
spécificité d’expression des différents promoteurs dans les cellules souches nerveuses feetales

en culture par une analyse rigoureuse du phénotype des cellules fluorescentes.

C. Les vecteurs lentiviraux

En thérapie génique, les modifications génétiques des cellules d’un organisme sont effectuées
a I’aide de vecteurs* qui peuvent étre d’origine virale (lentivirus, oncorétrovirus, adénovirus,
virus adéno-associ¢ (AAV), baculovirus ou virus herpes) (figure I-19 A) ou non virale (ADN,

protéines, lipides ou polymeres cationiques). L’utilisation majoritaire de vecteurs viraux se
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justifie par leur efficacité a acheminer un geéne désiré au niveau d’une cellule cible et a

assurer son expression (figure I-19 B).

A

Vecteurs Rétrovirus Lentivirus Adénovirus Adénovirus AAV ":'“'s de
Gutless I’herpés
Capacitéde | 5 yijobases (kb) 7kb 7kb 35kb 4.8kb 30-50 kb
clonage
Administration Fx vivo Ex vivo et In vivo | Fxvivo et Invivo | Exvive et In vive | Ex vivo et In vive | Ex vivo et In vivo
Expression du Tsnl;::}slumrc Tsl;dflmm
géne Stable Stable b ¢ °‘:1 . b“ ¢ °'(‘i Stable Transitoire
thérapeutique avsence de absence de
division division
cellulaire cellulaire
Intégratif, Transduction de Hauts titres, Large capacité Intégratif, Tropisme (SNC)
Avantages Recombinaison cellules Large tropisme de clonage, Recombinaison
impossible quicscentes Recombinaison impossible
impossible
S(];as '.jc d Risques de Toxique et D1ﬂ:11c1_lc a Faible capacité Difficile a
Inconvénients | ransduction des recombinaison immunogéne produire, de clonage produire
cellules en Capside
division immunogéne

B

Figure I-19 : Les vecteurs viraux

A- Atouts et limites des vecteurs viraux : les rétrovirus, les lentivirus, les adénovirus, les virus AAV et

les virus herpés

B- Schéma de transduction par un vecteur rétroviral
1-Fabrication d’un rétrovirus vecteur du geéne d’intérét
2-Entrée du géne dans le noyau de la cellule

3-Intégration et transcription du geéne

4-Traduction des ARNm correspondants au géne en protéines
Au laboratoire, les cellules souches nerveuses feetales humaines ont été transduites in vitro
par différents types de vecteurs* dérivant aussi bien des lentivirus (Buchet et al., 2002a), que
des adénovirus (Corti et al., 1999) ou des baculovirus (Sarkis et al., 2000), révélant ainsi leur

aptitude a supporter une infection et a exprimer des geénes recombinants. Ces propriétés
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associées a celles des vecteurs lentiviraux (Zennou et al., 2000; Zennou et al., 2001),
pantrophiques® et a intégration stable, fournissent des outils appropriés pour influencer la

différenciation des cellules en culture et/ou sélectionner une population d’intérét.

1. Structure des lentivirus

Les vecteurs lentiviraux sont dérivés du virus de I’immunodéficience humaine (VIH) de type

I (Figure II-20 A) et appartiennent donc a la famille des rétrovirus®.

A Bicouche lipidique B i ks
/ y 2 % o ¥
» Récepteur CD4 e /N
e \ - o
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_ "
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— —
v ™. Cytoplasme

Capside
Protéase \
Figure 11-20 : Les lentivirus
Integration \
A- Schéma du virus d’immunodéficience humain I ADN - Y J
B- Cycle de réplication du VIH s 3 -} /
Le cycle de réplication du VIH comporte plusieurs phases. \ Jﬁ'ﬁmﬂu
La premicre étape correspond a l’adhérence et a la /
pénétration du virus dans la cellule par I’interaction de la L
gp120 de I’enveloppe virale avec la molécule CD4 présente v
sur la cellule. Les deux molécules d’ARN viral se Tadiction
retrouvent alors dans le cytoplasme, ou elles vont étre des ARN messagers i
retrotranscrites a I’aide de la transcriptase inverse en ADN Protéines virales viral
double brin. L’ADN proviral pénétre ensuite dans le noyau
et s’insére dans le génome cellulaire grice a ’intégrase E|ab:,a[.{,n <
virale. Par ’intermédiaire des enzymes cellulaires et de la —
protéase, I’ADN proviral est transcrit en ARNm permettant $. Sy -.:_:,: °°‘ ST
la synthése a la fois des protéines virales et de I’ARN qui a "f-.::/ﬂ s 0 3=0p
constituera le génome des nouvelles particules. Les W, o oL "n ) "'
protéines sont assemblées et I’ARN viral est encapsidé. U virion b % P
Enﬁn, la libération des nouveaux virus se fait par Libération de nouveaux vir'usg - == o

bourgeonnement a la surface de la cellule.

La structure des lentivirus sauvages est relativement complexe. On distingue essentiellement :

* Une enveloppe constituée d’une bicouche lipidique, d’une matrice protéique, et des

glycoprotéines gp120 et gp41 (spicules).

* Une capside (assemblage de protéines p24) qui contient:
-le génome viral : 2 ARN simple brin d’environ 10 kilobases (kb)

) . : , . o ,
des enzymes : la rétrotranscriptase, 1’intégrase et la protéase
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2. Multiplication

Pour accomplir leur cycle de réplication (Figure 11-20 B), les virus doivent d’abord adhérer et
pénétrer a l’intérieur de la cellule, ce qui nécessite I’interaction de la glycoprotéine
d’enveloppe gpl120 avec la molécule CD4 présente a la surface des cellules. Puis des
interactions successives aboutissent a la fusion des enveloppes. La nucléocapside est alors
relarguée dans le cytoplasme cellulaire permettant la libération des deux molécules d’ARN
viral. Ces virus a ARN renferment une rétrotranscriptase (ou transcriptase inverse*) qui
permet de synthétiser de I’ADN double brin a partir du génome viral. La présence d’une
séquence Flap* (Zennou et al., 2000) au centre de cet ADN bicaténaire favorise son transport
a travers la membrane nucléaire de la cellule hote, quel que soit 1’état de division de cette
derniére. Les lentivirus ont, par conséquent, la capacité unique d’infecter des cellules aussi
bien mitotiques que quiescentes. Dans le noyau, I’ADN proviral s’intégre au génome
cellulaire sous I’effet de I’intégrase. Il est alors assimilé & un gene cellulaire et peut étre
transcrit par la cellule pour donner soit des ARNm (ultérieurement traduits en protéines

virales), soit des génomes viraux.

3. ADN proviral

L’ADN des lentivirus sauvages qui va s’intégrer au génome cellulaire comporte

essentiellement deux parties (Figure 1I-21) :

U3 R U5 Flap U3 R U5
i Région centrale . l
— —
LTR LTR

Figure II-21 : Schéma de I’ADN lentiviral

*une région centrale comprenant :

® les geénes viraux :

- le géne gag (group specific antigens) code des protéines de capside et de
matrice

- le géne pol (polymérase) code la rétrotranscriptase, 1’ intégrase et la protéase

- le géne env (enveloppe) code les glycoprotéines constituant les spicules

- le géne tat (transactivateur) code une protéine de régulation activant la
transcription du génome viral

- le géne rev (regulation of expression of viral proteins) code une protéine de

régulation permettant I’exportation des ARNm vers le cytoplasme
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- le géne nef (negative regulatory factor) code une protéine de régulation
favorisant la réplication virale
- le geéne vif (virion infectivity factor) code une protéine de régulation
augmentant I’infectivité des nouveaux virions*
- le géne vpr (viral protein r) code une protéine de régulation jouant un rdle
dans I’activation de la transcription
- le géne vpu (viral protein u) code une protéine de régulation jouant un role
dans ’assemblage des virions
Seuls les génes gag, pol, env, tat et rev sont essentiels. Les autres génes, également appelés
genes accessoires peuvent étre supprimés sans affecter I’efficacité du systéme.
e la séquence ¥ non traduite servant de signal d’encapsidation de I’ARN viral

e la séquence RRE (Rev Responsive Element) permettant 1’exportation des ARNm

vers le cytoplasme apres fixation de la protéine rev

*deux régions non codantes appelées LTR (Long Terminal Repeat), situées en 5’ et 3’ et

constituées de 3 séquences : U3, R et US. Ces séquences vont jouer des roles différents selon
leur localisation. En particulier, U3 en 5’ est un promoteur amorgant la transcription, tandis

que R en 3’ permet la terminaison de cette transcription.

4. Squelette du vecteur lentiviral

Les propriétés de ces lentivirus, concernant notamment leur capacité a infecter des cellules
quiescentes, leur intégration stable et leur faible toxicité, en font des outils intéressants et
efficaces pour le transfert de géne*. Néanmoins, pour réduire les risques biologiques liés a
leur utilisation en tant que vecteurs, des modifications majeures ont été apportées a I’ADN du
virus sauvage (Brun et al., 2003; Donello et al., 1998; Naldini et al., 1996; Poznansky et al.,
1991; Zennou et al., 2000) (Figure [-22).

58



Introduction Enrichissement des populations cellulaires

A * Vecteur plasmidique lentiviral

e v RRE wcsprcienn CASSETTE -‘%E
—
LTR

Fla
P AU3
B * Plasmide d’encapsidation transcomplémentant
GAG
cmV polyA+
AY .70 P S
/\ TAT
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C * Plasmide d’enveloppe transcomplémentant
CmMV VSV-G/Mok polyA+

Figure I-22 : Constructions plasmidiques nécessaires a la production de vecteurs lentiviraux efficaces

e Le plasmide* vecteur pFlap-WPRE est d¢lété de ’ensemble des génes viraux. Il conserve

uniquement la séquence W, le RRE, la séquence Flap et les 2 LTR (Figure [-22 A).
Néanmoins, la séquence U3 du LTR en 3’ est inactivée afin d’éviter une transcription fortuite
de ’ADN recombinant en présence de virus sauvage (Sirven et al., 2001). L expression du
transgene est améliorée par ajout d’une séquence « Woodchuck Hepatitis Regulatory
Element » (WPRE) (Brun et al., 2003; Donello et al., 1998), qui stabilise I’ARNm.

De telles transformations aboutissent a un virus défectif* et rendent impossible la formation
de particules virales a partir de cette seule séquence ADN. La synthése de virus recombinants
actifs et utilisables en expérimentation est donc assurée par transcomplémentation™ : 2 virus

auxiliaires® apportent les génes des protéines lentivirales manquantes.

e Lc plasmide d’encapsidation p8.91 (Zufferey et al., 1997) contient les génes gag, pol, tat

et rev sous le controle du promoteur du géne précoce du cytomégalovirus humain (CMV).
Par souci de sécurité, le signal d’encapsidation W, les 2 LTR et la plupart des génes

accessoires (Nef, Vif, Vpr, Vpu) sont délétés sur ce plasmide (Figure [-22 B).

e [c¢ plasmide d’enveloppe apporte les genes codant les protéines qui constituent

I’enveloppe du virus. En fonction de la nature de ces protéines, le virus va se fixer puis
infecter des cellules radicalement différentes (tropisme*). Le géne env du VIH-1 limite
I’infection aux cellules T CD4+. Par conséquent, pour ¢€largir le spectre d’infection a d’autres

types cellulaires, le géne env est remplacé par différents génes d’enveloppe. Ainsi, selon le
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plasmide d’enveloppe utilisé lors de la production, les virus synthétisés vont cibler tel ou tel
type cellulaire : c’est ce que ’on appelle le pseudotypage*. Deux modeles de plasmide
d’enveloppe ont été expérimentés au cours de ma thése (Figure 1-22 C) :
- le plasmide pCMV-VSV-G code la protéine G d’enveloppe du Virus de la
Stomatite Vésiculaire* (VSV) sous le controle d’un promoteur CMV (Zufferey et al.,
1997). Les vecteurs pseudotypés avec I’enveloppe VSV* transduisent une large
population de cellules. Au niveau du SNC, il s’agit principalement de neurones mais
¢galement d’astrocytes et d’oligodendrocytes (Zennou et al., 2001).
- le plasmide pCMV-Mok code la protéine G d’enveloppe du virus Mokola* sous le
controle d’un promoteur CMV (Bahloul et al., 1998). Selon des résultats récents
obtenus dans notre laboratoire (Brizard et al en préparation), le tropisme de

I’enveloppe Mokola* est majoritairement astrocytaire.

5. Vecteurs lentiviraux utilisés comme outils pour enrichir les
populations

Chacune de nos stratégies d’homogénéisation des populations cellulaires repose sur
I’utilisation de vecteurs lentiviraux. Dans la premiére méthode, les vecteurs de différenciation
sont produits apres insertion des différents génes proneuraux sous le contréle du promoteur
ubiquitaire* de la phosphoglycérate kinase (PGK) au niveau du site correspondant a la
cassette d’expression (Figure [-22 A). La transcomplémentation est assuré par les plasmides
p8.91 et pCMV-VSV-G. Dans la deuxiéme méthode, les vecteurs traceurs comportent les
promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC en amont d’un transgéne codant les
protéines fluorescentes. Ces vecteurs sont pseudotypés soit par 1’enveloppe VSV*, soit par
I’enveloppe Mokola*, selon 1’utilisation que I’on souhaite en faire. Les cellules nerveuses
feetales en culture peuvent étre transduites par ces vecteurs a des doses permettant un
équilibre entre toxicité et efficacité de transduction. L’efficacité de chaque stratégie est
¢valuée par une analyse phénotypique qui permet de déterminer, dans un cas, I’influence des
geénes proneuraux sur la différenciation cellulaire et, dans I’autre cas, la spécificité de

I’expression induite par les promoteurs des différents lignages du SNC.
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I. Cultures de cellules souches nerveuses feetales

A.Fondement légal

Les cellules souches et progéniteurs nerveux feetaux humains sont isolés a partir des vésicules
télencéphaliques de feetus issus d’Interruptions Volontaires de Grossesse (IVG) entre la
cinquiéme et la douziéme semaine du développement embryonnaire (age correspondant a la
date limite 1égale d’avortement en France). Les prélévements sont effectués par 1’équipe
médicale (Hopital Robert Debré, Paris, France), de mani¢re totalement indépendante de
I’équipe scientifique. La transmission au laboratoire fait suite a 1’obtention préalable du
consentement éclairé de la mere, selon la loi en vigueur et dans le respect de la confidentialité.
Les prélévements sont annotés de maniere sécurisée afin de conserver I’anonymat de la
patiente tout en fournissant les informations relatives a 1’échantillon : numéro, terme
théorique®, datation échographique, sérologies HIV et hépatite B... Les études entreprises
¢tant dédiées a des fins scientifiques et n’ayant pas pour but de rechercher les causes de
I’IVG, nos recherches s’inscrivent dans le cadre de 1’article L.1241-5 du code de la santé

publique (Annexe #2).

B. Mise en culture et amplification

Les cellules souches nerveuses feetales humaines utilisées dans les expériences sont isolées a
partir de deux feetus agés de 6 et 7 semaines de développement embryonnaire et appelés
respectivement TFH6 et TFH7. Les tissus foetaux conservés dans du milieu d’hibernation
(Brundin, 1992) (Annexe #3) sont transportés au laboratoire dans les quelques heures suivant
I’intervention. Dans une pi¢ce en confinement de type L2, entierement dédiée a la culture de
cellules dérivées de tissus humains, les vésicules télencéphaliques sont disséquées selon une
procédure décrite antérieurement (Buc-Caron, 1995). Au cours de la dissection (Figure I1-1),
le cerveau est extrait de la boite cranienne et les méninges soigneusement retirées. Les
vésicules télencéphaliques ainsi débarrassées des membranes protectrices sont alors prélevées

et découpées en morceaux de petite taille.
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Figure II-1 : Les différentes étapes
de la dissection des vésicules
télencéphaliques feetales conduisant
a la mise en culture de progéniteurs
nerveux humains

Le prélévement feetal est recueilli
apres IVG entre la cinquieme et la
douziéme semaine de
développement embryonnaire. Le
cerveau est, tout d’abord, extrait de
la boite cranienne (1) et les
méninges soigneusement retirées
(2). Les vésicules télencéphaliques
ainsi débarrassées des membranes
protectrices sont alors prélevées (3)
et découpées en morceaux de petite
taille (4). Les cellules sont ensuite
individualisées par traitement a
’ATV et a la DNasel puis
ensemencées en T75 a une densité
de 10° cellules (5).

Un traitement de 20 minutes dans une solution d’ATV (Annexe #3) suivi d’une bréve
incubation a la DNasel (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; #1 284 932 ; 20 pg/ml) permet de
dissocier les cellules et d’éliminer les agrégats. L’action de la trypsine est bloquée par ajout
de sérum de veau foetal a 5% final et le sérum est ensuite retiré du milieu par centrifugation
(10 minutes a 1000 tr/min). Les cellules individualisées obtenues sont ensemencées a la
densité de 10° cellules par flasque T75 et amplifiées en suspension sous forme de
neurospheres® dans un milieu standard (Annexe #3) supplémenté en EGF (Sigma, St. Louis,
MO ; 20 ng/ml) et bFGF (Sigma, St. Louis, MO ; 20 ng/ml). Un rajout de milieu est effectué
2 fois par semaine et une centrifugation bréve des cellules (1000 tr/min) est nécessaire lors du
changement de milieu. Le passage a lieu tous les 15-20 jours par dissociation enzymatique
des cellules (incubation de 10 minutes a 37°C en présence d’ATV). Apres dissociation, les
cellules continuent a se multiplier, donnant ainsi naissance a de nouvelles neurosphéres. Cette
procédure est répétée de maniére séquentielle au fil des mois, entrainant un accroissement
exponentiel du nombre de cellules souches et progéniteurs nerveux foetaux humains et

I’établissement d’une lignée cellulaire stable.

I1.Vecteurs lentiviraux

Deux types de vecteurs, vecteurs de différenciation et vecteurs traceurs, sont construits a
partir du schéma général du plasmide lentiviral décrit dans I’introduction (Figure [-22 A). Les

plasmides obtenus sont appelés « plasmides de différenciation » et « plasmides traceurs ».
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A. Construction des plasmides de différenciation

Les génes proneuraux Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl de rongeurs (souris ou rat) sont placés
sous le contrdle du promoteur ubiquitaire* de la PhosphoGlycérate Kinase (PGK) (Figure II-
2). L’ossature initiale est celle d’un plasmide lentiviral pFlap-PGK-WPRE contenant le
promoteur PGK immédiatement suivi d’un site de clonage multiple*, au niveau duquel les

genes d’intérét sont insérés.

@ — PGK Géne proneural WPRE —

Figure II-2 : Schéma général des plasmides de différenciation AU3

*Construction du plasmide PGK-Neurogénine 1

La séquence codante du géne Ngnl est amplifiée par une réaction de polymérisation en
chaine* (PCR) a partir d’ADN génomique de souris et en utilisant les amorces Ngnl sens
(5°CGGGATCCAAACCTCCTGTCCGTCTGTC3’) et Ngnl antisens
(5°CCGCTCGAGGGGGGAGGAAGAAAGTATTG3’). Le fragment obtenu est alors sous-
cloné¢ dans le plasmide pGEM-t-easy (Promega, Madison, WI; #A1360) et vérifi¢ par
séquencage. Le géne (734 pb) est ensuite intercalé entre la séquence du promoteur PGK et

celle du WPRE en utilisant les sites de restriction BamHI et Xhol.

*Construction du plasmide PGK-Neurogénine 2

Le fragment d’ADN complémentaire (ADNc) Ngn2 est amplifi¢ par PCR a partir du
plasmide pGEM-3-Ngn2 (gracieusement fourni par Frangois Guillemot, London, UK) a
I’aide des amorces Ngn2 sens (5’CGGGATCCCACACACCGGAGCAGCAG3’) et Ngn2
antisens (5’CCGCTCGAGGGTAGAGGACGAGAGAGGGAGAZ’). Le fragment obtenu est
alors sous-cloné dans le plasmide pGEM-t-easy (Promega) et vérifié par séquencgage. Le géne
(791 pb) est ensuite introduit dans le plasmide pFlap-PGK-WPRE au niveau des sites de
restrition BamHI et Xhol.

* Construction du plasmide PGK-Neurogénine 3

La séquence codante du géne Ngn3 (également appelé Relax) est amplifiée par PCR a partir
d’ADN génomique de rat (Ravassard et al, 1997). Le fragment de PCR est ensuite sous-cloné
dans le plasmide pcDNA3.0 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) et vérifi¢ par séquengage.
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Le gene (644pb) est finalement inséré dans le plasmide pFlap-PGK-WPRE au niveau des

sites de restrition BamHI et Xhol.

* Construction du plasmide PGK-Mash1
Le fragment d’ADNc du gene Mashl est extrait du plasmide pGEM-t-7ZF-Mashl

(gracieusement fourni par Frangois Guillemot, London, UK) au niveau des sites Aatll, puis
sous-cloné¢ dans le vecteur de clonage pGEM-t-easy (Promega) et vérifié par séquengage.
Plusieurs clonages intermédiaires au niveau du site de clonage multiple du plasmide pFlap-
Polylinker-WPRE sont nécessaires avant d’introduire le géne (695 pb) dans le plasmide

pFlap-PGK-WPRE au niveau du site Xhol.

Les constructions finales sont respectivement notées pFlap-PGK-Ngnl1-WPRE, pFlap-PGK-
Ngn2-WPRE, pFlap-PGK-Ngn3-WPRE et pFlap-PGK-Mash1-WPRE.

B. Construction des plasmides traceurs

Les cassettes d’expression (promoteur + protéine fluorescente) sont insérées dans 1’ossature

lentivirale pFlap-Polylinker-WPRE (pFlap-PL-WPRE) décrite précédemment (Figure 11-3).

@" Promoteur spécifiques Géne rapporteur WPRE LTR

Figure II-3 : Schéma général des plasmides traceurs A U3

* Construction du plasmide Nestine-eYFP mitochondrial :

Le promoteur Nestine-hsp68 (environ 1,5 kb) provient du plasmide pNestin/hsp68-eGFP
(gracieusement fourni par Steven A. Goldman, New-York, NY). Il est inséré entre les sites
BamHI et Smal du pFlap-PL-WPRE pour former le plasmide pFlap-Nestine-WPRE.

L’ADNc du géne eYFP mitochondrial, extrait du plasmide peYFP-Mito (Clonetech, Palo
Alto, CA ; #6115-1) est sous-cloné puis inséré en extrémités franches* en aval du promoteur
Nestine au niveau du site SnaBI dans le plasmide pFlap-Nestine-WPRE. La construction

finale est notée pFlap-Nestine-eYFPm-WPRE.
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* Construction du plasmide synapsine humaine-eGFP

Différentes étapes de sous-clonages permettent d’intégrer la cassette « promoteur hSYN-
eGFP » (environ 1,2 kb) du plasmide pMH4-I-SYN-eGFP (gracieusement fourni par
Sebastian Kiigler, Gottingen, Allemagne) entre les sites Xbal et Spel du plasmide pFlap-PL-
WPRE. La constuction finale est alors notée pFlap-hSYN-eGFP-WPRE.

* Construction du plasmide GFAP humain-eGFP

Dans un premier temps, le promoteur GFAP humain (hGFAP) de 2,2 kb (gracieusement
fourni par Michael Brenner, Bethesda, MD) est intégré au plamide pFlap-PL-WPRE au
niveau du site BamHI. Puis la protéine eGFP est, a son tour, insérée en aval du promoteur
hGFAP au niveau des sites Smal et Xbal. Le plasmide obtenu est noté pFlap-hGFAP-eGFP-
WPRE.

C. Production

La production des virus recombinants s’effectue dans un niveau de confinement 3 par
transfection™ transitoire au phosphate de calcium (Annexe #3) de cellules HEK293T (lignée
de cellules embryonnaires de rein humain) avec le plasmide d’encapsidation p8.91 (AVpr
AVif AVpu ANef), le plasmide d’enveloppe (codant soit VSV, soit Mokola) et le plasmide
vecteur. La récolte des virus a lieu 48h post-transfection. Les surnageants sont alors traités a
la DNAsel (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; #1 284 932 ; 5 pug/ml) et filtrés avant d’étre
ultracentrifugés a 22000 rpm pendant 1h30. Les vecteurs viraux contenus dans le culot sont
ensuite resuspendus en PBS1X, aliquotés et congelés a -80°C.

La détermination du titre de chaque stock est réalisée par dosage ELISA* (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay ; Beckman Coulter, Fullerton, CA ; #6604535) des protéines p24 de

capside.

II1.Dot-Blot

Pour vérifier la capacité des vecteurs de différenciation a transduire des cellules en culture,
une lignée de cellules HEK293T* et les progéniteurs nerveux feetaux humains sont
ensemencés en plaques 6 puits préalablement traitées en gélatine (Merck, Darmstadt,
Germany ; 25 pg/cm?) et laminine (Sigma, St. Louis, MO ; 1,7 pg/cm?®). Chaque puits
contient 7.10° cellules pour les lignées et 1,5.10° cellules pour les progéniteurs nerveux. Les

cellules en suspension sont immédiatement mises au contact des différents vecteurs
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lentiviraux construits et produits, par ajout de 100 ng p24 de vecteur au milieu de culture (11
ng p24/cm?). Les cellules sont récoltées apres 5 jours et les ARN totaux sont extraits a 1’aide
du kit RNABIe (Eurobio ; #GEXEXT00-0P). Les échantillons d’ARN sont dénaturés par
dilution dans 100 pl de SSC5X (3 concentrations par échantillon: 1 pg, 5 pg et 10 pg) et
déposés sur une membrane de nitrocellulose Hybond N+ (Amersham Biosciences, Fairfield,
CT ; #RPN303B). Apres 2 ringages rapides en SSC 5X, les ARN sont fixés sur la membrane
par passage dans un UV Stratalinker 1800 (Stratagéne). Les ARNm sont ensuite détectés par
hybridation des sondes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mashl (10° cpm/ml) marquées au Phosphore 32
(P*?) sur la nuit 2 65°C. Des lavages successifs de 10 minutes dans un tampon contenant 0,1%
de SDS et des concentrations décroissantes de SSC (2X, 1X, 0,5X puis 0,1X) permettent de
décrocher les sondes hybridées de fagon non spécifique. La radioactivité est détectée soit au
Phospholmager aprés 1h d’exposition sur un écran hypersensible pour les cellules HEK293T,
soit par impression d’un film photographique (Hyperfilm, Amersham Biosciences ;

#RPN1675K) a -70°C sur la nuit pour les progéniteurs nerveux.

IV.Transduction lentivirale des cellules en culture

A. Transduction avec les vecteurs de différenciation

Les cellules TFH6 et TFH7 sont maintenues en culture pendant respectivement 160 jours et
153 jours. Elles sont alors dissociées et ensemencées en plaques 24 puits sur substrat adhérent
(gélatine/laminine) & une densité de 1,2.10° cellules par puits dans un milieu standard « N2 »
(Annexe #3) supplémenté en bFGF (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; 10 ng/ml). Les cellules
sont entretenues dans ces conditions pendant 4 jours, avant transduction avec les différents
vecteurs de différenciation. La transduction est effectuée dans du milieu complet
(supplémenté en bFGF) par ajout de 50 ng p24 de vecteur par puits dans 400ul (26 ng
p24/cm?) (jour 1). Le milieu est substitué 24h plus tard par du milieu standard supplémenté
ou non en bFGF (jour 2). Au jour 5, les cellules sont fixées en paraformaldéhyde (PFA) 4%
pendant 30min a température ambiante puis conservées a 4°C en PBS 1X. La validité des
résultats est assurée par I'utilisation de deux témoins négatifs (transduction contréle avec un

vecteur VSV-PGK-LacZ et controle sans infection)

B. Transduction avec les vecteurs traceurs

Les cellules TFH6 maintenues en culture pendant 133 jours sont dissociées, resuspendues

dans du milieu standard supplémenté en EGF (20 ng/ml) et bFGF (20 ng/ml), ensemencées a
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une densité de 3.10° cellules par puits de plaque 6 puits, et maintenues en suspension pendant
5 jours. Elles sont alors transduites avec une gamme croissante de concentrations (5, 10, 20,
30 et 50 ng p24) pour chaque vecteur traceur (jour 1). Au jour 14, les cellules sont
individualisées. Une partie est fixée pour I’analyse par FACS en formaldéhyde 1%. L’autre
fraction utilisée pour I’analyse immunocytochimique est ensemencée en plaques 24 puits, sur
des lamelles de verre préalablement traitées en gélatine (25 pg/cm?) et laminine (1,7 pg/cm?),
a une densité de 1,2.10° cellules par puits. Les cellules sont fixées au jour 16 en PFA 4%

pendant 30 minutes et stockées a 4°C en PBS 1X.

V.Immunocytochimie

Les cellules fixées sur lamelles de verre sont saturées pendant 1h a température ambiante
dans une solution de PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X /10% sérum de cheévre feetal.
L’incubation avec les anticorps primaires, dilués en PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X
/2% sérum de chevre feetal se fait sur la nuit a 4°C avec les anticorps suivants :
- anti-GFP (Abcam ; #ab 290 ou ab1218 ; 1/800 ou 1/400)
- anti-Nestine (Chemicon, Billerica, MA ; #MAB5326 ; 1/500)
- anti-MAP-5 (Sigma ; #M4528 ; 1/400)
- anti-BIII-tubuline ou TulJ1 (Sigma ; #T8660 ; 1/400)
- anti-MAP-2 (Chemicon ; #24040368 ou 24070158 ; 1/800)
- anti-GFAP (Dako, Glostrup, Danemark ; #20334 ; 1/400)
- anti-A2B5 (gracieusement fourni par Annick Baron, Paris, France ; 1/2)
- anti-CNPase (Sigma, #C5922 ; 1/100)
- anti-O4 (gracieusement fourni par Annick Baron, Paris, France ; 1/10)
- anti-Ki67 (Abcam, Cambridge, Angleterre ; #ab15580 ; 1/400)
- anti-dopamine beta hydroxylase (DBH) (Chemicon ; #AB1538 ; 1/200)
- anti-sérotonine (Chemicon ; #MAB352 ; 1/50)
- anti-GABA (Sigma ; #A2052 ; 1/500)
- anti-GAD67 (Chemicon ; #MAB5406 ; 1/500)
- anti-HB9/HLXB9 (Abcam ; #ab12028 ; 1/100)
- anti-choline acétyltransférase (ChAT) (Chemicon ; AB143 ; 1/100)
Apres 3 lavages en PBS 1X, les cellules sont incubées pendant 2h a température ambiante
dans une solution de PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X /2% sérum de chevre feetal

contenant les anticorps secondaires suivants :
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- anti-IgG de lapin conjugué a I’ Alexa Fluor® 594 (Invitrogen ; #A11012 ; 1/1000)
- anti-IgG de lapin conjugué a I’ Alexa Fluor® 488 (Invitrogen ; #A11008 ; 1/1000)
- anti-IgG de souris conjugué a 1’Alexa Fluor® 594 (Invitrogen ; #A 11005, 1/1000)
- anti-IgG de souris conjugué a 1’Alexa Fluor® 488 (Invitrogen ; #A11001 ; 1/1000)
- anti-IgGy, de souris conjugué a I’Alexa Fluor® 568 (Invitrogen; #A11012;
1/1000)
- anti-IgG1 de souris conjugué¢ au FITC (SouthernBiotech, Birmingham, AL ;
#1070-02 ; 1/200)
- anti-IgM de souris conjugué au Texas-Red (SouthernBiotech, Birmingham, AL ;
#1021-07 ; 1/100)
Les noyaux sont contre-colorés par une solution de Hoechst 33342 (Sigma ; #B2261 ; 35
ng/ml en PBS 1X). Les lamelles de verre sont ensuite montées en moviol (Annexe #3). Des
photos couleur sont prises a 1’objectif 20X ou a D’objectif 40X d’un microscope a
fluorescence (Zeiss, Axioplan 2) équipé d’une caméra couleur (AxioCam HRc)
(grossissement final : X200 ou X400). Pour chaque lamelle, 10 champs distincts sont

photographiés et analysés par comptage des cellules marquées.

VI.Analyse par cytométrie en flux

Les cellules préparées pour la cytométrie en flux* sont dissociées avec de la trypsine (cellules
HEK293T) ou de ’ATV (cellules nerveuses feetales humaines), resuspendues dans leur
milieu de culture puis fixées dans un volume équivalent de Formaldéhyde 2%-PBS 2X. Les
cellules ainsi en suspension sont analysées pour leur fluorescence (pourcentage de cellules
fluorescentes et fluorescence moyenne par cellule) grace au cytomeétre en flux « Becton

Dickinson FACScan ». Les données sont ensuite traitées via le logiciel CellQuest.

VII. Statistiques

L’ensemble des expériences est réalisé en triplicate permettant ainsi un calcul de la moyenne
et de l’erreur standard a la moyenne. La significativité¢ statistique des résultats

comparativement aux témoins est déterminée par une ANOVA a une voie suivie d’un test t.
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Au cours de ma thése, deux procédures distinctes ont été adoptées afin d’homogénéiser les
populations de cellules a greffer.

*  La premiére consiste a surexprimer les génes proneuraux a motif bHLH, Ngnl, Ngn2,
Ngn3 et Mashl, dans des cellules souches et progénitrices nerveuses foetales humaines en
culture, dans le but d’induire leur différenciation vers un phénotype particulier. La
surexpression de chaque gene est dirigée par le promoteur ubiquitaire PGK dans des vecteurs
lentiviraux dits « de différenciation », notés VSV-PGK-Ngnl, VSV-PGK-Ngn2, VSV-PGK-
Ngn3 et VSV-PGK-Mashl. Les cellules transduites sont ensuite analysées par
immunocytochimie puis comptage manuel, afin de déterminer la proportion de chaque
marqueur cellulaire.

* La seconde repose sur la validation d’un systéme lentiviral (« vecteurs traceurs »),
supposé induire ’expression spécifique de geénes rapporteurs (eGFP ou eYFP) sous le
controle de promoteurs appartenant a des lignages cellulaires déterminés. L appréciation de la
spécificité est obtenue par caractérisation des différents types cellulaires présents dans la
population fluorescence. L’objectif final consiste a sélectionner les cellules d’intérét par
cytométrie en flux.

Le bien-fondé¢ de chacun de ces deux systémes est vérifié¢ par évaluation de I’enrichissement
cellulaire pour le premier et par évaluation de la spécificité d’expression des transgenes pour

le second.

I. Effet des génes proneuraux

Dans le but d’enrichir les cultures en un type cellulaire donné, une premicre stratégie vise a
aiguiller le devenir des progéniteurs nerveux humains vers un lignage précis par le biais de
vecteurs lentiviraux surexprimant des génes proneuraux a motif bHLH. Ainsi, nous avons
construit des vecteurs lentiviraux (dits « de différenciation ») codant les genes Ngnl, Ngn2,
Ngn3 et Mashl sous le contréle du promoteur ubiquitaire PGK. Le rdle particulier de ces
genes a ensuite été évalué sur deux populations de cellules neuroépithéliales en culture
(TFH7 et TFH6) a travers une analyse phénotypique pré- et post-transduction au moyen
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du SNC. Nous avons, par ailleurs, étudié
I’influence sur la différenciation, du milieu de culture dans lequel sont maintenues les cellules

apres transduction.
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A. Efficacité de transduction des vecteurs de différenciation

Afin d’évaluer I’efficacité de transduction des différents vecteurs de différenciation, ¢’est-a-
dire leur capacité a pénétrer dans la cellule, a s’intégrer dans le génome et a exprimer le
transgene, deux types cellulaires ont été utilisés : une lignée de cellules HEK293T (cellules
embryonnaires de rein humain) et des progéniteurs nerveux humains en culture primaire.
Pour la transduction, chaque type de cellules a été exposé a une dose de vecteurs de 11 ng

p24/cm? et maintenu in vitro pendant 5 jours.
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Figure III-1 : Efficacité de transduction des vecteurs de différenciation

Une lignée de cellules HEK293T et des progéniteurs nerveux humains ont été dissociés, ensemencés en plaques 6 puits et
transduits avec 11 ng p24/cm? de vecteurs de différenciation. L’efficacité de transduction des différents vecteurs a été
analysée par Dot-Blot (A et B) et par immunocytochimie (C) pour déterminer.

A, B- L’expression des génes proneuraux a été vérifiée par Dot-Blot aprés extraction des ARN totaux. Des doses
croissantes d’ARN (1, 5 et 10 pg) ont été déposées sur les membranes, chaque membrane correspondant a un type de
cellules donné -HEK293T (B) ou précurseurs nerveux (C)- et a une transduction donnée (VSV-PGK-Ngnl ou VSV-PGK-
Ngn2 ou VSV-PGK-Ngn3 ou VSV-PGK-Mashl). Les sondes radioactives associées aux membranes permettent de mettre
en évidence ’expression des transgénes dans les cellules. Les ARN isolés a partir de cellules non transduites (contréle) ou
de cellules transduites avec le vecteur VSV-PGK-LacZ constituent les témoins négatifs.

C- L’expression du transgéne du vecteur controle VSV-PGK-LacZ a été analysée par détection de ’activité enzymatique de
la B-galactosidase. Une coloration bleue (indiquée par les fléches noires et blanches) apparait dans les cellules qui
expriment la protéine (observation au microscope optique: grossissement X200).

Ne disposant pas d’anticorps anti-Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl efficaces, nous avons analysé
I’expression des génes proneuraux au niveau transcriptionnel. Les ARN totaux des cellules
non transduites et des cellules transduites avec les vecteurs VSV-PGK-Ngnl, VSV-PGK-
Ngn2, VSV-PGK-Ngn3 et VSV-PGK-Mashl ont été extraits, et la détection des ARN
messagers spécifiques des différents transgenes a été réalisée par Dot-Blot. La révélation met

en évidence la présence d’ARNm correspondant aux génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl dans
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les cellules HEK293T (Figure III-1 A) et dans les progéniteurs nerveux humains (Figure III-1
B). Ceci indique non seulement que I’ADN des vecteurs de différenciation s’est intégré au
génome des cellules hotes mais également que cet ADN utilise la machinerie cellulaire pour
mener a bien son processus de transcription.

L’efficacité de transduction du vecteur VSV-PGK-LacZ a également été déterminée par
analyse de I’activité enzymatique de la B-galactosidase. L’observation microscopique des
cellules montre I’apparition d’une coloration bleue, intense au niveau nucléaire, aussi bien
dans les cellules HEK293T que dans les progéniteurs nerveux humains (Figure III-1 C). Cette
réaction indique la présence de la protéine B-galactosidase dans les cellules, ce qui sous-
entend que ’ADN viral s’est intégré dans le génome et que les cellules expriment le

transgene.

Les différents résultats valident D’efficacité de transduction du vecteur contrdle et des

vecteurs de différenciation et accréditent la stratégie de surexpression des génes proneuraux.

B. Caractérisation de la population initiale

Deux feetus agés de 7 et 6 semaines embryonnaires, appelés respectivement TFH7 et TFH6,
ont été utilisés dans cette étude. Les vésicules télencéphaliques ont été disséquées selon une
procédure décrite ci-dessus (voir Matériel et Méthodes). Les cellules individualisées obtenues
ont ensuite été mises en culture et amplifiées sous forme de neurospheres en présence d’EGF
et de bFGF. Apres respectivement 153 et 160 jours de culture, les cellules ont été
ensemencées sur substrat adhérent afin de déterminer leur phénotype. Apres fixation, une
analyse immunocytochimique a été réalisée a 1’aide d’anticorps dirigés contre les différents
lignages du systéme nerveux central : anti-nestine pour les cellules immatures ; anti- Map5,
anti-B3tubuline et anti-Map2 pour le lignage neuronal; anti-GFAP pour le lignage
astrocytaire ; anti-A2B5 et anti-O4 pour le lignage oligodendrocytaire (Figures III-2, II1-3 et
I11-4). Des doubles marquages nestine/GFAP (Figure II1-3) et A2B5/Map5 (Figure I1I-4) ont
¢été effectués afin de discriminer les cellules de lignages distincts. Le potentiel de prolifération

des cellules a été évalué grace a un marquage anti-Ki67 (Figure I11-2).
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Hoechst/Ki67 Hoechst/B3tubuline Hoechst/Map2 Hoechst/O4
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Figure I1I-2 : Phénotype des cellules transduites avec les vecteurs de différenciation

Les populations TFH7 et TFH6 transduites avec les vecteurs VSV-PGK-LacZ (A), VSV-PGK-Ngnl (B), VSV-
PGK-Ngn2 (C), VSV-PGK-Ngn3 (D) et VSV-PGK-Mashl (E) ont été caractérisées par immunocytochimie afin de
déterminer leur phénotype. Les anticorps anti-Ki67 permettent de visualiser les cellules en prolifération (coloration
verte), les anticorps anti-B3tubuline (coloration rouge) et anti-Map2 (coloration verte) permettent de mettre en
évidence les cellules du lignage neuronal et les anticorps anti-O4 détectent les cellules du lignage

oligodendrocytaire (coloration rouge). Un marquage au hoechst permet de localiser les noyaux cellulaires
(coloration bleue) (grossissement X200).
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/GFAP+
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Figure III-3 : Analyse immunocytochimique nestine/GFAP

Les populations TFH7 et TFH6 transduites avec les vecteurs VSV-PGK-LacZ (A), VSV-PGK-Ngnl (B),
VSV-PGK-Ngn2 (C), VSV-PGK-Ngn3 (D) et VSV-PGK-Mashl (E) ont été caractérisées par
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages nestine/GFAP permettent a la
fois de visualiser les cellules nestine+ (coloration rouge) et GFAP+ (coloration verte) mais également de
discriminer les cellules nestine+/GFAP+ (coloration jaune) appartenant vraisemblablement au lignage

astrocytaire des cellules nestine+/GFAP- correspondant aux cellules immatures. Un marquage au hoechst
(coloration bleue) permet de localiser les noyaux cellulaires.
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Map5/

/Map5/.
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Figure III-4 : Phénotype des cellules transduites avec les vecteurs de différenciation

Les populations TFH7 et TFH6 transduites avec les vecteurs VSV-PGK-LacZ (A), VSV-PGK-Ngn1 (B),
VSV-PGK-Ngn2 (C), VSV-PGK-Ngn3 (D) et VSV-PGK-Mashl (E) ont été caractérisées par
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages A2B5/Map5 permettent a
la fois de visualiser les cellules A2B5+ (coloration rouge) et Map5+ (coloration verte) mais également
de discriminer les cellules A2B5+/Map5+ (coloration jaune) appartenant au lignage neuronal des

cellules A2B5+/Map5- appartenant au lignage glial. Un marquage au hoechst (coloration bleue) permet
de localiser les noyaux cellulaires (grossissement X200).
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1. Phénotype initial de TFH7
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Figure III-5: Phénotype initial des populations cellulaires extraites des embryons TFH7 4gé de 7 semaines
embryonnaires (A, B, C) et TFH6 4gé de 6 semaines embryonnaires (D, E, F).

Les progéniteurs nerveux ont été maintenus sous forme de neurospheres en présence de milieu standard
supplémenté en EGF et bFGF pendant respectivement 153 et 160 jours. Ils ont ensuite été ensemencés sur substrat
adhérent en plaques 24 puits & une densité de 1,2.10° cellules/puits, maintenus pendant 4 jours dans un milieu
supplémenté en bFGF, fixés au paraformaldéhyde 4% et analysés par immunocytochimie a 1’aide d’anticorps
dirigés contre les différents lignages du systéme nerveux central.

Dans les conditions de culture utilisées, 29,5% des cellules expriment le marqueur Ki67,

56,2% expriment le marqueur nestine, 17,1% le marqueur GFAP, 18,5% le marqueur Map5,
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19,6% le marqueur B3tubuline, 60,9% le marqueur Map2, 16,6% le marqueur A2B5 et
aucune n’exprime le marqueur O4 (Figure I11-5 A).

Les cellules contiennent donc des cellules immatures ainsi que des cellules des lignages
neuronal et glial. Cependant, il convient d’étre prudent dans I’interprétation de ces données.
En effet, si I’expression de Map5, B3tubuline, et Map2 est restreinte a un seul lignage (le
lignage neuronal), il n’en est pas de méme pour les marqueurs nestine, GFAP et A2B5. Ainsi,
parmi les cellules nestine+, environ % co-exprime la GFAP, alors que % ne co-expriment pas
cette protéine (Figure III-5 B). Bien que la GFAP soit connue pour étre exprimée
spécifiquement par les astrocytes, des études récentes ont montré que les cellules souches de
la zone sous-ventriculaire (ZSV) adulte étaient également des cellules GFAP+ (Doetsch et al.,
1999; Merkle et al., 2004). Depuis la parution de ces travaux, certaines études tendent a
conclure un peu trop rapidement quant a la nature des cellules GFAP+ en culture et
assimilent les cellules nestine+t/GFAP+ a des cellules souches ou a des progéniteurs
multipotents (Laywell et al., 2000; Rieske et al., 2007; Steindler and Laywell, 2003). Afin
d’affiner D’interprétation de nos résultats et de discriminer entre cellules immatures
(potentiellement « souche ») et astrocytes, nous avons effectu¢ des doubles marquages
GFAP/Ki67 et nestine/Ki67 (Figure I1I-6 A). L’analyse indique que de nombreuses cellules
nestinet+ co-expriment le marqueur Ki67 (et donc proliférent), alors qu’aucune cellule
GFAP+ n’est doublement marquée. L’auto-renouvellement (et donc la prolifération) étant
I’une des caractéristiques principales des cellules souches, nos observations nous permettent
de conclure que, dans nos conditions de culture, les cellules GFAP+ (qui sont par ailleurs
quasiment toutes nestine+) (Figures III-3 A et III-5 B) ne correspondent pas a une sous-
population de cellules souches. Ainsi, nous considérerons pour la suite que les cellules
GFAP+ (qu’elles soient nestine+ ou nestine-) sont des astrocytes et que les cellules
nestine+/GFAP- sont des cellules immatures.

Il est également intéressant de constater que le marqueur A2B5 n’est pas spécifique du
lignage oligodendrocytaire (Figure II-5 C) Environ % des cellules A2B5+ co-exprime le
marqueur Map5, suggérant leur appartenance au lignage neuronal. Cette hypothese est
confortée par 1’analyse morphologique des cellules exprimant le marqueur A2B5 (Figure I11-
6 B). Les cellules A2B5+/Map5+ sont rondes, bipolaires et de petite taille, morphologie
typique des neuroblastes. A 1’opposé les cellules A2B5+/Map5- sont de grosses cellules
plates trés étalées. Ainsi contrairement a des ¢tudes menées chez le rongeur qui rapportent
une expression exclusivement gliale (Raff et al., 1983; Rao and Mayer-Proschel, 1997), le

marqueur A2BS5 caractérise aussi le lignage neuronal chez ’humain (Marconi et al., 2005).
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Afin de rester prudents dans l’interprétation de nos résultats, dans la suite de notre étude,
nous parlerons de « progéniteurs neuronaux A2B5+ » pour les cellules A2B5+/Map5+ et de

progéniteurs gliaux (potentiellement oligodendrocytaires) pour les cellules A2B5+/Map5-.

Figure III-6 : Discimination des populations
doublement  marquées  nestine/GFAP et
A2B5/Map5

L’analyse immunocytochimique effectuée sur les
cellules neuroépithéliales en culture a mis en
évidence que certaines cellules coexprimait les
marqueurs nestine et GFAP et d’autres les
marqueurs A2B5 et Map5. Une observation plus
poussée de ces 2 sous-populations a fait ressortir
certaines de leurs caractéristiques propres.

B A- Des doubles marquages Ki67/nestine et
Ki67/GFAP ont révélé 1’absence de prolifération
3 des cellules GFAP+ et a I’opposé, une forte
g proportion de cellules continue a se diviser parmi
= les cellules nestinet (fléche blanche). Cette
& fraction correspond aux cellules neuroépithéliales
E'\J, immatures. (grossissement X 200)
< B- Analyse morphologique des cellules A2B5+

A2B5+/Map5-

(grossissement X 1000)

Les cellules A2B5+/MapS5+ sont de petites
cellules bipolaires : elles présentent une
morphologie habituellement caractéristique des
neuroblastes.

Les cellules A2B5+/Map5- sont de grosses
cellules plates trés étalées.
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Figure I11-7: Effet de la transduction sur les cellules en culture

Les cellules neuroépithéliales extraites des embryons TFH7 (A) et TFH6 (B) ont été dissociées et ensemencées
sur support adhérent en plaques 24 puits & une densité de 1,2.10° cellules/puits. Aprés 4 jours, une partie des
cellules a été transduite avec 26 ng p24/cm? de vecteur VSV-PGK-LacZ. Les cellules ont ét¢ maintenues dans
le milien de culture standard supplémenté en bFGF, fixées 4 jours plus tard puis analysées par
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. La comparaison des résultats obtenus pour les cellules
transduites et non transduites permet d’évaluer 1’effet de la transduction en elle-méme sur les cellules en
culture.
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2. Phénotype initial de TFH6

La population TFH6 présente un phénotype globalement similaire a celui de la population
TFH7 : 29,1% des cellules proliférent, comme I’atteste 1I’expression de Ki67, 68% expriment
le marqueur nestine, 28.3% le marqueur GFAP, 23,1% le marqueur Map5, 27,9% le
marqueur 3tubuline, 44,2% le marqueur Map2, 10,2% le marqueur A2B5 et aucune cellule
n’exprime le marqueur O4 (Figure III-5 D). Parmi les cellules nestine+, environ 1/3
correspond a des astrocytes nestinet/GFAP+ et 2/3 sont des cellules immatures
nestine+/GFAP- (Figure I1I-5 E). Notons également que la quasi-totalité des cellules GFAP+
co-exprime la nestine. Parmi les cellules A2B5+, approximativement 1/5 correspond a des
neuroblastes A2B5+/Map5+ (Figure I11-5 F).

Globalement, une expression moins importante des marqueurs nestine, Map5 et f3tubuline
associée a une expression plus importante du marqueur Map2 suggere un état de
différenciation légerement plus avancé de la population TFH7 par rapport a la population
TFH6. Ces nuances pourraient refléter la différence d’age entre les deux feetus au moment du

prélévement.

En conclusion, dans les conditions de culture décrites précédemment, les populations
cellulaires TFH7 et TFH6 proliférent activement (environ 30%), présentent une grande
proportion de cellules immatures (environ 42% de cellules nestine+/GFAP-), ainsi que des
cellules engagées dans les trois voies principales de différenciation du SNC : des neuroblastes
(19-23% de cellules Map5+ et/ou B3tubuline+), des neurones matures (44-61% de cellules
Map2+), des astrocytes (17-28% de cellules GFAP+) et des progéniteurs gliaux
potentiellement oligodendrocytaires (8-12% de cellules A2B5+/Map5-).

C. Effet de la surexpression des genes proneuraux

Afin de déterminer I’influence de la surexpression des génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl1 sur
la différenciation des cellules in vitro, les populations TFH7 et TFH6 ont été transduites avec
les vecteurs VSV-PGK-Ngnl, VSV-PGK-Ngn2, VSV-PGK-Ngn3 et VSV-PGK-Mashl. Les
cellules ont été fixées 4 jours aprés transduction et leurs caractéristiques analysées par
immunocytochimie.

Dans un premier temps, de maniere a s’affranchir de 1’effet potentiel de la transduction en

elle-méme, des cellules ont été transduites a I’aide d’un vecteur contréle codant la B-
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galactosidase (VSV-PGK-LacZ). Pour les deux populations cellulaires TFH7 et TFH6,
aucune variation phénotypique significative n’est observée entre les cellules transduites avec
le témoin et les cellules non transduites (Figure III-7). La transduction n’a donc pas
d’incidence sur la prolifération et/ou la différenciation cellulaire. Les observations faites
aprés transduction avec les vecteurs de différenciation sont donc exclusivement liées a la

surexpression des génes et non pas a la transduction.

1. Effet de la surexpression des génes proneuraux sur la

prolifération cellulaire
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Figure I1I-8 : Effet des génes proneuraux sur la prolifération cellulaire

Les progéniteurs nerveux des populations TFH7 (A) et TFH6 (B) ont été ensemencés sur support
adhérent en plaques 24 puits et transduits avec 26 ng p24/cm? de vecteurs de différenciation
surexprimant les génes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl. L’état de prolifération des cellules a été
analysé 4 jours aprés transduction a 1’aide d’un anticorps dirigé contre le marqueur de prolifération
cellulaire Ki67. L’effet de la surexpression des génes proneuraux sur la prolifération cellulaire a été
évalué par comparaison avec des cellules transduites avec le vecteur contréle VSV-PGK-LacZ. Le
rapport des proportions des cellules Ki67+ dans les populations transduites avec les vecteurs de
différenciation sur les proportions des cellules Ki67+ dans les populations transduites avec le
vecteur contrdle permet de visualiser ’influence des différents genes sur la prolifération.
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La surexpression des génes Ngnl et Ngn3 induit une diminution drastique de la prolifération
cellulaire, comme I’atteste le pourcentage des cellules Ki67+ aprés transduction (Figure I11-8).
Dans la population TFH7 (Figure III-8 A), leur proportion baisse de 97,6% avec le géne
Ngnl et de 95,9% avec le gene Ngn3.

Une évolution similaire mais moins marquée de la prolifération est observée suite a la
surexpression du géne Ngn2. La proportion de cellules Ki67+ est diminuée de 46,2% par
rapport au témoin.

En revanche, la surexpression du géne Mashl n’induit aucun effet significatif sur la
prolifération des cellules.

Des tendances identiques sont observées dans la population TFH6 (Figure I11-8 B).

D’une maniére générale, les génes Neurogénines induisent donc une diminution de la
prolifération cellulaire, particuliérement visible avec les génes Ngnl et Ngn3 (Figure III-2).
Ces résultats corroborent des études antérieures qui montrent que ces facteurs de
transcription® a motif bHLH entrainent un arrét du cycle cellulaire (Nieto et al., 2001). En
revanche, aprés 4 jours, la surexpression de Mashl n’a pas (ou pas encore) d’effet sur la
prolifération. Ceci est en accord avec les études menées par 1’équipe de David Anderson (aux
Etats-Unis) (Lo et al., 2002) et par I’équipe de Francois Guillemot (en France) (Parras et al.,
2004), dont les justifications divergent légérement. En effet, Liching Lo suggére que Mashl a
une plus grande capacité a maintenir la prolifération comparativement aux neurogénines,
tandis que Carlos Parras suggere que Mashl n’a tout simplement pas de rdle significatif sur
I’autorenouvellement des progéniteurs neuraux en culture. Un maintien des cellules au-dela
de 4 jours post-transduction permettrait de discriminer 1’'une ou I’autre de ces deux

hypotheses.
2. Effet des génes proneuraux sur la différenciation cellulaire

a) Effet de la surexpression du géne Ngnl

Dans la population TFH7 (Figure I1I-9 A), la surexpression du géne Ngn1 induit:
- une diminution tres significative de la proportion des cellules nestine+ (de 54,7%
a 33,6%). Cette variation correspond exclusivement a une baisse de la proportion
des cellules immatures nestinet/GFAP- (de 40,3% a 15,7%), puisque la
surexpression n’a aucun effet sur la proportion des cellules de type astrocytaire

nestine+/GFAP+ (Figure I11-9 B).
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- une augmentation de la proportion des cellules Map5+ (de 19% a 37,7%) et
p3tubuline+ (de 18,8% a 39,4%), ainsi que celle des cellules A2B5+ (de 16,6% a
38,5%). Parmi ces derni¢res (Figure III-9 C), seule la fraction de cellules
neuroblastiques A2B5+/Map5+ augmente de manicre trés significative (de 4,6% a
20,5%) aprés surexpression de Ngnl. La proportion des cellules A2B5+/Map5-

reste stable, a environ 15%.
Des résultats tout a fait analogues sont mis en évidence dans la population TFH6 (Figures I11-

9D, EetF).
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Figure III-9 : Effet de la surexpression Ngn1 sur la différenciation des populations cellulaires TFH7 (A, B, C) et TFH6
(D,E, F)

Les progéniteurs nerveux humains ont été maintenus sous forme de neurosphéres en présence d’EGF et bFGF pendant
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits a une densité de
1,2.10° cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn1. Aprés 4 jours de culture dans un milieu
standard supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4% et caractérisés par immunocytochimie a
I’aide d’anticorps dirigés contre les différents lignages du systéme nerveux central. La comparaison du phénotype
obtenu avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer ’influence de la
surexpression du géne Ngnl1 sur la différenciation des cellules in vitro.

Ainsi, une diminution importante de la prolifération cellulaire et de la proportion des cellules
immatures nestine+/GFAP-, associée a une augmentation significative de la proportion des
neuroblastes Map5+ et/ou f3tubuline+ suggére un engagement vers la voie de différenciation
neuronale des cellules surexprimant le géne Ngnl. Cette activation de la neurogenese est en

accord avec ’activité proneurale de Ngnl (Ma et al., 1998; Ma et al., 1999; Ma et al., 1997)
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et avec les résultats d’un certain nombre d’équipes qui montrent un accroissement de la
proportion des cellules du lignage neuronal par surexpression de Ngnl (Kim et al., 2004;
Muramatsu et al., 2005; Sun et al., 2001). Cependant, il est admis que le géne Ngnl stimule
la neurogenese, tout en inhibant la gliogenése (Sun et al., 2001). Or dans nos expériences,
aucune variation des cellules du lignage astrocytaire ou du lignage oligodendrocytaire n’a été
mise en évidence. Sachant que la double fonction de Ngnl au niveau neuronal et au niveau
glial active des processus différents et indépendants (Sun et al., 2001), il semble que dans nos
conditions, le mécanisme qui induit la neurogenese (via activation de NeuroD) soit favorisé
par rapport a celui qui limite la gliogenese (via séquestration de CBP/p300/Smadl et/ou
suppression de la voie JaK/Stat). Mais cette préférence est-elle un état permanent di a la
surexpression de Ngnl ou est-il question d’un déroulement chronologique ? Afin de le
vérifier, il serait intéressant de conserver plus longuement les cellules transduites et
d’analyser I’évolution de leur phénotype. L’étude des différentes voies de signalisation citées

ci-dessus pourrait également apporter des compléments d’information.

b) Effet de la surexpression du géne Ngn2

Dans la population TFH7 (Figure I1I-10 A), la surexpression du gene Ngn?2 :

- 1n’induit pas de variation significative de la proportion des cellules exprimant le
marqueur nestine (environ 52%). Cependant, bien qu’aucun effet ne soit observé
sur la population nestine+ globale, on constate que la proportion de cellules de
type astrocytaire nestine+/GFAP+ augmente avec la surexpression de Ngn2 (de
14,4% a 24,7%), tandis que la proportion de cellules immatures nestine+/GFAP-
diminue de facon significative (de 40,3% a 24,9%) (Figure I1I-10 B).

- induit une augmentation de la proportion des cellules du lignage neuronal
exprimant les marqueurs Map5 (de 19% a 35,7%), p3tubuline (de 18,8% a 44,4%)
et Map2 (de 65% a 78,1%), ainsi que celle des cellules exprimant le marqueur
A2BS (del6,6% a 27,8%). Parmi les cellules A2B5+ (Figure III-10 C), la
proportion des progéniteurs neuronaux A2B5+/Map5+ progresse de 4,6% a 14,3%,
tandis que celle des progéniteurs gliaux (potentiellement oligodendrocytaires)
A2B5+/Map5- demeure a un pourcentage d’environ 13%. Ainsi, la surexpression
de Ngn2 semble affecter essentiellement la population neuroblastique parmi les
cellules A2B5+.

Cette série d’expériences a été répétée sur le prélevement TFH6 et des résultats comparables

ont été obtenus (Figures I1I-10 D, E et F).
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Figure III-10 : Effet de la surexpression de Ngn2 sur la différenciation des populations cellulaires TFH7 (A, B, C) et
TFH6 (D, E, F)

Les progéniteurs nerveux humains ont ét¢ maintenus sous forme de neurospheres en présence d’EGF et bFGF pendant
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits a une densité de
1,2.10° cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn2. Aprés 4 jours de culture dans un milieu
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4% et caractérisés par immunocytochimie a I’aide
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du systéme nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer I’influence de la surexpression
du géne Ngn2 sur la différenciation des cellules in vitro.

En conclusion, la surexpression de Ngn2 induit une diminution de la prolifération et de la
proportion de cellules immatures nestine+/GFAP-, en parallele d’une augmentation des
cellules du lignage neuronal (Map5+, B3tubuline+ et Map2+) et astrocytaire (GFAP+). Bien
que 1’équipe de Jonas Frisen ait montré que 90% des cellules souches nerveuses adultes,

surexprimant le géne Ngn2 in vitro, sont positives pour le marqueur neuronal B3tubuline
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(Falk et al., 2002), plusieurs études ont, a I’opposé, rapporté une expression du geéne dans des
précurseurs de neurones et d’astrocytes (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al., 2001). Nos
résultats suggerent donc que la surexpression du géne Ngn2 induit un engagement des
cellules vers les voies de différenciation neuronale et astrocytaire. Ainsi, contrairement a
I’idée établie qui considére que les geénes a motif bHLH favorisent la différenciation
neuronale au détriment de la différenciation gliale, l'implication de Ngn2 dans le
développement de I’identité astrocytaire renforce I’hypothése d’une double fonction pour le
gene Ngn2 (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al., 2001). Par ailleurs, 1’enrichissement neuronal
concerne aussi bien les neurones précoces (Map5+ et/ou B3tubuline+) que les neurones
tardifs (Map2+), ce qui suppose que le géne Ngn2 pourrait jouer également un réle dans la

maturation des neurones le long du lignage neuronal.

¢) Effet de la surexpression du géne Ngn3

Dans la population TFH7 (Figure I1I-11 A), la surexpression du géne Ngn3 induit :

- une diminution de la proportion des cellules nestine+ (de 54,7% a 26,9%). Cette
diminution s’explique a la fois par une diminution de la proportion des cellules
immatures nestine+/GFAP- (de 40,3% a 15,6%) et par une diminution de la
proportion des cellules astrocytaires nestine+/GFAP+ (de 14,4% a 11,3%) (Figure
III-11 B). L’absence d’effet significatif sur la proportion globale de cellules
GFAP+ (maintien aux alentours de 16,5%) suppose une augmentation de la
proportion des cellules GFAP+/nestine- pour compenser I’augmentation de la
proportion des cellules GFAP+/nestine+.

- une augmentation de la proportion des cellules neuroblastiques Map5+ (de 19%
a 35,3%) et P3tubuline+ (de 18,8% a 36,4%), ainsi que de la proportion des
cellules A2B5+ (de 16,6% a 33,6%). L’augmentation de cette derniére est
exclusivement liée a une augmentation trés significative de la proportion des
cellules A2B5+/Map5+ (neuroblastes), les cellules A2B5+/Map5- (progéniteurs
gliaux) se maintenant a environ 14% (Figure III-11 C).

- une diminution significative de la proportion des cellules Map2+ (de 65% a

38%).
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Figure III-11 : Effet de la surexpression de Ngn3 sur la différenciation des populations cellulaires TFH7 (A, B, C) et
TFH6 (D, E, F)

Les progéniteurs nerveux humains ont ét¢ maintenus sous forme de neurospheres en présence d’EGF et bFGF pendant
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits a une densité de
1,2.10° cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn3. Aprés 4 jours de culture dans un milieu
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4% et caractérisés par immunocytochimie a 1’aide
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du systéme nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu

avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer I’influence de la surexpression
du géne Ngn3 sur la différenciation des cellules in vitro.

La méme série d’expériences a été¢ répétée sur la population TFH6. Les résultats obtenus
montre une tendance similaire, bien que les variations des cellules du lignage neuronal ne
soient pas aussi significatives (Figures I1I-11 D, E et F).

En conclusion, la diminution hautement significative de la prolifération cellulaire et de la

population de cellules immatures nestine+/GFAP-, conjointement & une augmentation de la
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proportion des neuroblastes (Map5+, B3tubuline+), suggére que la surexpression de Ngn3
induit un engagement des cellules dans la voie de différenciation neuronale, ce qui est
cohérent avec son caracteére de géne proneural, son profil d’expression et son homologie avec
les autres genes a motif bHLH (Fode et al., 1998; Olson et al., 1998; Sommer et al., 1996).
Cependant, la diminution de la proportion des neurones tardifs (Map2+) sous-entend que la
différenciation neuronale activée par le géne Ngn3 n’est pas terminale, c’est-a-dire qu’elle ne
permet pas d’atteindre le stade de neurone spécialisé et laisse penser qu’une partie des
cellules matures pourraient soit mourir, soit se dédifférencier en réponse a la surexpression du
gene. Jusqu’a présent, I’intérét porté au géne Ngn3 concerne essentiellement son implication
dans la différenciation des cellules pancréatiques (Baeyens et al., 2006; Breslin et al., 2007;
Castaing et al., 2005; Johansson et al., 2007; Noguchi et al., 2006) et peu de données relatives
a son activité au niveau du systéme nerveux sont disponibles pour permettre une comparaison.
Néanmoins, son expression transitoire dans les précurseurs gliaux de la moelle épiniére en
développement et la diminution de I’expression du facteur Nkx2.2 induite par son
inactivation suggére que le géne Ngn3 participe a la gliogenése, et plus particuliérement a
I’oligodendrogénése (Lee et al., 2003). Or aucune variation des cellules gliales n’est mise en
¢vidence dans nos conditions. Cette déficience pourrait se justifier par la chronologie des
processus de différenciation qui suppose que la neurogenése ait lieu avant la gliogenése (Qian
et al., 2000; Sugimori et al., 2007). Pour le vérifier, il faudrait allonger le temps pendant

lequel les cellules transduites sont maintenues en culture avant 1’analyse du phénotype.

d) Effet de la surexpression du géne Mashl
Dans la population TFH7 (Figure I1I-12 A), la surexpression du géne Mashl :

- n’a pas d’effet significatif sur la proportion de cellules exprimant les marqueurs
nestine (environ 52%) et GFAP (environ 17,6%). Au sein des cellules nestine+,
ni la proportion des cellules nestine+/GFAP+, ni la proportion des cellules
nestine+/GFAP- ne varient de maniére significative (Figure I1I-12 B) a la suite de
la surexpression du géne Mashl.

- induit une augmentation de la proportion des cellules neuroblastiques exprimant

les marqueurs Map5 (de 19% a 43,7%) et p3tubuline (de 18,8% a 19,2%).
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Figure I1I-12 : Effet de la surexpression de Mashl sur la différenciation des populations cellulaires TFH7 (A, B, C) et
TFH6 (D, E, F)

Les progéniteurs nerveux humains ont ét¢ maintenus sous forme de neurospheres en présence d’EGF et bFGF pendant
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits a une densité de
1,2.10° cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Mashl. Aprés 4 jours de culture dans un
milieu supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4% et caractérisés par immunocytochimie a 1’aide
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du systéme nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer I’influence de la surexpression
du géne Mashl sur la différenciation des cellules in vitro.

- induit une augmentation de la proportion des cellules A2B5+ (de 16,6% a 38,2%).
Cet accroissement résulte a la fois d’une augmentation hautement significative de
la proportion des progéniteurs gliaux A2B5+/Map5- (de 4,6% a 16,6%) et d’une

augmentation trés significative de la proportion des neuroblastes A2B5+/Map5+
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(de 12,1% a 21,6%) (Figure I1I-12 C). Notons également 1’apparition de quelques
pré-oligodendrocytes O4+ (Figure III-2) dans les populations de cellules
surexprimant Mashl.
- induit une diminution hautement significative de la proportion des neurones
matures exprimant le marqueur Map2 (de 65% a 34%).
Les résultats observés dans la population TFH6 différent 1€égérement de ceux observés dans la
population TFH7 (Figures I11-12 D, E et F). En réponse a la surexpression du gene Mashl, la
proportion de cellules Map2+ reste constante et au contraire, la proportion des cellules

immatures nestine+/GFAP- diminue significativement de 38,5% a 27, 9%.

En conclusion, la surexpression de Mashl dans les progéniteurs nerveux humains feetaux
induit une augmentation conjointe des progéniteurs neuronaux (Map5+ et/ou B3tubuline+) et
des progéniteurs gliaux (A2B5+/Map5-). Des études récentes (Battiste et al., 2007; Parras et
al., 2004; Parras et al., 2007) ont montré que Mashl jouerait un rdle crucial dans la
spécification des lignages neuronaux et oligodendrocytaires au cours du développement post-
natal. Ainsi, dans nos travaux, l’augmentation de la proportion des progéniteurs A2B5+
pourrait effectivement refléter, outre une augmentation des cellules du lignage neuronal, une
augmentation de la proportion des précurseurs oligodendrocytaires. Cette hypothése est
confortée par 1’apparition de cellules oligodendrocytaires plus matures exprimant le marqueur
04 suite a la surexpression de Mashl1. Cependant, comme d’autres études chez la souris 1’on
suggéré (Parras et al., 2007), dans notre étude, Mashl1 seul n’est pas suffisant pour induire la
différenciation oligodendrocytaire terminale.

La diminution de la proportion de cellules Map2+ suggeére quant a elle que la surexpression
de Mashl n’est pas impliquée dans la maturation des cellules le long du lignage neuronal.
Comme c’est le cas pour Ngn3, cette diminution peut s’expliquer soit par la mort des
neurones matures en culture, soit par une dédifférenciation éventuelle de ces cellules.
Cependant, 1’é¢tude de Carlos Parras fournit certaines informations qui suggerent que
I’hypothése de la mort cellulaire est la plus plausible (Parras et al., 2004). En effet, lorsque
Ngn2 est remplacé par Mashl, leur capacité¢ différente a engager la transition de I’état
prolifératif vers la différenciation conduit a un exces de prolifération et/ou a un retard de

différenciation, qui peuvent interférer avec la survie des cellules.

Dans une perspective d’homogénéisation des populations, I’ensemble des génes proneuraux

testés semblent induire un engagement des cellules dans la voie de différenciation neuronale
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et par conséquent, une augmentation de la proportion des cellules du lignage neuronal
précoce (Map5+ et/ou B3tubulinet) et/ou tardif (Map2+) associée a une diminution plus ou
moins marquée de la proportion de cellules immatures. Ainsi, quel que soit le géne utilis¢, la
population neuronale représente au moins la moitié¢ de la population globale apres 4 jours de
surexpression. La proportion la plus importante est atteinte avec le géne Ngn2 qui permet
d’obtenir au moins 78% de cellules exprimant le marqueur Map2. Par surexpression des
genes proneuraux, le potentiel de différenciation des progéniteurs nerveux en culture semble
donc étre majoritairement restreint au lignage neuronal, ce qui permet d’envisager des
expériences de transplantation substitutive dans un certain nombre de modéles animaux de
Iésion touchant spécifiquement les neurones. Cependant, comme nous venons de le
démontrer, chacun de ces geénes agit différemment. En outre, ils semblent étre impliqués dans
la spécification de sous-types neuronaux différents (voir « Introduction »). Afin d’optimiser
I’emploi de ces populations en thérapie cellulaire, il apparait donc important de déterminer
précisément la nature des neurones obtenus et de cibler exactement les pathologies

concernées.

e) Différenciation terminale

Afin d’examiner le phénotype terminal des neurones présents dans les populations cellulaires,
une analyse immunocytochimique a été réalisée a 1’aide d’anticorps dirigés contre les
principaux sous-types neuronaux. Ainsi, 1’anticorps anti-dopamine B-hydroxylase (DBH)
détectent les neurones adrénergiques, 1’anti-sérotonine (SHT) les neurones sérotoninergiques,
I’anti-glutamate décarboxylase isoforme 67 (GAD67) et I’anti-acide y-aminobutyrique
(GABA) les neurones GABAergiques, [’anti-Hb9 les motoneurones et 1’anti-choline

acétyltransférase (ChAT) les neurones cholinergiques.

La population transduite avec le controle VSV-PGK-LacZ contient des neurones
majoritairement GABAergiques (GAD67+ et/ou GABA+) parmi les cellules neuronales
différencices (Figure III-13 A). Ce résultat est en accord avec les données de Meena Jain qui
démontre qu’une réactivit¢ GABAergique est prédominante au sein des neurones dérivant
d’une amplification in vitro de précurseurs nerveux humains (Jain et al., 2003). La présence
de quelques neurones adrénergiques, cholinergiques et motoneurones peut néanmoins étre

mentionnée. Par contre, aucun neurone sérotoninergique n’a été mis en évidence.
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Figure II-13 - Phénotype terminal des cellules transduites avec les vecieun de différenciation

Lo populations TFH7 ct TFH6 transduitcs avec ks vecteun VSV-PGK-LacZ (A), VEV-PGK-Ngnl (B), VSV-PGK-Ngn2
{C), VEV-PGE-Ngn3 (D) et VSV-PGE-Mashl (B) ont &té caractérisées par immonocytochimie afin do déterminer loor
phénotype neoronal termminal. Les anticorps anti-SHT permettent de visnaliser les neuronss sérotoninergiques {coloration
rouge), kes anticorps anti-DIAH les neuronss catécholaminergiques (coloration verie), les anfiocorpe anti-ChAT les neurones
cholinergiques {coloration verte), leg anticorps anti-HB9 les motonsurones (coloration verte), et les anticorpe anti-GADE7
{coloration rouge) et anti-GABA (colomtion verie) les neurones GABAergiques. Un manquage an hoechst permet de localiser
lles noyanx cellulaires {(coloration blene) (grossissement X200).

DBH

ChAT

HBS

GABA GAD67

Dans la population surexprimant le géne Ngnl (Figure I1I-13 B), aucun sous-type neuronal
particulier n’est accentué¢ comparativement a la population contrdle. Au contraire, certaines
catégories de neurones, tels que les neurones adrénergiques, les neurones GABAergiques ou

les motoneurones semblent disparaitre, ce qui suggere que certaines cellules matures
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pourraient soit mourir, soit se dédifférencier en réponse a la surexpression du gene. Seuls les
neurones cholinergiques sont maintenus dans une proportion équivalente a celle de la
population controle. Ces résultats sont en contradiction avec les travaux de Dai Muramatsu
qui rapporte que des cellules de télencéphale ventral de souris in vitro témoignent d’une
différenciation GABAergique efficace lors de la transduction avec un vecteur rétroviral
surexprimant le géene Ngnl (Muramatsu et al., 2005). Une telle différence entre nos résultats
et ceux de I’équipe japonaise pourrait s’expliquer par la nature des cellules maintenues en
culture. En effet, dans les expériences réalisées par Dai Muramatsu, les progéniteurs
proviennent d’une lignée cellulaire immortalisée (cellules MSP-1) établie a partir de souris
knock out pour le facteur de transcription p53 (Yamada et al., 1999). Or, cette protéine p53
est connue pour jouer un réle majeur dans les situations de stress, entrainant un arrét de la
division cellulaire et ’activation de la transcription d’un grand nombre de geénes. Ainsi, son
absence pourrait donner lieu a une dérégulation cellulaire et conduire a une différenciation
GABAergique ectopique en présence du gene Ngnl. Dans le cas des cellules dérivant de
cultures primaires de télencéphale foetal humain, la surexpression de Ngnl in vitro ne semble
pas stimuler I’apparition des marqueurs terminaux considérés. Au mieux, elle permet de
restreindre, de manic¢re privilégiée, le phénotype neuronal terminal aux neurones
cholinergiques. Cependant, in vivo, le géne Ngnl est principalement impliqué dans la
formation des neurones sensoriels (Anderson, 1999; Cau et al., 2002; Ma et al., 1998). Or
aucun des marqueurs utilisés dans 1’analyse ne permet de les détecter. Ainsi, afin de parfaire
I’étude sur la différenciation terminale de la population surexprimant le géne Ngnl et de
justifier le maintien de la proportion des cellules Map2+ au sein de cette population (voir
« Effet de la surexpression des génes proneuraux sur la différenciation cellulaire »), il
apparait nécessaire de caractériser les cellules au moyen de marqueurs tels que BRN3A, ISL2,
NSCL-2 ou NeuroD-L, qui sont spécifiques des neurones sensoriels. D’ici la, aucune

conclusion ne peut étre tirée.

Dans la population surexprimant le géne Ngn2 (Figure III-13 C), plusieurs sous-types
neuronaux sont présents dans une proportion nettement plus importante que dans la
population contrdle. Ainsi, les neurones cholinergiques, les motoneurones et les neurones
GABAergiques sont clairement favorisés. De mani¢re plus modérée, des neurones
adrénergiques sont ¢galement détectés. Par contre, aucun neurone sé€rotoninergique n’est mis
en évidence. De tels résultats sont en accord avec les données de la littérature qui indiquent

que le géne Ngn2 peut induire la formation d’au moins cinq sous-types neuronaux différents
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a partir de progéniteurs nerveux : des neurones sensoriels (Perez et al., 1999), des
motoneurones avec la coopération de facteurs tels que Olig2, Isll ou Lhx3 (Lee and Pfaff,
2003; Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001; Scardigli et al., 2001), des neurones
dopaminergiques avec la coopération du géne Nurrl (Kele et al., 2006), des neurones
GABAergiques (Parras et al., 2002) et des neurones glutamatergiques (non analysés ;
(Schuurmans et al., 2004)). Ainsi, globalement, la surexpression du géne Ngn2 semble
induire la maturation des neurones, comme nous 1’avons déja suggéré dans la premiére partie
de I’é¢tude (voir « Effet de la surexpression des génes proneuraux sur la différenciation
cellulaire »). Cependant, cette maturation n’entraine pas 1’apparition d’un phénotype terminal

préférentiel.

Dans la population surexprimant le gene Ngn3 (Figure III-13 D), les sous-types neuronaux
mis en évidence sont trés similaires a ceux obtenus lors de la surexpression du géne Ngn2, a
savoir des neurones adrénergiques, des neurones cholinergiques, des motoneurones et des
neurones GABAergiques. Cependant, les proportions difféerent de maniére significative. Ainsi,
le phénotype GABAergique apparait prépondérant et assez proche en densit¢ de celle
observée suite a la surexpression du géne Ngn2, tandis que les 3 autres phénotypes sont
beaucoup plus clairsemés. Par conséquent, contrairement aux conclusions déduites de
I’analyse du marqueur Map2, la surexpression du geéne Ngn3 semble induire la
différenciation terminale des cellules souches nerveuses feoetales en culture et cette
surexpression pourrait avantager, de maniere prioritaire, la formation de neurones
GABAergiques, sans pour autant exclure totalement la production d’autres classes de

neuronces.

Dans la population surexprimant le géne Mashl (Figure III-13 E), les phénotypes
cholinergiques, motoneurones et GABAergiques sont beaucoup plus prononcés que dans la
population contréle. D’autre part, la proportion des neurones cholinergiques et des
motoneurones (qui peuvent constituer la méme population) semble relativement moins élevée
que lors de la surexpression du géne Ngn2. Le phénotype adrénergique est beaucoup moins
marqué que les phénotypes cités ci-dessus, mais est incontestablement présent. L’ensemble
de ces sous-types neuronaux -neurones adrénergiques, neurones cholinergiques,
motoneurones et neurones GABAergiques- fait parti du panel de neurones engendrés par le
gene Mashl dans les différentes régions du systéme nerveux central et périphérique (Fode et

al., 2000; Lo et al., 1998; Ohsawa et al., 2005; Yang et al., 2006). Ainsi, les populations
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neuronales induites par la surexpression de Mash1 sont trés analogues a celle développées in
vivo sous I’influence de la protéine. Cependant, 1’absence de cellules présentant un phénotype
sérotoninergique atténue ce constat, puisque I’équipe de Jean-Frangois Brunet a démontré que
I’expression de Mashl permettait le développement de neurones sérotoninergiques in Vivo
(Pattyn et al., 2004). L’implication d’un certain nombre d’autres facteurs tels que Nkx2.2,
Gata3, Lmx1b et Petl dans cette formation suggére que 1’environnement des cellules souches
nerveuses feetales humaines en culture n’est pas favorable a la production de neurones
sérotoninergiques sous I’influence du géne Mashl. En définitive, la population obtenue est
qualitativement trés proche de celle induite par la surexpression de Ngn2 et aucun sous-type
neuronal ne semble émerger par rapport aux autres.

Ainsi, comme établi par un grand nombre de travaux, les génes proneuraux possedent la
capacit¢ d’engendrer des sous-types neuronaux particuliers. Cependant, en terme
d’enrichissement des populations, apres 4 jours de surexpression, aucun des quatre genes
proneuraux a motif bHLH ne permet d’homogénéiser, de fagcon exclusive, le phénotype
terminal des populations neuronales. Bien que la progression de certains sous-types
comparativement a certains autres constitue une évolution non négligeable et relativement en
accord avec la littérature, I’environnement, a savoir la population initiale dans un milieu de
culture défini, n’exprime pas de signaux suffisamment explicites et cohérents pour que les

cellules s’orientent dans une seule voie de différenciation.

D.Rble du bFGF

La présence de bFGF dans le milieu de culture classique des progéniteurs nerveux humains
souléve un certain nombre d’interrogations. Son rdle en temps qu’agent mitogéne consiste a
stimuler la mitose et par conséquent a favoriser le maintien des cellules a un état indifférencié
(Buc-Caron, 1995). Or par surexpression des génes proneuraux, c’est I’étape inverse qui est
encouragée. Il est donc important de prendre en considération I’influence potentielle de ce
facteur de croissance sur le processus de différenciation induit par les génes Ngn et Mashl.
Au cours de la différenciation, doit-on cultiver les cellules dans un milieu supplémenté ou
privé de bFGF? La présence de bFGF dans le milieu de culture ne limite-t-elle pas les effets
des facteurs de transcription ? Et le retrait du bFGF n’entraine-t-il pas des conséquences

annexes qui ne seraient pas attribuables aux facteurs de transcription ?
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Afin de répondre a ces questions, les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH7
ont ¢été ensemencées en plaques 24 puits, transduites avec les différents vecteurs de
différenciation puis maintenues dans du milieu supplémenté ou dépourvu de bFGF jusqu’au
moment de la fixation 4 jours plus tard. Une analyse phénotypique comparable a celle
réalisée pour évaluer I’influence des génes de différenciation en présence de bFGF, permet

d’examiner I’influence couplée des geénes proneuraux et du bFGF sur la population TFH7.

1. Effet du bFGF sur le phénotype de la population TFH7 non

transduite

Afin d’apprécier I’influence du bFGF sur le phénotype de la population TFH7, les cellules
neuroépithéliales ont été¢ cultivées, parallelement en présence et en absence de bFGF, sur
support adhérent en plaques 24 puits. Les cellules ont été fixées aprés 3 jours de culture et
caractérisées par immunocytochimie en utilisant des anticorps dirigés contre les marqueurs
des différents lignages du SNC (nestine, GFAP, A2B5, O4, Map5, B3tubuline, Map2) et un
anticorps dirigé contre le marqueur de prolifération cellulaire Ki67. La comparaison des
proportions des différents marqueurs pour chaque condition de culture permet d’appréhender
les conséquences d’un retrait de bFGF sur le phénotype des cellules.

Dans des conditions de carence en bFGF, les pourcentages des cellules Map5+ et f3tubuline+
passent respectivement de 18,5% a 32,4% et de 19,6% a 26% (Figure I11-14). Les proportions
des autres marqueurs restent dans 1’ensemble trés proches de celles observées dans des
conditions ou le milieu est supplémenté en bFGF. Ainsi, I’augmentation trés significative du
pourcentage de cellules du lignage neuronal suggere soit que le bFGF inhibe exclusivement
la différenciation neuronale et que son retrait va ’activer, soit que le bFGF inhibe la
différenciation en général et que le lignage neuronal est le premier a étre activé apres 3 jours
de culture sans bFGF. In vivo, au cours du développement, la différenciation en neurones,
astrocytes et oligodendrocytes est séquentielle (Bayer, 1991; Sauvageot and Stiles, 2002), les
neurones ¢étant formés avant les astrocytes qui sont eux-mémes formés avant les
oligodendrocytes. Des microcultures clonales de cellules souches nerveuses embryonnaires
de souris ont montré que ce modéle était également valable in vitro (Qian et al., 1998; Qian et
al., 2000). Ces données associées a la légere augmentation amorcée au niveau de la
proportion des cellules GFAP+ suggérent que 1’hypothése d’une inhibition globale de la

différenciation est la bonne.
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Figure I11-14 : Influence du bFGF sur le phénotype cellulaire de la population TFH7

Les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH7 ont été amplifiées sous forme de neurosphéres en
milieu standard supplémenté en EGF et bFGF pendant 160 jours. Elles ont alors été ensemencées en plaques 24
puits 4 une densité de 1,2.10° cellules/puits en milieu « N2 » standard supplémenté en bFGF. Cinq jours plus tard,
le milieu a été remplacé pour une partie des cellules par du milieu « N2 » standard supplémenté en bFGF et pour
I’autre partie par du milieu « N2 » standard dépourvu de bFGF. Apres trois jours de culture, les cellules ont été
fixées puis caractérisées par immunocytochimie a 1’aide d’anticorps dirigés contre les marqueurs des différents
lignages du SNC (nestine, GFAP, A2B5, O4, Map5, B3tubuline, Map2) et contre le marqueur de prolifération
cellulaire Ki67 (A). Des doubles marquages nestine/GFAP (B) et A2B5/Map5 (C) ont permis de discriminer les
cellules de lignages distincts. Les proportions des différents marqueurs dans la population TFH7 ont été établies
aprés comptage des cellules marquées.

2. Influence du bFGF aprés transduction des cellules avec le

vecteur controle

Pour évaluer les conséquences du retrait du bFGF sur la réponse des cellules apres
transduction, la population TFH7 transduite a 1’aide du vecteur controle VSV-PGK-LacZ a
¢été placée dans un milieu de culture dépourvu de bFGF, fixée en PFA 4% aprés 3 jours et
caractérisée par immunocytochimie. La comparaison du phénotype des cellules transduites
avec le témoin et celui des cellules non transduites (Figure III-15) révele un accroissement
trés significatif de la proportion des cellules du lignage astrocytaire GFAP+ (qui sont
¢galement majoritairement nestine+) et une diminution trés significative de la proportion des
cellules Ki67+. D’aprés la littérature, cette réaction cellulaire qui se traduit par une
différenciation astrocytaire et un arrét de la prolifération est un comportement classique face
a un stress (Holmin et al., 2001; Mirescu and Gould, 2006). Ainsi, la transduction avec les
vecteurs lentiviraux semble constituer une « agression » pour les cellules qui répondent en
conséquence. Cependant, nous avons démontré qu’en présence de bFGF, la transduction n’a
aucun effet sur le phénotype des cellules TFH7 en culture (Figure III-7 A). Ces résultats

suggerent donc que le bFGF pourrait compenser les effets de la transduction. En effet, des
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¢tudes récentes ont montré non seulement que 1’expression du facteur de croissance
fibroblastique bFGF était induite a la suite d’un stress mécanique et pouvait agir en tant que
neuroprotecteur (Bland et al., 2006; Ganat et al., 2002; Li and Hughes-Fulford, 2006; Molteni

et al., 2001) mais également que cette expression stimulait la prolifération et la neurogenese
(Monlfils et al., 2006).
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Figure III-15 : Effet de la transduction sur les cellules TFH7 cultivées sans bFGF

Les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur substrat adhérent
en plaques 24 puits & une densité de 1,2.10° cellules/puits. Aprés 4 jours, une partie des cellules a été transduite
avec 26 ng p24/cm? de vecteur VSV-PGK-LacZ et une autre partie a été simplement maintenue en milieu de
culture. 24h plus tard, le milieu supplémenté en bFGF a été remplacé par du milieu dépourvu de bFGF. Les
cellules ont ainsi été privées de bFGF jusqu’au moment de la fixation 3 jours plus tard. La caractérisation par
immunocytochimie a permis de déterminer leur phénotype. La comparaison des résultats obtenus pour les cellules
transduites et non transduites permet d’évaluer 1’effet de la transduction en elle-méme sur les cellules en culture.

3. Effet de la surexpression des génes proneuraux en absence
de bFGF

Afin d’évaluer I’effet combiné du retrait de bFGF et de la surexpression des génes
proneuraux sur le phénotype des cellules en culture, les progéniteurs nerveux humains TFH7
ont été transduits avec les différents vecteurs de différenciation, maintenus pendant 3 jours
dans un milieu standard dépourvu de bFGF et analysés par immunocytochimie. Les
variations phénotypiques ont alors été déterminées par comparaison avec des cellules TFH7
transduites avec le vecteur VSV-PGK-LacZ et maintenues dans un milieu standard

supplémenté en bFGF (Figures I11-16 et III1-17).
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a) Effet sur la prolifération

Les proportions de cellules Ki67+ sont globalement similaires en présence et en absence de
bFGF lors de la surexpression des geénes Ngnl et Ngn3 (Figure III-16), ce qui coincide avec
une baisse de la prolifération comparativement a la population contrdle (cellules transduites
avec VSV-PGK-LacZ et maintenues en bFGF). Avec le géne Ngn2, la diminution de la
proportion des cellules Ki67+ mise en évidence en présence de bFGF (Figure III-8) est
confirmée, voire accentuée (-60%) en absence de bFGF (Figure III-16). De la méme maniére,
lors de la surexpression de Mashl, le retrait du bFGF entraine une diminution hautement
significative (-70%) de la proportion de cellules Ki67+, alors qu’en présence de bFGF, cette
proportion est maintenue a un niveau équivalent de celui de la population controle (Figure
111-16).

Cellules exprimant le marqueur Ki67

@ Contréle
B8 Milieu avec bFGF
160 - @ Milieu sans bFGF

97,4

Ngn1 Ngn2 Ngn3 Mash1

rapport
[cellules transduites/cellules controle] (%)

Figure I11-16 : Effet de la surexpression des génes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur support
adhérent en plaques 24 puits a une densité de 1,2.105 cellules/puits. Aprés 4 jours, les cellules ont été
transduites avec les différents vecteurs de différenciation (26 ng p24/cm?). Lors du changement de milieu 24h
post-infection, le milieu supplémenté en bFGF a été remplacé par du milieu dépourvu de bFGF. Les cellules ont
ainsi été privées de bFGF jusqu’au moment de la fixation 3 jours plus tard. La caractérisation par
immunocytochimie a permis de déterminer leur phénotype. La comparaison des résultats obtenus avec ceux de
la population transduite avec le vecteur contréle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet
d’évaluer I’effet combiné du retrait de bFGF et de la surexpression des geénes proneuraux.

Ainsi, la suppression du bFGF du milieu de culture des progéniteurs nerveux feetaux humains
semble intensifier ’arrét de la prolifération cellulaire induite par la surexpression des génes
proneuraux. Un tel effet est conforme aux différentes études, qui indiquent que bFGF jouerait
un réle majeur dans la stimulation de la prolifération (Gensburger et al., 1987; Li and
DiCicco-Bloom, 2004; Raballo et al., 2000). Cette action passerait par une augmentation de
I’expression de la B-caténine, co-activateur transcriptionnel de la voie wnt (Chenn and Walsh,

2002; Israsena et al., 2004). En effet, il semblerait que la B-caténine encourage la
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prolifération lorsque les conditions sont favorables (présence de bFGF) mais entraine, a
I’opposé, une sortie du cycle cellulaire dans des conditions de différenciation (absence de
bFGF) (Israsena et al., 2004). D’autre part, il a ét¢ démontré que la B-caténine agit sur les
promoteurs des genes proneuraux a motif bHLH, tels que Ngnl, Ngn2 et dans une moindre
mesure, Mashl (Israsena et al., 2004), qui, a leur tour, vont encore induire un arrét de la
prolifération cellulaire. Ainsi, tous les éléments convergent pour inhiber la prolifération. Il est,
maintenant, intéressant de vérifier si une telle concordance des signaux peut ¢galement avoir

des conséquences sur la différenciation des cellules en culture.

b) Effet sur la différenciation

Les proportions de cellules immatures nestine+/GFAP- sont quasi-identiques, en absence et
en présence de bFGF, lors de la surexpression d’un géne donné (données non présentées). Les
variations observées par rapport au contrdle sont donc trés similaires avec ou sans bFGF (voir
« Effet de la surexpression des genes proneuraux en présence de bFGF »). Notons toutefois
que suite a la surexpression du gene Mashl, la baisse de la proportion de cellules immatures
passe de -13% en présence de bFGF a -33% en absence de bFGF. Cependant, cette variation
n’est pas significative. Par conséquent, aprés 3 jours, I’absence de bFGF lors de la
surexpression des génes proneuraux ne semble pas avoir de profondes conséquences au
niveau des cellules indifférenciées.

Au contraire, les proportions de cellules astrocytaires nestine+/GFAP+ croissent de maniére
significative en absence de bFGF (Figure III-17). Ainsi, par rapport au contrdle, la proportion
de cellules astrocytaires augmente de 71% lors de la surexpression du géne Ngnl, de 126%
avec le gene Ngn2, de 77% avec le géne Ngn3 et de 74% avec le géne Mashl. Pour les génes
Ngnl, Ngn3 et Mashl, ces variations sont trés comparables et pourraient refléter I’influence
du bFGF dans la protection des cellules face au stress induit par la transduction (voir
« Influence du bFGF dans la réaction post-transductionnelle »). En revanche, pour le geéne
Ngn2, la différence plus importante semble combiner a la fois 1’effet du bFGF et celui du
gene proneural qui, comme nous I’avons vu précédemment, entraine une augmentation de la
proportion des cellules du lignage astrocytaire.

Concernant le marqueur A2BS5, les variations par rapport au contrdle sont identiques avec ou
sans bFGF quel que soit le géne considéré (données non présentées). Cependant, parmi ces
cellules A2B5+, la fraction de progéniteurs gliaux (potentiellement oligodendrocytaires)
A2B5+/Map5- augmente, de manicre significative, en absence de bFGF lors de la

surexpression des génes Ngn2 et Ngn3 (Figure I1I-17). A I'opposé, la fraction de cellules
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neuroblastiques A2B5+/Map5+ reste relativement constante pour un géne donné quand le
bFGF est retiré du milieu de culture (données non présentées). La suppression du bFGF
associée a la surexpression des génes Ngn2 et Ngn3 semble donc induire un engagement vers

le lignage glial inexistant en présence de bFGF.
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Figure III-17: Effet de la surexpression des génes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur sustrat adhérent en plaques
24 puits a une densité de 1,2.105 cellules/puits. Aprés 4 jours, les cellules ont été transduites avec les différents vecteurs de
différenciation (26 ng p24/cm?). 24h plus tard, le milieu supplémenté en bFGF a été remplacé par du milieu dépourvu de
bFGF. Les cellules ont ainsi été privées de bFGF jusqu’au moment de la fixation 3 jours plus tard. La caractérisation par
immunocytochimie a permis de déterminer leur phénotype. La comparaison des résultats obtenus avec ceux de la population
transduite avec le vecteur contrdle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet d’évaluer I’effet combiné du
retrait de bFGF et de la surexpression des genes proneuraux.

De tels résultats peuvent étre mis en paralléle des travaux de Siddharthan Chandran qui
démontrent que des cellules souches dérivant de la moelle épiniére dorsale d’embryons de rat,
cultivées en présence de bFGF, peuvent donner naissance a des cellules du lignage
oligodendrocytaire lorsqu’elles sont placées dans des conditions de différenciation, c’est-a-
dire lors du retrait de I’agent mitogéne. Le mécanisme ne fait pas intervenir la voie « Sonic
Hedgehog » (Shh) et est uniquement dépendant de la stimulation préalable par le bFGF
(Abematsu et al., 2006; Chandran et al., 2003). Ainsi, il semblerait qu’un traitement
transitoire au bFGF puisse « appréter » les cellules et influencer leur potentiel de

différenciation.
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D’autre part, nos résultats concernant les précurseurs gliaux peuvent étre rapprochés des
travaux de Jeffrey Lee qui suggere que Ngn3 participe a la gliogenése, et plus
particulierement a 1’oligodendrogénése, dans la moelle ¢épiniere de vertébré en
développement (Lee et al., 2003). Remarquons, par ailleurs, que 1’engagement vers la voie de
différenciation gliale (potentiellement oligodendrocytaire) mise en évidence lors de la
surexpression du gene Mashl (voir « Effet de la surexpression de Mashl ») est maintenue
mais non accentuée lorsque le bFGF est retiré du milieu de culture (Figure II1-17).

Si I’on considere enfin les marqueurs neuronaux, on constate que lors de la surexpression des
différents génes proneuraux, les proportions de cellules Map5+ sont trés proches en présence
et en absence de bFGF (Figure I1I-17), ce qui signifie que, pour un geéne donné, les variations
par rapport au contrdle sont sensiblement les mémes (+104% avec le géne Ngnl, +97% avec
le géne Ngn2, +96% avec le géne Ngn3 et +123% avec le géne Mashl). Des résultats
similaires sont observés pour les cellules B3tubuline+ (données non présentées). Ainsi, les
progressions a la hausse des populations de neurones précoces, mises en évidence lorsque les
parametres varient séparément, (voir « Effet du bFGF sur le phénotype de la population
TFH7 non transduite » et « Effet des geénes proneuraux sur la différenciation cellulaire ») ne
semblent pas s’additionner lorsque les parameétres varient de fagon combinée (retrait du bFGF
associée a la surexpression des génes proneuraux). Les valeurs comparables, obtenues avec et
sans bFGF, pourraient indiquer que I’enrichissement est préférenticllement did a la
surexpression des geénes proneuraux. Effectivement, 1’action des geénes proneuraux est
postérieure a celle du bFGF dans la chronologie de la signalisation cellulaire (action via la B-
caténine) (Israsena et al., 2004) et les concentrations €levées en génes proneuraux induites
par la surexpression ont un impact probablement prédominant par rapport au bFGF, dont
I’effet dans 1’engagement neuronal passe finalement inapercu. Ainsi, comme 1’ont démontré
Nelson et Svendsen, la présence a tres faible dose (voire ’absence) de bFGF, est suffisante
pour induire la neurogenese, mais pas essentielle (Nelson and Svendsen, 2006; Qian et al.,
1997). Malgré ces données, discriminer 1’effet individuel de chacun des facteurs s’avere,
néanmoins, étre une opération délicate.

Lors de la surexpression des genes proneuraux, la proportion des cellules exprimant le
marqueur Map2 en absence de bFGF ne varie pas de maniére significative par rapport au
controle (Figure III-17). Or, en présence de bFGF, nous avions observé une augmentation
significative de la proportion des cellules Map2+ lors de la surexpression du géne Ngn2 et
une diminution significative lors de la surexpression des génes Ngn3 et Mashl. Ainsi, lors de

la surexpression du géne Ngn2, I’absence de bFGF semble inhiber la maturation neuronale et
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a I’opposé, lors de la surexpression des génes Ngn3 et Mashl, 1’absence de bFGF semble
limiter soit la mort des cellules matures, soit la dédifférenciation des cellules. Ces différences
pourraient s’expliquer, une fois de plus, par I’action de bFGF sur la B-caténine, dont 1’activité
sur la transcription des genes proneuraux varie d’un gene a ’autre (Israsena et al., 2004).
Cependant, si on admet que l’influence du bFGF sur la différenciation neuronale est
négligeable comparativement a la surexpression des génes proneuraux (pas de variations des
marqueurs Map5 et B3tubuline), la justification de ces variabilités repose vraisemblablement
sur les mécanismes d’action impliqués dans 1’activité des génes pronauraux et/ou I’influence

d’autres facteurs environnementaux qu’il conviendrait donc d’étudier plus précisément.

Globalement, le retrait du bFGF a des effets variables en fonction du geéne proneural
surexprimé. Ainsi, il n’entraine aucune variation majeure du phénotype des cellules
surexprimant le géne Ngnl qui s’orientent principalement vers le lignage neuronal. Avec le
gene Ngn2, I’absence de bFGF semble favoriser un engagement des cellules vers la voie de
différenciation gliale (astrocytaire et/ou oligodendrocytaire) au détriment de la voie de
différenciation neuronale. Enfin, les cellules surexprimant les genes Ngn3 et Mashl se
dirigent a la fois vers le lignage neuronal ET vers le lignage glial et présentent une proportion
plus élevée de cellules neuronales tardives.

Dans une perspective d’enrichissement des populations cellulaires, le maintien des cellules
dans un milieu supplémenté en bFGF dépend essentiellement de la destination finale désirée

des cellules, c’est-a-dire du type de pathologies ciblé.
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I1.Spécificité des promoteurs des différents lignages

Dans le but d’enrichir les cultures de progéniteurs nerveux en un type cellulaire donné, une
deuxiéme stratégie vise a sélectionner et a purifier par FACS les cellules d’intérét. Ceci peut
étre effectué¢ a 1’aide de vecteurs traceurs exprimant des protéines fluorescentes sous le
contrdle de promoteurs spécifiques des différents lignages d’intérét. Ainsi, nous avons
construit des vecteurs codant soit 1’eGFP, soit ’eYFP sous le controle du promoteur
Synapsine pour le lignage neuronal (Kugler et al., 2001), du promoteur Nestine pour les
cellules immatures (Roy et al., 2000a) et le promoteur GFAP pour le lignage astrocytaire
(Jakobsson et al., 2003). Le succes de cette méthode repose essentiellement sur la spécificité
d’expression des promoteurs choisis. Ainsi, pour confirmer et valider cette caractéristique,
des précurseurs nerveux humains extraits des vésicules télencéphaliques du prélévement
TFH6 agé de 6 semaines embryonnaires ont été mis en culture (voir Matériel et Méthodes) et
transduits avec les différents vecteurs traceurs. Une étude immunocytochimique nous a alors
permis de déterminer si les protéines fluorescentes étaient bien exprimées dans les lignages

cellulaires désirés, en fonction du promoteur utilisé.

A. Capacité des vecteurs traceurs a transduire des cellules en
culture

Afin d’évaluer I’efficacité de transduction des vecteurs traceurs in Vitro, les progéniteurs
nerveux humains TFH6 ont été amplifiés 133 jours sous forme de neurospheres en présence
d’EGF et de bFGF, dissociés et transduits avec des doses croissantes de vecteurs traceurs
VSV-Nestine-eYFP, VSV-hSYN-eGFP, VSV-GFAP-eGFP et Mokola-GFAP-eGFP. Une
analyse immunocytochimique a I’aide d’anticorps anti-eGFP (ou eYFP) montre que le
pourcentage de cellules fluorescentes augmente avec la quantit¢é de vecteur selon des
progressions logarithmiques (Figure I1I-18 A). Les courbes atteignent un plateau pour la dose
maximale de vecteur de 50 ng de p24 (5,4 ng p24/cm?). A cette dose, 58% des cellules
expriment le transgéne avec le promoteur Synapsine, 35,3% avec le promoteur Nestine,
33,3% avec le promoteur GFAP associé¢ a ’enveloppe VSV et 10,7% avec le promoteur
GFAP associé¢ a I’enveloppe Mokola. Ces différents pourcentages sont la résultante d’une
combinaison de plusieurs facteurs : i) 1’efficacité d’entrée du vecteur dans la cellule, qui

dépend entre autres de I’enveloppe utilisée, ii) le nombre de copies de vecteur intégrées dans
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le génome, qui dépend de la dose de vecteur administrée et de la taille de I’ADN viral (c’est-
a-dire ici, de la taille du promoteur utilis¢), iii) le promoteur utilisé, qui ne s’exprime pas de

la méme fagon selon le type cellulaire transduit.
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Figure I11-18 Efficacité de transduction des vecteurs traceurs

Les cellules neuroépithéliales extraites de I’embryon TFH6 agé de 6 semaines embryonnaires ont été transduites avec des
doses croissantes de vecteurs traceurs

A- L’analyse immunocytochimique & I’aide d’un anticorps anti-eGFP/eYFP a mis en évidence les cellules exprimant les
protéines eGFP et eYFP (coloration verte) sous le controle des promoteurs spécifiques des différents lignages. Une
coloration Hoechst (bleue) a permis de localiser les noyaux cellulaires (grossissement X 200). Un comptage systématique
des cellules marquées a été réalisé afin de déterminer le pourcentage de cellules fluorescentes dans la population globale
en fonction de la dose de vecteur utilisée.

B- L’analyse par FACS a consisté & exciter les cellules en suspension a une longueur d’onde de 488 nm et & mesurer la
fluorescence émise en retour par les fluorochromes (eGFP et eYFP) exprimés. La moyenne d’intensité de fluorescence
(MIF) des progéniteurs nerveux a été déterminée pour chaque promoteur et en fonction de la dose de vecteur utilisée.

En paralléle, nous avons évalué la moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) dans les

cellules apres transduction par les différents vecteurs traceurs. Celle-ci varie peu en fonction
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de la dose administrée pour un vecteur donné (Figure I1I-18 B). En revanche, elle varie selon
le promoteur utilisé (Figure I1I-18 B) : on observe ainsi, pour une dose de 50 ng p24 de
vecteur, une MIF de 34 pour le promoteur Nestine, de 50 pour le promoteur GFAP avec
I’enveloppe Mokola, de 71 avec le promoteur GFAP avec I’enveloppe VSV et de 95 pour le
promoteur Synapsine. Ces différences peuvent refléter a la fois le nombre de copies intégrées
dans le génome et I’activité de chaque promoteur.

Globalement, les vecteurs traceurs transduisent de maniére efficace (quoique différente) les

progéniteurs nerveux humains en culture.

B.Analyse de la spécificité d’expression induite par les
promoteurs

Pour légitimer [’utilisation des vecteurs traceurs dans une stratégie de tri cellulaire, les
promoteurs des différents lignages (Synapsine, Nestine et GFAP) doivent démontrer leur
capacité a exprimer les protéines fluorescentes principalement dans les cellules du lignage
leur correspondant. Par conséquent, les cellules de la population TFH6 amplifiées sous forme
de neurospheres, transduites avec des doses croissantes de vecteurs traceurs et fixées apres 15
jours ont été analysées par immunocytochimie a [’aide d’anticorps dirigés contre les
différents lignages du SNC : anti-nestine pour les cellules immatures ; anti-GFAP pour le
lignage astrocytaire ; anti-Map5 et anti-B3tubuline pour le lignage neuronal ; anti-CNPase
pour le lignage oligodendrocytaire. Afin de faciliter I’étude, la fluorescence native a été
intensifiée par I’emploi d’anticorps primaires dirigés contre les protéines fluorescentes eGFP
et eYFP. Des double marquages « protéine fluorescente/marqueur cellulaire » (Figure III 19)
ont permis de déterminer, par comptage manuel, la proportion de cellules des différents

lignages dans la population fluorescente.
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Promoteur Synapsine

Promoteur Nestine Promoteur GFAP

B3tubuline Map5

GFAP

Figure I1I-19 : Phénotype des cellules TFH6 exprimant les protéines rapportrices.

Les promoteurs spécifiques des différents lignages du systéme nerveux central, le promoteur Synapsine, le
promoteur Nestine et le promoteur GFAP, permettent 1’expression des protéines rapportrices eGFP ou
eYFP (coloration verte) dans des progéniteurs nerveux humains TFH6 en culture. Afin d’étudier la
spécificité d’expression, le phénotype des populations fluorescentes a été déterminé par immunocytochimie
a I’aide d’anticorps dirigés contres les marqueurs des différents lignages du SNC (coloration rouge) : le
marqueur nestine pour les cellules immatures (A), les marqueurs Map5 (B) et B3tubuline (C) pour les
cellules du lignage neuronal, le marqueur GFAP (D) pour les cellules du lignage astrocytaire et le marqueur
CNPase pour les cellules du lignage oligodendrocytaire (données non présentées). Une coloration Hoechst
(coloration bleue) permet de localiser les noyaux cellulaires. (grossissement X 200)

1. Spécificité d’expression des différents promoteurs a une
dose de 50 ng p24/puits

D’apres les résultats sur ’efficacité de la transduction décrits ci-dessus, une quantité de 50 ng
p24 de vecteur traceur permet d’atteindre une transduction quasi-maximale des cellules en
culture. L’examen du phénotype a donc été entrepris dans un premier temps sur les cellules

TFH6 transduites avec cette dose de vecteur.
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a) Phénotype de la population globale

Pour évaluer le niveau de spécificité des promoteurs, le phénotype des cellules fluorescentes
a été comparé a celui de la population TFH6 globale (Figure I11-20 A). Dans les conditions de
culture utilisées, 58% des cellules expriment le marqueur nestine, 27% le marqueur GFAP,
12% le marqueur Map5, 15% le marqueur B3tubuline et aucune n’exprime le marqueur
CNPase. Ainsi, la population TFH6 présente une grande proportion de cellules immatures,
ainsi que des cellules engagées dans deux des voies principales de différenciation du SNC : le

lignage astrocytaire et le lignage neuronal.

b) Phénotype des cellules fluorescentes

Dans la population qui exprime le transgéne (population GFP+), les cellules exprimant
chaque marqueur (nestine, GFAP, Map5, B3tubuline et CNPase) ont été recensées par
comptage systématique des cellules doublement marquées (Figure I1I-19). La comparaison de
la proportion des cellules des différents lignages dans la population GFP+ avec leur
proportion dans la population globale fournit des informations relatives a la spécificité
d’expression des différents promoteurs (Synapsine, Nestine et GFAP). Ainsi, la proportion de
cellules appartenant au lignage du promoteur utilisé devrait augmenter dans la population de
cellules GFP+ par rapport a la population globale. D’une maniére générale, un promoteur est
considéré spécifique lorsque au moins 80% des cellules fluorescentes appartiennent au

lignage de ce promoteur.

*Cellules transduites avec le vecteur VSV-Synapsine-eGFP

Dans la population TFH6 exprimant la protéine eGFP sous le contréle du promoteur
Synapsine (Figure I1I-20 B), seuls 13 et 16% expriment les marqueurs Map5 et f3tubuline,
qui signent leur appartenance au lignage neuronal (c’est-a-dire le lignage du promoteur
utilisé). En revanche, 59% expriment le marqueur nestine et 32% le marqueur GFAP, ce qui
indique qu’une grande majorité des cellules n’appartient pas au lignage du promoteur utilisé.
D’autre part, les proportions des cellules des différents lignages sont identiques dans la
population GFP+ et dans la population globale, ce qui suggere que le promoteur Synapsine
n’induit aucune expression préférentielle (dans un type cellulaire par rapport a un autre). Le
promoteur Synapsine n’est donc pas spécifique a la dose de vecteur utilisée. Dans une
perspective de tri cellulaire, ’utilisation de ce promoteur ne présente donc aucun intérét a une

telle dose.
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Figure I11-20 : Phénotype des cellules transduites avec les vecteurs traceurs

Les progéniteurs nerveux isolés de 1’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphéres pendant 133
jours puis transduits avec 5,4 ng p24/cm? de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours aprés transduction, ils ont alors été
analysés par immunocytochimie afin d’identifier le phénotype des cellules fluorescentes. Un comptage manuel des
cellules a permis de déterminer la proportion des marqueurs des différents lignages du SNC dans la population de
cellules exprimant les protéines fluorescentes sous le contrdle des différents promoteurs : le promoteur Synapsine
(B), le promoteur Nestine (C), le promoteur GFAP associé¢ a I’enveloppe VSV (D) et le promoteur GFAP associé a
I’enveloppe Mokola (E). La spécificité d’expression a ét¢ comparée au phénotype global de la population TFH6
A).

*Cellules transduites avec le vecteur VSV-Nestine-eYFP

Dans la population TFH6 exprimant la protéine eYFP sous le contrdle du promoteur Nestine
(Figure II1-20 C), 81% des cellules expriment le marqueur nestine, ce qui signifie que seuls
19% des cellules eYFP+ n’appartiennent pas au lignage du promoteur utilisé. Le promoteur
peut donc étre considéré comme spécifique. En effet, la proportion de cellules nestine+

augmente tres significativement dans la population eYFP+ par rapport a la population globale.
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En revanche, la proportion de cellules f3tubuline+ diminue de fagon hautement significative.
Ces variations indiquent bien une préférence d’expression dans le lignage nestine+.

Rappelons que les cellules nestine+ peuvent appartenir au lignage neuroépithélial
(nestine+/GFAP-) ou au lignage astrocytaire (nestine+/GFAP+) (voir premicre partie des
résultats). L utilisation de ce vecteur dans une perspective de tri cellulaire permettrait donc
d’enrichir la population en cellules immatures et en cellules astrocytaires. Ceci est conforté

par la présence de 45% de cellules GFAP+ dans la population de cellules eYFP+.

*Cellules transduites avec les vecteurs VSV-GFAP-eGFP

Dans la population TFH6 exprimant la protéine eGFP sous le contréle du promoteur GFAP
(Figure II1-20 D), seuls 46% des cellules expriment le marqueur GFAP, alors que 75%
expriment le marqueur nestine, 4% le marqueur Map5 et 5% le marqueur B3tubuline. Ainsi,
54% des cellules n’appartiennent pas au lignage du promoteur utilisé. Dans la population
eGFP+, une augmentation significative de la proportion des cellules nestine+ et des cellules
GFAP+ peut étre mise en évidence par rapport a la population globale, ainsi qu’une
diminution trés significative de la proportion des cellules Map5+ et B3tubuline+. La
différence de proportion entre la population globale et la population fluorescente est de +18%
aussi bien pour les cellules exprimant le marqueur nestine que pour les cellules exprimant le
marqueur GFAP. Si, comme nous 1’avons évoqué ci-dessus, la majorité des cellules GFAP+
est également nestine+, il est trés vraisemblable que les deux fractions cellulaires qui varient ,
nestine+ et GFAP+, soient en fait constituées par les mémes cellules GFAP+/nestine+. 1l
reste néanmoins une large proportion de cellules nestinet+ qui ne sont pas GFAP+ (30%) et

qui expriment le géne rapporteur de fagon non spécifique.

Ainsi, I’augmentation de la proportion, dans la population eGFP+, des cellules co-exprimant
le marqueur GFAP et le marqueur nestine, associée a une diminution de la proportion des
cellules du lignage neuronal, suggeére que le promoteur GFAP fonctionne de maniére
préférentielle dans les cellules GFAP+. Cependant, cette préférence n’est pas suffisante pour
conclure que le promoteur GFAP est spécifique. Dans une perspective de tri cellulaire,
I’utilisation de ce promoteur ne permettrait pas d’obtenir une population cellulaire

majoritairement astrocytaire.
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*Cellules transduites avec le vecteur Mokola-GFAP-eGFP

L’enveloppe virale joue un role important, au moment de la transduction, dans le ciblage du
type de cellule qui intégrera I’ADN viral (tropisme*). Dans un objectif de tri cellulaire, cette
¢tape initiale peut donc avoir des conséquences directes sur les proportions de cellules qui
exprimeront ou non les protéines rapportrices. Pour accroitre la spécificité du vecteur
exprimant la protéine eGFP sous le contréle du promoteur GFAP, I’enveloppe VSV
permettant une transduction pantropique*® a ¢été remplacée par 1’enveloppe Mokola afin de
cibler plus spécifiquement les astrocytes au moment de la transduction (Brizard et al, en
préparation).

Dans la population TFH6 fluorescente (Figure 11I-20 E), seuls 34% des cellules expriment le
marqueur GFAP, alors que 67% expriment le marqueur nestine, 4% le marqueur Map5 et 4%
le marqueur B3tubuline. Ainsi, 66% des cellules eGFP+ n’appartiennent pas au lignage du
promoteur GFAP. Dans la population eGFP+, la proportion des cellules Map5+ et
B3tubuline+ diminue de fagon significative par rapport a la population globale. Les variations
de la proportion des cellules nestine+ et GFAP+, respectivement de +9% et de +7%, ne sont
pas significatives mais vont dans le méme sens que celles observées avec le vecteur VSV-

GFAP-eGFP.

Ainsi, les résultats obtenus avec les vecteurs a enveloppe Mokola sont trés similaires a ceux
obtenus avec les vecteurs a enveloppe VSV. Dans une perspective de tri cellulaire,

I’enveloppe Mokola n’apporte pas d’amélioration par rapport a I’enveloppe VSV.

2. Role de la dose de vecteur sur la spécificité d’expression

Comme nous I’avons vu, trois vecteurs traceurs sur quatre expriment le transgéne de fagcon
non spécifique dans des cellules appartenant a un lignage différent de celui du promoteur
utilisé. Cette non-spécificité peut étre liée a plusieurs facteurs :
1) la taille du promoteur. Il influe sur I’efficacité d’entrée du vecteur dans la
cellule et son intégration dans le génome.
i1) le site d’intégration du transgéne dans le génome de 1’hote. Dans les
zones de transcription active (« hot spot»), la fixation de facteurs de
transcription ou de protéines d’initiation de la transcription peut se faire
avec une basse affinité et induire une transcription non spécifique sous

I’influence du promoteur choisi.
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iil) le nombre de copies intégrées dans le génome. L’intégration d’un nombre

¢levé de transgénes augmente les risques d’intégration dans des zones de

transcription active.

v) I’absence de certaines séquences régulatrices du promoteur. Pour une

utilisation facilitée des promoteurs, 1’ensemble des études les concernant

tente de réduire leur taille au maximum et de conserver uniquement les

régions indispensables a leur bon fonctionnement en transcription. Ainsi les

promoteurs que nous utilisons ne possédent pas I’ensemble des séquences

régulant leur activité in vivo (promoteurs tronqués). Or dans des conditions

d’intégration au génome, ces séquences peuvent avoir une importance

majeure et faire varier significativement la spécificité d’expression.
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Figure I1I-21 : Analyse de la spécificité des promoteurs en fonction de la dose de vecteur traceur utilisée

Les progéniteurs nerveux isolés de I’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphéres pendant 133
jours puis trasnduits avec des doses décroissantes de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours aprés transduction, ils ont
alors été analysés par immunocytochimie afin d’identifier et de comparer le phénotype des cellules fluorescentes
aux différentes doses. Chaque promoteur, le promoteur Synapsine (A), le promoteur Nestine (B), le promoteur
GFAP associé a I’enveloppe VSV (C) et le promoteur GFAP associé a 1’enveloppe Mokola (D) a ainsi été testé
pour sa spécificité d’expression dans les cellules des différents lignages du SNC.

60

Dans notre étude, le seul aspect aisément modifiable afin d’accroitre la spécificité

d’expression des différents promoteurs consiste a réduire le nombre de copies intégrées en

transduisant les progéniteurs nerveux humains avec des quantités décroissantes de vecteurs
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traceurs. Pour évaluer I’effet de la dose de vecteurs sur la spécificité des promoteurs, des
analyses phénotypiques similaires a celle décrite ci-dessus ont été réalisées. Les graphes
obtenus représentent le pourcentage de cellules exprimant les différents marqueurs dans la
population fluorescente en fonction de la dose de vecteur utilisée (Figure I11-21).

Globalement, le pourcentage de cellules des différents lignages dans la population GFP+
reste relativement constant quelle que soit la dose de vecteur. Cependant, deux déviations
intéressantes peuvent €tre mentionnées. La premiere concerne le promoteur Synapsine
(Figure III-21 A). A une dose de 5 ng p24 de vecteur, la proportion des cellules exprimant le
marqueur B3tubuline atteint 36%, soit plus du double de la valeur observée aux doses
supérieures de vecteur. La seconde déviation concerne le promoteur GFAP associé a
I’enveloppe Mokola (Figure III-21 D). A une dose de 5 ng p24 de vecteur, la proportion des
cellules exprimant le marqueur GFAP s’¢léve a 65% soit plus du double de la valeur
observée aux doses supérieures. Cette valeur est supérieure au pourcentage de cellules
nestine+, ce qui suggere qu’a une telle dose la spécificité d’expression s’est affranchie des

cellules nestine+/GFAP-.

En conclusion, 1’absence de variation phénotypique majeure a des doses plus faibles de
vecteur suggere que la diminution de la dose de vecteur (et par conséquent, la diminution du
nombre de copies intégrées au génome) n’a pas de conséquences directes sur la spécificité
d’expression des promoteurs. Il faut toutefois considérer les résultats obtenus avec la dose de
5 ng p24 de vecteur. L’augmentation de la proportion des cellules du lignage neuronal avec le
promoteur Synapsine associé¢ a 1’enveloppe VSV et ’augmentation de la proportion des
cellules du lignage astrocytaire avec le promoteur GFAP associé a I’enveloppe Mokola
indiquent qu’a des doses trés faibles, la spécificité d’expression de ces promoteurs est tres
largement accentuée.

Dans une perspective de tri cellulaire, il conviendra donc de trouver le bon équilibre entre une
dose suffisamment élevée de vecteur pour transduire un nombre satisfaisant de cellules, et
une dose suffisamment faible pour obtenir une spécificité, si ce n’est totale, du moins accrue

des différents promoteurs.
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Discussion Homogénéisation par surexpression de géne proneural

La thérapie cellulaire constitue 1'une des stratégies les plus prometteuses pour le traitement
d’un grand nombre de pathologies du SNC. Cependant, cette discipline n’en est qu’a ses
balbutiements et requiert encore certains ajustements, en particulier concernant le choix des
cellules a greffer. Ainsi, de nombreuses études plaident désormais en faveur d’une
homogénéisation des populations pour les transplantations, afin d’augmenter la spécificité des
greffes et cibler au mieux une pathologie donnée. Au cours de ma thése, deux méthodes ont
donc été abordées afin d’enrichir des populations de progéniteurs nerveux feetaux humains en
un type cellulaire donné : la premiere consiste a induire la différenciation des cellules vers un
phénotype choisi ; la seconde consiste a sélectionner un type cellulaire d’intérét. Pour ceci,
nous avons construit des vecteurs lentiviraux dits « vecteurs de différenciation » et « vecteurs
traceurs » et évalué chacune de ces stratégies, que nous allons maintenant commenter et

comparer.

I. Premiére stratégie: orientation de la différenciation des
progéniteurs nerveux humains par surexpression de génes

proneuraux

A. Effets compares des genes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl

L’orientation de la différenciation des cellules humaines s’est fondée sur les connaissances
que nous avons du role des genes proneuraux a domaine bHLH. De nombreuses études
décrivent leur influence primordiale au cours du développement, non seulement dans le choix
du devenir neuronal ou glial des cellules souches nerveuses (Jan and Jan, 1994; Jimenez and
Modolell, 1993), mais également dans la maturation des neurones vers un sous-type cellulaire
donné (Nieto et al, 2001). D’autres études suggerent aussi leur implication dans la gliogenese
(Sun et al., 2001) et dans I’arrét du cycle cellulaire (Farah et al., 2000). Ainsi, nous avons
évalué ’effet de la surexpression des genes Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl sur la prolifération

et la différenciation des cellules humaines dans un systéme in vitro.

1. Effet sur la prolifération des cellules

Nous avons montré que la surexpression des Ngn induit une diminution de la prolifération,
particuliérement marquée pour les génes Ngnl et Ngn3, alors que la surexpression de Mashl

ne semble pas avoir d’effet majeur sur cette caractéristique. Cette divergence fonctionnelle
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entre les différents génes proneuraux pourrait &tre le reflet de propriétés intrinséques
individuelles. En culture, tout comme in vivo, la voie de signalisation du facteur Notch est
activée (Oishi et al., 2004) par I’expression des génes proneuraux. Comme nous 1’avons décrit
dans I’introduction, elle régule ainsi leur activité par des mécanismes de rétrocontrole. Or,
Mashl présente une sensibilité accrue, par rapport aux Ngn, a I’inhibition latérale induite par
cette voie Notch (Lo et al., 2002). Ceci justifie que les cellules surexprimant ce géne sortent

du cycle cellulaire plus lentement que les cellules surexprimant les neurogénines.

2. Effet sur la différenciation des cellules

La surexpression des quatre génes proneuraux testés induit une diminution de la proportion
des cellules immatures dans les cultures, en paralléle d’une différenciation majoritairement
neuronale des populations cellulaires. Ces résultats sont en accord avec le role commun de ces
facteurs de transcription au cours de la neurogénése (Jan and Jan, 1994). Malgré cette
tendance identique pour tous les génes, nous avons toutefois mis en évidence des effets
propres a chacun. Ainsi, Ngnl et Ngn3 conduisent exclusivement vers un phénotype neuronal
des cellules sans effet sur la population gliale. En revanche, Ngn2 apparait impliqué a la fois
dans la maturation le long du lignage neuronal, et dans la différenciation astrocytaire des
cellules. Ceci est en accord avec la mise en évidence, au cours de différentes études, de son
expression dans des précurseurs neuronaux mais également astrocytaires (Kondo and Raff,
2000; Nieto et al., 2001). De la méme maniere, la surexpression du gene Mashl accroit la
proportion des cellules neuronales et simultanément, celle des progéniteurs gliaux A2B5+,
connus pour se différencier en astrocytes et oligodendrocytes apres greffe dans un modéle de
démyélinisation du corps calleux (Windrem et al., 2002). D’autre part, des travaux récents
montrent [’implication du gene Mashl dans la différenciation des précurseurs
oligodendrocytaires durant le développement post-natal (Parras et al., 2004). Nos résultats
semblent donc également indiquer que Mash1 pourrait induire, in vitro, un engagement glial,
potentiellement oligodendrocytaire, des cellules humaines. Cependant, dans notre systéme, la
proportion de pré-oligodendrocytes O4+ reste tres faible et la surexpression du géne Mashl
seul ne parait pas suffisante pour stimuler la différenciation terminale des oligodendrocytes.
Ces résultats, qui avaient déja été suggérés, chez la souris, par des expériences de gain et de
perte de fonction pour le géne Mashl (Parras et al., 2007), indiquent que d’autres facteurs
pourraient &tre nécessaires pour la différenciation oligodendrocytaire. Notamment, le facteur a
motif bHLH Olig2 pourrait agir en association avec Mashl dans ce processus (Hack et al.,

2004; Parras et al., 2007). Il serait donc intéressant d’évaluer 1’influence de la co-expression
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des génes Mashl1 et Olig2, dans les progéniteurs nerveux humains en culture, sur leur capacité

a engendrer des oligodendrocytes.

3. Phénotype terminal des cellules

La différenciation des cellules humaines suite a la surexpression des génes proneuraux étant
majoritairement neuronale, nous avons testé, dans un second temps, le phénotype terminal des
cellules, en nous intéressant aux sous-types cellulaires suivants : neurones sérotoninergiques,
catécholaminergiques, cholinergiques, GABAergiques et motoneurones. Bien que les
différents génes Ngn et Mashl soient connus pour avoir des rdles distincts dans la
spécification des différents types neuronaux au cours du développement (Lo et al., 2002),
aucun de ces genes n’est suffisant pour induire la différenciation d’un seul sous-type neuronal
dans notre systeme. En effet, les génes Ngn2 et Mashl, par exemple, engendrent aussi bien
des neurones cholinergiques, que des neurones GABAergiques ou des motoneurones. De
facon similaire, avec les génes Ngnl et Ngn3, si les phénotypes cholinergiques et
GABAergiques apparaissent respectivement prépondérants, ils ne sont cependant pas

exclusifs.

Il est probable que I’incapacité des geénes proneuraux a engendrer un sous-type neuronal
marqué soit le résultat de l’absence ou de la présence inappropriée de facteurs dans
I’environnement des cellules. En effet, au cours du développement, les différents types
cellulaires prennent naissance en réponse a un programme intrinséque et a une interaction tres
étroite avec 1’environnement. En revanche, lors de la mise en culture in vitro, les cellules
souches nerveuses feetales humaines sont isolées, c’est-a-dire sorties de leur contexte
environnemental et placées dans un systéme trés différent de celui qu’elles connaissaient in

situ.

Notamment, dans le systéme nerveux en développement, des gradients dorso-ventraux de
morphogénes induisent 1’expression de différents génes de position a homéodomaine, qui
influencent largement la différenciation cellulaire. Ainsi, des protéines, telles que Pax2, Pax6,
Phox2a, Phox2b ou Nkx2.2 possédent la capacit¢ de stimuler ou d’inhiber, de facon
spécifique, les génes bHLH, Ngnl, Ngn2, Ngn3, Mashl1, Olig2, Id1 et Hesl, entralnant une
grande variété dans le phénotype terminal des cellules (Dubreuil et al., 2002; John et al., 2005;
Marquardt et al., 2001; Scardigli et al., 2001; Zhou et al., 2001). Par exemple, lorsque Mash1

est associ¢ avec Nkx2.2, il définit a la fois des sous-populations neuronales et

120



Discussion Homogénéisation par surexpression de géne proneural

oligodendrocytaires, alors qu’avec Pax6, il provoque principalement une différenciation
neuronale et avec Olig2, une différenciation oligodendrocytaire (Sugimori et al., 2007). En
revanche, la coopération de cette méme protéine Olig2 avec la protéine proneurale Ngn2
régule spécifiquement la formation des motoneurones (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al.,
2001). En définitive, la spécification d’une identité cellulaire donnée est donc la résultante
d’une combinatoire trés précise de facteurs modulant 1’activité des genes proneuraux. Les
protéines a motif bHLH apparaissent donc plutdét comme des facteurs permissifs qui sont
nécessaires a la progression normale des programmes de différenciation, mais qui doivent
interagir avec d’autres facteurs dits « instructifs » pour orienter spécifiquement le devenir
cellulaire. Ceci justifie qu’un petit nombre de protéines a motif bHLH permette d’engendrer
I’ensemble des sous-types cellulaires nerveux présents dans 1’organisme. In vitro, ces signaux
différentiels disparaissent laissant place a un milieu homogéne dans lequel les signaux et les

régulations fines sont altérés.

Des ¢tudes récentes abondent en ce sens et indiquent que les conditions spécifiques de culture
in vitro (dissociation et amplification) induisent une dérégulation et une reprogrammation des
cellules souches (feetales ou adultes), c’est-a-dire I’acquisition ou la réacquisition de capacités
de différenciation qu’elles ne possédaient pas (ou plus) au moment ou elles ont été extraites
des tissus (Anderson, 2001; Gabay et al., 2003; Hack et al., 2004; Machon et al., 2005; Santa-
Olalla et al., 2003). Ces reprogrammations entraineraient 1’apparition de phénotypes aberrants
(Dromard et al., 2007) d’ou, au final, un potentiel de différenciation plus large. Les
mécanismes mis en jeu ne sont pas clairs mais pourraient impliquer une dérégulation des
facteurs de transcription, une réorganisation chromatinienne, une déméthylation (Jackson-
Grusby et al., 2001; Taylor and Jones, 1979) ou d’autres modifications épigénétiques qui ne
sont habituellement pas nécessaires aux progéniteurs pour engendrer leur répertoire normal de

dérivés différenciés.

4. Influence du bFGF sur ’effet des génes proneuraux

Au regard de cette influence majeure de I’environnement sur le devenir des cellules, ’'une des
questions cruciales concernant la différenciation des progéniteurs nerveux humains par
surexpression des génes proneuraux résidait dans le choix du milieu de culture dans lequel
maintenir les cellules apres transduction avec les différents vecteurs de différenciation. Nous
avons donc évalué I’influence bFGF sur la différenciation induite par les différents geénes a

motif bHLH en maintenant les cellules avec ou sans bFGF apres transduction. Peu de
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variations ont réellement ét¢ mises en évidence entre les différentes conditions de culture.
Notons néanmoins qu’en absence de bFGF, la proportion de cellules astrocytaires est
accentuée avec I’ensemble des genes proneuraux, tout comme la proportion de progéniteurs
gliaux A2B5+/Map5- avec les génes Ngn2 et Ngn3. Dans une perspective thérapeutique
visant les maladies neurodégénératives, la greffe de cellules astrocytaires apparait parfois
deélétere (Fricker et al., 1999; Geloso et al., 2007). Ainsi, malgré un 1éger accroissement de la
proportion de neurones différenciés avec les génes Ngn3 et Mashl, il semble préférable de

conserver les cellules en présence de bFGF.

B. Pathologies ciblées

La surexpression des genes proneuraux permet une homogénéisation des populations
cellulaires, bien que partielle, avec une préférence marquée pour un phénotype neuronal. Dans
une perspective de médecine régénérative, les pathologies induisant une dégénérescence
spécifique des neurones, telles que la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la
maladie d’Alzheimer ou la sclérose latérale amyotrophique par exemple, constituent donc des

cibles appropriées quel que soit le géne surexprimé.

Le phénotype GABAergique ¢étant prépondérant dans les différentes populations et
particulierement marqué dans les cellules transduites avec le vecteur exprimant le géne Ngn2,
notre stratégie apparait surtout spécifiquement adaptée au traitement de la maladie de
Huntington (caractérisée par une dégénérescence sélective des neurones GABAergiques).
Cibler spécifiquement le phénotype GABAergique pourrait améliorer les résultats d’essais

cliniques réalisés jusqu’a présent (Bachoud-Levi et al., 2006; Bachoud-Levi et al., 2000).

Cependant, la proportion importante de motoneurones au sein des cellules surexprimant le
gene Mash1 suppose aussi une application potentiellement performante dans le traitement des
lésions de la moelle épiniére. Dans le cadre d’un projet européen visant a traiter ce
traumatisme, nous avons d’ores et déja planifié¢ de greffer de telles cellules dans des modeles
animaux. D’autres expériences de thérapie cellulaire relative aux traumatismes médullaires
ont, par ailleurs, démontré que les oligodendrocytes permettaient de myéliniser les axones au
niveau du site de lésion, favorisant ainsi une protection neuronale et une récupération
fonctionnelle (pour revue voir (McDonald and Belegu, 2006). Si la coexpression des génes

Mash1 et Olig2 s’avere efficace pour I’induction de la différenciation oligodendrocytaire, elle
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pourrait alors étre profitable au cours des transplantations au niveau de la moelle. En outre, les
cellules obtenues pourraient, également, €tre utilisées dans le traitement de maladies de la

myéline, telles que la sclérose en plaques ou certaines leucodystrophies.

C. Limites de la technique

1. Durée de la surexpression des genes proneuraux

L’effet de la surexpression a été examiné 4 jours apres transduction. Or ’action des facteurs
de transcription fait suite a la pénétration du vecteur dans la cellule, a 1’intégration de ce
dernier dans le génome et a la mise en place des boucles de rétrocontréle qui régulent le
« timing » de la neurogenese et de la gliogenese et qui permettent d’aboutir aux différents
sous-types cellulaires (Anderson, 1999; Pattyn et al., 2000). Leurs mécanismes nécessitent
donc un délai pour étre activés et pour s’acheminer vers la réponse finale. Apres 4 jours de
surexpression, il est fort probable que I’effet que nous observons ne soit qu’une ébauche de la
réaction cellulaire induite par les protéines proneurales. Comme nous 1’avons suggéré a
plusieurs reprises dans la partie « Résultats », un allongement de la durée de surexpression
des genes proneuraux apporterait donc des précisions intéressantes, relatives notamment a
I’influence du gene Mashl sur la prolifération cellulaire, a celle des genes Ngnl et Ngn3 sur
la différenciation gliale et a celle des geénes proneuraux, en général, sur la spécification
neuronale. Idéalement, la fixation des cellules devrait avoir lieu au moins 8 jours apres
transduction. In situ, ce délai correspond au temps nécessaire a une cellule souche pour

accomplir sa différenciation jusqu’au stade terminal.

2. Choix du vecteur viral

Au cours du développement, la différenciation est le résultat de régulations trés fines,
dépendantes des doses et de la chronologie d’expression des différents facteurs de
transcription. Notamment, afin de permettre a la différenciation terminale de s’accomplir
correctement, une réduction voire une extinction de I’expression des génes proneuraux est
nécessaire aprés un temps donné. Or dans notre systéme, I’expression des transgénes est
induite par un promoteur ubiquitaire* fort, que les facteurs intrinséques ne peuvent réprimer,
ce qui constitue un frein majeur dans une perspective de greffe et de maintien des cellules in
vivo. Les vecteurs de différenciation, tels que nous les avons utilisés, pourraient donc subir

des améliorations afin d’optimiser nos résultats. Des développements récents dans le
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« design » des vecteurs lentiviraux peuvent, notamment, apporter des solutions intéressantes.
En particulier, I'utilisation de vecteurs lentiviraux inductibles permettrait de circonscrire le
probléme de 1’expression continue des protéines proneurales. De tels vecteurs sont produits
dans notre laboratoire (Vogel et al., 2004) et permettent de réguler le taux d’expression du
transgene grace a des doses variables de tétracycline et d’éteindre 1’expression de celui-ci si

nécessaire.

3. Phénotype in vivo difficilement prévisible

Les données de la littérature suggerent qu’apres greffe chez 1’animal, 1’évolution des cellules
non génétiquement modifiées dépendra trés largement de I’environnement cellulaire au
niveau du site d’injection. Ainsi, les cellules se différencient préférentiellement en neurones
dans les zones de neurogénese et en astrocytes dans un environnement quiescent (Fricker et
al., 1999). Cependant, une modification génétique entrainant la surexpression de facteurs de
transcription modifie les propriétés intrinséques des cellules, et leur réponse a
I’environnement peut en étre profondément bouleversée. Ainsi, aprés transfection avec le
gene Ngnl, une lignée de cellules souches nerveuses extraites du télencéphale ventral acquiert
un phénotype GABAergique caractéristique de leur environnement d’origine, et conserve
cette caractéristique ventrale apres greffe dans le cortex de souris adultes (Muramatsu et al.,
2005). Dans ce cas, I’information fournie de maniere intrinséque a la cellule prime donc sur

les signaux environnementaux.

D’autres études, en revanche, montrent que malgré 1’instruction des cellules in vitro, celles-ci
restent sensibles a I’environnement. C’est, en effet, ce que 1’équipe de Jonas Frisen met en
évidence lors de greffes dans un modéle de 1ésion de la moelle épiniere. Dans leur étude, 90%
des cellules nerveuses adultes surexprimant le géene Ngn2 in vitro deviennent des neurones
(Falk et al., 2002). Cependant, quand ces mémes cellules sont greffées dans la moelle 1ésée, la
proportion de cellules neuronales n’est plus que de 44%, tandis que 32% des cellules
présentent le phénotype oligodendrocytaire et 6% le phénotype astrocytaire (Hofstetter et al.,
2005). Ainsi malgré une meilleure compréhension des mécanismes, une homogénéisation
cellulaire et un ciblage des pathologies concernées, nous n’avons, en définitive, aucun moyen
d’anticiper les effets de notre stratégie lors de transplantations dans des modeles animaux. La
méthode expérimentale empirique semble donc étre le seul moyen de connaitre précisément
les bienfaits que I’orientation de la différenciation cellulaire in vitro peuvent apporter en

thérapie cellulaire.

124



Discussion Homogénéisation par tri cellulaire

II.Seconde stratégie : tri des cellules d’intérét par expression
d’une protéine rapportrice sous le controle d’un promoteur choisi

Dans le but de sélectionner un type cellulaire choisi, nous avons évalué la capacité de
différents promoteurs (Nestine, Synapsine et GFAP) correspondant a différents lignages du
SNC (respectivement cellules immatures, lignage neuronal et lignage astrocytaire) a diriger
spécifiquement 1’expression d’une protéine fluorescente (eYFP ou eGFP) dans les cellules
souches et progénitrices feetales humaines aprés transduction avec des vecteurs lentiviraux.
Dans notre systetme expérimental (cellules humaines en culture, vecteurs lentiviraux,
expression a 13 jours), seul le promoteur Nestine s’est avéré spécifique. Plus de 80% des
cellules fluorescentes expriment le marqueur nestine. En revanche, les promoteurs Synapsine

et GFAP n’ont pas permis de diriger spécifiquement 1’expression dans les cellules.

A. Justification de la non-spécificité

Le choix des différents promoteurs utilisés €tait fondé sur des expériences antérieures ayant
démontré leur capacité a diriger I’expression spécifique du transgéne dans le lignage
considéré (Jakobsson et al., 2003; Kugler et al., 2001; Roy et al., 2000a). Toutefois, les
systémes expérimentaux précédemment mis en ceuvre sont différents de celui que nous avons
adopté, aussi bien sur le plan des cellules utilisées que sur celui des méthodes de

transduction/transfection.

En particulier, seule la spécificité du promoteur Nestine a été analysée dans des cellules
feetales humaines de manicre quantitative (Keyoung et al., 2001; Roy et al., 2000a). Pour les
promoteurs Synapsine et GFAP, I’évaluation de la spécificité a été essentiellement qualitative
et a fait intervenir des cultures primaires feetales de rat (Kugler et al., 2001), des lignées
cellulaires (Besnard et al., 1991), des souris transgéniques (Jabs et al., 2005), des animaux
adultes (Jakobsson et al., 2003), mais jamais des cellules foetales humaines. Or comme nous
I’avons vu avec les protéines proneurales et la différenciation, I’environnement cellulaire peut
influer de manicére importante sur la transcription des geénes. Les promoteurs sont les

premicres cibles de cette régulation.
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Le systéme vectoriel peut également jouer un rdle essentiel dans la variabilité de la spécificité.
Si le promoteur GFAP a auparavant ¢ét¢ inséré et évalué dans des vecteurs lentiviraux
analogues a ceux que nous avons employés (Jakobsson et al., 2003), en revanche, la
spécificité des promoteurs Nestine et Synapsine a été vérifiée avec des vecteurs adénoviraux
(Keyoung et al., 2001; Kugler et al., 2001) qui, au contraire des vecteurs lentiviraux, ne
s’integrent pas dans le génome et induisent une expression transitoire du transgene dans les
cellules en division. Or cette capacité d’intégration des vecteurs lentiviraux peut justifier la
non-spécificité des promoteurs Synapsine et GFAP. En effet, le site d’intégration du transgene
et le nombre de copies intégrées dans le génome de 1’hote peuvent étre sources d’interférences,
qui conditionnent la spécificité. Ces incidences peuvent, de surcroit, étre accentuées par les
caractéristiques du promoteur en lui-méme, c’est-a-dire en particulier sa taille et la présence
ou non de séquences régulatrices. Un petit promoteur facilite 1’entrée du vecteur dans la
cellule, favorise son intégration au niveau du génome, notamment au niveau de zones de
transcription actives et présente moins de séquences régulatrices pour gérer ses propriétés a
diriger 1’expression, d’ou un risque accru de non-spécificité. C’est ainsi que, le promoteur
Synapsine, qui est le plus court des trois promoteurs testés, est également celui qui présente la
moins bonne spécificité. Réduire la taille des promoteurs pour simplifier leur utilisation peut

donc avoir des conséquences drastiques en terme de spécificité.

Notons enfin que, dans notre systeme, ’utilisation de I’enveloppe Mokola n’a pas permis de
cibler plus spécifiquement I’expression de la protéine rapportrice dans les cellules GFAP+. Or,
selon des résultats obtenus dans notre laboratoire (Brizard et al, en préparation), 1’utilisation
de cette enveloppe restreint 1’expression du transgéne aux cellules astrocytaires apres
injection dans le striatum de souris C57Bl6/N. Son tropisme particulier ne semble pas se
vérifier in vitro dans nos conditions. Pour le moment, on ne connait pas le récepteur cellulaire
de la protéine Mokola. Il est possible que ce récepteur ne soit pas exprimé spécifiquement a la
surface des astrocytes dans les cellules humaines ; il est également envisageable qu’il soit

exprimé de fagon aberrante in vitro.

B. Bréche dans la spécificité du promoteur Nestine

Quelles que soient les divergences de nos résultats avec les données de la littérature
concernant les promoteurs Synapsine et GFAP, nous avons cependant démontré qu’avec le

promoteur Nestine, 1I’expression de la protéine rapportrice était bien localisée a 81% dans des
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cellules nestine+. Ces résultats corroborent les données obtenues par 1’équipe de Steven
Goldman (Keyoung et al., 2001) qui réalise une sélection de cellules nestine+ a 1’aide de
vecteurs adénoviraux exprimant la protéine eGFP sous le controle du méme promoteur
Nestine. Une analyse attentive du phénotype des cellules nestine+ nous a cependant permis de
démontrer que ces cellules n’appartenaient pas toutes au lignage neuroépithélial. En effet,
parmi celles-ci, 56% co-expriment la GFAP, protéine classiquement associée au lignage
astrocytaire. Si des études importantes et novatrices ont révélé de fagon convaincante que les
cellules souches nerveuses de la zone sous-ventriculaire de rat adulte sont des cellules de
« type astrocytaire » exprimant la GFAP (Doetsch et al., 1999), il est important de ne pas
assimiler ces résultats in vivo dans un mod¢le adulte a ceux obtenus in vitro avec des cellules
embryonnaires, qui plus est humaines. La seule co-expression de la GFAP avec la nestine
dans notre systéme ne permet pas de conclure a un phénotype neuroépithélial. Au contraire,
nous avons montré qu’aucune cellule GFAP+ n’était en prolifération dans nos cultures, ce qui
indique que ces cellules ne peuvent étre considérées comme des cellules souches, dont I’'une
des caractéristiques fondamentales est I’autorenouvellement (et donc la prolifération). Les
cellules nestine+/GFAP+ appartiennent donc au lignage astrocytaire. Dans une perspective de
tri cellulaire, le promoteur Nestine permettrait donc de sélectionner une population a 81%

nestine+, parmi laquelle 44% seraient des cellules immatures et 56% des cellules astrocytaires.

Afin de restreindre plus spécifiquement notre systeme de sélection aux cellules immatures,
d’autres promoteurs peuvent étre envisagés. En particulier, le promoteur de la protéine
musashil, spécifique des cellules progénitrices nerveuses (Kaneko et al., 2000) a été comparé
au promoteur Nestine. Les deux promoteurs Nestine et Musashil définissent des populations
différentes, bien que partiellement chevauchantes (Keyoung et al., 2001) et jusqu’a présent,
aucune co-expression des marqueurs musashil et GFAP n’a ¢été publiée. Par conséquent, le
promoteur Musashil apparait plus stringent que le promoteur Nestine pour distinguer les

cellules souches nerveuses des cellules astrocytaires.

Dans une perspective de greffe, I’obtention d’une population homogene de cellules immatures
permettrait d’évaluer le potentiel de différenciation des cellules souches nerveuses feetales
humaines dans différents contextes (zone neurogénique ou quiescente, cerveau adulte ou en
développement, cerveau lésé...). Cependant, des études ont montré que ce stade de
différenciation trés immature n’était pas nécessairement le plus adapté pour une thérapie

cellulaire et une récupération fonctionnelle efficaces. En effet, des populations enrichies en
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cellules indifférenciées et greffées dans le cerveau sain de rat adulte montrent une survie et
une différenciation en neurones et astrocytes moins importantes, comparativement a des
greffes similaires de populations hétérogenes (Messina et al., 2003). De méme, des cellules
neuroépithéliales multipotentes purifiées ne survivent ni dans le striatum, ni dans
I’hippocampe, ni dans la moelle épinicre de rat adulte, alors que les progéniteurs neuronaux et
gliaux isolés a partir de prélévements identiques survivent, migrent et se différencient en
neurones, astrocytes et oligodendrocytes dans les 3 régions du SNC (Lepore et al., 2004).
Ainsi, si ’obtention de populations plus homogenes est important pour une thérapie plus
efficace, le stade de différenciation des cellules joue également un réle crucial. Sélectionner
des cellules prédifférenciées apparait beaucoup plus intéressant pour répondre a la question

posée initialement.

C. Solutions pour améliorer I’efficacité du tri cellulaire

L’idée initiale de notre stratégie consistait a sélectionner de manicre positive les cellules
exprimant la protéine rapportrice. De cette maniére, avec le promoteur Nestine, le tri par
cytométrie en flux aurait permis de conserver les cellules fluorescentes (donc nestinet) et
d’éliminer les cellules non fluorescentes. Cependant, puisque nous venons d’argumenter
contre I’utilisation de populations homogénes nestine+, on peut envisager la stratégie inverse
qui par une sélection négative permettrait de conserver les cellules non fluorescentes et
d’¢éliminer les cellules fluorescentes. Etant donné que 81% des cellules fluorescentes sont
nestine+, on pourrait ainsi imaginer se débarrasser d’une grande partie des cellules immatures
et des cellules astrocytaires, tout en enrichissant la population en cellules neuronales. Il faut
toutefois tenir compte de I’efficacité de transduction du vecteur VSV-Nestine-eYFP. En effet,
nous avons démontré que seulement 35,3% des cellules totales exprimaient la protéine eYFP,
ce qui signifie qu’en éliminant les cellules eYFP+, seuls 81% de 35,3% de cellules nestine+
pourraient étre supprimés de la population. Cet enrichissement ne serait donc pas suffisant

pour considérer la population sélectionnée comme homogene.

Par conséquent, si I’on veut utiliser la stratégie de tri cellulaire pour sélectionner des cellules
engagées vers un lignage choisi, il est nécessaire d’améliorer la spécificité des promoteurs des
autres lignages. Plusieurs solutions peuvent étre proposées. Tout d’abord, I'utilisation du
promoteur de la tubuline a1l (Tal) pourrait constituer une alternative au promoteur Synapsine

(Gloster et al, 1994). En effet, ce promoteur a déja permis de sélectionner et d’isoler des
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progéniteurs neuronaux a partir de cellules humaines adultes de la zone sous-ventriculaire, en
dirigeant 1’expression spécifique d’une protéine rapportrice (Roy et al., 2000a). Il conviendra
néanmoins de vérifier cette spécificité dans nos conditions expérimentales, d’autant que des
travaux récents ont révélé que le promoteur Synapsine serait, en fait, plus spécifique in vivo

que le promoteur Tal (Hioki et al., 2007).

Une autre voie d’amélioration consisterait a utiliser un outil vectoriel lentiviral 1égérement
différent. Notamment, comme les promoteurs semblent plus spécifiques quand ils sont insérés
dans des vecteurs adénoviraux épisomaux* (Keyoung et al., 2001; Kugler et al., 2001), nous
pouvons supposer que l’utilisation des vecteurs lentiviraux non-intégratifs, développés
récemment au laboratoire (Philippe et al., 2006), pourrait rétablir la spécificité d’expression
induite par les promoteurs des différents lignages. Grace a la formation d’un génome
épisomal®, ces vecteurs permettraient d’écarter les contraintes liées a I’intégration du génome
viral, telles que les interférences éventuelles du promoteur avec les facteurs de transcription
ou les protéines d’initiation de la transcription, au niveau des zones de transcription active
notamment. Cependant, 1’expression du transgene présente ’inconvénient d’étre transitoire
dans les cellules en division et stable dans les cellules quiescentes, ce qui peut constituer un
probléme dans le cas des cellules souches prolifératives. Une autre option pourrait donc faire
appel a des vecteurs lentiviraux a intégration ciblée afin de controler spécifiquement le site
d’intégration de I’ADN viral au niveau du génome de I’hdte (Yant et al., 2007). Connaitre et
sélectionner les séquences qui entourent le transgéne permettrait non seulement de limiter les
interférences mais également de standardiser I’expression. Ce dernier systétme n’en est,
cependant qu’a ses débuts. Sa validité et son efficacité doivent encore étre confirmées, en
particulier dans nos conditions expérimentales.

Les vecteurs inductibles, décrits précédemment comme une option a la régulation de
I’expression des geénes proneuraux, pourraient aussi €tre profitables au perfectionnement des

vecteurs traceurs en permettant une extinction de la protéine rapportrice une fois le tri effectué.

D.Conclusion

En I’état actuel de notre étude, la stratégie de tri cellulaire est réalisable uniquement avec le
promoteur Nestine, qui n’est pourtant pas le promoteur le plus adapté. En outre, les
promoteurs de lignages plus engagés demandent encore des améliorations. Par conséquent,

parmi les deux systetmes que nous avons testés, I’exploitation de la stratégie
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d’homogénéisation a 1’aide des promoteurs Nestine, GFAP et Synapsine pour des greffes dans
le SNC parait prématurée, alors que la différenciation des cellules au moyen de genes
proneuraux semble, pour le moment, plus appropriée a cette médecine régénérative.

En revanche, 1’obtention d’une population purifiée de cellules immatures grace a ’utilisation
du promoteur Nestine ou Musashi constitue une perspective particulierement prometteuse
pour I’¢tude des mécanismes de différenciation des cellules souches. En particulier, la
combinaison de cette stratégie de tri cellulaire avec la surexpression des génes proneuraux
telle qu’elle a été menée dans la premicre partie de notre étude permettrait d’analyser I’action
des facteurs de transcription a un stade de différenciation donné et sur une population
relativement homogeéne. L’effet des facteurs de transcription serait alors plus standardisé.
L’analyse permettrait enfin de discriminer leur influence sur les cellules souches (choix du
devenir neurone/glie) par rapport a leur influence sur les progéniteurs (avancement le long du
lignage cellulaire) et apporterait ainsi des résultats plus concluants concernant le mécanisme
d’action de ces protéines proneurales. Ce systéme permettrait une approche plus ciblée pour
I’é¢tude des cascades mises en jeu, des voies de signalisation induites (JaK, Notch, MAP

kinases) et du processus d’obtention du phénotype terminal des cellules par exemple.
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III.Avenir de la thérapie cellulaire dans le SNC

A. Choix des cellules

1. Avantages des cellules foetales

Actuellement, quatre grandes catégories de cellules souches sont accessibles pour le
traitement des l1ésions du SNC ou des maladies neurodégénératives : les cellules ES, les
cellules souches germinales, les cellules souches nerveuses adultes et les cellules souches
nerveuses feetales. Comme nous I’avons déja énoncé dans I’introduction, chacun de ces types
cellulaires présente des avantages et des inconvénients propres, qui en font des outils plus ou
moins adaptés aux différentes pathologies ciblées. Les cellules souches nerveuses feetales
possedent en particulier 1’avantage d’étre déja spécifiées vers un lignage nerveux, sans
toutefois montrer les signes de vieillissement cellulaires des cellules souches adultes. En effet,
comme pour les cellules somatiques®, des différences importantes, telles qu’une diminution
de lactivité de la télomérase*, une perte de I’hétérozygotie pour un ou deux chromosomes,
voire une complete délétion de certaines régions chromosomiques, apparaissent quand les
cellules vieillissent (Bailey et al., 2004). Les cellules souches feetales possedent donc un taux

de renouvellement plus élevé que celui des cellules souches adultes.

Notamment, en comparant le comportement, aprés greffe dans le cerveau de souris Shiverer
nouveau-nées, de progéniteurs gliaux triés soit a partir d’une population de cellules nerveuses
feetales, soit a partir d’une population de cellules nerveuses adultes, Martha Windrem révele
que les cellules adultes se différencient plus vite, donnent plus de myéline mais migrent
moins que les cellules feetales qui, de surcroit, montrent une meilleure intégration (Windrem
et al., 2004). Les cellules d’origine distincte, de par leurs propriétés propres, ne vont donc pas
cibler les mémes types de pathologies. Grace a leur capacit¢ de migration, les cellules
souches feetales semblent ainsi plus adaptées au traitement de pathologies diffuses telles que
les leucodystrophies ou les maladies dégénératives, mais elles conviennent également a la
nouvelle stratégie thérapeutique des cancers du SNC, qui utilise les cellules souches comme

vecteurs d’un gene suppresseur de tumeurs (Aboody et al., 2000; Li et al., 2005).

Ces variations dans les aptitudes des cellules en fonction de leur age se rencontrent également

avec les cellules souches feetales isolées a différents stades du développement. Ainsi, en
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fonction du terme théorique du feetus, elles présentent des propriétés inégales, notamment en
terme de plasticité. De méme chez I’animal, des cellules isolées a partir d’embryons de rat au
stade E14,5 produisent moins de neurones apres greffe dans des embryons de poulet que des
cellules équivalentes isolées au stade E10,5 (White et al., 2001). Cette nuance pourrait en
partie s’expliquer par une sensibilité réduite des cellules plus agées pour le facteur
neurogénique BMP2. Ces données semblent donc indiquer qu’au cours du développement,
les cellules subissent des modifications intrinséques influencant leur réponse aux signaux
environnants, tout en maintenant leur multipotencialité et leur capacité d’autorenouvellement
(White et al., 2001). D’autre part, nous avons observé que les cellules souches feetales
humaines extraites de deux prélévements agés respectivement de 6 et 7 semaines
embryonnaires, affichent un phénotype légérement différent aprés mise en culture. Les
cellules isolées du feetus le plus 4gé semblent présenter un état de différenciation plus avancé,
d’ou vraisemblablement une malléabilité un peu moins importante. Par conséquent, utiliser
des cellules au méme stade de développement embryonnaire peut étre considéré comme un

¢lément indispensable pour la comparaison et la standardisation des études.
2. Limites des cellules foetales

a) Effets de I’amplification in vitro

Dans la plupart des expériences in vitro concernant les cellules souches nerveuses feetales
humaines, les cellules isolées sont exposées a de fortes concentrations de facteurs de
croissance (en général EGF, bFGF et/ou LIF). Or de telles conditions de culture semblent
favoriser une amplification préférentielle de certaines cellules au détriment de certaines autres.
Par exemple, les cellules multipotentes acquierent la capacité de se différencier uniquement
en neurones, apres exposition au bFGF (Palmer et al., 1999). De la méme manicre, des
expériences réalisées par 1’équipe de Clive Svendsen révelent que les cellules progénitrices
feetales humaines perdent leur potentiel de différenciation in vitro (absence de différenciation
oligodendrocytaire aprés plusieurs passages et neurogenese réduite dans les cultures a long
terme) et possédent une durée de vie limitée (peu a peu, perte de la capacité d’auto-
renouvellement et entrée en phase de sénescence™) (Wright et al., 2006). De tels résultats sont
contraires au dogme qui décrit les cellules extraites de télencéphale feetal humain comme des
cellules souches capables de s’amplifier indéfiniment et de donner naissance aux cellules des

trois lignages principaux du SNC, les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes.
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L’amplification des cellules a long terme dans ces conditions in vitro semble donc modifier

leurs propriétés et limiter ainsi leur exploitation en thérapeutique.

b) Matériel difficilement accessible

Idéalement, I’ensemble des expérimentations relatives aux cellules souches nerveuses feetales
devrait étre réalisé a partir de cellules isolées a des stades de développement identiques, ce
qui suppose un approvisionnement régulier et important de matériel. Or entre le début de nos
travaux et aujourd’hui, le nombre de prélevements disponibles a trés largement diminué.
Plusieurs facteurs peuvent étre mis en cause. Tout d’abord, le travail sur les cellules extraites
de télencéphale nécessite d’obtenir des produits d’IVG intacts. Or le pole céphalique est
particulierement fragile et peut aisément étre endommagé. D’autant que la technique
permettant de récupérer le foetus entier ou avec un minimum de dégats au niveau du SNC est
délicate et n’est pas maitrisée par tous les gynécologues-obstétriciens. Il en résulte une

détérioration fréquente des échantillons, qui ne sont alors plus exploitables.

En 2001, I’allongement du délai légal de I'IVG de 10 a 12 semaines de grossesse aurait pu
avoir pour conséquence un accroissement du nombre des interventions pratiquées par
I’équipe médicale. Mais la politique d’information sur la sexualité et la contraception visant a
faciliter I’acces aux moyens contraceptifs, a prévenir les grossesses non désirées et a limiter
le recours a I’IVG a permis de stabiliser le chiffre global (220 000 IVG/an). Ce chiffre cache
cependant une augmentation constante du nombre d’opérations effectuées chez les mineures.
Or dans le cadre des lois de bioéthique, il est interdit a I’équipe scientifique de disposer des
prélévements des femmes mineures. Un renforcement de ces lois en 2004 a encore réduit le
nombre de prélévements utilisables. Auparavant, les produits d’IVG étaient considérés
comme déchet opératoire et 1’obtention du consentement éclairé de la meére pour leur
exploitation a des fins scientifiques n’était pas obligatoire, bien que fortement recommandée
par le Comité Consultatif National d’Ethique (CCNE). Désormais, les prélévements sont la
propriété de la meére qui doit, par conséquent, autoriser 1’équipe médicale a les remettre au
laboratoire (Article L. 1241-5 du code de la santé publique ; Annexe #2). La loi prévoit aussi
que ces prélévements soient pratiqués dans le cadre de protocoles transmis préalablement a
I’Agence de la biomédecine. Le non-respect de ces regles est puni de deux ans

d’emprisonnement et de 30 000 euros d’amende.
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La complexité des démarches et les risques encourus réfrénent les personnes impliquées dans
la procédure. D’autant que le scandale des feetus retrouvés dans la chambre mortuaire de
I’hdpital Saint-Vincent de Paul, au cours de 1’été 2005, a encore exacerbée la polémique
relative a leur utilisation en recherche. Cette affaire a été 1’occasion de réfléchir au statut a
accorder a I’étre prénatal. Est-ce une personne, une chose ? Les points de vue divergent selon
que I’on se place dans des considérations philosophiques, religicuses ou scientifiques.
Notamment, de nombreux philosophes développent 1’idée qu’un étre humain ne commence a
exister que par sa relation avec I’autre, c’est-a-dire apres la naissance. A 1’opposé, la plupart
des religions considére I’embryon comme un é&tre humain dés sa conception. Enfin,
scientifiquement parlant, plusieurs critéres peuvent étre pris en compte pour attribuer le statut
d’un étre humain a un feetus : la fixation a ’utérus, I’activité cardiaque, I’activité cérébrale, la

naissance... Le débat éthique autour du statut du feetus est donc plus que jamais d’actualité.

Dans ces conditions et face aux difficultés pour s’approvisionner en matériel, les travaux sur
les cellules souches feetales humaines sont rendus encore plus délicats par leur fragilité.
Malgré des méthodes de culture exigeantes et rigoureuses, la moindre modification de leur
environnement (milieu de culture, température, pourcentage de CO2...) peut avoir des
conséquences dramatiques sur leur survie. Le moindre incident apparait alors comme un

véritable désastre.

B. Choix de la stratégie thérapeutique

1. Greffe de cellules dans le systéme nerveux central

a) Caractéristiques des cellules a greffer

Actuellement, la question récurrente en thérapie cellulaire du SNC consiste a savoir si la
composition des populations transplantées peut affecter la survie, la migration, la
différenciation et/ou I’intégration des cellules au cours de la greffe. Comme nous 1’avons vu
dans I’introduction, un grand nombre d’arguments vont en faveur de transplantations de
populations homogenes de cellules par opposition a des populations mélangées et hétéroclites.
C’est dans ce cadre que s’est inscrit mon projet de theése. Cependant, les greffes utilisant de
telles populations sont encore peu nombreuses dans les modeles animaux. La validité de la

stratégie nécessite donc d’étre davantage précisée in vivo. Mais avant tout, il s’avére
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indispensable de déterminer le stade de différenciation auquel les cellules doivent étre

greffées.

Jusqu’a présent, les transplantations de cellules purifiées ont principalement été réalisées avec
des cellules immatures et révelent que ces populations de cellules strictement indifférenciées
ne permettent pas une intégration dans le SNC (Lepore et al., 2004; Messina et al., 2003).
Plusieurs arguments peuvent étre avancés pour justifier ces résultats. En effet, au cours d’une
greffe dans le SNC, en particulier chez le nouveau-né chez qui de nombreux progéniteurs
n’ont pas encore atteint leur destination et/ou le stade de différenciation finaux, une
compétition se met en place entre les cellules greffées et les cellules endogenes. De surcroit,
si les cellules sont greffées a un stade trés immature, elles peuvent engendrer, en plus des
cellules voulues, des sous-types cellulaires indésirables, qui vont limiter les bénéfices de la
greffe (comme les astrocytes par exemple). D’autre part, des études récentes révelent que les
signaux permettant de diriger la différenciation et la migration au cours du développement
(Shh ou BMP par exemple) n’existent plus dans les tissus adultes, ce qui peut aussi expliquer
pourquoi des cellules greffées dans le cerveau ne se différencient pas plus efficacement apres
greffe (Yang et al, 2004). Ces différents constats justifient, de plus en plus, la nécessité de

faire correspondre trés précisément la nature des cellules greffées a la pathologie concernée.

Cependant, transplanter des cellules ayant atteint leur différenciation terminale ne semble pas
non plus la meilleure solution pour I’optimisation des résultats. En effet, ces cellules matures
post-mitotiques survivent plus difficilement in vitro et leur manipulation est particuliérement
délicate, notamment en raison des prolongements et connexions qu’elles ont pu établir in
vitro et que la dissociation pourrait endommager. In vivo, leur survie incertaine et leur
migration limitée en font des cellules utilisables uniquement dans le traitement de Iésions
ponctuelles et restreintes a une zone limitée. D’autre part, leur potentiel de différenciation
trés restreint ne leur permet de remplacer qu’un seul type cellulaire donné, et donc de ne

cibler que des pathologies spécifiques de ce type cellulaire.

Les cellules progénitrices sont donc vraisemblablement les cellules les plus adaptées pour la
thérapie cellulaire (Lepore et al., 2004). Ces cellules sont partiellement engagées dans une
voie de différenciation, mais conservent malgré tout une certaine plasticité et leur capacité de
migration. Elles possédent ainsi toutes les caractéristiques indispensables a une

transplantation adéquate et optimisée.
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b) Limites de la stratégie de greffe de cellules

Au cours d’une transplantation, I’injection de cellules au niveau du SNC fait appel a une
technique chirurgicale invasive utilisant une approche stéréotaxique. Des Ilésions
supplémentaires peuvent en découler, entrainer des modifications de 1’environnement et
influer sur I’efficacité de la greffe. Notamment, suite a la blessure produite par le passage de
I’aiguille, une cicatrice gliale caractérisée par une hyperplasie et une hypertrophie des
astrocytes se forme rapidement (deés 24h). Ces astrocytes dits réactifs constituent a la fois une
barriere physique empéchant la migration des cellules greffées et une barriere chimique
inhibant 1’¢longation axonale, en particulier dans la moelle épiniére (Alonso and Privat, 1993;
Ribotta et al., 2004). D’autre part, le processus de greffe implique nécessairement une rupture
de la barriere hémato-encéphalique (BHE), que les astrocytes réactifs vont également

empécher de restaurer, exposant ainsi le SNC a I’environnement périphérique.

En effet, en réponse a cette « agression » extérieure, le SNC va réagir en déclenchant un
processus inflammatoire qui se caractérise par un afflux important de cellules telles que des
lymphocytes, des phagocytes ou des fibroblastes au niveau du site 1€sé et par la synthése de
médiateurs chimiques spécifiques de I’inflammation (Duan et al., 1998). Cette réaction fait
intervenir des phénomeénes d’immunité, c’est-a-dire de résistance aux agressions, dont les
cellules greffées peuvent subir les conséquences. En effet, dans des conditions d’allogreffe,
les cellules transplantées sont reconnues comme étrangeres et peuvent étre soumises au rejet
immunologique de I’hote et étre ainsi ¢liminées. Pour éviter un tel phénomene, le receveur
peut étre soumis a un traitement immunosuppresseur préalablement et consécutivement a la

greffe.

2. Stratégie des « cellules souches intelligentes »

La capacité de migration des cellules souches nerveuses feetales apparait comme un moyen
performant de contourner les perturbations liées a I’injection directe dans le SNC. On peut, en
effet, envisager de réaliser des greffes moins invasives dans des zones €loignées du site de
Iésion. Récemment, il a ainsi été démontré que des cellules souches nerveuses injectées en
intraveineuse dans la circulation sanguine pouvaient migrer jusqu’au site de 1ésion et apporter
certaines améliorations fonctionnelles et histologiques dans des modeles animaux de la
sclérose en plaque (Pluchino et al., 2003), de ’attaque vasculaire cérébrale (Chu et al., 2004a)

ou de la maladie de Huntington (Lee et al., 2005).
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Les mécanismes permettant cette migration de la circulation systémique au cerveau sont
encore mal connus. Cependant, il semblerait que les cellules souches nerveuses expriment, a
leur surface, diverses molécules d’adhésion (CD44, CCR par exemple) et possédent la
capacité¢ de se fixer au niveau vasculaire, en particulier dans les zones ou la BHE est
endommagée (Pluchino et al., 2003). Des études ont révélé que ces molécules d’adhésion et
leurs ligands (cytokines, interférons par exemple) étaient surexprimés au moment de la
réaction inflammatoire (Pluchino et al., 2005). Ainsi, I’ensemble des pathologies du SNC
associées a une inflammation pourrait, grace a cette surexpression, attirer les cellules
inflammatoires circulantes, ainsi que des cellules souches nerveuses présentes dans les

vaisseaux sanguins.

L’injection de ces mémes cellules chez 1’animal sain ne montre aucune intégration dans le
parenchyme cérébral, ce qui suppose, en effet, que seule une situation pathologique rend
possible la migration et ’intégration des cellules souches. Par contre, les cellules souches
nerveuses humaines injectées de fagon systémique chez 1’animal sain ou chez 1’animal 1és¢é se
retrouvent dans des organes tels que les reins, les poumons et la rate, sans pour autant causer
de destructions tissulaires ou induire la formation de tumeurs. Il pourrait étre intéressant de
vérifier que cette stratégie fonctionne également avec des cellules prédifférenciées et/ou dans
des modeles animaux différents. L’idéal serait d’utiliser préférentiellement des modéles
transgéniques au lieu de modéles réalisés par injection de toxines, tels que D’acide
quinolinique pour la maladie de Huntington (Duan et al., 1998) ou la lysolécithine pour les
pathologies de la myéline (Windrem et al., 2002), afin de s’affranchir de I’'inflammation

induite par le passage de 1’aiguille et par la toxine en elle-méme.

3. Stratégie de stimulation des cellules souches endogénes

La présence de cellules souches dans le SNC adulte est un atout majeur : elle contribue a
maintenir la neurogénése et la gliogénese tout au long de la vie. Chez ’adulte, deux régions
cérébrales principales sont concernées par cette activité : il s’agit de la zone sous-
ventriculaire (Alvarez-Buylla et al., 1998; Doetsch et al., 1999; Sanai et al., 2004) et de la
zone sous-granulaire de 1’hippocampe (Eriksson et al., 1998; Lledo et al., 2006). Des études
récentes réalisées chez 1’animal ont montré que, en cas de Iésion du SNC, ces cellules
endogenes sont activées de facon notable : elles proliférent, migrent et se différencient pour
remplacer les cellules perdues (Arvidsson et al., 2002; Magavi et al., 2000; Nait-Oumesmar

et al., 1999). Cependant, dans de nombreuses situations cliniques telles que la maladie de
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Parkinson, la maladie d’Alzheimer ou la sclérose en plaque par exemple, cette activation est
insuffisante pour cibler efficacement la 1ésion ou surmonter la dégénérescence et ne permet
pas une réversion de la maladie. Par conséquent, une stratégie séduisante consiste a stimuler,
directement dans I’organisme, la capacité¢ des cellules endogeénes a remplacer les cellules

1ésées.

Jusqu’a présent, deux méthodes différentes ont été expérimentées in vivo. La premiére réside
dans une infusion directe de facteurs de croissance (BDNF, FGF et/ou EGF) au niveau du
tissu 1és¢ (Ohori et al., 2006) et la seconde dans la surexpression des facteurs de transcription
Ngn2 et Mashl par le biais de vecteurs rétroviraux. Les résultats révelent que la combinaison
de ces deux manipulations au sein de la moelle épiniére Iésée permet de stimuler la
production de neurones et d’oligodendrocytes a partir des précurseurs endogenes (Ohori et al.,
2006). Cette orientation du devenir des cellules souches intrinséques par les geénes

proneuraux accroit encore I’intérét qui leur est porté.

Cependant, la découverte récente de nombreuses caractéristiques communes entre les cellules
souches et certaines cellules cancéreuses dans les tissus cérébraux adultes (Marx, 2003; Singh
et al., 2003) a définitivement changé I’orientation donnée a la thérapie cellulaire et a la
recherche sur le cancer. En effet, les cellules souches adultes normales et les cellules souches
cancéreuses partagent la majeure partie des facteurs intrinséques et extrinséques qui régulent
leurs voies de prolifération, d’autorenouvellement et de différenciation (Feinberg et al., 2006;
Singh et al., 2004). Elles sont naturellement plus résistantes, aux traitements anticancéreux
par exemple, que les autres cellules (Bao et al., 2006; Liu et al., 2006). Mais plus que tout,
ces observations ont conduit a la conclusion que les cellules souches et progénitrices adultes
pouvaient éventuellement devenir malignes et engendrer des cellules souches cancéreuses,
responsables du développement et du maintien des masses tumorales (pour revue voir
(Feinberg et al., 2006)). En conséquence, en thérapie cellulaire, il convient d’étre
particuliérement attentif et prudent quant a la stimulation des cellules souches endogeénes par
infusion de facteurs de croissance et modification génétique. Enfin, I’étude conjuguée de la
biologie de ces cellules souches cancéreuses et de celle des cellules souches adultes saines
devrait permettre d’améliorer le diagnostique préventif des cancers et le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques, qui bien évidemment, doivent €tre exclusivement dirigées

contre les cellules cancéreuses.
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Les connaissances relatives aux cellules souches en général, et aux cellules souches
nerveuses foetales en particulier, sont récentes et ont donné lieu a un trés grand nombre
d’informations en un temps extrémement condensé. S’il est vrai qu’une grande majorité de
ces données sont porteuses d’espoir, elles sont souvent soumises a des retours en arriére, des
conclusions contradictoires, des hypothéses mises en doute...comme c’est généralement le
cas dans les domaines novateurs. Dans une perspective thérapeutique, il apparait donc
indispensable de tirer tous les enseignements des données dont nous disposons et de garder la
plus grande prudence quant a leur interprétation. En outre, il sera probablement nécessaire de
considérer chaque stratégie individuellement, puisqu’UNE approche ne permettra pas de
résoudre toutes les situations. C’est pourquoi, chaque ¢étude, chaque expérience, chaque
résultat apporte une pierre a 1’édifice de la compréhension des cellules souches et constitue

un pas supplémentaire vers leur utilisation efficace et maitrisée en médecine régénératrice.
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Allogreffe : Greffe faite a partir d’un donneur. Le systtme HLA (Human Leukocyte Antigen)
définit la compatibilité cellulaire, ¢’est-a-dire la plus ou moins grande similitude biologique

entre les tissus du donneur et ceux du receveur.

Autogreffe : Greffe dans laquelle le greffon est prélevé sur le sujet chez qui le tissu doit étre

remplacé (le donneur et le receveur ne sont qu’une seule et méme personne).

Blastocyste : Stade du début du développement embryonnaire (environ 5 a 6 jours apres la

fécondation dans I’espeéce humaine) ou les cellules forment une cavité remplie de liquide.

Cellules germinales : L'ensemble des cellules germinales, ou germen, d'un animal sont les

cellules qui sont susceptibles de former les gamétes (spermatozoides ou ovules).

Cellules HEK293T : Lignée de cellules embryonnaires de rein humain

Cellule somatique : Toutes les cellules d’un organisme a I’exclusion des cellules germinales

(gametes femelles ou ovocytes et gametes males ou spermatozoides), ainsi que leurs

précurseurs.

Crétes gonadiques : Masses de mésoderme (voir feuillet embryonnaire) correspondant aux

futures gonades™ et apparaissant lors du développement embryonnaire. Ces crétes gonadiques

sont situées sur la face interne du mésonéphros (rein embryonnaire).

Cytométrie en Flux : La cytofluorométrie de flux ou Fluorescence Activated-Cell Sorting

(FACS) est une technique qui permet le dénombrement et 1’analyse de cellules en suspension.
Les cellules traversent, une a une, un faisceau laser de longueur d’onde donnée (ici A=488nm).
La lumiére incidente va alors exciter les fluorochromes (ici eGFP ou eYFP) qui vont émettre
a leur tour de la fluorescence. Elle va étre détectée par des capteurs spécifiques qui

transmettent ensuite 1’information a un ordinateur (Figure o).
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Figure o : Schéma de 1’appareil a cytofluorométrie de flux

Les cellules sont entrainées par un fluide au centre d’une
gaine liquide puis traversent, une par une, la source
d’excitation lumineuse (faisceau laser). Les signaux

Echantillon fluorescents détectés par le systéme optique sont amplifiés,

Systeme ’ ’ - - .
fluidique convertis en signaux électroniques puis en valeurs
numériques. Ces derniéres sont analysées grace a 1’unité
informatique.
o
Fluxde ¢
cellules
(0]
Laser

Acquisition et
traitement

L’analyse par FACS fournit pour chaque échantillon le pourcentage de cellules fluorescentes
ainsi que la fluorescence moyenne par cellule. Des appareils plus ¢laborés appelés des trieurs
permettent ’analyse mais également le tri des cellules sans les endommager, rendant ainsi

possible la mise en culture des populations cellulaires spécifiquement sélectionnées.

Défectif : Se dit d'un bactériophage ou d'un virus qui, par suite d'une ou plusieurs mutations,

est incapable d'accomplir seul son cycle infectieux.

Dot-Blot : Le dot-blot est une technique de biologie moléculaire qui permet de quantifier des
ARN donnés sans séparation préalable sur gel d’électrophorése. Les ARN totaux extraits des
cellules sont déposés sur une membrane de nylon. La détection des ARN d’intérét est ensuite
réalisée par hybridation a 1’aide de sondes ADN radiomarquées puis exposition sur film

radiographique.

ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) : Méthode de dosage immunoenzymatique

qualitative et quantitative, servant, ici, pour la détection de I’antigéne p24 non complexé du

VIH.

Epigénétique : Modifications de I’expression des geénes non codées par la séquence d’ADN
(méthylations par exemple). Ces modifications ne s’accompagnent pas de changements dans

la séquence du géne mais dans 1’organisation chromatinienne et donc dans I’accessibilité aux
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facteurs de régulation génique. Ce type de régulation peut cibler ’ADN, I’ARN ou les
protéines et agir au niveau du noyau ou du cytoplasme. Ces modifications transmissibles et
réversibles constituent un des fondements de la diversité biologique.

Episomal (génome) : Elément génétique indépendant.

Extrémités franches : Extrémités de fragments d'acides nucléiques en double brin ne portant

pas de prolongements simple brin.

Facteur de transcription : Protéine nécessaire a [I’initiation ou a la régulation de la

transcription chez les eucaryotes.

Feuillet embryonnaire : Lors de la formation de 1'embryon, les cellules s'organisent toujours

en feuillets de cellules, qui se distinguent les uns des autres lorsque celui-ci réalise sa
gastrulation : le feuillet extérieur s'appelle alors ectoderme, le feuillet intérieur, endoderme
et le feuillet intermédiaire,. mésoderme. Chacun de ces feuillets a pour role de constituer les
organes du futur individu :

e L'ectoderme génere 1'épiderme et le systéme nerveux

o L'endoderme géneére le tube digestif et ses glandes annexes (pancréas)

o Le mésoderme génére les muscles, le squelette, les vaisseaux sanguins

Signalons qu'une partie des muscles et du squelette de la té€te provient de l'ectoderme via les

cellules de la créte neurale : on parle alors de mésectoderme.

Filament intermédiaire : Constituants du cytosquelette de dimension intermédiaire (d’ou leur

nom) formés de protéines fibrillaires assemblées de fagon hélicoidale.

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) : Filament intermédiaire* de 52kDa présent dans les

cellules gliales telles que les astrocytes ou les cellules épendymaires (cellules gliales tapissant

le canal épendymaire et les ventricules cérébraux)..

Gonade : Principal organe génital, ¢’est-a-dire testicules chez ’homme et ovaires chez la

femme.

Hybridation In Situ (HIS) : Hybridation d’une sonde d’ADN ou d’ARN spécifique marquée

avec I’ARN ou I’ADN cellulaire, sur une coupe de tissu ou des cellules fixées.

llots de Langerhans: Cellules endocrines du pancréas regroupées en 1ilots disséminés.

L’insuline est sécrétée par les cellules f.
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Mokola : Lyssavirus de la famille des rabdovirus (virus de la rage)
Multipotent : Capacité a produire plusieurs types de cellules différenciées.

Mutagenese dirigée : Introduction d’une mutation précise dans un fragment d’ADN cloné,

suivie de la réinsertion de la séquence mutée dans le géne original et remplacement de ’ADN

sauvage correspondant.
Nestine : Filament intermédiaire* spécifique des cellules souches du SNC.

Neurogenese : Création par mitose et différenciation de cellules neuronales conduisant a la

formation et au maintien du systéme nerveux.

Neurospheére : Groupement clonal contenant un mélange de cellules différenciées,
indifférenciées et mortes dérivant de la prolifération d’une cellule unique selon des divisions

cellulaires symétriques et asymétriques (Figure ).

Figure B : Formation des

Prolifération } neurospheres

Chaque  cellule  souche
(rouge) en se divisant va
former un amas hétérogéne
de cellules différenciées
(vertes), indifférenciées
Dissociation (rouge) et mortes (jaunes).

' . . . Quand les neurosphéres sont

dissociées, les  cellules
Prolifération

Neurosphére

souches continuent a
proliférer  pour  donner

naissance a des neurospheres
Q G Q 0 secondaires et ainsi de suite.

Niche : Position occupée par une population de cellules, un organisme ou plus généralement

une espece dans un systéme donné.
Nullipotent : Incapacité d’une cellule a produire d’autres cellules.
Pantropique : Infectant de fagon indiscriminée les différents types de cellules.

Phénotype : Ensemble des caractéres observables chez un individu, résultant de 1’interaction

entre son génotype et les effets de son environnement.
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Plasmide : Petite molécule circulaire d’ADN extrachromosomique présente chez les bactéries,
capable de se répliquer de fagon autonome, dans la cellule d’origine et dans une cellule-héte.
Cette molécule porte des caractéres génétiques non essentiels a la cellule-hote. Certains

plasmides sont utilisés comme vecteurs de clonage de genes.

Plasmide recombiné ou recombinant : Plasmide dans lequel a été inséré un fragment d’ADN

étranger.
Pluripotent : Capacité a donner naissance a quasiment tous les types cellulaires.

Pseudotypage : Incorporation d’une enveloppe virale hétérologue, c’est-a-dire constituée de
glycoprotéines différentes de celles habituellement exprimées a la surface du virus. Ce
changement a pour conséquence directe une modification du tropisme*, qui correspond alors

a celui de la nouvelle enveloppe virale.

Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) : Méthode de biologie moléculaire permettant

d’amplifier le nombre de copies d’une séquence spécifique d’ADN (I’Amplicon). Cette

technique est fondée sur la combinaison de deux facteurs :

I- les propriétés de synthese enzymatique et d’initiation « ADN double brin spécifique »
des « ADN polymérases ADN dépendantes thermostables ».

11- les propriétés d’hybridation et de déshybridation des brins complémentaires d’ADN
en fonction de la température.

Ces éléments permettent de controler ’activité enzymatique grace a des transitions de

température (assurées par un thermocycleur) répétées de maniére cyclique
Rétrovirus : Virus qui utilise 'ARN comme matériel génétique.
Sénescence : Vieillissement de I’organisme.

Séquence Flap : Lors de la transcription réverse des lentivirus, la séquence Flap constitue un
chevauchement de 2 brins d’ADN en cours de synthése, induit par les séquences cPPT
(polypurine tract cis-active sequence) et CTS (Central Termination Sequence). Cet
assemblage va servir de signal favorisant le transport de ’ADN viral vers le noyau de la

cellule hote.

Site de clonage multiple (ou polylinker) : Séquence ADN correspondant a une succession de

sites uniques pour un certain nombre d'enzymes de restriction. C'est a ce niveau l'on va

insérer I'ADN étranger.
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Synapsine I: Protéine membranaire qui retient les vésicules synaptiques (contenant les

neurotransmetteurs) ancrées sur le cytosquelette d’actine.

Télomérase : Ribonucléoprotéine qui ajoute des répétitions a 1’extrémité des chromosomes,
afin de maintenir leur longueur et d’empécher I’entrée dans la phase de sénescence*. Son role

est trés largement rattaché au potentiel de prolifération considérable des cellules souches.

Tératome : Tumeur composée de tissus appartenant aux 3 feuillets germinaux embryonnaires.
Il est généralement localis¢ au niveau des ovaires ou des testicules. Il peut étre produit
expérimentalement chez ’animal par injection de cellules souches pluripotentes, afin de

déterminer leur capacité a se différencier.

Terme théorique : Il permet de déterminer 1’dge de ’embryon en fonction de la date des

dernic¢res régles. Il se calcule en ajoutant deux semaines au stade de développement

embryonnaire déterminé par rapport a la date de conception (date de début de la grossesse).
Totipotent : Capacité a engendrer un individu complet.

Transcriptase inverse (ou rétrotranscriptase) : Enzyme qui permet d’obtenir une séquence

d’ADN a partir d’une séquence d’ARN.

Transfection : Introduction d’un ADN étranger dans une cellule cultivée in vitro.

Transfert de géne : Introduction dans le génome d’une cellule d’un gene provenant d’un autre

organisme, ou du méme organisme, pour renforcer son expression

Trophoblaste : Couche superficielle de cellules du blastocyste qui va permettre de former le

placenta.

Tropisme : Capacité d’un virus a infecter un type cellulaire particulier au sein d’une espece

donnée.

Ubiquitaire : Un composé ubiquitaire (ou ubiquiste) posséde, comme son nom l'indique, le
"don d'ubiquité", c'est a dire la faculté d'étre présent en plusieurs lieux a la fois.
-Les protéines exprimées dans toutes les cellules d’un organisme sont dites ubiquitaires.
-Un promoteur ubiquitaire va permettre I’expression des protéines placées sous son

contrdle dans toutes les cellules de 1’organisme.

Unipotent : Capacité a ne produire qu’un seul type de cellules différenciées.
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Vecteur : -Tout systéme permettant le transfert de génes choisis dans une cellule d’un
organisme.
-Molécule d’acide nucléique dans laquelle il est possible d’insérer des fragments
d’acide nucléique étranger, pour ensuite les introduire et les maintenir dans une

cellule hote.

Virion : Particule virale individuelle par opposition a virus qui désigne plus généralement

I’organisme biologique.

Virus auxiliaire : Virus qui assure les fonctions manquantes d'un virus défectif*, pour lui

permettre de terminer son cycle infectieux au cours d'une infection mixte.

Virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) : Vésiculovirus de la famille des rabdovirus (virus de

la rage)

148



Annexes

149



Annexes

Annexe #1

Article 1 : « Isolation of amniotic stem cell lines with potential for
therapy »

Paolo De Coppi, Georg Bartsch Jr., M. Minhaj Siddiqui, Tao Xu, Cesar C. Santos, Laura
Perin, Gustavo Mostoslavsky, Angéline C. Serre, Evan Y. Snyder, James J. Yoo, Mark E.
Furth, Shay Soker and Anthony Atala
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Isolation of amniotic stem cell lines with potential

for therapy

Paolo De Coppil?, Georg Bartsch, Jr'-, M Minhaj Siddiqui', Tao Xu!, Cesar C Santos', Laura Perin!,
Gustavo Mostoslavsky”, Angéline C Serre®, Evan Y Snyder®, James | Yoo!, Mark E Furth!, Shay Soker' &

Anthony Atala!

Stem cells capable of differe rtiating to multiple lineages may be valuable for therapy. We report the isolation of human and rodert
amniotic fluid-derived stem (AFS) cells that express embryonic and adult stem cell markers. Undifferentiated AFS cells expand
extensively without feeders, double in 36 h and are not tumorigenic. Lines maintained for over 250 population doublings retained
long telomeres and a normal karyotype. AFS cells are broadly multipotert. Clonal human lines verified by retroviral marking were
induced to differentiate imto cell types representing each embryonic germ layer, including cells of adipogenic, osteogenic, myogenic,
endothelial, neuronal and hepatic lineages. Examples of differentiated cells derived from human AFS cells and displaying speciali-
zed functions include neuronal lineage cells secreting the neurotransmitter L-glutamate or expressing G-protein-gated inwardly
rectifying potassium channels, hepatic lineage cells producing urea, and osteogenic lineage cell forming tissue-engineered bone.

Ammiotic flnid is known to contain multiple cell types derived from
the developing fetus'~. Calls within this heterogeneons population can
give rise to diverse differentiated cells induding those of adipose,
rmuscle, hone and nenrmmnal Ijncap:s"é. We now describe lines of
broadly mubtipotent AFS cells, and use retroviral marking to werify
that clonal human AFS cells can give fse to adipogenic, osteogenic,
miyogenic, endothelial, neurogenic and hepatic lineages, inclusive of all
embryonic germm layers. In this mespect, they meet a commaonly
accepted criterion for pluripotent stem cells, without implying that
they can generate every adult tissue.

Meurons, hepatocytes and ostechlasts are among the cell typs for
which impreved stem cell sources may open up novel therapeutic
applications. For each of these examples we show that AFS cells can
vield differentiated cells that express linsage-specific markers and
acquire characteristic functions in vitre. In addition, we present initial
studies indicating that AFS cell induced toward particular lineages
can generate specialized cells after implamation in vive, We show that
AFS cells directed to neural lineage differentiation by exposure to
nerve growth factor (NGE) are able to widely engraft the developing
mouse brmin in a manner similar to that observed previously for
neural stem celk?. In addition, we document the formation of tisue-
engineered bone from printed constructs of osteogenically differen-
tiated buman AFS cells in immune-deficient mice.

RESULTS

Clonal stem cell lines from amniotic fluid

Approximately 1% of the cells in cultums of human amniocentesis
specimens obtained for prenatal genetic diagnosis express the surface

antigen ¢-Kit [CD117), the receptor for stem cell Aatar® (Supple-
mentary Table | online). We wed immunoselection with magnetic
microspheres to isolate the c-Kit-positive population from  mamy
amnincentesis specimens and found that these cells can be readily
expanded in culture as stable lines, termed AFS celh. We hawe
routinely established cdonal AFS cell lines with a typical doubling
time of about 36 h and no need for feeder liyers. Sub-confluent cellk
show no evidence of spontaneous differentiation. However, under
specific inducing conditions AFS cells are able to give rise to lineages
representative of the three embryonic germ layers.

We nsed flow cytometry to asses markers expressed by human AES
cells (Supplementary Fig. | and Supplementary Methods onling).
Five domal lines gave similar results. The celk were positive for Class [
major hitocompatibility (MHC) antigens (HLA-ABC), and some
were weakly positive for MHC Class [T (HLA-DR) The AFS cell
were negative for markers of the hermatopoietic lineage (C045) and of
hematopoietic stem el (CDE4, CIDN33). However, they stained
positively for a namber of surface markers characteristic of mesench-
ymal and/or neural stem cells, but not embryonic stem (ES) cells,
induding CD2%, CIM4 (hyalionan receptor), CDF3, (D90 and
CDI0S {endoglin}®**™® Human AFS cells abo wer positive for
stage-specific embryonicantigen (S5EA )}~ fref. 11}, a marker expresed
by ES cells but generally not by adult stem cells. The AFS cells did not
express other surface markers characteristic of BS">2 and embryonic
germ (EG) cells™, S5EA-3 and Tra-1-81. Some lines were weakly
positive for Tra-1-600 Owver 0% of the cells expressed the transcription
factor Cetd, which has been associated with the maintenance of the
undifferentiated state and the pluripotency of ES and BG cells's.

“ishe Forest Institute for Regenestive Medicing, Wake Forest Uniwesity Schoal of Medicine, Medicsl Cener Boulevard, Winslan-Sslem, NC, 271571054, USA.
“Whikdren’s Hospital and Haverd Medicsl Schoal, 300 Longeoad Awenue, Boston, Masachusetts, 02115, USA, s aulhars e ol ubed equally B ths vexk,

Coresnandence shoulkd be sdodresmed 1o A A (s tale@wiubme sdul.
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a b c The induced differentiation to multiple fates
: = TR AT could be d.ocumcntod. by expresion of

‘}g ig BB W . mRNA.f..anllnmE:I-spcclmc. penes (Fig. 2a)
1 2 H 4 H Multilineage differentiation was character-
e w e z}_;?: li" istic of AFS cells cloned by limiting dilution.
Pyl s S it i by N To rigorowsly confirm that cloned AFS celk
TR T i S 208 a2 and their differentiated derivatives descended
E S TR S PR b S 1 =] from a single cell, we used marking with a
. e . . H . : . retrowvimm] vector. Because retroviral DA wilIJ
® o= o=@ &2 x v . insert into almost any chromosomal region®,

Figure 1 Clonal human AFS cells have a normal kasyotyps and retain long telomenss, (a) Glemsa band
saryagram showing chromo=omes of late passage (=250 pd) ezl ) Flow cytometry of |ate passage
el ks showing DNA stained with prpidium lodide. Gl and G2M indicate 2n and 4n sl lular DNA
content, respecthely. 5 Indicates ozl undergoing DMA synthesks, intermediate in DMA santant
hetween 2n and 4n. (g} Conzanied telomers |ength of AFS calk between sarly passage (20 pd.,

lame 3} and |ate passage (250 pd., lane 4). Short length {lane 1) and high length {lane 2} &lomers
standards are providad in the ssay kit Markar lengths are indicated. pd., papulation doubding.

the presence of a provirs at a unigue geno-
mic site can identify a domal population
descended from the cell in which an integra-
tion event occurred. We infected a presump-
tively cloral AFS line with a vector encoding
green fluorescent protein {CMMP-eGFP) and
identified candidate GFP-positive subdlones.

We also isolated AFS lines by immunoselection of cell expressing
c-Fit from the amniotic thid of mice and rats. The rodent AFS cells
dosely mesemble the human AFS cells in their growth properties and
capacity for in wire differentiation (data not shown). Murine AFS
cells, like those from human amniotic fluid, express both embryonic
and adult stem cell markes {Supplementary Fig. 2 online).
Whereas normal somatic stem celk are nontumornigenic, ES cells
grow @ teratocardinomas when implanted in '™ 5%, None of four
human AFS cell lines tested, including late-passage cells, formed
tumaors in severe combined immunodeficient (SCID)/Beige mice
(CB17 e Cg-PricdeddlpstCrl). Momover, karyotypes of eloven
hurman lings from premancies in which the fets was male revealed
one X and one ¥ chromosome and a normal diploid complement of
autosomes {Fig, la). There were no obviows chromosomal rearrange-
ments a5 judged by Giemsa banding. The AFS cells, even after
expamsion to 250 population doublings (pd.), showed a homoge-
neous, diploid DMNA content in the Gl (prereplicative) phase of
the cell cyde (Fig. 1h). The Gl and G2 cell-oyde checkpaints
appeared intact. Analysis of terminal restriction fragments' showed
that the average length of telomeres of human AFS cells stayed

comstant, ~20 khp, between early (20 pd) and late passage
(250 pd) cells (Fig. 1c).

Cloned AFS cells are broadly multipotent

We tested lines obtained from nineteen different amniocentesis donors
and found that AFS cell were able to differentiate along adipogenic,
osteogenic, myogenic, endothelial, neurogenic and hepatic pathways®®

Figure 2 Clonal human AFS ezl are broadly multipatent. Clonality of AFS
calls and diffemntiated celk derived from was verified by refmviral marking,
{a} RT-PCR anaksk of miNAS for lineages indicated using a retrovie iy
marked second mund subclone of AFS cells. U: Control undifferentiated
call, v cells maimained under conditions to pramate cstenganic (8 d),
rryagenic (8 d), adipogenic (16 d), endathelial (8 d), hepatic (45 d),
neumgenic {8 di differentiation. (b} Southern blot analysis of insated GFP
retroviral DNA in diflerentiated ozl from (a); arow indicates 4-bp junction
fragment in BamH 1 digested ONA from und ifferentiated cells of a GFP
posithe subclone of AFS celk (lane 1) and the sscond round subckons
{lana 2) used for tmnace pt ana sk after differentiation under adipogenic
{lane 3}, endathelial {lane 4}, hapatic (lans 5), csteogenic (lans &),
myogenic (lane T, and neuragenic (lana 8) conditians.

One contained a single GFF provirus, identi-
fied by a unique 4-kbp BarHI1 junction
fragment between viral and host sequences
in a Southern blot of genomic DNA (Fig. 2b). The cells were recloned
by limiting dilution, and the resulting second round subdones again
contained the signature 4-kbp BamH1 junction fragment. We found
that these subdones displayed the same capacity for differentiation
along six lineage pathways as the original line. Furthermore, each
population of differentiated cells contained the marker provims,
documented by the 4-kbp junction fragment (Fig. 2b). Thi finding
exclides the possibility that the putatively doned populations were
actmally olignclonal, comprising distinet progenitors for  different
lineages. We conclude that the AFS cells are indeed broad-spectrum
multipotent {that i, pluipotent) stem cells.

Function of differentiated cells derived from AFS cells

In addition to showing that induced stem cells express lineage-specific
rmuarkers, it is impartant to confirm that they can give rise to cells with
sufficient spedialized function to have potential therapeutic utility. We
msessed functionality with at least one lineage corresponding to each
embryonic germ byer.

Menronal lincage ditferentiation (ectodenn) was induced in a two-
stage system. In a fist culture phase, over 80% of the initial AFS
cell population hecame positive for nestin, a marker first defined in
newral stem cells™ (Fig, 3a). Under conditions expected to bias for

E Outsagenk: Myagenic Adipegeric
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dopaminergic nenrons™, a fraction of these cells assumed a distinct
pyramidal momphology (Fig. 3b). Transcript analysis showed expres-
sion of the GIRKZ? gene, encoding a member of the G-pratein-gated
imwardly rectifiing potassium (GIRK) channel family, a marker of
dopaminergic neurans™ (Fig. 3¢). Voltage damping of individual cells
revedled a bariim-sensitive potassium channel consistent with the
GIRE2 channel (Fig. 3d.e). Furthermare, after application of another
newrogenic induction protocol using NGE AFS cells acquired the
ahility to secrete the excitatory neurotransmitter -glutamate in
response to stimulation by potassium ions (Fig. 3£).

The ahility to participate in the development of the central nervous
system provided another test of neurl lineage differentiation of AFS
cells. After induction in neurogenic medium, human AFS cells wer
injected into the lateral cercbral ventricles of the brains of newborn
mice, both wild-type and homomygous twitcher (C5TBL/6]-Galc™)
mutants, as done previensly with neural stem celb®™. The twitcher
mice are deficient in the lsosomal enzyme galactocershrosidase and
undergo extensive neurodegeneration and neurological deterioration,
initiating with dysfunction of oligedendrocytes, similar to that seen in
the genetic disease Krabbe globoid lenkodystrophy®® Implantation
into the lateral ventricles affords the cells access to the subventricular
zone, a secondary gemminal zone in the cerebrum that persists

Figure 4 Engraftment of neuragenically differentiated human AFS calk in
mouse beain, Differentiation was induced by incubation with NGF and eall
were injectad into bmins of newhorn mice as described. Samples shown
were abtained 1 month after injection into twitcher mice fwild tpe and

twd mutant rec iplents gave qualitathe iy emilar results). Red staining with
antibody 1o 2 65-k0a mitezhondrial paotein (perinuckear ocallzation) reveals
human calls, Blue staining (DAPL: superimpozed image ind and inasts of
a,b,e 1) chows call nuckl. () Lateral sentrick. (b Higher magnification
whew of lateral ventricle, fe) Parkantricular area and hippocampas,

(d Same field as e, with DAPI staining superimpasad. (e} Third ventricle.
{ft Oifactory bulb.
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Figure 3 Meuragenic differentiation of human AFS celk in culture.

(&) Immunofluomscence staining for nestin after 8 d in first stage
neumgenic differentiation. (b) Phase contrast micrograph showing cells afler
sacond stage of neurogenic diffemntiation under conditions biasing for
pmduction of dopaminergic neurons — ind kidual cells with pyramidal
marphalogy, 38 shown, wem ssssssad for potassium channe e by vo ltage
clamping. fe} RT-PCR showing espression of glyeeraldehyde-3-phosphate
dehwdrogenass (lane 1) and GIRK2 {lane 2) after second stage of neumgan i
differantiation. M indicates size mardsrs, Szes of PCR products are shown.
{d,&)} Whale cell voltage clamping on individual cells as in b was caried out
&= described in Mathods, High potassium bath {d). High potassium bath +
200 pM BaCl; (el. (T} Seoretion of newrotransmitter glutamic acid in
response i potassium ons in czlk after neuragenic differentiation in the
presence of NGF (open bars! and after mainienance of undiffemntiated cell
in standard growth medium {clo=ad bars).

throughout life and from which resident neural progenitors readily
migrate into and integrte within cerebral parenchyma’. The grafied
cells dispersed throughout the host mouse brains and survived
efficiently for at least 2 months. Within the first month human cells
already were present in a variety of brain regions inchiding periven-
tricular areas, the hippocampus and the olfactory bulh, where they
integrated seamlessly and appeared morphologically indistinguishable
from surounding murine cells (Fig. 4). Meither deformation of the
host brain nor any neoplastic prooess was evident. The pattern of
migration of the transplanted celk was not random; they populated
the same areas in all of the engratted mice. However, the number of
engrafted human cells was higher in the brains of the twitcher mutants
[ ~70% of injected cells) than in the wild-type recipients { ~30%).
We obseved induction of markers characteristic of the hepatocyte
lineage {endoderm) in AFS cells cultured for up to 45 d in a multi-
step system. Proteins expressed by hepatic differentiated AFS cell
inchided albumin, alpha-fetoprotein, hepatocyte nudear factor 4
[HNF4), hepatocyte growth factor receptor (c-bet) and the multidmg
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Figure 5 LUrea sscretion by human AFS cells atier hepatogenic in witro
differantiation. Urea secretion was sssessad from undifferentisted human
AFS pelk maintained in normal growth medium {ractangles) o after
hepatagenic differentiation (diamands).

resistance membrane transporter MDR 1%, Furthermore, hepatic line-
age cells obtained by differentiation of AFS cells were ahle to secrete
urea, a characteristic liver-specific function (Fig. 5).

Diterentiation of AFS cells in osteogenic medinm in wirs yielded
functional estenblasts (mesoderm), which produced mineralized cal-
cum (Fig. 6a and Supplementary Fig. 3 online). The cells also
expressed and secreted alkaline phosphatase, a surface marker of
mstenblasts (Supplementary Fig, 3)*. As a ‘proof of concept’ of the
utility of AFS cells for tisse engineering, we asked whether the cells
could contribute to bone formation in Wy, For this purpose we
embedded human AFS cells in an alginatefcollagen scaffold by thermal
inkjet prin‘r.ing” 5 Printed celfscatfold constructs cultured in osteo-
genic inductive medium for 45 d stained intensely for mineralized
calcium with Alizarin red 5 and showed nodules consistent with bone
formation (Supplementary Fig. 3).

For the in vive assessment, printed human AFS celliscaffold con-
stmicts were prepared, incubated for 1 week in osteogenic medium and
implanted submtaneosly in immmedefidient mice. An unseeded
control scaffold ako was implanted in each mouse. After 8 weeks
constmcts were recovered and amalyzed histologically using von
Kossa's stain (Fig. 6b,c). Highly minemlized tissue was observed
from the implanted cell-seeded scaffolds but not from the implanted
unseeded scatfolds. After 18 weeks the generation of hard tissue within
the printed constructs was assessed by micro CT scanning of the
recipient mice (Fig, 6d-f and Supplementary Video online). At sites
af implantation of the scaffolds containing AFS celks, blocks of bone-
like material were ohserved with density samewhat greater than that of

mouse femoral bone. Control scaffolds lacking AFS cells did not
promaote the formation of bony tssue.

DISCUSSION

We have demonstrated that stem cells can be obtained woutinely from
hurman amniotic fluid, wsing hackup cells from amniocent sk speci-
mens that would otherwise be discarded. The AFS cells grow easily in
culture and appear phenotypically and genetically stshle. They ame
capable of extensive self-renewal, a defining property of stem celk. The
ahsence of senescence and maintenance of long telomeres for over 250
pd. far exceeds the typical ‘Hayflick limit' of about 50 p.d. for mamy
post-embryonic cells, which generally is attributed to the progressive
shortening of telomeres™.

The consistent presence of a ¥ chromosome in lines derived fram
cases in which the amniocentesis donor carried a male child implies
that AFS cells origimte in the developing fetus. The surface marker
profile of AFS cells and their expression of the transcription Gctor Octd
suggests that they represent an intermediate stage between plripotent
ES cells'*#557 and lineage-restricted adult stem cells. Unlike ES cells,
AFS celk do not form tumaors in vive. A Jow risk of mongenicity
wonld be advantageous for evental therapentic applications.

Potential sources of AFS cells in the developing fetus are diverse?”.
CD117 {e-KEit), the surface marker used for immunoselection of AFS
cells, plays an important role in gametogenesis, melanogenesis and
hematopaoiesis™. This receptor protein is present on human ES
celb™, primordial germ cells and many somatic stem cells, including,
but not Imited to, those of the neural crest™ . Despite sharing
expression of o-Kit, AFS cells appear clearly distinat from ES cells,
germline stemn cells and certain adult stem cell populations, such as
hematopaoietic stem cells, on the basis of differences both in a variety
af cell surfice markers and in gene expression patterns assessed by
transcriptional profiling®”. Thus, the role of AFS cells in ontogeny is
not yet clear.

AFS cells can serve as precursors to a bmad spectrum of differ-
entiated cell types. We used metroviral marking of AFS cell clones
to rigorously asess their multipotent chamcter. Cells from a marked
done were induced to differentiate along six distingt lineages
{adipogenic, osteogenic, myogenic, endothelial, newrogenic and
hepatic). DMA of the esalting specialized cells contained a unique
marker junction fragment between proviml and cellular sequences in
the genome. In addition to the markers and cell types documented
here, we have demonstrated that human AFS cells of the same done
can be induced to express markers characteristic of cardiac muscle,
induding cardiac mynsin, troponin [ and troponin T, and of pancrea-
tic beta-cells, incuding Paxs, neurogenin D and insulin (data not
shown)., Human AFS cells can theretore yield differentiated cells
corresponding to each of the three embryonic germ layers. The ful

Figure & Tezus enginesrad bone fam hunan AFS celk. (al Calkzium
depasition of human AFS cells maintained in osieagenic differentiation
med ium {n wino was quantified by messuring calcium cesolaphthalzin
complex kel (comed |ine) and compared to that of undiflemntiated
{broken line) AFS calk. (b} Staining by method of won Kossa of contral
peinted, unesedad alginatacallagen seaffold recoverad B wasss after
implaniation in pwou mowss. e} Staining by method of won Kossa of
peimead scaffold of AFS calk in alginatedonllagen scaffold recmerad

8 wasks after implantation; black staining indicates sfrang mineslization.
(g1} Micro CT=can of mouse 18 wesks after implantation of printed
construcis - region of implantation of control scaffold without AFS calk;
*, o seaffolds sseded with AFS cells. Closs-up views of seaded waffalds
indizated by symibats (e, 1) Mowe file of Micro CTecan is availablz in
Supplemantary Information (Supplementary Videol.
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range of adult somatic cells to which AES cells can give rise remains to
be determined.

Most current strtegies in cell thempy and tisue engineering use cells
obtained from hiopsies of patients’ tissues. However, for some applica-
tions antologous cells from an appropriste tissue cannet be readily
ohtained or expanded in culture. Stern cell lines that can be propagated
easily, maintain genetic stability, and can be induced to differentiate
into desired specialized cells may offer an alternative source™.

AFS cells are able to differentiate along adipogenic, osteogenic,
myogenic, endothelial, neurogenic and hepatic pathways. We show the
acquisition of lineagespecific functionality by AFS cells differentiated
in vitro toward neurons, csteoblasts and hepatocytes. For some cell
types, acquisition of a full terminally differentiated phenotype is
difficult to achieve in culture. The expression of characteristic func-
tions may demand multistage protocols, as exemplified here by the
expression of GIRK channels after neurogenic differentiation. Simi-
larly, we ohserved urea secretion atter hepatogenic differentiation. This
mpresents a liver-specific function that requires the coordinated
expression of several enzymes and specific mitochondrial amine
acid tramsporters’™.

Anather approach is to initiate differentiation in witre andior to nse
a regulatory gene to hias lineage-specific differentiation, and then
allow cells to complete their development and acquisition of specia-
lized functions in vive. We find that nenmgenically induced human
AFS cells are capable of migration and integration into the paren-
chyma of the mouse brain, particulady in the twitcher diease
model in which endogenous cells undergo degeneration, creating a
‘cellular vacmm'™. In this study we did not assess in detail the
phenatypes of the implnted human cells. However, the pattem of
incorparation and maorphologies of cells derived from the AFS cells
appeared similar to those obtained previowsly in the same animal
model after implantation of murine neural progenitor and stem-like
cells”. In that case the donor-derived cells were identified as astmcytes
and oligndendrocytes.

We also find that human AFS cells, seeded in a printed scaffold
and exposed for one week to osteogenic-inducing medium, can form
hone over a peried of sowrml months in vise after suboutaneous
implantation. Atter the induction period in culure, the cells expressed
several genes chamcteristic of the osteohlast lineage, as shown by
RT-PCR and secreted alkaline phosphatase, but did not yet show
extensive deposition of caldum. By 2 months after implantation
the constmicts had undergone extensive mineralization, and after
4-5 months analysis by micro CT scanning confirmed the production
af high-density tissne-engineered bone.

We concude that AFS celk are plrpatent stem celk capable of
giving rise to multiple lineages including representatives of all three
embryonic germ layes. AFS celk hold potential for a variety of
therapeutic applications. They are obtained from routine clinical
ammniecentesis specimens. We have isolated similar stem cell popula-
tions from prenatal chorionic villus biopsies and from placental
hiopsies obtained after full-term pregnancies. In the future, banking
af these stem cells may provide a convenient source both for auto-
logous therapy in later lifeand for matching of histocompatible donor
oells with recipients.

METHODS

Loadation of AP celle Confluent back-up human ammigentesis cultures were
received from the dimical cogenstics laboratory, amd cells were harvested by
tnpsintation and ather expandal one o immediatdy subjectal to immu-
mmdation. AR cels were grown in a-MEM medinm {Giboo, Imdragen)
mmtaining 15% E5FRS, 1% gloamine and 1% penidlin/strepomuin
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{Giban), supplemented with 15% Chang B and 2% Chang C (Indne Scentific)
at 37 “Cowith 3% 00y stmasphere. For dervation of the murine AR all line
for which the antigenic profile is shown | Supplementary Fig. 2}, ammiotic fad
was ol ected fram 2 pregnant CS7TELE] mouse 2t embryomnic day 115 o wnder
light micrascopy using 2 30gauge nesdle, and the recoveral cdls were
cultured in 24-well dishes After expansion to confluence (3-7 d), 2 single
el muspension was prepared by gentle trypainization. For immunaselection of
coKit-pamitive human or murine aells from single-cell sumpensions, the olls
were incubated with a rabbit pohecdonal antibady to CDA17 (e Kit), spedfic for
the protemn’s extracelhlar domain (aming acids 23-322) {Santa Crue Biotech-
nalagyl. The CD117-pasitive cdls were purified by mcubation with magnetic
Gat Anti-Fabbit 1gl MicroBeads and selection on 2 Mini-MACS apparatus
(Mileny Biotec) ollowing the protocol recommended by the manubotuer
Human aells also were sdated with monocmal anti-C0117 direcily con-
jugated o MicroBeads (Miltenyi Biotech. AFS cells were subcultured mgindy
at a dilvtion of 14 to 18 and not permitied to expand beyond ~70% of
confluence. Clmal AR cdl bnes were generated by the limiting dilution
methad in %-well plates.

Tehvmere length assay. Determination of the lengths of tenminal restriction
Fagments was carrisd out using the TeloTAGGG Telomere Length Assay kit
[Rache Molecular), acarding to the mamdacturer's protacal.

Absence of tumor formation. Cells of each of four independent human AFS
ol limes were ingected into the rear leg mundes of 4-wedi-old male SCHYBeige
mice {CB17ker Ca-Prkde S0 per i Crl) { Charles River Laboratonies). For each
line cight mice were injected with 3-8 0 10F olls per animal. Three months
after injection the mice wene killed and the imected muscdles were subjectal to
histalogial exmination. Mo tumaors were abserved.

Retrviral marking. Cells were infacted with CMMP-=GFF? shtained from
the Harvard Gene Therapy Indtiztive { Harvard Medical Schaal). Cell clones
that expressed G were obtined by bmiting dilution and expanded.
Chnality was amfirmed by Soughem bt analbsis with 2 GFP probe. Genomic
A was obisinal from 13 107 aedbs by phenal- dhlomform extraction. 10 mg
of DMA was digested overnight at 37 “C with BamHI and subjecied to
eledraophoress for 3 h m 2 1% agarose gel The separated fragment wene
denatured with alkali, transfemed onto membranes (Feta-Probe GT, Bio-Rad)
and incubated with 2 ¥Plbeled GFP IINA probe overmight at & °C in
Bapick-hyh buffer {Amersham Biosciences) The hybridived blow were washed
aconding to the manufadurers nstructions. Bound probe was visubieed
by autrradiagraphy.

Differentiation of AFS cdls in culure. Cells were induced o differentiate in
culdture umder the conditions described badow. RMA was then extracted for BT-

PCR anahsis to amfirm lineage-spedific gene axpression.

Adipogenic. Cdls were seedel 2t 2 density of 3,000 cellsjem® and were cultured
in DMEM ko glumse malivm with 100 FRS, antbiotics (PendStrep, Giboa/
BRL}, and adipogenic supplements (1 uM decamethasone, 1 mM 3-isobutyl-
T-methy benthine, 10 wgiml insulin, 6 oM indomethadn (Sigma-Aldrdy ™.

Osteogenic. Cells were seeded at a density of 3,000 cellvem? and were cubtured
in DMEM bwglunse mediom with 1006 FBS (FBS, Gibay/BERL), Pen/
Strep and osteagenic supplements (100 nM dexamethasone, 10 mM beta-
sheerophaphate  (Sigma-Aldoch), 005 mM ascorbic  ackd-2-phosphate
(Waka Chemicalsy @1

Myogenic. Cells were seeded at 2 density of 3,000 cells'em? on plstic plates
premated with Matrigel (Colbborative Biomedical Produwcts mcubation
for 1 hoat 37 °C at 1 mg/ml in DMEM} in DMEM bwglucose formubition
containing 10 horse serum (Gibay/BRL), 0.5% chick embrya extract (Giboo)
BRL) and Pen/Strep®?. Twehve hows afier seeding, 3 phd 5-awa-2"-deanyoy tidine
(S-aval’; Sigma-Akinich) was added to the culture medium for 24 b Incubation
then comtinued in omplste malium beking S-aaC, with maliim change
every 3 9

Endothelisl. Cells were seeded at 3,000 celyfom’ on phstic plites pre-
coated with geatn and mantained in cubture for 1 manth in endothelial cdl
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medium-2 (EG-M™.2, Clinatios; Cambrex Biapraducts) supplemental with
10 FRS, and PenfStrep. Recombinant human bFGE (StemCell Terhnologies)
was acleded at intervals of 2 o at 2 ngfml

Neuragenic. Cells were seeded at @ concentration of 3000 ellsfom? on tissue
culture plastic plates and cultured in DMEM kw-gh e meakium, PendStrep,
supplemented with 236 DMS0, 200 uM butylated hydrooganisale (BHA,
Sigma- Akdnch®9 and NGF (25 ngfmlL After 2 d the ok were returnal to
AFS growth medium lacking DMSO and BHA but s6ll containing NGE Fresh
MNGF wa added at imtervals of 2 d. For a two-stage induction  pracedure
designed to yiskd dopaminergic cells, the AFS cells were fimst semded on plates
mated with fbronectin {1 pg'ml} and meubaed in DMEMFI2Z medium
supplemented with M2 and 10 ngfml bFGF for 8 . Fresh bFEGF was added
every seammad day. Under these conditions aver 8% of cells showed expression
afnestin. The aells then were transfemed ta conditions biasing to prodwction of
depaminergic neurans S,

Hepatic. Cels were seeded at a density of 5000 ells'om? on plastic plates
mated with Matrigel They were expanded in AFS growm malium for 3 d
tor achieve 2 semi-confl went density. The medium was then changed to DMEM
bwghunse frmulttion omtaining 15% FBS, 300 g monothiogbeeral
(Sigma-Aldnch), 20 ngiml hepgocte growth facor [Sigme-Akind),
10 ngiml onmstatin M (Sigma-Aldrich), 107 M dexamethsone {Sigma-
Akdrich), 100 ngiml FGE4 { Pepratech], 1 T'T5 {insulin, transfermin, selenium;
Foche) and PenfStrep. The cells were mamtainal i this differemtizion
medium for 2 weeks, with malium dunge every thind day. Ther were then
harvested wsing trpsin, and plated into a collagen sendwich gel (0,11 mglom?
for hoth the lower and upper ]q.us]'i"ﬁ. The hepatogenic cultures were
maintaned ke wp to 45 total days.

RT-PCR. Anahis of mRENA expresion by reverse transeniption (BT} -PCR was
carriel out wsing standard protocals. Primer sapuenes, PCR conditions and
DXMA fragment sizes are avalable on request. Transenpe scoding the follow-
ing proteing were amesed for the specified bnesges Osteogenic nmx?,
ostencalein, alkaline phosphatase (AF). Myogemc Myold, Mrfl, demin
Adipngenic ipaprotein hipse (LPL), perodsome probiferator activated recep-
tar (Ppary . Endothebal CD31, vasculer eoll adhesion molecde 1 (VEAM-13.
Hepatic albimin Neunogenic nestin

Mestin immunofleorescence. Cells were fixed with 4% paraformal dehyde in
PES and incuhated with rabbit antiserum against nestin {Abcam) followed by
ATClaheled anti-rabbit 1gG prepared in goats {Vedor).

Whale-cell valtage damp remrding for GIRK chanmel Cells were induced
wsing the twoestage procedure designed to bias for dopaminergic neurons.
Methads for valtage dimp recording from individual cells were similar to those
demerihed previouwsdy®. Coverslips (11 mm) contsining cultured neuromal
menphalogy cdls denved from human AFS odls were transferred 10 2 Feis
Axioskop? micrascope with THC and phase-amtrast optics. Dvuring recording,
alls were ]:n:rfu_-aad with a standard }nl]u'ng mediem (140 mid a7, 5 mht
KL, 1.5 mid Cacdy, 1 mbd MgCly, 10 mM HEPES, pH 7.2, 37 5C). Whale-cell
pach damp dlectrades (1= to 2-um tp diameter, 2-5 ML) were pullal fom
homosilicate gl and filled with intracellular recording solution (100 mM
FLIH350s, 40 mbd KOL 002 mbd EGEA, 002 mbd Ca00y, 1 mbd Mgllh, 2 mM
ATE 300 uhd GTE, 10mM HEPES buffer far volge dlamp measures. Putative
prramidal newrans were visualized by phase contrast optics at 10-203% and
remmeling dedmodes placed next to the target while shight presume was applisd
tar the pipette amtents. Appropriate gigaohm seaks were achieved and the cell-
attached patch was ruptured and the cells amemal for recording wsing an
Awellamp 24 amplifier Voltage damp recordings and command voltage steps
were controllal by 2 Digidata 1320 @ntroller conneded to the AmClamp.
Recomdings are amalyeal wing plhmp software (Ason Instruments). Com-
pensation for uncton potentials, series resistance {310 MY, leakage, and
cmpacitmee { 10-3 pF) used amplifier controls, 2 wel ax subtraction within
the pllamp program Afier the seal stabilived, the bathing melivm wa=
changed to 2 “high-K' selution suitable far recording the GIRE inward rediher
potassim chanmel {44 mM NaCl, 96 mi KO 1.5 mM G0, 1 mM MgClh,
10 m& HEPES, 1.0 uM TTX, pH 7.2 37 “CL After 2 min m the bath, the

resting membrame potential rose to approximatdy -20 mV owing to the
increamed ewtracellubr potasdium. From this baseline, GIRE was evoled
using transient {150 ms)} lyperpobring voltage sieps (<10 o <100 mV).
Aker reonding the inward currents, barium (Bal, 200 ubd) was addal o
the bath to blodk GIRK-specific imward current. A redwotion in the amplitucde
of currents ewoked by the same hyperpobmiang voltage step protocol in
the presence of barium  indicated the presencee of GIRK-medisted

peRassium current.

rghtamate secretion. Cdls were treated with 50 mM KO and extracelhdar
Leghitamic acd was messured wsing the Amplex Red Ghitamic Acdf
Gligamate Ouodse Asay Eit [Molecular Probes, Invitrogen) follawing the
mamufactirer's recommendations.

AFS cell implantation in mowse brain. Human AFS cells were cultured in
WGF-containing neurogenic mducton malivm. Thirven wild-type €11 mice
and twenty twitcher mice were transplinted a5 neonates (PO, F1 or P2} as
deseribed®™. Homooygous twitcher pups were obtained by mating of hetero-
aygous (STELE|-Gake™ breslem (initally obainal from Jackson Labora -
taries). Brisfly, cnvoanesthatized pups resived an mtracershroventriodar
imection of 3 = 10 cells in 2 pl of Hank's Balanced Salt Solution, omtzming
trypan blue to feilitate injedion, per vemricle. The biteral ventricles were
visualired by transilhrmmation of the had. Pups were retrrnal to maternal
care until weaning. Injecied mice were secnificed at intervals up to 2 months
after transplantation and perfused with 4% porafrmaldehule. Cryopreserved
hrain tissue embedded in OCT [ TisneTek, hiles) was serially shoed into 20-um
thick sections. Engrafied alls were detacted by indiract immunodluarescence
wsing 2 human-specific manodanal antibady to 2 65kDa mitochandrial
protin (MAEI27% Chemican). The secondary anti-mouse Izl antibady was
comjugated with either Texas Bed or rhodamine. Mudei of all cell were
visualived by DAF] staining.

Urea proeduction. Cells were differentiatal to the hepatic bneage as descrbed.
The aells were incubated with WHyC] and omithine, and 2 urea nitrogen assay
lat (sigma-Aklnch) was uwsal folliwin g the manuficturer's instructions.

Printed scaffolds for bone diferentiation. Frinting of scallokds and cells was
carmied ot with an HP Deklet 5500 prnter modified a5 prevdously
deeribed® . Far three-dimensional structures, a z-ads madule with 2
controllal dlevator dumber was addal to the madified printers. AFS olls
were suspended in CaClh salution at 2-3 = 10° eells fiml. Scalfoddieell constrcts
(rectangular sheet § = & % 4 mm) were bbrated by lover-by-layer printing of
the AFS cells into an alginste/colligen @mpoite gd. These smples were
cultured in asteagenic diferentiztion medium for 1 week before implmtation.
Cell-free scaffolds incubated in this medium were prepared as 2 mntrol

Implantation of printed ne omstrucs Experiments were perdformed
wrording to ACUC protocols at Wake Forest Univemity Health Science.
Printed constructs with and without AFS cells were implmted subatanesously
inta suthred athymic nude (mefma) mice {Charles River Labaratories). Three
constructs with cells and ane contra construd bckang cells were implnted per
menme. After § weels some implants were retrieved and anahoe] by von Ensma's
staining i visualive the mineralized tiswes. The printal somples were fived in
1% farmalin and embalded in paraffin. Sections of 5 pm were prepared and
stained with 3% AghCly and muntertaimed with nudear fist red solution. After
158 warks implamed mice were scamed using 2 microCT somner (MicraCAT).

Mgz Supplemenrary informarion i awilable on the Nanie Biorachnolepy websire
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Annexe #2
Notions d’éthique

Art. L. 1241-5 du code de la santé publique
inséré par Loi n° 2004-800 du 6 aott 2004 art. 27 Journal Officiel du 7 aott 2004.

« Des tissus ou cellules embryonnaires ou foetaux ne peuvent étre prélevés, conservés et
utilisés a l'issue d'une interruption de grossesse qu'a des fins diagnostiques, thérapeutiques ou
scientifiques. La femme ayant subi une interruption de grossesse donne son consentement
écrit apres avoir recu une information appropriée sur les finalités d'un tel prélévement. Cette
information doit étre postérieure a la décision prise par la femme d'interrompre sa grossesse.
Un tel prélévement ne peut avoir lieu si la femme ayant subi l'interruption de grossesse est
mineure ou fait 1'objet d'une mesure de protection légale, sauf s'il s'agit de rechercher les
causes de l'interruption de grossesse. Dans ce cas, la femme ayant subi cette interruption de
grossesse doit avoir recu auparavant une information sur son droit de s'opposer a un tel
prélevement.

Les tissus et cellules embryonnaires ou foetaux prélevés a I'occasion d'une interruption de
grossesse, lorsqu'ils sont conservés en vue d'une utilisation ultérieure, sont soumis aux seules
dispositions des articles L. 1211-1, L. 1211-3 a L. 1211-7 et du chapitre III du présent titre.
Les préléevements a des fins scientifiques autres que ceux ayant pour but de rechercher les
causes de l'interruption de grossesse ne peuvent étre pratiqués que dans le cadre de protocoles
transmis, préalablement a leur mise en oeuvre, a I'Agence de la biomédecine. L'agence
communique la liste de ces protocoles, accompagnée le cas échéant de son avis sur ces
derniers, au ministre chargé de la recherche. Celui-ci peut suspendre ou interdire la
réalisation de ces protocoles, lorsque leur pertinence scientifique ou la nécessit¢ du

prélévement n'est pas établie, ou lorsque le respect des principes éthiques n'est pas assuré. »
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Annexe #3

Protocoles

*Composition du milieu d’hibernation

KCl1 30mM
Glucose 5S5mM
MgCl,.6H,0 0,24mM
NaH,PO4. H,O  10.95mM
Na,HPO,. 2H,0  5mM
Acide lactique  0,18%

Eau pour préparations injectables
Ajuster le pH a 7,2 avec du KOH.
Sorbitol 140mM

Filtrer 2 fois par filtration sur filtres 0,22pum.
Aliquoter.
Stocker a 4°C.

*Composition de la solution d’ATV

NacCl 8g/l
KCl 0,4g/1
Glucose 1g/l
NaHCO; 0,58¢g/1
Trypsine 0,5¢/1
Tritriplex III (EDTA) 0,2g/1
Qsp H,O

Filtrer et aliquoter

Stocker a -20°C
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*Composition du milieu de culture pour cultures adhérentes (milieu N2)

Glucose 45% (Sigma, St. Louis, MO ; #G8769) 0,3%
Supplément N2 100X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #17502-048) 1X
Insuline 2,5mg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421) 20pg/ml
bFGF 10pg/ml (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; #1 123 149) 20ng/ml

L-Glutamine 200mM (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #25030-024) 2mM
Pénicilline 10000UI/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U) 100UI/ml
Streptomycine 10000pg/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U) 100pg/ml
Amphotericine B 250pg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #A9528) 0,25ng/ml
Qsp milieu DMEM-F12 (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421)

*Composition du milieu de culture pour neurosphéres (milieu NEF)

B27 Supplement 50X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #17504-044) 0,25X
Glucose 45% (Sigma, St. Louis, MO ; #G8769) 0,3%
Solution tampon Hépes 1M (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #15630-056) 5SmM
Supplément N2 100X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #17502-048) 1X
Insuline 2,5mg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421) 20pg/ml
EGF 50pg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #E9644) 20ng/ml
bFGF 25ug/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #F0291) 20ng/ml
L-Glutamine 200mM (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #25030-024) 2mM
Pénicilline 10000UI/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U) 100UI/ml

Streptomycine 10000pg/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U) 100pug/ml
Amphotericine B 250pug/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #A9528) 0,25pug/ml
Qsp milieu DMEM-F12 (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421)
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*Transfection transitoire au phosphate de calcium

La transfection au phosphate de calcium se fait en deux temps.
Premiérement, on prépare une solution contenant :

- la quantité d’ADN souhaitée

- de I’eau stérile et

- du chlorure de calcium a 0,25M
Cette solution est incubée 30 minutes a température ambiante avant d’étre déposée goutte a
goutte dans un volume équivalent d’une solution saline d’Hepes 2X (HBS ; Sigma, St. Louis,
MO ; #51558).

Il y a alors formation de précipités qui sont déposés sur les cellules HEK293T en culture.

*Préparation de Moviol

-Peser 6g de glycérol dans un tube Falcon 50ml
-Ajouter 2,4g de Moviol

-Agiter pour mélanger

-Ajouter 6ml H20

-Laisser 2 heures a température ambiante

-Ajouter 12ml de Tris 0,2M pH 8,5

-Chauffer 10 min a 50°C en agitant de temps en temps
-Centrifuger 15 min 3000rpm

-Aliquoter par 1ml

-Conserver a —20°C

25ml 50ml 100ml 150ml
glycérol 6g 12¢g 24g 36g
moviol 24¢g 4,8¢g 9,6g 14,4¢
eau distillée 6ml 12ml 24ml 36ml
Tris 0,2M 12ml 24ml 48ml 72ml
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Résumé

Dans une perspective de médecine régénératrice, les cellules souches nerveuses et
progénitrices feetales humaines constituent indéniablement un des outils les plus adaptés au
traitement des lésions du SNC et des maladies neurodégénératives. Jusqu’a présent, leur
utilisation en thérapie cellulaire a eu recours a des populations hétérogenes composées a la
fois de cellules immatures, de cellules en voie de différenciation et de cellules pleinement
différenciées. Or des études récentes ont réveélé I'intérét de disposer de populations enrichies
en un type cellulaire donné afin d’améliorer ’efficacité des greffes. Pour homogénéiser les
populations et mieux cibler les pathologies, nous avons donc mis en ceuvre deux stratégies. La
premicre consiste a surexprimer, dans les cellules en culture, les génes proneuraux a motif
bHLH Ngnl, Ngn2, Ngn3 et Mashl au travers de vecteurs lentiviraux dits « de
différenciation ». Cette surexpression a permis d’orienter la différenciation des cellules
majoritairement vers le lignage neuronal et également de spécifier des sous-types neuronaux.
La seconde méthode utilise des vecteurs lentiviraux traceurs pour exprimer une protéine
rapportrice sous le controle de promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC en vue
de leur sélection par tri cellulaire. Nous avons ainsi utilis¢ le promoteur Nestine pour les
cellules immatures, le promoteur Synapsine pour les cellules neuronales et le promoteur
GFAP pour les cellules astrocytaires. Si les promoteurs Synapsine et GFAP ont révélé une
spécificité contestable, le promoteur Nestine, quant a lui, a permis de sélectionner une
population enrichie a 81% en cellules nestine+. Ce travail s’inscrit dans un projet de plus
grande envergure, qui a pour but d’évaluer les bénéfices de greffes de ces populations
homogénéisées.

Mots-clés : cellules souches nerveuses feetales humaines, génes proneuraux bHLH,
différenciation, tri cellulaire, vecteurs lentiviraux, thérapie cellulaire

Abstract

In a therapeutic purpose, human fetal neural stem cells may be the most suitable tool for the
treatment of central nervous system injuries or neurodegenerative disorders. Until now, their
use in cell-based therapy has appealed to heterogeneous populations consisting of immature
cells, committed progenitors and fully mature cells. However, recent studies have revealed the
interest of enriching the populations in a specific cellular type in order to improve graft
efficiency. In our study, two different strategies were developed to homogenize human fetal
progenitor populations. In the first one, neuronal differentiation was achieved by lentiviral
vector-mediated overexpression of 4 proneural genes: Neurogenine 1, 2, 3 and Mashl. In the
second one, lentiviral vectors were used to promote reporter protein expression under the
control of lineage-specific promoters: the Nestine promoter for immature cells; the human
Synapsine promoter for neurons and the GFAP promoter for astrocytes. Although hSYN and
GFAP promoters were shown to be non-specific, the Nestine promoter drove GFP-expression
in a majority of nestine-positive cells. These two methods should allow a selection of the
desired populations. A larger-scale project should now evaluate the advantage of grafting
homogeneous populations.

Key words : human fetal neural stem cells, bHLH proneural genes, differentiation, cell sorting,
lentiviral vectors, cell-based therapy




