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Les cellules souches apparaissent de plus en plus comme « l’outil du futur » pour le 

traitement d’un grand nombre de maladies, aussi bien en thérapie cellulaire pour remplacer 

les cellules lésées de l’organisme, qu’en thérapie génique ex vivo pour exprimer des 

molécules d’intérêt à un site donné. Parmi les différents types de cellules souches connus à ce 

jour (cellules souches embryonnaires, cellules souches fœtales, cellules souches du liquide 

amniotique, cellules souches germinales et cellules souches adultes), les cellules souches 

nerveuses fœtales, ou cellules neuroépithéliales, sont les cellules candidates les plus 

appropriées pour le traitement d’un grand nombre de pathologies du système nerveux central 

(SNC).  

Les expériences de transplantation réalisées chez l’animal à l’aide de ces cellules ont montré 

leurs grandes capacités de survie, de migration et de différenciation, ainsi que leur aptitude à 

réparer certains types de lésion. Cependant, la plupart du temps, les populations cellulaires 

greffées sont hétérogènes et les effets respectifs de chaque type cellulaire sont difficiles à 

déterminer. Certaines études montrent, par ailleurs, que les greffes réalisées avec des 

populations homogènes s’avèrent plus efficaces (Hofstetter et al., 2005; Lepore et al., 2004; 

Windrem et al., 2004). Par conséquent, l’obtention in vitro de populations cellulaires 

présentant un phénotype ciblé et choisi en fonction du type de pathologie à traiter apparaît de 

plus en plus capitale. Au cours de ma thèse, deux stratégies ont donc été expérimentées afin 

d’homogénéiser des populations de cellules souches et progénitrices nerveuses fœtales 

humaines en culture.  

La première consiste à restreindre le potentiel de différenciation des cellules nerveuses 

fœtales en surexprimant des gènes proneuraux à motif bHLH, connus pour leur rôle 

primordial dans le devenir neuronal versus glial des cellules nerveuses. Quatre de ces gènes 

ont particulièrement attiré notre attention : Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1. La comparaison de 

leurs effets sur les cellules souches nerveuses en culture profite aussi bien à la compréhension 

de leur mécanisme d’action, qu’au ciblage préférentiel de certaines pathologies lors des 

greffes cellulaires. 

La seconde consiste à sélectionner et à purifier des cellules d’intérêt grâce à l’expression de 

protéines fluorescentes (protéines rapportrices) sous le contrôle de promoteurs spécifiques 

des différents lignages cellulaires. Pour exploiter ce système de manière 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 

à trois grands types cellulaires présents dans le système nerveux central : i) 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 brièvement les cellules souches, leur 

intérêt pour la thérapie cellulaire et justifiant la nécessité d’homogénéiser les 

populations cellulaires avant greffe. Cette partie décrit également les gènes 

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.  

2- Une partie exposant les résultats obtenus pour chaque stratégie : différenciation vers 

un lignage donné par surexpression de gènes proneuraux, et vérification de la 

spécificité d’expression d’une protéine rapportrice sous le contrôle d’un promoteur 

donné, en vue du tri d’une population cellulaire choisie.  

3- Une partie dans laquelle sont discutées la validité de chacune des stratégies et leur 

utilisation potentielle en thérapie cellulaire du systèmes nerveux central. 
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« Tout développement nouveau d’une science s’appuie nécessairement sur ce qui existe déjà. 

Or, ce qui existe déjà ne s’arrête pas toujours à 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 où il peut trouver le sol ferme pour asseoir ses fondations, le savant doit revenir assez 

loin en arrière pour sortir de la zone mal assurée dont il vient d’être question. Si on veut 

étendre un peu largement le domaine scientifique auquel on se consacre, il faut, pour assurer 

ses perspectives, remonter jusque dans l’histoire pour trouver une base. »  

Charles Singer, Histoire de la Biologie, 1934 
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La notion de cellule souche remonte au XIXe siècle. En effet, c’est en 1839 que Theodor 

Schwann est le premier à élaborer la théorie cellulaire selon laquelle tout organisme vivant 

est composé en totalité et uniquement de cellules, la cellule étant tenue pour l’élément vital 

porteur de tous les caractères de la vie. Cette théorie est complétée par l’allemand Rudolf 

Virchow, qui affirme, en 1858 dans Die Cellularpathologie, que toute cellule est produite à 

partir d’une autre cellule : « omnis cellula e cellula ».  

La théorie cellulaire est alors rapidement admise et l’étude de la cellule devient une science à 

part entière, la cytologie, distincte de ce que l’on appelait l’histologie, la science des tissus. 

Les recherches s’étendent à de nombreux domaines et en 1874, Claude Bernard qui étudie les 

phénomènes de nutrition communs aux animaux et aux végétaux, écrit (Revue Scientifique, 

26 septembre 1874) : « Dans l’analyse intime d’un phénomène physiologique, on aboutit 

toujours au même point, on arrive au même agent élémentaire, irréductible, l’élément 

organisé, la cellule. ».  

Les premières manipulations expérimentales en embryologie sont celles de Wilhem Roux. En 

1885, il montre que des cellules embryonnaires de poulet peuvent être maintenues en vie dans 

une solution saline hors du corps de l’animal. Cependant, il faudra attendre 1920 pour que 

l’existence de cellules précurseurs à l’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, après 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 naître.  
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I. Cellules souches : généralités 

A. Définitions 

Les cellules souches se distinguent de toutes les autres cellules de l’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 à la plupart des cellules de l’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’à ce que des signaux leur indiquent la voie de différenciation à 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 régulièrement. Leur faculté de 

multiplication est obtenue grâce à deux particularités :  

*une prolifération quasi-infinie due à l’expression et à la forte activité de la télomérase* 

(Kim et al., 1994; Morrison et al., 1996).  

*l’auto-renouvellement qui, lors de la division de la cellule souche, donne naissance à au 

moins une cellule identique à elle-même. Le processus recourt soit à une division symétrique, 

fournissant deux cellules identiques à la cellule mère, soit à une division asymétrique, 

produisant deux cellules différentes, dont une identique à la cellule mère (Figure I-1). La 

deuxième cellule, dite cellule progénitrice (ou progéniteur) reste une cellule non spécialisée 

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

 

 

 

 

 

 

 

i) ii) Figure I-1 : Représentation schématique de la 
division symétrique et asymétrique des 
cellules souches 

• 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 l’évolution embryonnaire (Figure I-2), elles sont canalisées vers 

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

 

Figure I-2 : Développement 
embryonnaire 

L’origine du développement est 
la fécondation, rencontre d’un 
spermatozoïde et d’un ovocyte 
pour former un ovule fécondé 
ou zygote. La première division 
du zygote nécessite 24 heures. 
Au quatrième jour, l’œuf atteint 
le stade morula (16 cellules) et 
parvient à l’utérus. Les 
divisions se poursuivent, l’œuf 
est transformé et accède au 
stade blastocyste, contenant un 
bouton embryonnaire (ou 
masse interne) à partir duquel 
se développera l’embryon. Le 
blastocyste s’implante alors 
dans la muqueuse utérine. Les 
deux premiers mois de 
grossesse correspondent à la 
période embryonnaire, pendant 
laquelle les différentes 
structures apparaissent. A 2 
mois, l’embryon pèse environ 
un gramme et son cœur est 
entièrement formé ; on le 
nomme alors fœtus. Passés 6 
mois, le fœtus est viable et au 
neuvième mois, la parturition 
ou accouchement est le point 
culminant de la grossesse qui 
permet d’obtenir un nouveau-
né. Ce dernier va évoluer à son 
tour pour aboutir à un Homme 
adulte. 

Embryon/Fœtus 

Oeuf
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Selon la nature et la variété des cellules qu’elles peuvent engendrer lors de la spécialisation, 

on peut distinguer : 
 

*les cellules souches totipotentes* : elles ont la capacité de donner naissance à tous les types 

cellulaires présents dans l’organisme (Figure I-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 à la formation d’un organisme dans sa totalité. 

La totipotence n’est observée que pour les 8 premières cellules du développement, c’est-à-

dire jusqu’à 3 subdivisions cellulaires (Figure I-2). 

 

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

Chez l’homme, à partir du 17e jour d’embryogenèse, 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 l’endoderme, le feuillet le plus 
externe est l’ectoderme et le feuillet central est le mésoderme. Par la suite, ces feuillets évoluent pour 
donner les différents tissus de l’organisme. Les principaux tissus qui vont se différencier à partir des 
feuillets embryonnaires sont schématisés sur la figure ci-dessus. Les cellules germinales présentes au 
niveau des crêtes gonadiques sont destinées à former les gamètes (mâles ou femelles).  
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*les cellules souches pluripotentes* : elles sont capables de donner naissance à 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 être 

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

 

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

composant un tissu ou un organe donné. Les cellules obtenues peuvent présenter des 

morphologies et des fonctions très différentes mais elles font généralement partie d’un même 

compartiment tissulaire. C’est le cas par exemple des cellules souches hématopoïétiques 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 l’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 particulières. 

 

B. Source d’obtention des cellules souches 

Actuellement chez l’animal, trois grandes catégories de cellules souches peuvent être 

identifiées (Figure I-4) :  

-les cellules souches embryonnaires 

-les cellules souches fœtales, parmi lesquelles on peut distinguer des cellules souches 

somatiques et des cellules germinales  

-les cellules souches adultes 
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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 à 40 cellules issues 

des divisions de l’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 à tous les tissus de l’organisme (cœur, sang, muscle…) ainsi qu’en cellules 

germinales (Thomson et al., 1998).  

Figure I-4 : Source d’obtention des cellules souches 

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 fœtal. Il existe 4 types de cellules souches : 
 -les cellules souches fœtales multipotentes extraites directement des différents tissus fœtaux 

-les cellules souches germinales dérivant des cellules reproductrices primitives du fœtus (crêtes 
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 
l’organisme (peau, muscle, pancréas, foie, système nerveux central…) 
 
(D’après D’Amour and Gage, 2000) 
 

Embryon/Foetus 
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2. Cellules souches fœtales  

Les cellules souches fœtales sont isolées à partir de tissus foetaux à un stade beaucoup plus 

tardif que le stade de blastocyste embryonnaire. Elles sont le plus souvent issues de fœtus 

obtenus après Interruption Volontaire de Grossesse (IVG). En France, l’avortement est 

autorisé par la loi Veil depuis le 17 janvier 1975 et en 2001, le délai au delà duquel il n’est 

plus possible de pratiquer une IVG a été porté de 10 à 12 semaines de développement. Les 

cellules qui dérivent de ces prélèvements, sont donc généralement âgées de 5 à 12 semaines 

embryonnaires. Chez l’Homme, dans la nomenclature conventionnelle, le zygote en 

développement est appelé embryon jusqu’à 8 semaines et fœtus au-delà de cette limite. Les 

cellules extraites de ces tissus doivent logiquement suivre une nomenclature similaire. 

Cependant, par souci de clarté, l’ensemble des cellules âgées de plus de 5 semaines porte, 

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

 

* les cellules souches tissulaires 

Extraites des tissus partiellement différenciés du fœtus en développement, ces cellules ont la 

particularité d’être déjà 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 l’objet d’une description détaillée 

dans la deuxième partie de cette introduction intitulée « Cellules souches nerveuses fœtales 

humaines et Thérapie cellulaire du système nerveux central ». 

 

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

Le blastocyste est une structure obtenue après 5 jours de division post-fécondation. Il est composé de 
2 parties : la masse interne (ou embryoblaste) qui permettra la formation de l’embryon et le 
trophoblaste qui avec les cellules de l’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.  
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* les cellules souches germinales  

Les cellules souches germinales ou embryonic germ cells (cellules EG) sont obtenues à partir 

des cellules reproductrices (dites cellules germinales*) primitives (PGCs) de fœtus. Les crêtes 

gonadiques* peuvent être isolées des tissus fœtaux âgés de 5 à 12 semaines et les PGCs 

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

 

 
En présence des facteurs appropriés (bFGF, forskoline ou LIF) et sur une couche nourricière 

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 fœtaux, ces cellules EG peuvent, en effet, 

donner naissance à l’ensemble des cellules émanant des 3 feuillets embryonnaires*.  

 

* les cellules du cordon ombilical 

Pendant la grossesse, la majeure partie des cellules souches hématopoïétiques se retrouve 

dans la circulation et par conséquent dans le cordon ombilical et le placenta. C’est seulement 

après l’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 fœtus en 

développement (Polgar et al., 1989; Priest et al., 1978). Au sein de cette population 

Figure I-6 : Les cellules souches germinales sont 
extraites des crêtes gonadiques de foetus âgés de 5 
à 12 semaines embryonnaires. 

Les cellules germinales primordiales (PGC) 
colonisent la crête génitale à partir de la cinquième 
semaine du développement embryonnaire. A ce 
stade, ce sont des cellules indifférenciées. Leur 
spécialisation en cellules reproductrices (gamètes) 
mâles ou femelles ne débute qu’à la septième 
semaine chez les fœtus humains de sexe masculin 
et à la huitième semaine chez les fœtus humains de 
sexe féminin. Ces PGCs peuvent donc être isolés et 
mis en culture pour donner naissance aux cellules 
souches germinales pluripotentes. 
 
(D’après Turnpenny et al, 2005) 
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hétérogène, certaines cellules fœtales ont la propriété de donner naissance à des cellules 

différenciées appartenant à 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 l’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 manière beaucoup plus étendue que ce qui était initialement pressenti (Figure 

I-7).  

 

 

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

Chez l’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 été mises en évidence 
au niveau de : 
(A) L’épiderme, dans la couche basale. 
(B) Du renflement des follicules pileux 
(C) De l’intestin (cellules de crypte) 
(D) De la zone sous-ventriculaire du système nerveux central 
(E) De la moelle osseuse du système hématopoïétique 

Abbréviations : V, zone ventriculaire ; E, cellules épendymaires ; SVC, zone sous-ventriculaire ; HSC, 
cellules souches hématopoïétiques ; 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, artère. 

 
(D’après Fuchs and Segre, 2000)
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Jusqu’à présent, chez l’homme, des cellules souches nerveuses (Eriksson et al., 1998; 

Kirschenbaum et al., 1994), hématopoïétiques (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 déjà pu être identifiées. 

4. Précurseurs 

Ne pouvant pas être 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 déjà 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, être utilisés pour pallier un déficit transitoire d’un 

organe ou d’un tissu. Les cellules musculaires (dites satellites), les cellules hématopoïétiques, 

les hépatocytes fœtaux ou certains neuroblastes appartiennent à cette catégorie.  

 

Les cellules souches apparaissent de plus en plus comme « l’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 lésées de l’organisme, qu’en 

thérapie génique ex vivo pour exprimer des molécules d’intérêt à un site donné.  

En particulier, les promesses apportées par les cellules souches nerveuses dans les 

applications thérapeutiques ((Dunnett and Bjorklund, 1999)), associées à l’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 l’intérêt croissant porté aux 

cellules souches. 
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II.  Cellules souches nerveuses fœtales humaines et Thérapie 

cellulaire du système nerveux central 

La thérapie cellulaire consiste à réparer un organe ou un tissu lésé 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, dès les années 70, les cellules souches hématopoïétiques permettaient 

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

 

 
Aujourd’hui, ces transplantations se sont largement développées aux autres tissus et un 

certain nombre a déjà fait ses preuves en usage clinique : greffe de cellules de peau pour le 

traitement des grands brûlés (Berthod and Damour, 1997), greffe de cellules neuronales 

d’origine fœtale 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’îlots 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 modèles animaux laissent encore présager un élargissement du champ thérapeutique. Les 

Figure I-8 : Structure du système nerveux 
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perspectives les plus prometteuses concernent notamment le système nerveux central (SNC ; 

Figure I-8), en particulier pour les lésions de la moelle épinière et les maladies 

neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, maladie de Huntington, sclérose en plaque, 

épilepsie…).  

 

Connaître 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 l’essor avéré de la médecine régénératrice. 

 

A. Atouts des cellules souches nerveuses fœtales 

Les différentes catégories de cellules souches connues à 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 lésions du SNC et des maladies neurodégénératives. 

 

Les cellules ES prolifèrent de manière 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 

même culture (Itskovitz-Eldor et al., 2000), associée à 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 maîtrisée chez l’homme qu’elle ne 

l’est chez la souris (Amit et al., 2000; Odorico et al., 2001), attendu que des questions 

éthiques fondamentales telles que le clonage thérapeutique ou le problème des embryons 

surnuméraires, sont au centre de débats internationaux qui ralentissent les avancées 

potentielles et sont encore loin d’être résolus.  

 

Les cellules EG sont équivalentes d’un point de vue fonctionnel aux cellules ES (Matsui et 

al., 1992), à l’exception de la formation de tératomes*. Cependant, les résultats obtenus avec 

ces cellules sont très variables selon l’âge et l’état du fœtus, et leur prolifération à long terme 

est compromise par l’instabilité de leur génome (Liu et al., 2004a; Turnpenny et al., 2003). 

Leur potentiel en thérapie cellulaire est donc très 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 l’organisme en faible quantité, leur accès difficile 

(stratégie de récolte invasive) (Fuchs and Segre, 2000) et leur amplification incertaine 

constituent des obstacles à leur utilisation in vivo. 

 

Comparativement aux autres cellules souches, les cellules nerveuses extraites de tissus 

fœtaux, ou cellules neuroépithéliales fœtales, présentent un certain nombre d’avantages non 

négligeables pour le traitement des maladies neurodégénératives. Elles ont la particularité, 

comme chez le rongeur, d’être déjà partiellement orientées dans la voie de différenciation 

nerveuse (Davis and Temple, 1994; Williams et al., 1991). In vitro, elles peuvent être 

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 

vivo, un grand nombre d’expériences ont révélé le potentiel de ces cellules à survivre, migrer 

et se différencier après greffe chez l’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 lésés ou de transporter des gènes d’intérêt dans le SNC. D’autre 

part, l’utilisation de cellules fœtales humaines est moins soumise à controverse que celle des 

cellules ES humaines. Cette « tolérance » émane vraisemblablement du fait que les fœtus sont 

obtenus après IVG et qu’ils étaient considérés, encore récemment, comme des déchets post-

opératoires.  

 

Les cellules souches nerveuses fœtales humaines apparaissent donc comme l’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 fœtales 

humaines in vitro et in vivo 

1. Mise en culture et amplification  

La méthode de mise en culture la plus couramment utilisée consiste à disséquer les vésicules 

télencéphaliques fœtales et à dissocier les cellules qui les constituent. Les précurseurs 

multipotents ainsi isolés sont ensuite amplifiés dans un milieu standard (DMEM/F12) en 

présence d’agents mitogènes (en général bFGF, EGF et/ou LIF) qui vont stimuler leur 

prolifération et leur maintien à l’état indifférencié (Buc-Caron, 1995). Les cultures peuvent 

être initiées sur substrat adhérent (Buc-Caron, 1995; Flax et al., 1998; Villa et al., 2000) ou 

en suspension sous forme de neurosphères* (Carpenter et al., 1999; Svendsen et al., 1998; 

Vescovi et al., 1999). Sur substrat adhérent, les cellules sont en général maintenues dans un 

état indifférencié, alors qu’en suspension, les neurosphères sont composées de types 

cellulaires hétérogènes allant des plus immatures (cellules souches) aux plus différenciées 

(neurones, astrocytes et oligodendrocytes). 

2. Différenciation 

La différenciation in vitro des cellules souches nerveuses fœtales humaines peut être induite 

par retrait des agents mitogènes du milieu (Carpenter et al., 1999; Vescovi et al., 1999; Villa 

et al., 2000), par ajout de sérum (Buc-Caron, 1995), par exposition à des facteurs mimant le 

développement nerveux in vivo (différenciation « épigénétique* ») (Figure I-9) et engageant 

la différenciation vers un lignage particulier (Caldwell et al., 2001; Galli et al., 2000b), ou 

plus récemment, par surexpression de gènes de différenciation (Cao et al., 2006; Liste et al., 

2004). Cette dernière méthode est de plus en plus développée car elle permet un contrôle plus 

efficace, plus précis et plus reproductible de la différenciation.  
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Figure I-9 : Exemples de facteurs solubles impliqués dans la biologie des cellules 
souches nerveuses. 

Abbréviations : CCL/CXCL/CX3C, ligand des chimiokines ; LIF, Leukemia Inhibitory 
Factor ; CT-1, Cardiotrophine-1 

 
D’après Martino and Pluchino, 2006 



Introduction   Les cellules souches nerveuses fœtales humaines 

 31

 
Le suivi de la différenciation des cellules souches en culture est fondé sur l’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 à l’aide d’anticorps dirigés contre ces différents marqueurs. Par exemple, 

l’expression de la protéine de filament intermédiaire* nestine* caractérise les cellules 

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

même manière, l’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 β-tubuline de 

type III (β3tubuline) (Menezes and Luskin, 1994) caractérise le lignage neuronal précoce, 

tandis que l’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 

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

Abbréviations : PSA-NCAM, Polysialylated-Neural Cell Adhesion Molecule ; O4, 
glycolipide ; GD3, GD3, ganglioside ; Rα PDGF, récepteur α du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes ; NG2, protéoglycane de la chondroïtine 
sulfate ; CNP, phosphodiestérase des nucléotides cycliques ; MBP, protéine 
basique myélinique ; MOG, glycoprotéine des oligodendrocytes myélinisants ; 
MAG, glycoprotéine associée à la myéline ; PLP, protéine protéolipidique ; 
Gal-C, galactocérébroside ; GFAP, protéine acide fibrillaire gliale. 
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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, l’expression de gangliosides mis en évidence par 

l’anticorps anti-A2B5 (Raff et al., 1983) ou de galactolipides mis en évidence par l’anticorps 

anti-O4 (Sommer and Schachner, 1981) caractérise majoritairement le lignage 

oligodendrocytaire précoce, tandis que l’expression de l’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 mêmes populations. Cependant, le manque de fiabilité d’un certain nombre de 

molécules, qui ne sont pas entièrement spécifiques d’un lignage et d’un stade donnés, peut 

conduire à une mauvaise interprétation de la caractérisation des cellules et de l’orientation de 

leur différenciation (Hayman et al., 2006). Il est donc indispensable de rester prudent dans 

l’analyse des résultats. 

 

Les populations nerveuses en culture primaire qui sont capables d’engendrer à la fois des 

neurones et des cellules gliales après 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 fœtales humaines 

Des greffes de cellules souches nerveuses fœtales 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 à travers 

l’ensemble du cerveau, s’intègrent sans perturber l’organisation cellulaire et se différencient 

en fonction de leur site d’intégration. Chez l’adulte, les cellules acquièrent un phénotype 

préférentiellement neuronal dans les zones de neurogenèse* et préférentiellement astrocytaire 

dans les zones non neurogéniques (Fricker et al., 1999). Ainsi, les cellules souches nerveuses 

fœtales humaines présentent les caractéristiques nécessaires pour mener à bien une stratégie 

de greffe efficace, à savoir une survie à long-terme et une intégration au sein des tissus de 

l’hôte.  

L’étape suivante, consistant à évaluer leur capacité à remplacer des cellules endommagées, se 

place dans une perspective de médecine régénérative. Ainsi, des transplantations de cellules 

souches nerveuses fœtales humaines dans le SNC lésé de rongeur ou de primate non humain 

ont montré des améliorations significatives dans des modèles de maladies telles que l’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 lésions de la 

moelle épinière (Cummings et al., 2005; Iwanami et al., 2005; Tarasenko et al., 2007) ou 

l’épilepsie (Chu et al., 2004b). Globalement, les cellules survivent de façon prolongée, 

migrent spécifiquement en direction des régions ciblées par la lésion, se différencient et 

établissent des connexions permettant une récupération fonctionnelle partielle (Figure I-11). 

Ces résultats encourageants sont l’étape initiale conduisant à de potentielles applications 

cliniques futures. Cependant, ils doivent être nuancés. 

 

 
Un grand nombre de paramètres semblent influencer la survie, la migration et/ou la 

différenciation des cellules lors des transplantations. Parmi ces paramètres, on peut citer l’âge 

du fœtus, la nature et la durée d’exposition des cellules aux agents mitogènes, la durée 

d’amplification in vitro (Zietlow et al., 2005), le statut des cellules greffées (dissociées ou en 

neurosphères), le nombre de cellules utilisées pour la greffe, le site d’injection 

(l’environnement joue un rôle primordial), le modèle expérimental considéré, le délai entre 

l’initiation de la lésion et la greffe… Cette liste n’est pas exhaustive mais, au sein de celle-ci, 

l’hétérogénéité cellulaire apparaît clairement comme l’une des causes principales de 

variabilité.  

Figure I-11 : Etudes de transplantation de cellules souches nerveuses fœtales dans des modèles de lésion du 
SNC 

Abbréviations : MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine ; 6-OHDA, 6-hydroxydopamine. 
 
D’après Martino et Pluchino, 2006 
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Dans la majorité des travaux cités ci-dessus, les cellules utilisées sont des cultures primaires 

de cerveau fœtal humain amplifiées in vitro pendant un temps plus ou moins long et greffées 

sans modifications préalables. Les populations sont donc constituées d’un mélange 

hétérogène 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 manière inégale aux signaux 

environnementaux du SNC lors des transplantations. Non seulement la discrimination de 

l’effet de tel ou tel type cellulaire comparativement à tel autre est impossible, mais la 

reproductibilité de l’expérience est également compromise. L’utilisation clinique potentielle 

des cellules nécessite donc une standardisation des protocoles, c’est-à-dire la mise au point de 

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

 

Homogénéiser les cellules à greffer permet, dans certains cas, de réduire la variabilité, mais 

aussi et surtout de contrôler 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 manière plus efficace que les 

cellules neuroépithéliales immatures lors de transplantations (Lepore et al., 2004). D’autre 

part, les cellules restreintes à un lignage particulier survivent mieux, migrent de façon 

sélective, s’intègrent activement dans le SNC et limitent les effets délétères (tels que le 

sprouting ou l’allodynie) liés à l’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 à des procédés différents et ne poursuit 

pas non plus le même objectif. Par exemple, Windrem cherche à sélectionner certaines 

cellules en particulier, les cellules A2B5+ (Windrem et al., 2004), alors que Hofstetter 

s’applique à 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 homogènes conduisent à une meilleure efficacité thérapeutique.  

Ainsi, mettre en place des systèmes simples et efficaces pour se procurer les phénotypes 

cellulaires désirés et systématiser leur obtention à partir des cellules souches et progénitrices 

nerveuses fœtales en culture s’avère désormais nécessaire. Une telle recherche a donc fait 

l’objet de mon travail de thèse au sein du LGN. 
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III.Homogénéisation des populations cellulaires 

Au cours de ma thèse, deux stratégies ont été envisagées afin d’homogénéiser les populations 

de cellules souches et progénitrices nerveuses fœtales à greffer. La première méthode 

consiste à orienter la différenciation des cellules vers un lignage voire un sous-type cellulaire 

donné par surexpression de gènes de développement impliqués dans le devenir neuronal 

versus glial des progéniteurs nerveux. La deuxième méthode cherche à sélectionner les 

cellules d’un lignage précis par expression de protéines rapportrices sous le contrôle de 

promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC. Chacune de ces stratégies est fondée 

sur l’utilisation de vecteurs lentiviraux. 

 

A. Orientation de la différenciation des cellules souches en 

culture 

1. Justification de la stratégie 

Au cours du développement du système nerveux central de mammifère, les progéniteurs 

multipotents produisent les cellules des trois lignages principaux –neurones, astrocytes et 

oligodendrocytes- à des temps et dans des endroits spécifiques (Temple, 2001). En général, la 

différenciation neuronale a lieu à des stades embryonnaires précoces (les marqueurs 

neuronaux sont détectés chez la souris à partir de E12 et affichent un pic à E15) alors que les 

deux autres lignages apparaissent plus tardivement (les marqueurs astrocytaires sont exprimés 

à 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 

fœtaux humains, l’étape critique réside, dès lors, dans la décision d’engendrer des cellules 

neuronales par opposition à des cellules gliales.  

 

Des systèmes fondés sur des modèles 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 plutôt que gliaux et inversement, à partir de cellules ES 

principalement (Brustle et al., 1999; Li et al., 1998; Mujtaba et al., 1999; Okabe et al., 1996), 

mais également à 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 être poussée jusqu’au phénotype terminal. Ainsi, les cellules ES ont 

été 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 à des signaux épigénétiques* (facteurs solubles tels que l’acide rétinoïque, 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 à mettre à 

place. Une autre technique permettant de contourner ces inconvénients consiste à amorcer la 

différenciation en surexprimant in vitro des gènes du développement.  

 

Des cellules d’origines variées ont déjà permis d’expérimenter ce procédé. Par exemple, des 

précurseurs nerveux dérivant de la surexpression du gène Nurr1* 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 même, des cultures de cellules souches nerveuses de rat ou de souris adultes 

transduites avec un vecteur rétroviral exprimant le gène Ngn2, empruntent à 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 gène Ngn1 

conduit à l’apparition d’un phénotype GABAergique majoritaire (Muramatsu et al., 2005). 

Enfin, la surexpression du gène Bcl-XL dans des cellules souches nerveuses fœtales 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 fœtales humaines en culture, de 

différents gènes du développement connus pour jouer un rôle dans la spécialisation 

neuronale : les gènes proneuraux (Nieto et al., 2001). 

2. Orientation de la différenciation : les gènes proneuraux 

a) Historique 

Les premières études relatives aux gènes proneuraux remontent à la deuxième moitié du XXe 

siècle. A la fin des années 70, un groupe de gènes impliqué dans la régulation des premières 
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étapes du développement nerveux a été identifié chez la drosophile (Garcia-Bellido, 1979). 

L’analyse moléculaire a permis d’isoler 4 gènes différents, achaete (ac), scute (sc), lethal of 

scute (lsc) 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 l’ensemble de ces gènes (Murre et al., 1989). Le gène atonal (ato) s’est ajouté 

plus tardivement à cette liste (Jarman et al., 1993). 

Sur la base de la conservation de séquences entre les espèces (Figure I-12), des gènes 

homologues ont ensuite été découverts chez les vertébrés puis clonés (Guillemot, 1999; Lee, 

1997). Parmi ces gènes, on peut citer en particulier :  

• le gène de la protéine Neurogénine 1 (ou Ngn1 ou Neurog1 ou Neurogenic 

Differentiation Factor 3 ou NeuroD3 ou Math4C) identifié pour la première 

fois chez les vertébrés (homme et souris) en 1996 (Ma et al., 1996; 

McCormick et al., 1996). 

• le gène de la protéine Neurogénine 2 (ou Ngn2 ou Neurog2 ou Math4A ou 

Atoh4) identifié pour la première fois chez les vertébrés en 1996 (Gradwohl et 

al., 1996).  

• le gène de la protéine Neurogénine 3 (ou Ngn3 ou Relax ou Math4B ou Atoh5) 

identifié pour la première fois chez les vertébrés (souris) en 1996 (Gradwohl et 

al., 1996; Sommer et al., 1996). En parallèle, une équipe de notre laboratoire a 

isolé le gène équivalent chez le rat en 1997 (Ravassard et al., 1997). 

• le gène de la protéine Ash1 (ou Achaete-Scute complex Homolog-like 1 ou 

Ascl1) cloné pour la première fois chez les mammifères (rat) en 1990 

(Johnson et al., 1990). Le gène de souris a été identifié en 1991 (Lo et al., 

1991) et le gène humain en 1993 (Ball et al., 1993). Le gène ash1 est présent 

dans toutes les espèces analysées et porte un nom correspondant pour chacune 

d’entre elles (mash1 chez la souris, hash1 chez l’homme, cash1 chez le poulet 

et xash1 chez le xénope). 
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Figure I-12 : Comparaison des facteurs proneuraux humains et de souris 

(A) Localisation chromosomique  

Le gène Ngn1 (cadre rouge) est localisé sur le chromosome 5 chez l’homme et sur le chromosome 13 chez la 
souris. 
Le gène Ngn2 (cadre bleu) est localisé sur le chromosome 4 chez l’homme et sur le chromosome 3 chez la 
souris. 
Le gène Ngn3 (cadre violet) est localisé sur le chromosome 10 chez l’homme et chez la souris. 
Le gène Ash1 (cadre jaune) est localisé sur le chromosome 12 chez l’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 gène Ngn1 comporte 237 acides aminés chez l’homme et 244 acides 
aminés chez la souris.  
La séquence protéique correspondant au gène Ngn2 comporte 272 acides aminés chez l’homme et 263 acides 
aminés chez la souris.  
La séquence protéique correspondant au gène Ngn3 comporte 214 acides aminés chez l’homme et chez la 
souris.  
La séquence protéique correspondant au gène Ash1 comporte 236 acides aminés chez l’homme et 231 acides 
aminés chez la souris  

A 
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Souris 

NNggnn11 NNggnn22 
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Introduction     Enrichissement des populations cellulaires 

 39

Une classification a pu être établie en comparant les analogies et les différences au niveau de 

la séquence protéique du motif bHLH (Figure I-13 B). Les différents gènes 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 même famille partagent des propriétés biochimiques qui les distinguent des 

autres gènes proneuraux à domaine bHLH. 

 

 
 

Des études ultérieures menées sur les gènes homologues de différentes espèces de vertébrés 

ont révélé un maintien non seulement des aspects structuraux mais également des aspects 

fonctionnels au cours de l’évolution. Pour un gène donné, la majorité des éléments de 

régulation sont conservés d’une espèce à l’autre parmi les vertébrés (Blader et al., 2004). 

Ceci indique qu’un gène proneural de souris, par exemple, peut fonctionner de façon 

identique dans des organismes aussi différents qu’une souris, un rat, un poisson zèbre, un 

poulet, un singe ou un homme. 

b) Structure et propriétés biochimiques des gènes proneuraux 

Les protéines proneurales présentent les caractéristiques communes à l’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*) 

BA 

Figure I-13 : Les différentes familles de gènes proneuraux à motif 
bHLH 

(A) Arbre phylogénétique représentant les différentes familles de 
protéines proneurales à domaine bHLH chez les vertébrés (rouge) 
et les invertébrés (bleu) 

(B) Séquence du domaine bHLH de la protéine Ngn2 de souris. 
Les couleurs indiquent le degré de conservation des acides aminés 
entre protéines proneurales de famille différente. 
 
D’après Bertrand et al, 2002
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se liant à l’ADN sous forme dimérique* (Figure I-14 B). Cette structure se définit par deux 

hélices α amphipathiques (c’est-à-dire présentant des groupements chargés sur une face et 

neutres sur la face opposée) séparées par une boucle polypeptidique non structurée. 

L’assemblage en dimère s’effectue grâce à des interactions entre hélices amphipathiques de 

monomères distincts. Enfin, un domaine basique, situé du côté N-terminal de chacun des 

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

 
 

Dans le cas des protéines proneurales, la liaison à l’ADN s’effectue spécifiquement au niveau 

d’une séquence de 6 nucléotides CANNTG appelée la boîte E (ou « E box ») (Chien et al., 

1996). D’autre part, cette fixation ne peut avoir lieu qu’à la condition que les complexes 

formés soient des hétérodimères. Pour jouer leur rôle de facteurs de transcription, les 

protéines proneurales vont donc s’associer à des protéines à domaine bHLH ubiquitaires*, les 

protéines E (Johnson et al., 1992; Massari and Murre, 2000), qui fonctionnent comme 

activateurs (Figure I-14 B). Chez les mammifères, ces protéines E peuvent être codées par 3 

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

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

(B) Deux chaînes protéiques différentes (protéine proneurale et protéine E) s’associent par 
l’intermédiaire d’interactions entre les hélices α pour former un hétérodimère. Des séquences d’acides 
aminés basiques situées en N-terminal de chaque monomère assurent la liaison à l’ADN au niveau de la 
séquence consensus CANNTG (E-box). 
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gènes 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 l’activité des gènes proneuraux par 

l’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 confère une grande affinité pour les protéines E mais l’absence de domaine 

basique empêche leur liaison à l’ADN. Ainsi, ils entrent en compétition avec les protéines 

proneurales et séquestrent les protéines E en formant des hétérodimères qui ne peuvent pas se 

fixer à l’ADN (Yokota, 2001). 

Les protéines de vertébrés Hes, Her et Esr constituent une autre famille d’inhibiteurs des 

gènes proneuraux (Kageyama and Nakanishi, 1997). En se fixant à l’ADN, elles empêchent 

les protéines proneurales de se fixer sur la boîte E et agissent ainsi comme des répresseurs 

classiques et directs de la transcription (Van Doren et al., 1994), mais elles peuvent 

également inhiber de manière indirecte l’activité proneurale en interférant avec la formation 

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

c) Rôle particulier des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 

Dans le contexte du développement de l’ectoderme (qui donne naissance au système nerveux) 

(Figure I-3), les gènes proneuraux constituent des éléments nécessaires et suffisants à 

l’apparition de progéniteurs engagés dans la voie de différenciation neuronale (Jan and Jan, 

1994; Jimenez and Modolell, 1993). D’une manière générale, ils permettent d’amorcer la 

formation des lignages neuronaux, c’est-à-dire la neurogenèse*. Leur action passe non 

seulement par le choix du devenir neuronal versus glial, mais également par la régulation de 

l’identité du sous-type neuronal formé à partir des progéniteurs nerveux.  

Dans une stratégie d’orientation de la différenciation des cellules souches nerveuses fœtales 

humaines en culture, l’utilisation de gènes présentant de telles propriétés revêt tout son intérêt. 

Quatre de ces gènes se distinguent de manière singulière en tant que candidats potentiels à la 

surexpression. Les gènes Neurogénines (1, 2 et 3) et Mash1 s’avèrent, en effet, être des 

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

(1) Patrons d’expression  

Les patrons d’expression des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1, observés chez la souris, 

suggèrent que ces gènes sont nécessaires dans différentes régions et à différents stades du 
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développement embryonnaire du système nerveux périphérique (SNP) et du système nerveux 

central (SNC). 

(i) Localisation spatiale chez la souris 

 
 

*Dans le système nerveux périphérique (SNP), l’expression des gènes 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’à l’inverse, l’expression de Mash1 se 

Figure I-15 : Localisation de 
l’expression des gènes 
proneuraux Ngn1, Ngn2, 
Ngn3 et Mash1 par 
hybridation in situ* (bleue) 
sur coupes transverses de 14 
µm d’épaisseur d’un 
embryon de souris au stade 
E12,5.  

Abbréviations : d, 
diencéphale ; drg, ganglions 
rachidiens dorsaux ; eo, 
épithélium olfactif ; gt, 
ganglion trigéminal ; hp, 
hypothalamus ; mo, moelle 
épinière ; p, pancréas ; t, 
thalamus ; tv, thalamus 
ventral ; vm, vésicule 
mésencéphalique ; vo, 
vésicule optique ; vt, vésicule 
télencéphalique. 
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développement :  

le tube neural 



Introduction     Enrichissement des populations cellulaires 

 43

limite aux ganglions sympathiques, parasympathiques ou entériques du système nerveux 

autonome (Figure I-15 C) (Lo et al., 1991). 

Notons qu’au niveau périphérique, le gène 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 épinière, les gènes Ngn1 et Ngn2 sont très fortement exprimés dans la zone 

ventriculaire (ZV) du tube neural au niveau de deux zones bien distinctes (Figures I-15 A et 

B) : la première 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 Ngn1.  

Le gène Ngn3 est exprimé dans une région très restreinte de la moelle épinière située dans le 

tube neural ventral, juste à 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 Ngn1 et Ngn2. 

Le gène Mash1 est exprimé dans la zone ventriculaire au niveau d’un territoire localisé entre 

les deux domaines d’expression des gènes Ngn 1 et 2 (Figure I-15 C), c’est-à-dire dans une 

région majoritairement dorsale (Sommer et al., 1996). L’expression combinée de Mash1 et 

des Ngn recouvre donc l’essentiel de la zone ventriculaire de la moelle épinière. 

 

* Au cours du développement, les quatre facteurs bHLH, Ngn1, 2, 3 et Mash1, 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, où les 

progéniteurs commencent leur différenciation. De façon intéressante, les gènes Ngn sont 

exprimés au niveau du télencéphale dorsal qui donne naissance au cortex (Figures I-15 I et J), 

alors que le gène Mash1 est principalement exprimé dans le télencéphale ventral (Figure I-15 

K) à partir duquel sont formés les ganglions de la base (Ma et al., 1997). Au niveau du 

neuroépithélium cortical, Ngn1 et 2 sont exprimées dans des régions identiques mais 

l’intensité d’expression de Ngn1 est très inférieure à celle de Ngn2.  

Dans les autres régions du cerveau antérieur telles que l’épithélium olfactif (Figures I-15 E, F 

et G) ou le diencéphale (Figures I-15 I-O) (Ma et al., 1996), l’expression des gènes 

proneuraux présente également une complémentarité mutuelle entre les Ngn et Mash1. Les 

domaines d’expression de Ngn1 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 Ngn1, et Ngn1 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 à la région de l’hypothalamus (Figure I-15 O), dans une 

zone où Ngn1 et Ngn2 ne sont pas exprimées.  

 

L’analyse comparative de l’expression des quatre gènes proneuraux bHLH, Ngn1, Ngn2, 

Ngn3 et Mash1 montre que ces gènes définissent des populations distinctes de progéniteurs 

au cours du développement du système nerveux central et du système 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, l’expression du gène Mash1 est localisée dans des régions 

complémentaires adjacentes mais non chevauchantes comparativement aux gènes Ngn (Ma et 

al., 1997). De même, dans le SNP, l’expression des gènes Ngn et Mash1 est complémentaire. 

Ces différences spatiales corroborent l’idée que des gènes proneuraux différents sont 

impliqués dans la spécialisation de sous-types neuronaux différents au cours de la 

neurogenèse. L’analyse du profil d’expression des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 dans le 

temps peut également illustrer cette implication. 

(ii) Localisation temporelle chez la souris  

L’expression du gène Ngn1 est restreinte au système nerveux embryonnaire, avec un pic 

entre E10 et E12. Après le stade de développement E16 et jusqu’au stade adulte, aucune 

expression n’est plus détectée (Ma et al., 1996). 

L’expression du gène Ngn2 est antérieure à celle de Ngn1 (Sommer et al., 1996). Le gène est 

très fortement exprimé entre E8,5 et E10,5, mais son expression diminue de manière 

significative à 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 l’adulte (Gradwohl et al., 1996). 

L’expression de Ngn3 est visible à partir de E9 et est maintenue jusqu’à 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 gène Mash1 précède celle de Ngn1 (détection à partir de E8,5) et son activité 

est repérée au niveau de la zone ventriculaire du cerveau jusqu’à la naissance (Cau et al., 

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

 

L’étude de l’expression des gènes proneuraux au cours du développement révèle une 

expression embryonnaire quasi-exclusive. Seul le gène Mash1 est détecté chez l’adulte. Cette 

analyse apporte donc des informations instructives quant à leur implication dans 

l’embryogenèse. Ainsi, l’expression opportune dans le temps et dans l’espace, des gènes 

Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1, légitime leur rôle majeur dans la formation et dans 

l’organisation du système nerveux embryonnaire. Leurs véritables attributions peuvent 

néanmoins être encore précisées.  

(2) Rôle des gènes proneuraux au cours du développement 

Des analyses génétiques par perte et gain de fonction ont été capitales pour identifier les 

gènes 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 gènes. L’étude particulière des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 illustre 

parfaitement cette affirmation. 

(i) Rôle dans la neurogenèse 

Au niveau du SNP, l’expression ectopique dans des cellules de la crête neurale des gènes 

bHLH Ngn1, Ngn2 et Mash1 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, l’expression des gènes Ngn1 et Ngn2 

conduit à 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 synthèse de neurones autonomes (Lo et 

al., 2002). Des expériences de perte de fonction ont démontré plus précisément que 

l’inactivation du gène Ngn1 prévient le développement des neurones sensoriels proximaux 

alors qu’à l’opposé, celle du gène Ngn2 touche la sous-classe des neurones sensoriels distaux 

(Fode et al., 1998; Ma et al., 1998). Une inhibition ciblée du gène Mash1 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 gènes Ngn1 et Mash1 contrôlent des étapes distinctes de la 

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

1997). Le gène 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 gène bHLH Olig2, des 

motoneurones (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001). De plus, quand le gène Ngn2 est 

inséré au niveau du locus du gène Mash1, 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, l’inhibition de Ngn2 entraîne une expression ectopique de Mash1 au niveau du 

télencéphale dorsal, stimulant la neurogenèse ectopique de neurones GABAergiques dans 

cette région (Fode et al., 2000; Parras et al., 2002). De même, quand Mash1 remplace le gène 

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, l’expression 

ectopique du gène Mash1 dans la moelle épinière de poulet stimule l’expression des 

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

embryons mutés pour Mash1, des précurseurs neuronaux sont produits mais leur 

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

 

Ainsi, ces études indiquent qu’en plus d’agir comme des déterminants neuronaux, les gènes 

Neurogénines et Mash1 jouent un rôle dans la spécification de l’identité neuronale, c’est-à-

dire qu’ils définissent des populations distinctes de progéniteurs dans le système nerveux en 

développement. La combinaison de plusieurs gènes proneuraux peut, de surcroît, induire la 

formation de sous-types neuronaux différents de ceux induits par les gènes proneuraux seuls 

(Miyoshi et al., 2004; Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001), ce qui, associé à une 

expression spatiale et temporelle adéquates, peut expliquer que l’ensemble des sous-types 

neuronaux de l’organisme puisse être synthétisé à partir d’un nombre restreint de facteurs 

bHLH. Il semblerait qu’au cours de la neurogenèse des mammifères, les toutes premières 

étapes impliquent l’expression d’un petit nombre de gènes proneuraux bHLH qui amorcent 

une cascade d’événements d’activation conduisant, finalement, à l’expression des gènes de la 

différenciation terminale (Ma et al., 1997). Malgré une implication considérable, le rôle des 

gènes proneuraux ne se limite, cependant, pas à la neurogenèse.  
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(ii) Rôle dans l’arrêt du cycle cellulaire  

La différenciation des progéniteurs nerveux est précédée d’une diminution importante de la 

prolifération de ces mêmes progéniteurs (Farah et al., 2000). En effet, l’expression ectopique 

de Ngn2 diminue la proportion de progéniteurs en prolifération, indiquant que Ngn2 induit un 

arrêt du cycle cellulaire (Lo et al., 2002). De même, la comparaison de souris sauvages avec 

des souris doubles KO pour les gènes Ngn2 et Mash1, révèle que la présence de gènes 

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

 

Cet effet des gènes proneuraux sur le cycle cellulaire peut être direct ou simplement une 

conséquence de la différenciation. Certaines études énoncent une potentielle action des 

protéines à motifs bHLH sur l’inhibiteur de la prolifération p27kip1 (Chassot et al., 2007; 

Farah et al., 2000). Mais actuellement, le mécanisme précis par lequel les gènes proneuraux 

induisent un arrêt du cycle cellulaire reste encore méconnu, d’autant que des divergences 

fondamentales sont visibles d’un gène à l’autre. Les gènes Ngn entraînent une sortie rapide 

du cycle cellulaire et une différenciation très efficace des progéniteurs. A l’opposé, Mash1 est 

moins performant pour stimuler l’arrêt de la prolifération et la différenciation neuronale 

malgré des capacités identiques à diriger la différenciation des cellules neuroépithéliales 

(Casarosa et al., 1999; Horton et al., 1999). Cette différence dans l’activité des gènes 

proneuraux peut être interprétée comme le reflet de la sensibilité des cellules aux différents 

gènes. Mais ces variations sont-elles la conséquence de l’environnement cellulaire ou 

correspondent-elles à des modes d’action différents selon le gène considéré ? Les réponses ne 

sont pas tranchées. 

(iii) Rôle dans la différenciation gliale 

L’expression des gènes proneuraux culmine au moment de la neurogenèse 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 gènes proneuraux et la 

prédisposition des cellules à stimuler la différenciation astrocytaire (Sun et al., 2001). Ainsi, 

la surexpression de Ngn1 dans des progéniteurs nerveux in vitro bloque la formation 

d’astrocytes de manière quasi-totale (Sun et al., 2001) et des cultures de progéniteurs nerveux 

extraits des animaux KO pour les gènes Ngn2 et Mash1 forment des colonies contenant 

significativement plus d’astrocytes et moins de neurones (Nieto et al., 2001). Ainsi, en plus 

d’activer spécifiquement l’expression de gènes neuronaux, les gènes proneuraux semblent 

également jouer un rôle majeur dans l’inhibition de la différenciation gliale.  
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Les mécanismes régulant cette activité sont encore mal connus : les gènes proneuraux 

pourraient agir via une séquestration du complexe p300/Smad nécessaire à l’activité des 

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

 

Néanmoins, il a été démontré que les gènes Ngn2 et Mash1 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 même, le gène Ngn3 est exprimé dans des 

cellules dont le potentiel de différenciation est restreint aux lignages gliaux et sa 

surexpression permet de diriger la transcription à partir du promoteur oligodendrocytaire PLP 

(Lee et al., 2003). Ainsi, l’inhibition de la différenciation gliale n’est pas systématiquement 

induite en présence des gènes proneuraux. Leur rôle précis doit donc encore être approfondi.  

(iv) Autres fonctions des gènes proneuraux 

Des études récentes ont montré l’implication des gènes proneuraux dans la migration des 

cellules au cours de la neurogenèse (Ge et al., 2006) et la contribution du gène Ngn2 dans la 

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

 

L’ensemble des fonctionnalités potentielles des gènes proneuraux à motif bHLH n’a toujours 

pas été exploré à ce jour. En particulier, leur capacité à enrichir des populations cellulaires en 

un phénotype donné reste encore à vérifier.  

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

L’activité des protéines proneurales bHLH conduit à l’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 Mash1 induisent l’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 libère son domaine intracellulaire qui est alors transporté jusqu’au 

noyau (Schroeter et al., 1998), où il s’associe avec le complexe protéique de liaison à l’ADN 

CBF1-RBPjκ. En l’absence de Notch, CBF1-RBPjκ est un répresseur transcriptionnel qui 

inhibe l’expression des protéines Hes1 et Hes5 en se liant à leur promoteur (Fortini and 

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

Sakamoto et al., 2003).  

 

 

 
 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, les protéines Hes (Hairy and Enhancer of Split) sont 

des inhibiteurs des protéines à motif bHLH (au même titre que les facteurs Id et les protéines 

Her et Esr). Leur rôle consiste donc à réprimer l’expression des protéines proneurales. Ainsi, 

au sein du tissu nerveux, une boucle de rétrocontrôle assure une régulation de l’expression 

des facteurs de transcription à motif bHLH (de la Pompa et al., 1997). Ce système concerne 

l’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 à ce processus et joue donc un rôle 

fondamental dans l’inhibition de la différenciation neuronale et dans le maintien des cellules 

à un état indifférencié.  

Figure I-16 : Mécanisme d’action de 
la voie de signalisation Notch 

L’interaction ligand-récepteur  
Delta-Notch (1) entraîne un clivage 
du domaine intracellulaire de la 
protéine transmembranaire (2). La 
partie transcriptionnellement active 
est ainsi libérée (3). Après transport 
au niveau nucléaire, elle va pouvoir 
s’associer à des protéines de liaison 
à l’ADN telle que RBP (4) et 
stimuler l’expression de ces 
protéines cibles (Hes1 et Hes5).  
 
(D’après Médecine/Science n°3, vol.15, mars 
1999) 
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Cependant, la présence du facteur Notch dans des cellules post-mitotiques a suggéré son 

implication dans des mécanismes autres que ceux de la neurogenèse, tels que la persistance 

des neurones différenciés ou la gliogenèse.  

*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 l’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 à une gliogenèse 

excessive et prématurée (Chambers et al., 2001; Scheer et al., 2001) et que cette activité au 

niveau des cellules gliales passe par l’intermédiaire des cibles transcriptionnelles classiques 

du facteur Notch, Hes et Hesr (Hojo et al., 2000; Satow et al., 2001). Cette induction de la 

gliogenèse se produit au contact des neurones et a pour conséquence l’augmentation de 

l’expression des marqueurs spécifiques des astrocytes matures (Patten et al., 2003). A 

l’opposé, les cellules oligodendrocytaires, qui sont également des cellules gliales, connaissent 

Différenciation 
neuronale 

Inhibition de la 
différenciation 

Figure I-17 : Mécanisme d’inhibition latérale 

Au sein d’une population de cellules exprimant 
des facteurs proneuraux de façon équivalente, 
toutes produisent le ligand Delta et le récepteur 
Notch en quantité analogue. Il existe donc un 
équilibre de signalisation. Cependant, les cellules 
commencent à se différencier sous l’influence des 
protéines à motif bHLH et vont exprimer le 
facteur Delta de façon accrue, ce qui a pour 
conséquence directe d’activer la voie Notch au 
niveau des cellules adjacentes. Cette boucle de 
rétrocontrôle va alors inhiber l’expression des 
protéines proneurales et par conséquent, la 
différenciation des cellules avoisinantes. 
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une inhibition de leur différenciation à la suite de l’expression du facteur Notch (Tanigaki et 

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

 

D’une manière générale, la voie Notch est mise en cause dans le maintien des progéniteurs 

nerveux à l’état indifférencié, dans l’engagement des cellules vers la voie de différenciation 

gliale (plutôt que neuronale), dans l’inhibition de la différenciation oligodendrocytaire et dans 

la préservation des neurones spécialisés. Ces transformations sont autant d’événements qui 

peuvent influencer l’effet des protéines proneurales sur la différenciation des cellules. 

Cependant, cette action pléiotropique n’est finalement qu’un exemple (prépondérant 

toutefois). Un très grand nombre de signaux environnants peuvent répercuter leurs effets sur 

ceux des protéines bHLH. En particulier, l’ensemble des inhibiteurs directs (Hes, Id, Her, Esr) 

ou des activateurs directs (p300/CBP, PCAF) de l’activité des protéines bHLH joue un rôle 

majeur dans la neurogenèse (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 à 

limiter l’hétérogénéité cellulaire en sélectionnant et en purifiant les cellules d’un lignage 

donné. Des techniques d’extraction sélective fondées sur l’expression spécifique d’antigènes 

de surface ont d’ores et déjà été expérimentées (Cai et al., 2002; Lee et al., 2005; Liu et al., 

2004b; Uchida et al., 2000; Windrem et al., 2004). Elles consistent à « étiqueter » les cellules 

au moyen d’anticorps, fluorescents ou couplés à des billes magnétiques, dirigés contre le ou 

les épitopes de surface propres aux cellules d’intérêt. Le tri des cellules est ensuite réalisé par 

cytométrie en flux (FACS ou MACS). Afin d’accroître la pureté des échantillons cellulaires 

sélectionnés, des paramètres supplémentaires d’antigénicité, de taille ou de liaison à des 

molécules particulières peuvent être combinés au cours de la séparation (Capela and Temple, 

2002; Rietze et al., 2001). Une autre méthode fondée sur l’expression spécifique de gènes 

rapporteurs permet d’isoler des cellules appartenant à un lignage déterminé (Figure I-18).  
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Des protéines fluorescentes (Chalfie et al., 1994) sont placées sous le contrôle de promoteurs, 

activés uniquement dans un type cellulaire d’intérêt. Ainsi, les cellules qui fluorescent sont 

caractéristiques d’un lignage précis et peuvent être séparées des autres cellules par FACS. 

Jusqu’à présent, ce tri, fondé sur une expression lignage-dépendante de protéines rapportrices, 

a permis d’extraire des cellules progénitrices à l’aide des promoteurs nestine* ou musashi1 

(Wang et al., 2000), des précurseurs neuronaux à l’aide du promoteur de la tubuline α1 (Roy 

et al., 2000a; Roy et al., 2000b) ou des cellules oligodendrocytaires à l’aide du promoteur 

CNP2 (Roy et al., 1999). Nous avons choisi de tester ce système de sélection sur les cellules 

souches nerveuses fœtales humaines en culture en utilisant trois promoteurs différents pour 

diriger l’expression de protéines rapportrices dans des lignages distincts. 

 

e 

Figure I-18 : Stratégie 
d’homogénéisation à 
l’aide de vecteurs 
induisant l’expression 
spécifique de protéines 
rapportrices et 
permettant une sélection 
des cellules par 
cytométrie en flux. 
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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.  

 

● le promoteur de la nestine*  

L’élément activateur du second intron du gène 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 l’homme et le rat, est suffisante pour diriger l’expression 

spécifique du transgène 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 après 

transfection* (au moyen de liposomes) des progéniteurs nerveux à partir de la zone 

ventriculaire de cerveau humain adulte (Roy et al, 2000). Les cellules sélectionnées 

expriment de manière uniforme la protéine nestine et ont incorporé pour une majorité d’entre 

elles du bromodéoxyuridine (BrdU) additionné au milieu de culture. De même, des cellules 

souches et des précurseurs nerveux ont été isolés à partir de cerveau fœtal humain par 

transduction au moyen de vecteurs adénoviraux exprimant la protéine GFP sous le contrôle 

du promoteur de la nestine (Keyoung et al., 2001). Dans cette étude, 99% des cellules 

sélectionnées expriment le marqueur nestine, 3% le marqueur β3tubuline et 9% le marqueur 

GFAP.  

 

● le promoteur de la synapsine I*  

Un fragment d’environ 470pb du promoteur de la synapsine I humaine (hSYN) permet 

l’expression spécifique du transgène dans les neurones (Kugler et al., 2001). Etant plus court 

que le promoteur de l’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 fœtal. Cependant, jusqu’à 

présent, aucune analyse quantitative précise n’a été réalisée et la spécificité d’expression n’a 

pas encore été testée dans des cultures humaines. 

 

● 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 transgène dans les astrocytes (Jakobsson et al., 2003). En effet, des 

études 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 gène 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’intérêt est obtenue par expression, au moyen de 

vecteurs lentiviraux, de protéines rapportrices (eYFP ou eGFP) sous le contrôle des 

promoteurs spécifiques des différents lignages cellulaires décrits ci-dessus. Les cellules 

souches nerveuses fœtales en culture peuvent être transduites avec ces vecteurs traceurs et 

devraient exprimer la fluorescence, une fois différenciées dans le lignage approprié. Ainsi, les 

cellules fluorescentes devraient être 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 être triées par cytométrie en flux et les populations homogènes greffées dans des 

modèles expérimentaux adaptés. Ces perspectives alléchantes sont cependant encore 

éloignées. La première étape de notre étude consiste en effet à vérifier et à valider la 

spécificité d’expression des différents promoteurs dans les cellules souches nerveuses fœtales 

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 

à l’aide de vecteurs* qui peuvent être d’origine virale (lentivirus, oncorétrovirus, adénovirus, 

virus adéno-associé (AAV), baculovirus ou virus herpès) (figure I-19 A) ou non virale (ADN, 

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

assurer son expression (figure I-19 B).  

 
Au laboratoire, les cellules souches nerveuses fœtales 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 à supporter une infection et à exprimer des gènes recombinants. Ces propriétés 

A 

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 herpès 

B- Schéma de transduction par un vecteur rétroviral 
 1-Fabrication d’un rétrovirus vecteur du gène d’intérêt 
 2-Entrée du gène dans le noyau de la cellule 
 3-Intégration et transcription du gène 
 4-Traduction des ARNm correspondants au gène en protéines 
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associées à celles des vecteurs lentiviraux (Zennou et al., 2000; Zennou et al., 2001), 

pantrophiques* et à intégration stable, fournissent des outils appropriés pour influencer la 

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

1. Structure des lentivirus 

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

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

 
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) 

 -des enzymes : la rétrotranscriptase, l’intégrase et la protéase 

A B 

Figure II-20 : Les lentivirus 

A- Schéma du virus d’immunodéficience humain 

B- Cycle de réplication du VIH 

Le cycle de réplication du VIH comporte plusieurs phases. 
La première étape correspond à l’adhérence et à la 
pénétration du virus dans la cellule par l’interaction de la 
gp120 de l’enveloppe virale avec la molécule CD4 présente 
sur la cellule. Les deux molécules d’ARN viral se 
retrouvent alors dans le cytoplasme, où elles vont être 
retrotranscrites à l’aide de la transcriptase inverse en ADN 
double brin. L’ADN proviral pénètre ensuite dans le noyau 
et s’insère dans le génome cellulaire grâce à l’intégrase 
virale. Par l’intermédiaire des enzymes cellulaires et de la 
protéase, l’ADN proviral est transcrit en ARNm permettant 
la synthèse à la fois des protéines virales et de l’ARN qui 
constituera le génome des nouvelles particules. Les 
protéines sont assemblées et l’ARN viral est encapsidé. 
Enfin, la libération des nouveaux virus se fait par 
bourgeonnement à la surface de la cellule. 
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2. Multiplication  

Pour accomplir leur cycle de réplication (Figure II-20 B), les virus doivent d’abord adhérer et 

pénétrer à l’intérieur de la cellule, ce qui nécessite l’interaction de la glycoprotéine 

d’enveloppe gp120 avec la molécule CD4 présente à la surface des cellules. Puis des 

interactions successives aboutissent à la fusion des enveloppes. La nucléocapside est alors 

relarguée dans le cytoplasme cellulaire permettant la libération des deux molécules d’ARN 

viral. Ces virus à ARN renferment une rétrotranscriptase (ou transcriptase inverse*) qui 

permet de synthétiser de l’ADN double brin à partir du génome viral. La présence d’une 

séquence Flap* (Zennou et al., 2000) au centre de cet ADN bicaténaire favorise son transport 

à travers la membrane nucléaire de la cellule hôte, quel que soit l’état de division de cette 

dernière. Les lentivirus ont, par conséquent, la capacité unique d’infecter des cellules aussi 

bien mitotiques que quiescentes. Dans le noyau, l’ADN proviral s’intègre au génome 

cellulaire sous l’effet de l’intégrase. Il est alors assimilé à un gène cellulaire et peut être 

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 II-21) : 

 
*une région centrale comprenant : 

● les gènes viraux : 

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

matrice 

- le gène pol (polymérase) code la rétrotranscriptase, l’intégrase et la protéase 

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

- le gène tat (transactivateur) code une protéine de régulation activant la 

transcription du génome viral 

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

régulation permettant l’exportation des ARNm vers le cytoplasme 

Figure II-21 : Schéma de l’ADN lentiviral 

Région centrale 

LTR 

U3 R U5 

LTR 

U3 R U5 Flap
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- le gène nef (negative regulatory factor) code une protéine de régulation 

favorisant la réplication virale 

- le gène vif (virion infectivity factor) code une protéine de régulation 

augmentant l’infectivité des nouveaux virions* 

- le gène vpr (viral protein r) code une protéine de régulation jouant un rôle 

dans l’activation de la transcription 

- le gène vpu (viral protein u) code une protéine de régulation jouant un rôle 

dans l’assemblage des virions 

Seuls les gènes gag, pol, env, tat et rev sont essentiels. Les autres gènes, également appelés 

gènes accessoires peuvent être supprimés sans affecter l’efficacité du système. 

● la séquence Ψ non traduite servant de signal d’encapsidation de l’ARN viral 

● la séquence RRE (Rev Responsive Element) permettant l’exportation des ARNm 

vers le cytoplasme après 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 U5. Ces séquences vont jouer des rôles différents selon 

leur localisation. En particulier, U3 en 5’ est un promoteur amorçant 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 à infecter des cellules 

quiescentes, leur intégration stable et leur faible toxicité, en font des outils intéressants et 

efficaces pour le transfert de gène*. Néanmoins, pour réduire les risques biologiques liés à 

leur utilisation en tant que vecteurs, des modifications majeures ont été apportées à l’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 I-22).  
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● Le plasmide* vecteur pFlap-WPRE est délété de l’ensemble des gènes viraux. Il conserve 

uniquement la séquence Ψ, le RRE, la séquence Flap et les 2 LTR (Figure I-22 A). 

Néanmoins, la séquence U3 du LTR en 3’ est inactivée afin d’éviter une transcription fortuite 

de l’ADN recombinant en présence de virus sauvage (Sirven et al., 2001). L’expression du 

transgène est améliorée par ajout d’une séquence « Woodchuck Hepatitis Regulatory 

Element » (WPRE) (Brun et al., 2003; Donello et al., 1998), qui stabilise l’ARNm.  

De telles transformations aboutissent à un virus défectif* et rendent impossible la formation 

de particules virales à partir de cette seule séquence ADN. La synthèse de virus recombinants 

actifs et utilisables en expérimentation est donc assurée par transcomplémentation* : 2 virus 

auxiliaires* apportent les gènes des protéines lentivirales manquantes.  

 

● Le plasmide d’encapsidation p8.91 (Zufferey et al., 1997) contient les gènes gag, pol, tat 

et rev sous le contrôle du promoteur du gène précoce du cytomégalovirus humain (CMV). 

Par souci de sécurité, le signal d’encapsidation Ψ, les 2 LTR et la plupart des gènes 

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

 

● Le plasmide d’enveloppe apporte les gènes codant les protéines qui constituent 

l’enveloppe du virus. En fonction de la nature de ces protéines, le virus va se fixer puis 

infecter des cellules radicalement différentes (tropisme*). Le gène env du VIH-1 limite 

l’infection aux cellules T CD4+. Par conséquent, pour élargir le spectre d’infection à d’autres 

types cellulaires, le gène env est remplacé par différents gènes d’enveloppe. Ainsi, selon le 

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

LTR 

Ψ        RRE cPPT-CTS WPRE CASSETTE 

Flap
ΔU3

* Vecteur plasmidique lentiviral A 

GAG 
POL ΔΨ   

polyA+ 

Intégrase 

TAT 

REV 

CMV 

* Plasmide d’encapsidation transcomplémentant B 

CMV VSV-G/Mok polyA+ 

* Plasmide d’enveloppe transcomplémentant C 
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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 l’on appelle le pseudotypage*. Deux modèles de plasmide 

d’enveloppe ont été expérimentés au cours de ma thèse (Figure I-22 C) :  

- le plasmide pCMV-VSV-G code la protéine G d’enveloppe du Virus de la 

Stomatite Vésiculaire* (VSV) sous le contrôle d’un promoteur CMV (Zufferey et al., 

1997). Les vecteurs pseudotypés avec l’enveloppe VSV* transduisent une large 

population de cellules. Au niveau du SNC, il s’agit principalement de neurones mais 

également d’astrocytes et d’oligodendrocytes (Zennou et al., 2001). 

- le plasmide pCMV-Mok code la protéine G d’enveloppe du virus Mokola* sous le 

contrôle d’un promoteur CMV (Bahloul et al., 1998). Selon des résultats récents 

obtenus dans notre laboratoire (Brizard et al en préparation), le tropisme de 

l’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 

l’utilisation de vecteurs lentiviraux. Dans la première méthode, les vecteurs de différenciation 

sont produits après insertion des différents gènes proneuraux sous le contrôle du promoteur 

ubiquitaire* de la phosphoglycérate kinase (PGK) au niveau du site correspondant à la 

cassette d’expression (Figure I-22 A). La transcomplémentation est assuré par les plasmides 

p8.91 et pCMV-VSV-G. Dans la deuxième méthode, les vecteurs traceurs comportent les 

promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC en amont d’un transgène codant les 

protéines fluorescentes. Ces vecteurs sont pseudotypés soit par l’enveloppe VSV*, soit par 

l’enveloppe Mokola*, selon l’utilisation que l’on souhaite en faire. Les cellules nerveuses 

fœtales en culture peuvent être transduites par ces vecteurs à des doses permettant un 

équilibre entre toxicité et efficacité de transduction. L’efficacité de chaque stratégie est 

évaluée par une analyse phénotypique qui permet de déterminer, dans un cas, l’influence des 

gènes proneuraux sur la différenciation cellulaire et, dans l’autre cas, la spécificité de 

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

A. Fondement légal 

Les cellules souches et progéniteurs nerveux fœtaux humains sont isolés à partir des vésicules 

télencéphaliques de fœtus issus d’Interruptions Volontaires de Grossesse (IVG) entre la 

cinquième et la douzième semaine du développement embryonnaire (âge correspondant à la 

date limite légale d’avortement en France). Les prélèvements sont effectués par l’équipe 

médicale (Hôpital Robert Debré, Paris, France), de manière totalement indépendante de 

l’équipe scientifique. La transmission au laboratoire fait suite à l’obtention préalable du 

consentement éclairé de la mère, selon la loi en vigueur et dans le respect de la confidentialité. 

Les prélèvements sont annotés de manière sécurisée afin de conserver l’anonymat de la 

patiente tout en fournissant les informations relatives à l’échantillon : numéro, terme 

théorique*, datation échographique, sérologies HIV et hépatite B... Les études entreprises 

étant dédiées à des fins scientifiques et n’ayant pas pour but de rechercher les causes de 

l’IVG, nos recherches s’inscrivent dans le cadre de l’article L.1241-5 du code de la santé 

publique (Annexe #2). 

B. Mise en culture et amplification 

Les cellules souches nerveuses fœtales humaines utilisées dans les expériences sont isolées à 

partir de deux fœtus âgés de 6 et 7 semaines de développement embryonnaire et appelés 

respectivement TFH6 et TFH7. Les tissus fœtaux conservés dans du milieu d’hibernation 

(Brundin, 1992) (Annexe #3) sont transportés au laboratoire dans les quelques heures suivant 

l’intervention. Dans une pièce en confinement de type L2, entièrement dédiée à 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 II-1), 

le cerveau est extrait de la boîte crânienne 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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Un traitement de 20 minutes dans une solution d’ATV (Annexe #3) suivi d’une brève 

incubation à la DNaseI (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; #1 284 932 ; 20 µg/ml) permet de 

dissocier les cellules et d’éliminer les agrégats. L’action de la trypsine est bloquée par ajout 

de sérum de veau fœtal à 5% final et le sérum est ensuite retiré du milieu par centrifugation 

(10 minutes à 1000 tr/min). Les cellules individualisées obtenues sont ensemencées à la 

densité de 106 cellules par flasque T75 et amplifiées en suspension sous forme de 

neurosphères* 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 brève 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 à 37°C en présence d’ATV). Après dissociation, les 

cellules continuent à se multiplier, donnant ainsi naissance à de nouvelles neurosphères. Cette 

procédure est répétée de manière séquentielle au fil des mois, entraînant un accroissement 

exponentiel du nombre de cellules souches et progéniteurs nerveux fœtaux humains et 

l’établissement d’une lignée cellulaire stable.  

II. Vecteurs lentiviraux 

Deux types de vecteurs, vecteurs de différenciation et vecteurs traceurs, sont construits à 

partir du schéma général du plasmide lentiviral décrit dans l’introduction (Figure I-22 A). Les 

plasmides obtenus sont appelés « plasmides de différenciation » et « plasmides traceurs ». 

Figure II-1 : Les différentes étapes 
de la dissection des vésicules 
télencéphaliques fœtales conduisant 
à la mise en culture de progéniteurs 
nerveux humains 

Le prélèvement fœtal est recueilli 
après IVG entre la cinquième et la 
douzième semaine de 
développement embryonnaire. Le 
cerveau est, tout d’abord, extrait de 
la boîte crânienne (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 à 
l’ATV et à la DNaseI puis 
ensemencées en T75 à une densité 
de 106 cellules (5). 
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A. Construction des plasmides de différenciation 

Les gènes proneuraux Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 de rongeurs (souris ou rat) sont placés 

sous le contrôle 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 

gènes d’intérêt sont insérés. 

 
*Construction du plasmide PGK-Neurogénine 1 

La séquence codante du gène Ngn1 est amplifiée par une réaction de polymérisation en 

chaîne* (PCR) à partir d’ADN génomique de souris et en utilisant les amorces Ngn1 sens 

(5’CGGGATCCAAACCTCCTGTCCGTCTGTC3’) et Ngn1 antisens 

(5’CCGCTCGAGGGGGGAGGAAGAAAGTATTG3’). Le fragment obtenu est alors sous-

cloné dans le plasmide pGEM-t-easy (Promega, Madison, WI ; #A1360) et vérifié par 

séquençage. Le gène (734 pb) est ensuite intercalé entre la séquence du promoteur PGK et 

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

 

*Construction du plasmide PGK-Neurogénine 2 

Le fragment d’ADN complémentaire (ADNc) Ngn2 est amplifié par PCR à partir du 

plasmide pGEM-3-Ngn2 (gracieusement fourni par François Guillemot, London, UK) à 

l’aide des amorces Ngn2 sens (5’CGGGATCCCACACACCGGAGCAGCAG3’) et Ngn2 

antisens (5’CCGCTCGAGGGTAGAGGACGAGAGAGGGAGA3’). Le fragment obtenu est 

alors sous-cloné dans le plasmide pGEM-t-easy (Promega) et vérifié par séquençage. Le gène 

(791 pb) est ensuite introduit dans le plasmide pFlap-PGK-WPRE au niveau des sites de 

restrition BamHI et XhoI. 

 

* Construction du plasmide PGK-Neurogénine 3 

La séquence codante du gène Ngn3 (également appelé Relax) est amplifiée par PCR à 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 vérifié par séquençage. 

LTR LTR WPRE Flap Gène proneural PGK ψ 

Δ U3 Figure II-2 : Schéma général des plasmides de différenciation  
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Le gène (644pb) est finalement inséré dans le plasmide pFlap-PGK-WPRE au niveau des 

sites de restrition BamHI et XhoI. 

 

* Construction du plasmide PGK-Mash1 

Le fragment d’ADNc du gène Mash1 est extrait du plasmide pGEM-t-7ZF-Mash1 

(gracieusement fourni par François Guillemot, London, UK) au niveau des sites AatII, puis 

sous-cloné dans le vecteur de clonage pGEM-t-easy (Promega) et vérifié par séquençage. 

Plusieurs clonages intermédiaires au niveau du site de clonage multiple du plasmide pFlap-

Polylinker-WPRE sont nécessaires avant d’introduire le gène (695 pb) dans le plasmide 

pFlap-PGK-WPRE au niveau du site XhoI. 

 

Les constructions finales sont respectivement notées pFlap-PGK-Ngn1-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 l’ossature 

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

 

 
 

* 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 SmaI du pFlap-PL-WPRE pour former le plasmide pFlap-Nestine-WPRE. 

L’ADNc du gène 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. 

 

 

Flapψ LTR Promoteur spécifiques WPRE Gène rapporteur LTR

Δ U3Figure II-3 : Schéma général des plasmides traceurs 
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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 Kügler, Göttingen, Allemagne) entre les sites XbaI et SpeI 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, à son tour, insérée en aval du promoteur 

hGFAP au niveau des sites SmaI et XbaI. 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 (ΔVpr 

ΔVif ΔVpu ΔNef), 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 à 

la DNAseI (Roche Diagnostics, Nutley, NJ ; #1 284 932 ; 5 µg/ml) et filtrés avant d’être 

ultracentrifugés à 22000 rpm pendant 1h30. Les vecteurs viraux contenus dans le culot sont 

ensuite resuspendus en PBS1X, aliquotés et congelés à -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. 

III.Dot-Blot 

Pour vérifier la capacité des vecteurs de différenciation à transduire des cellules en culture, 

une lignée de cellules HEK293T* et les progéniteurs nerveux fœtaux humains sont 

ensemencés en plaques 6 puits préalablement traitées en gélatine (Merck, Darmstadt, 

Germany ; 25 µg/cm2) et laminine (Sigma, St. Louis, MO ; 1,7 µg/cm2). Chaque puits 

contient 7.105 cellules pour les lignées et 1,5.106 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/cm²). Les cellules sont récoltées après 5 jours et les ARN totaux sont extraits à l’aide 

du kit RNABle (Eurobio ; #GEXEXT00-0P). Les échantillons d’ARN sont dénaturés par 

dilution dans 100 µl de SSC5X (3 concentrations par échantillon : 1 µg, 5 µg et 10 µg) et 

déposés sur une membrane de nitrocellulose Hybond N+ (Amersham Biosciences, Fairfield, 

CT ; #RPN303B). Après 2 rinçages rapides en SSC 5X, les ARN sont fixés sur la membrane 

par passage dans un UV Stratalinker 1800 (Stratagène). Les ARNm sont ensuite détectés par 

hybridation des sondes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 (106 cpm/ml) marquées au Phosphore 32 

(P32) sur la nuit à 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 façon non spécifique. La radioactivité est détectée soit au 

PhosphoImager après 1h d’exposition sur un écran hypersensible pour les cellules HEK293T, 

soit par impression d’un film photographique (Hyperfilm, Amersham Biosciences ; 

#RPN1675K) à -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) à une densité de 1,2.105 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 400µl (26 ng 

p24/cm²) (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 à température ambiante puis conservées à 4°C en PBS 1X. La validité des 

résultats est assurée par l’utilisation de deux témoins négatifs (transduction contrôle avec un 

vecteur VSV-PGK-LacZ et contrôle 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 à 



Matériel et méthodes     Transduction lentivirale des cellules en culture 

 68

une densité de 3.105 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 l’analyse par FACS en formaldéhyde 1%. L’autre 

fraction utilisée pour l’analyse immunocytochimique est ensemencée en plaques 24 puits, sur 

des lamelles de verre préalablement traitées en gélatine (25 µg/cm2) et laminine (1,7 µg/cm2), 

à une densité de 1,2.105 cellules par puits. Les cellules sont fixées au jour 16 en PFA 4% 

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

V. Immunocytochimie 

Les cellules fixées sur lamelles de verre sont saturées pendant 1h à température ambiante 

dans une solution de PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X /10% sérum de chèvre fœtal. 

L’incubation avec les anticorps primaires, dilués en PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X 

/2% sérum de chèvre fœtal se fait sur la nuit à 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-βIII-tubuline ou TuJ1 (Sigma ; #T8660 ; 1/400)  

- anti-MAP-2 (Chemicon ; #24040368 ou 24070158 ; 1/800) 

 - anti-GFAP (Dako, Glostrup, Danemark ; #Z0334 ; 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) 

Après 3 lavages en PBS 1X, les cellules sont incubées pendant 2h à température ambiante 

dans une solution de PBS 1X/0,25% gélatine/0,1% triton-X /2% sérum de chèvre fœtal 

contenant les anticorps secondaires suivants :  
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- anti-IgG de lapin conjugué à l’Alexa Fluor® 594 (Invitrogen ; #A11012 ; 1/1000) 

- anti-IgG de lapin conjugué à l’Alexa Fluor® 488 (Invitrogen ; #A11008 ; 1/1000) 

- anti-IgG de souris conjugué à l’Alexa Fluor® 594 (Invitrogen ; #A11005, 1/1000) 

- anti-IgG de souris conjugué à l’Alexa Fluor® 488 (Invitrogen ; #A11001 ; 1/1000) 

- anti-IgG2b de souris conjugué à l’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 à l’objectif 20X ou à l’objectif 40X d’un microscope à 

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 l’ATV (cellules nerveuses fœtales 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) grâce au cytomètre 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 à la moyenne. La significativité statistique des résultats 

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

populations de cellules à greffer.  

* La première consiste à surexprimer les gènes proneuraux à motif bHLH, Ngn1, Ngn2, 

Ngn3 et Mash1, 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 gène est dirigée par le promoteur ubiquitaire PGK dans des vecteurs 

lentiviraux dits « de différenciation », notés VSV-PGK-Ngn1, VSV-PGK-Ngn2, VSV-PGK-

Ngn3 et VSV-PGK-Mash1. 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 système lentiviral (« vecteurs traceurs »), 

supposé induire l’expression spécifique de gènes rapporteurs (eGFP ou eYFP) sous le 

contrôle de promoteurs appartenant à 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 à sélectionner les cellules d’intérêt par 

cytométrie en flux. 

Le bien-fondé de chacun de ces deux systèmes est vérifié par évaluation de l’enrichissement 

cellulaire pour le premier et par évaluation de la spécificité d’expression des transgènes pour 

le second.  

 

I. Effet des gènes proneuraux 

Dans le but d’enrichir les cultures en un type cellulaire donné, une première stratégie vise à 

aiguiller le devenir des progéniteurs nerveux humains vers un lignage précis par le biais de 

vecteurs lentiviraux surexprimant des gènes proneuraux à motif bHLH. Ainsi, nous avons 

construit des vecteurs lentiviraux (dits « de différenciation ») codant les gènes Ngn1, Ngn2, 

Ngn3 et Mash1 sous le contrôle du promoteur ubiquitaire PGK. Le rôle particulier de ces 

gènes a ensuite été évalué sur deux populations de cellules neuroépithéliales en culture 

(TFH7 et TFH6) à travers une analyse phénotypique pré- et post-transduction au moyen 

d’anticorps dirigés contre les différents lignages du SNC. Nous avons, par ailleurs, étudié 

l’influence sur la différenciation, du milieu de culture dans lequel sont maintenues les cellules 

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

Afin d’évaluer l’efficacité de transduction des différents vecteurs de différenciation, c’est-à-

dire leur capacité à pénétrer dans la cellule, à s’intégrer dans le génome et à exprimer le 

transgène, 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 à une dose de vecteurs de 11 ng 

p24/cm² 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/cm² 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 gènes proneuraux a été vérifiée par Dot-Blot après extraction des ARN totaux. Des doses 
croissantes d’ARN (1, 5 et 10 µg) ont été déposées sur les membranes, chaque membrane correspondant à un type de 
cellules donné -HEK293T (B) ou précurseurs nerveux (C)- et à une transduction donnée (VSV-PGK-Ngn1 ou VSV-PGK-
Ngn2 ou VSV-PGK-Ngn3 ou VSV-PGK-Mash1). Les sondes radioactives associées aux membranes permettent de mettre 
en évidence l’expression des transgènes dans les cellules. Les ARN isolés à partir de cellules non transduites (contrôle) ou 
de cellules transduites avec le vecteur VSV-PGK-LacZ constituent les témoins négatifs.

C- L’expression du transgène du vecteur contrôle VSV-PGK-LacZ a été analysée par détection de l’activité enzymatique de 
la β-galactosidase. Une coloration bleue (indiquée par les flèches noires et blanches) apparaît dans les cellules qui 
expriment la protéine (observation au microscope optique: grossissement X200).
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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/cm² 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 gènes proneuraux a été vérifiée par Dot-Blot après extraction des ARN totaux. Des doses 
croissantes d’ARN (1, 5 et 10 µg) ont été déposées sur les membranes, chaque membrane correspondant à un type de 
cellules donné -HEK293T (B) ou précurseurs nerveux (C)- et à une transduction donnée (VSV-PGK-Ngn1 ou VSV-PGK-
Ngn2 ou VSV-PGK-Ngn3 ou VSV-PGK-Mash1). Les sondes radioactives associées aux membranes permettent de mettre 
en évidence l’expression des transgènes dans les cellules. Les ARN isolés à partir de cellules non transduites (contrôle) ou 
de cellules transduites avec le vecteur VSV-PGK-LacZ constituent les témoins négatifs.

C- L’expression du transgène du vecteur contrôle VSV-PGK-LacZ a été analysée par détection de l’activité enzymatique de 
la β-galactosidase. Une coloration bleue (indiquée par les flèches noires et blanches) apparaît dans les cellules qui 
expriment la protéine (observation au microscope optique: grossissement X200).

 
Ne disposant pas d’anticorps anti-Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 efficaces, nous avons analysé 

l’expression des gènes proneuraux au niveau transcriptionnel. Les ARN totaux des cellules 

non transduites et des cellules transduites avec les vecteurs VSV-PGK-Ngn1, VSV-PGK-

Ngn2, VSV-PGK-Ngn3 et VSV-PGK-Mash1 ont été extraits, et la détection des ARN 

messagers spécifiques des différents transgènes a été réalisée par Dot-Blot. La révélation met 

en évidence la présence d’ARNm correspondant aux gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 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 l’ADN des vecteurs de différenciation s’est intégré au 

génome des cellules hôtes mais également que cet ADN utilise la machinerie cellulaire pour 

mener à bien son processus de transcription. 

L’efficacité de transduction du vecteur VSV-PGK-LacZ a également été déterminée par 

analyse de l’activité enzymatique de la β-galactosidase. L’observation microscopique des 

cellules montre l’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 β-galactosidase dans les cellules, ce qui sous-

entend que l’ADN viral s’est intégré dans le génome et que les cellules expriment le 

transgène.  

 

Les différents résultats valident l’efficacité de transduction du vecteur contrôle et des 

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

 

B. Caractérisation de la population initiale 

Deux fœtus âgés 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 neurosphères en présence d’EGF 

et de bFGF. Après respectivement 153 et 160 jours de culture, les cellules ont été 

ensemencées sur substrat adhérent afin de déterminer leur phénotype. Après fixation, une 

analyse immunocytochimique a été réalisée à l’aide d’anticorps dirigés contre les différents 

lignages du système nerveux central : anti-nestine pour les cellules immatures ; anti- Map5, 

anti-β3tubuline 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, III-3 et 

III-4). Des doubles marquages nestine/GFAP (Figure III-3) et A2B5/Map5 (Figure III-4) ont 

été effectués afin de discriminer les cellules de lignages distincts. Le potentiel de prolifération 

des cellules a été évalué grâce à un marquage anti-Ki67 (Figure III-2). 
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Figure III-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-Ngn1 (B), VSV-
PGK-Ngn2 (C), VSV-PGK-Ngn3 (D) et VSV-PGK-Mash1 (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-β3tubuline (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).

Hoechst/Ki67 Hoechst/β3tubuline Hoechst/Map2 Hoechst/O4

A

C

B

D

E

La
cZ

M
as

h1
N

gn
1

N
gn

2
N

gn
3

Figure III-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-Ngn1 (B), VSV-
PGK-Ngn2 (C), VSV-PGK-Ngn3 (D) et VSV-PGK-Mash1 (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-β3tubuline (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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Figure III-3 : Analyse immunocytochimique  nestine/GFAP

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-Mash1 (E) ont été caractérisées par 
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages nestine/GFAP permettent à 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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Figure III-3 : Analyse immunocytochimique  nestine/GFAP

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-Mash1 (E) ont été caractérisées par 
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages nestine/GFAP permettent à 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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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-Mash1 (E) ont été caractérisées par 
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages A2B5/Map5 permettent à
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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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-Mash1 (E) ont été caractérisées par 
immunocytochimie afin de déterminer leur phénotype. Des doubles marquages A2B5/Map5 permettent à
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 âgé de 7 semaines 
embryonnaires (A, B, C) et TFH6 âgé de 6 semaines embryonnaires (D, E, F).

Les progéniteurs nerveux ont été maintenus sous forme de neurosphères 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 à une densité de 1,2.105 cellules/puits, maintenus pendant 4 jours dans un milieu 
supplémenté en bFGF, fixés au paraformaldéhyde 4%  et analysés par immunocytochimie à l’aide d’anticorps 
dirigés contre les différents lignages du système nerveux central.
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Figure III-5: Phénotype initial des populations cellulaires extraites des embryons TFH7 âgé de 7 semaines 
embryonnaires (A, B, C) et TFH6 âgé de 6 semaines embryonnaires (D, E, F).

Les progéniteurs nerveux ont été maintenus sous forme de neurosphères 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 à une densité de 1,2.105 cellules/puits, maintenus pendant 4 jours dans un milieu 
supplémenté en bFGF, fixés au paraformaldéhyde 4%  et analysés par immunocytochimie à l’aide d’anticorps 
dirigés contre les différents lignages du système nerveux central.
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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 β3tubuline, 60,9% le marqueur Map2, 16,6% le marqueur A2B5 et 

aucune n’exprime le marqueur O4 (Figure III-5 A).  

Les cellules contiennent donc des cellules immatures ainsi que des cellules des lignages 

neuronal et glial. Cependant, il convient d’être prudent dans l’interprétation de ces données. 

En effet, si l’expression de Map5, β3tubuline, et Map2 est restreinte à un seul lignage (le 

lignage neuronal), il n’en est pas de même pour les marqueurs nestine, GFAP et A2B5. Ainsi, 

parmi les cellules nestine+, environ ¼ co-exprime la GFAP, alors que ¾ ne co-expriment pas 

cette protéine (Figure III-5 B). Bien que la GFAP soit connue pour être 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 à 

conclure un peu trop rapidement quant à la nature des cellules GFAP+ en culture et 

assimilent les cellules nestine+/GFAP+ à des cellules souches ou à des progéniteurs 

multipotents (Laywell et al., 2000; Rieske et al., 2007; Steindler and Laywell, 2003). Afin 

d’affiner l’interprétation de nos résultats et de discriminer entre cellules immatures 

(potentiellement « souche ») et astrocytes, nous avons effectué des doubles marquages 

GFAP/Ki67 et nestine/Ki67 (Figure III-6 A). L’analyse indique que de nombreuses cellules 

nestine+ co-expriment le marqueur Ki67 (et donc prolifèrent), alors qu’aucune cellule 

GFAP+ n’est doublement marquée. L’auto-renouvellement (et donc la prolifération) étant 

l’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 à 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 ¼ des cellules A2B5+ co-exprime le 

marqueur Map5, suggérant leur appartenance au lignage neuronal. Cette hypothèse est 

confortée par l’analyse morphologique des cellules exprimant le marqueur A2B5 (Figure III-

6 B). Les cellules A2B5+/Map5+ sont rondes, bipolaires et de petite taille, morphologie 

typique des neuroblastes. A l’opposé les cellules A2B5+/Map5- sont de grosses cellules 

plates très étalées. Ainsi contrairement à des études menées chez le rongeur qui rapportent 

une expression exclusivement gliale (Raff et al., 1983; Rao and Mayer-Proschel, 1997), le 

marqueur A2B5 caractérise aussi le lignage neuronal chez l’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-. 
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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. 
A- Des doubles marquages Ki67/nestine et 
Ki67/GFAP ont révélé l’absence de prolifération 
des cellules GFAP+ et à l’opposé, une forte 
proportion de cellules continue à se diviser  parmi 
les cellules nestine+ (flèche blanche).  Cette 
fraction correspond aux cellules neuroépithéliales 
immatures. (grossissement X 200)
B- Analyse morphologique des cellules A2B5+ 
(grossissement X 1000)
Les cellules A2B5+/Map5+ sont de petites 
cellules bipolaires : elles présentent une 
morphologie habituellement caractéristique des 
neuroblastes.
Les cellules A2B5+/Map5- sont de grosses 
cellules plates très étalées.
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Figure III-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 à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, une partie des 
cellules a été transduite avec 26 ng p24/cm² de vecteur VSV-PGK-LacZ. Les cellules ont été maintenues dans 
le milieu 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 l’effet de la transduction en elle-même sur les cellules en 
culture.
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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. 
A- Des doubles marquages Ki67/nestine et 
Ki67/GFAP ont révélé l’absence de prolifération 
des cellules GFAP+ et à l’opposé, une forte 
proportion de cellules continue à se diviser  parmi 
les cellules nestine+ (flèche blanche).  Cette 
fraction correspond aux cellules neuroépithéliales 
immatures. (grossissement X 200)
B- Analyse morphologique des cellules A2B5+ 
(grossissement X 1000)
Les cellules A2B5+/Map5+ sont de petites 
cellules bipolaires : elles présentent une 
morphologie habituellement caractéristique des 
neuroblastes.
Les cellules A2B5+/Map5- sont de grosses 
cellules plates très étalées.
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Figure III-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 à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, une partie des 
cellules a été transduite avec 26 ng p24/cm² de vecteur VSV-PGK-LacZ. Les cellules ont été maintenues dans 
le milieu 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 l’effet de la transduction en elle-même sur les cellules en 
culture.
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2. Phénotype initial de TFH6 

La population TFH6 présente un phénotype globalement similaire à celui de la population 

TFH7 : 29,1% des cellules prolifèrent, comme l’atteste l’expression de Ki67, 68% expriment 

le marqueur nestine, 28.3% le marqueur GFAP, 23,1% le marqueur Map5, 27,9% le 

marqueur β3tubuline, 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 à des astrocytes nestine+/GFAP+ et 2/3 sont des cellules immatures 

nestine+/GFAP- (Figure III-5 E). Notons également que la quasi-totalité des cellules GFAP+ 

co-exprime la nestine. Parmi les cellules A2B5+, approximativement 1/5 correspond à des 

neuroblastes A2B5+/Map5+ (Figure III-5 F). 

Globalement, une expression moins importante des marqueurs nestine, Map5 et β3tubuline 

associée à une expression plus importante du marqueur Map2 suggère un état de 

différenciation légèrement plus avancé de la population TFH7 par rapport à la population 

TFH6. Ces nuances pourraient refléter la différence d’âge entre les deux fœtus au moment du 

prélèvement. 

 

En conclusion, dans les conditions de culture décrites précédemment, les populations 

cellulaires TFH7 et TFH6 prolifèrent 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 β3tubuline+), 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 gènes proneuraux 

Afin de déterminer l’influence de la surexpression des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 sur 

la différenciation des cellules in vitro, les populations TFH7 et TFH6 ont été transduites avec 

les vecteurs VSV-PGK-Ngn1, VSV-PGK-Ngn2, VSV-PGK-Ngn3 et VSV-PGK-Mash1. Les 

cellules ont été fixées 4 jours après transduction et leurs caractéristiques analysées par 

immunocytochimie.  

Dans un premier temps, de manière à s’affranchir de l’effet potentiel de la transduction en 

elle-même, des cellules ont été transduites à l’aide d’un vecteur contrôle codant la β-
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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 

après transduction avec les vecteurs de différenciation sont donc exclusivement liées à la 

surexpression des gènes et non pas à la transduction. 

1. Effet de la surexpression des gènes proneuraux sur la 

prolifération cellulaire 
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Figure III-8 : Effet des gènes 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/cm² de vecteurs de différenciation 
surexprimant les gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1. L’état de prolifération des cellules a été
analysé 4 jours après transduction à l’aide d’un anticorps dirigé contre le  marqueur de prolifération 
cellulaire Ki67.  L’effet de la surexpression des gènes proneuraux sur la prolifération cellulaire a été
évalué par comparaison avec des cellules transduites avec le vecteur contrôle 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 contrôle permet de visualiser l’influence des différents gènes sur la prolifération.
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Figure III-8 : Effet des gènes 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/cm² de vecteurs de différenciation 
surexprimant les gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1. L’état de prolifération des cellules a été
analysé 4 jours après transduction à l’aide d’un anticorps dirigé contre le  marqueur de prolifération 
cellulaire Ki67.  L’effet de la surexpression des gènes proneuraux sur la prolifération cellulaire a été
évalué par comparaison avec des cellules transduites avec le vecteur contrôle 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 contrôle permet de visualiser l’influence des différents gènes sur la prolifération.  
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La surexpression des gènes Ngn1 et Ngn3 induit une diminution drastique de la prolifération 

cellulaire, comme l’atteste le pourcentage des cellules Ki67+ après transduction (Figure III-8). 

Dans la population TFH7 (Figure III-8 A), leur proportion baisse de 97,6% avec le gène 

Ngn1 et de 95,9% avec le gène Ngn3. 

Une évolution similaire mais moins marquée de la prolifération est observée suite à la 

surexpression du gène Ngn2. La proportion de cellules Ki67+ est diminuée de 46,2% par 

rapport au témoin.  

En revanche, la surexpression du gène Mash1 n’induit aucun effet significatif sur la 

prolifération des cellules.  

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

 

D’une manière générale, les gènes Neurogénines induisent donc une diminution de la 

prolifération cellulaire, particulièrement visible avec les gènes Ngn1 et Ngn3 (Figure III-2). 

Ces résultats corroborent des études antérieures qui montrent que ces facteurs de 

transcription* à motif bHLH entraînent un arrêt du cycle cellulaire (Nieto et al., 2001). En 

revanche, après 4 jours, la surexpression de Mash1 n’a pas (ou pas encore) d’effet sur la 

prolifération. Ceci est en accord avec les études menées par l’équipe de David Anderson (aux 

Etats-Unis) (Lo et al., 2002) et par l’équipe de François Guillemot (en France) (Parras et al., 

2004), dont les justifications divergent légèrement. En effet, Liching Lo suggère que Mash1 a 

une plus grande capacité à maintenir la prolifération comparativement aux neurogénines, 

tandis que Carlos Parras suggère que Mash1 n’a tout simplement pas de rôle significatif sur 

l’autorenouvellement des progéniteurs neuraux en culture. Un maintien des cellules au-delà 

de 4 jours post-transduction permettrait de discriminer l’une ou l’autre de ces deux 

hypothèses. 

2. Effet des gènes proneuraux sur la différenciation cellulaire 

a) Effet de la surexpression du gène Ngn1  

Dans la population TFH7 (Figure III-9 A), la surexpression du gène Ngn1 induit: 

- une diminution très significative de la proportion des cellules nestine+ (de 54,7% 

à 33,6%). Cette variation correspond exclusivement à une baisse de la proportion 

des cellules immatures nestine+/GFAP- (de 40,3% à 15,7%), puisque la 

surexpression n’a aucun effet sur la proportion des cellules de type astrocytaire 

nestine+/GFAP+ (Figure III-9 B). 
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- une augmentation de la proportion des cellules Map5+ (de 19% à 37,7%) et 

β3tubuline+ (de 18,8% à 39,4%), ainsi que celle des cellules A2B5+ (de 16,6% à 

38,5%). Parmi ces dernières (Figure III-9 C), seule la fraction de cellules 

neuroblastiques A2B5+/Map5+ augmente de manière très significative (de 4,6% à 

20,5%) après surexpression de Ngn1. La proportion des cellules A2B5+/Map5- 

reste stable, à environ 15%. 

Des résultats tout à fait analogues sont mis en évidence dans la population TFH6 (Figures III-

9 D, E et F). 
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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 neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn1. Après 4 jours de culture dans un milieu 
standard supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à
l’aide d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype 
obtenu avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la 
surexpression du gène Ngn1 sur la différenciation des cellules in vitro.
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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 neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn1. Après 4 jours de culture dans un milieu 
standard supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à
l’aide d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype 
obtenu avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la 
surexpression du gène Ngn1 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 à une augmentation significative de la proportion des 

neuroblastes Map5+ et/ou β3tubuline+ suggère un engagement vers la voie de différenciation 

neuronale des cellules surexprimant le gène Ngn1. Cette activation de la neurogenèse est en 

accord avec l’activité proneurale de Ngn1 (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 Ngn1 (Kim et al., 2004; 

Muramatsu et al., 2005; Sun et al., 2001). Cependant, il est admis que le gène Ngn1 stimule 

la neurogenèse, tout en inhibant la gliogenèse (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 Ngn1 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 neurogenèse (via activation de NeuroD) soit favorisé 

par rapport à celui qui limite la gliogenèse (via séquestration de CBP/p300/Smad1 et/ou 

suppression de la voie JaK/Stat). Mais cette préférence est-elle un état permanent dû à la 

surexpression de Ngn1 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 l’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 gène Ngn2  

Dans la population TFH7 (Figure III-10 A), la surexpression du gène Ngn2 :  

- n’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% à 24,7%), tandis que la proportion de cellules immatures nestine+/GFAP- 

diminue de façon significative (de 40,3% à 24,9%) (Figure III-10 B).  

- induit une augmentation de la proportion des cellules du lignage neuronal 

exprimant les marqueurs Map5 (de 19% à 35,7%), β3tubuline (de 18,8% à 44,4%) 

et Map2 (de 65% à 78,1%), ainsi que celle des cellules exprimant le marqueur 

A2B5 (de16,6% à 27,8%). Parmi les cellules A2B5+ (Figure III-10 C), la 

proportion des progéniteurs neuronaux A2B5+/Map5+ progresse de 4,6% à 14,3%, 

tandis que celle des progéniteurs gliaux (potentiellement oligodendrocytaires) 

A2B5+/Map5- demeure à 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 prélèvement TFH6 et des résultats comparables 

ont été obtenus (Figures III-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 été maintenus sous forme de neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn2. Après 4 jours de culture dans un milieu 
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Ngn2 sur la différenciation des cellules in vitro.
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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 été maintenus sous forme de neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn2. Après 4 jours de culture dans un milieu 
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Ngn2 sur la différenciation des cellules in vitro.
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En conclusion, la surexpression de Ngn2 induit une diminution de la prolifération et de la 

proportion de cellules immatures nestine+/GFAP-, en parallèle d’une augmentation des 

cellules du lignage neuronal (Map5+, β3tubuline+ et Map2+) et astrocytaire (GFAP+). Bien 

que l’équipe de Jonas Frisen ait montré que 90% des cellules souches nerveuses adultes, 

surexprimant le gène Ngn2 in vitro, sont positives pour le marqueur neuronal β3tubuline 
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(Falk et al., 2002), plusieurs études ont, à l’opposé, rapporté une expression du gène dans des 

précurseurs de neurones et d’astrocytes (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al., 2001). Nos 

résultats suggèrent donc que la surexpression du gène Ngn2 induit un engagement des 

cellules vers les voies de différenciation neuronale et astrocytaire. Ainsi, contrairement à 

l’idée établie qui considère que les gènes à motif bHLH favorisent la différenciation 

neuronale au détriment de la différenciation gliale, l'implication de Ngn2 dans le 

développement de l’identité astrocytaire renforce l’hypothèse d’une double fonction pour le 

gène Ngn2 (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al., 2001). Par ailleurs, l’enrichissement neuronal 

concerne aussi bien les neurones précoces (Map5+ et/ou β3tubuline+) que les neurones 

tardifs (Map2+), ce qui suppose que le gène Ngn2 pourrait jouer également un rôle dans la 

maturation des neurones le long du lignage neuronal.  

c) Effet de la surexpression du gène Ngn3 

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

- une diminution de la proportion des cellules nestine+ (de 54,7% à 26,9%). Cette 

diminution s’explique à la fois par une diminution de la proportion des cellules 

immatures nestine+/GFAP- (de 40,3% à 15,6%) et par une diminution de la 

proportion des cellules astrocytaires nestine+/GFAP+ (de 14,4% à 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 l’augmentation de la 

proportion des cellules GFAP+/nestine+. 

- une augmentation de la proportion des cellules neuroblastiques Map5+ (de 19% 

à 35,3%) et β3tubuline+ (de 18,8% à 36,4%), ainsi que de la proportion des 

cellules A2B5+ (de 16,6% à 33,6%). L’augmentation de cette dernière est 

exclusivement liée à une augmentation très significative de la proportion des 

cellules A2B5+/Map5+ (neuroblastes), les cellules A2B5+/Map5- (progéniteurs 

gliaux) se maintenant à environ 14% (Figure III-11 C). 

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

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 été maintenus sous forme de neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn3. Après 4 jours de culture dans un milieu 
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Ngn3 sur la différenciation des cellules in vitro.
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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 été maintenus sous forme de neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Ngn3. Après 4 jours de culture dans un milieu 
supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Ngn3 sur la différenciation des cellules in vitro.  

 

La même 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 III-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 à une augmentation de la 
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proportion des neuroblastes (Map5+, β3tubuline+), suggère que la surexpression de Ngn3 

induit un engagement des cellules dans la voie de différenciation neuronale, ce qui est 

cohérent avec son caractère de gène proneural, son profil d’expression et son homologie avec 

les autres gènes à 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 gène Ngn3 n’est pas terminale, c’est-à-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 à la surexpression du 

gène. Jusqu’à présent, l’intérêt porté au gène 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 

à son activité au niveau du système nerveux sont disponibles pour permettre une comparaison. 

Néanmoins, son expression transitoire dans les précurseurs gliaux de la moelle épinière en 

développement et la diminution de l’expression du facteur Nkx2.2 induite par son 

inactivation suggère que le gène Ngn3 participe à la gliogenèse, et plus particulièrement à 

l’oligodendrogénèse (Lee et al., 2003). Or aucune variation des cellules gliales n’est mise en 

évidence dans nos conditions. Cette déficience pourrait se justifier par la chronologie des 

processus de différenciation qui suppose que la neurogenèse ait lieu avant la gliogenèse (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 l’analyse du phénotype. 

d) Effet de la surexpression du gène Mash1  

Dans la population TFH7 (Figure III-12 A), la surexpression du gène Mash1 :  

- 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 manière significative (Figure III-12 B) à la suite de 

la surexpression du gène Mash1. 

- induit une augmentation de la proportion des cellules neuroblastiques exprimant 

les marqueurs Map5 (de 19% à 43,7%) et β3tubuline (de 18,8% à 19,2%).  
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Figure III-12 : Effet de  la surexpression de Mash1 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 neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Mash1. Après 4 jours de culture dans un 
milieu supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Mash1 sur la différenciation des cellules in vitro.
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Figure III-12 : Effet de  la surexpression de Mash1 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 neurosphères en présence d’EGF et bFGF pendant 
respectivement 153 et 160 jours. Ils ont alors été ensemencés sur substrat adhérent en plaques 24 puits à une densité de 
1,2.105 cellules/puits et transduits avec 50 ng p24 de vecteur VSV-PGK-Mash1. Après 4 jours de culture dans un 
milieu supplémenté en bFGF, ils ont été fixés au paraformaldéhyde 4%  et caractérisés par immunocytochimie à l’aide 
d’anticorps dirigés contre les différents lignages du système nerveux central. La comparaison du phénotype obtenu 
avec celui des populations témoins transduites avec VSV-PGK-LacZ permet d’évaluer l’influence de la surexpression 
du gène Mash1 sur la différenciation des cellules in vitro.
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- induit une augmentation de la proportion des cellules A2B5+ (de 16,6% à 38,2%). 

Cet accroissement résulte à la fois d’une augmentation hautement significative de 

la proportion des progéniteurs gliaux A2B5+/Map5- (de 4,6% à 16,6%) et d’une 

augmentation très significative de la proportion des neuroblastes A2B5+/Map5+ 
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(de 12,1% à 21,6%) (Figure III-12 C). Notons également l’apparition de quelques 

pré-oligodendrocytes O4+ (Figure III-2) dans les populations de cellules 

surexprimant Mash1. 

- induit une diminution hautement significative de la proportion des neurones 

matures exprimant le marqueur Map2 (de 65% à 34%). 

Les résultats observés dans la population TFH6 diffèrent légèrement de ceux observés dans la 

population TFH7 (Figures III-12 D, E et F). En réponse à la surexpression du gène Mash1, la 

proportion de cellules Map2+ reste constante et au contraire, la proportion des cellules 

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

 

En conclusion, la surexpression de Mash1 dans les progéniteurs nerveux humains fœtaux 

induit une augmentation conjointe des progéniteurs neuronaux (Map5+ et/ou β3tubuline+) et 

des progéniteurs gliaux (A2B5+/Map5-). Des études récentes (Battiste et al., 2007; Parras et 

al., 2004; Parras et al., 2007) ont montré que Mash1 jouerait un rôle 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 hypothèse est 

confortée par l’apparition de cellules oligodendrocytaires plus matures exprimant le marqueur 

O4 suite à la surexpression de Mash1. Cependant, comme d’autres études chez la souris l’on 

suggéré (Parras et al., 2007), dans notre étude, Mash1 seul n’est pas suffisant pour induire la 

différenciation oligodendrocytaire terminale.  

La diminution de la proportion de cellules Map2+ suggère quant à elle que la surexpression 

de Mash1 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, l’étude de Carlos Parras fournit certaines informations qui suggèrent que 

l’hypothèse de la mort cellulaire est la plus plausible (Parras et al., 2004). En effet, lorsque 

Ngn2 est remplacé par Mash1, leur capacité différente à engager la transition de l’état 

prolifératif vers la différenciation conduit à un excès de prolifération et/ou à un retard de 

différenciation, qui peuvent interférer avec la survie des cellules.  

 

Dans une perspective d’homogénéisation des populations, l’ensemble des gènes 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 β3tubuline+) et/ou tardif (Map2+) associée à une diminution plus ou 

moins marquée de la proportion de cellules immatures. Ainsi, quel que soit le gène utilisé, la 

population neuronale représente au moins la moitié de la population globale après 4 jours de 

surexpression. La proportion la plus importante est atteinte avec le gène Ngn2 qui permet 

d’obtenir au moins 78% de cellules exprimant le marqueur Map2. Par surexpression des 

gènes proneuraux, le potentiel de différenciation des progéniteurs nerveux en culture semble 

donc être majoritairement restreint au lignage neuronal, ce qui permet d’envisager des 

expériences de transplantation substitutive dans un certain nombre de modèles animaux de 

lésion touchant spécifiquement les neurones. Cependant, comme nous venons de le 

démontrer, chacun de ces gènes agit différemment. En outre, ils semblent être impliqués dans 

la spécification de sous-types neuronaux différents (voir « Introduction »). Afin d’optimiser 

l’emploi de ces populations en thérapie cellulaire, il apparaît 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 à l’aide d’anticorps dirigés contre les 

principaux sous-types neuronaux. Ainsi, l’anticorps anti-dopamine β-hydroxylase (DBH) 

détectent les neurones adrénergiques, l’anti-sérotonine (5HT) les neurones sérotoninergiques, 

l’anti-glutamate décarboxylase isoforme 67 (GAD67) et l’anti-acide γ-aminobutyrique 

(GABA) les neurones GABAergiques, l’anti-Hb9 les motoneurones et l’anti-choline 

acétyltransférase (ChAT) les neurones cholinergiques. 

 

La population transduite avec le contrôle VSV-PGK-LacZ contient des neurones 

majoritairement GABAergiques (GAD67+ et/ou GABA+) parmi les cellules neuronales 

différenciées (Figure III-13 A). Ce résultat est en accord avec les données de Meena Jain qui 

démontre qu’une réactivité 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 être 

mentionnée. Par contre, aucun neurone sérotoninergique n’a été mis en évidence. 
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Dans la population surexprimant le gène Ngn1 (Figure III-13 B), aucun sous-type neuronal 

particulier n’est accentué comparativement à la population contrôle. Au contraire, certaines 

catégories de neurones, tels que les neurones adrénergiques, les neurones GABAergiques ou 

les motoneurones semblent disparaître, ce qui suggère que certaines cellules matures 
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pourraient soit mourir, soit se dédifférencier en réponse à la surexpression du gène. Seuls les 

neurones cholinergiques sont maintenus dans une proportion équivalente à celle de la 

population contrôle. 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 gène Ngn1 (Muramatsu et al., 2005). Une telle différence entre nos résultats 

et ceux de l’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 à partir de souris 

knock out pour le facteur de transcription p53 (Yamada et al., 1999). Or, cette protéine p53 

est connue pour jouer un rôle majeur dans les situations de stress, entraînant un arrêt de la 

division cellulaire et l’activation de la transcription d’un grand nombre de gènes. Ainsi, son 

absence pourrait donner lieu à une dérégulation cellulaire et conduire à une différenciation 

GABAergique ectopique en présence du gène Ngn1. Dans le cas des cellules dérivant de 

cultures primaires de télencéphale fœtal humain, la surexpression de Ngn1 in vitro ne semble 

pas stimuler l’apparition des marqueurs terminaux considérés. Au mieux, elle permet de 

restreindre, de manière privilégiée, le phénotype neuronal terminal aux neurones 

cholinergiques. Cependant, in vivo, le gène Ngn1 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 l’analyse ne permet de les détecter. Ainsi, afin de parfaire 

l’étude sur la différenciation terminale de la population surexprimant le gène Ngn1 et de 

justifier le maintien de la proportion des cellules Map2+ au sein de cette population (voir 

« Effet de la surexpression des gènes proneuraux sur la différenciation cellulaire »), il 

apparaît 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 là, aucune 

conclusion ne peut être tirée. 

 

Dans la population surexprimant le gène Ngn2 (Figure III-13 C), plusieurs sous-types 

neuronaux sont présents dans une proportion nettement plus importante que dans la 

population contrôle. Ainsi, les neurones cholinergiques, les motoneurones et les neurones 

GABAergiques sont clairement favorisés. De manière plus modérée, des neurones 

adrénergiques sont également détectés. Par contre, aucun neurone sérotoninergique n’est mis 

en évidence. De tels résultats sont en accord avec les données de la littérature qui indiquent 

que le gène Ngn2 peut induire la formation d’au moins cinq sous-types neuronaux différents 
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à partir de progéniteurs nerveux : des neurones sensoriels (Perez et al., 1999), des 

motoneurones avec la coopération de facteurs tels que Olig2, Isl1 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 gène Nurr1 (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 gène Ngn2 semble 

induire la maturation des neurones, comme nous l’avons déjà suggéré dans la première partie 

de l’étude (voir « Effet de la surexpression des gènes proneuraux sur la différenciation 

cellulaire »). Cependant, cette maturation n’entraîne pas l’apparition d’un phénotype terminal 

préférentiel.  

 

Dans la population surexprimant le gène Ngn3 (Figure III-13 D), les sous-types neuronaux 

mis en évidence sont très similaires à ceux obtenus lors de la surexpression du gène Ngn2, à 

savoir des neurones adrénergiques, des neurones cholinergiques, des motoneurones et des 

neurones GABAergiques. Cependant, les proportions diffèrent de manière significative. Ainsi, 

le phénotype GABAergique apparaît prépondérant et assez proche en densité de celle 

observée suite à la surexpression du gène Ngn2, tandis que les 3 autres phénotypes sont 

beaucoup plus clairsemés. Par conséquent, contrairement aux conclusions déduites de 

l’analyse du marqueur Map2, la surexpression du gène Ngn3 semble induire la 

différenciation terminale des cellules souches nerveuses fœtales en culture et cette 

surexpression pourrait avantager, de manière prioritaire, la formation de neurones 

GABAergiques, sans pour autant exclure totalement la production d’autres classes de 

neurones.  

 

Dans la population surexprimant le gène Mash1 (Figure III-13 E), les phénotypes 

cholinergiques, motoneurones et GABAergiques sont beaucoup plus prononcés que dans la 

population contrôle. D’autre part, la proportion des neurones cholinergiques et des 

motoneurones (qui peuvent constituer la même population) semble relativement moins élevée 

que lors de la surexpression du gène 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 

gène Mash1 dans les différentes régions du système 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 très analogues à celle développées in 

vivo sous l’influence de la protéine. Cependant, l’absence de cellules présentant un phénotype 

sérotoninergique atténue ce constat, puisque l’équipe de Jean-François Brunet a démontré que 

l’expression de Mash1 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 Pet1 dans cette formation suggère que l’environnement des cellules souches 

nerveuses fœtales humaines en culture n’est pas favorable à la production de neurones 

sérotoninergiques sous l’influence du gène Mash1. En définitive, la population obtenue est 

qualitativement très 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 gènes proneuraux possèdent la 

capacité d’engendrer des sous-types neuronaux particuliers. Cependant, en terme 

d’enrichissement des populations, après 4 jours de surexpression, aucun des quatre gènes 

proneuraux à motif bHLH ne permet d’homogénéiser, de façon exclusive, le phénotype 

terminal des populations neuronales. Bien que la progression de certains sous-types 

comparativement à certains autres constitue une évolution non négligeable et relativement en 

accord avec la littérature, l’environnement, à 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. Rôle du bFGF 

La présence de bFGF dans le milieu de culture classique des progéniteurs nerveux humains 

soulève un certain nombre d’interrogations. Son rôle en temps qu’agent mitogène consiste à 

stimuler la mitose et par conséquent à favoriser le maintien des cellules à un état indifférencié 

(Buc-Caron, 1995). Or par surexpression des gènes proneuraux, c’est l’étape inverse qui est 

encouragée. Il est donc important de prendre en considération l’influence potentielle de ce 

facteur de croissance sur le processus de différenciation induit par les gènes Ngn et Mash1. 

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’entraîne-t-il pas des conséquences 

annexes qui ne seraient pas attribuables aux facteurs de transcription ? 
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Afin de répondre à ces questions, les cellules neuroépithéliales extraites de l’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 à celle 

réalisée pour évaluer l’influence des gènes de différenciation en présence de bFGF, permet 

d’examiner l’influence couplée des gènes proneuraux et du bFGF sur la population TFH7.  

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

transduite 

Afin d’apprécier l’influence du bFGF sur le phénotype de la population TFH7, les cellules 

neuroépithéliales ont été cultivées, parallèlement en présence et en absence de bFGF, sur 

support adhérent en plaques 24 puits. Les cellules ont été fixées après 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, β3tubuline, 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 β3tubuline+ 

passent respectivement de 18,5% à 32,4% et de 19,6% à 26% (Figure III-14). Les proportions 

des autres marqueurs restent dans l’ensemble très proches de celles observées dans des 

conditions où le milieu est supplémenté en bFGF. Ainsi, l’augmentation très significative du 

pourcentage de cellules du lignage neuronal suggère soit que le bFGF inhibe exclusivement 

la différenciation neuronale et que son retrait va l’activer, soit que le bFGF inhibe la 

différenciation en général et que le lignage neuronal est le premier à être activé après 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-mêmes formés avant les 

oligodendrocytes. Des microcultures clonales de cellules souches nerveuses embryonnaires 

de souris ont montré que ce modèle était également valable in vitro (Qian et al., 1998; Qian et 

al., 2000). Ces données associées à la légère augmentation amorcée au niveau de la 

proportion des cellules GFAP+ suggèrent que l’hypothèse d’une inhibition globale de la 

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

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été amplifiées sous forme de neurosphères en 
milieu standard supplémenté en EGF et bFGF pendant 160 jours. Elles ont alors été ensemencées en plaques 24 
puits à une densité de 1,2.105 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 
l’autre partie par du milieu « N2 » standard dépourvu de bFGF. Après trois jours de culture, les cellules ont été
fixées puis caractérisées par immunocytochimie à l’aide d’anticorps dirigés contre les marqueurs des différents 
lignages du SNC (nestine, GFAP, A2B5, O4, Map5, β3tubuline, 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 
après comptage des cellules marquées.
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Figure III-14 : Influence du bFGF sur le phénotype cellulaire de la population TFH7

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été amplifiées sous forme de neurosphères en 
milieu standard supplémenté en EGF et bFGF pendant 160 jours. Elles ont alors été ensemencées en plaques 24 
puits à une densité de 1,2.105 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 
l’autre partie par du milieu « N2 » standard dépourvu de bFGF. Après trois jours de culture, les cellules ont été
fixées puis caractérisées par immunocytochimie à l’aide d’anticorps dirigés contre les marqueurs des différents 
lignages du SNC (nestine, GFAP, A2B5, O4, Map5, β3tubuline, 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 
après comptage des cellules marquées.
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2. Influence du bFGF après transduction des cellules avec le 

vecteur contrôle 

Pour évaluer les conséquences du retrait du bFGF sur la réponse des cellules après 

transduction, la population TFH7 transduite à l’aide du vecteur contrôle VSV-PGK-LacZ a 

été placée dans un milieu de culture dépourvu de bFGF, fixée en PFA 4% après 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) révèle un accroissement 

très significatif de la proportion des cellules du lignage astrocytaire GFAP+ (qui sont 

également majoritairement nestine+) et une diminution très significative de la proportion des 

cellules Ki67+. D’après la littérature, cette réaction cellulaire qui se traduit par une 

différenciation astrocytaire et un arrêt de la prolifération est un comportement classique face 

à 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 

suggèrent donc que le bFGF pourrait compenser les effets de la transduction. En effet, des 
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études récentes ont montré non seulement que l’expression du facteur de croissance 

fibroblastique bFGF était induite à 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 neurogenèse 

(Monfils 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 l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur substrat adhérent 
en plaques 24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, une partie des cellules a été transduite
avec 26 ng p24/cm² 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 l’effet de la transduction en elle-même sur les cellules en culture.
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Figure III-15 : Effet de la transduction sur les cellules TFH7 cultivées sans bFGF

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur substrat adhérent 
en plaques 24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, une partie des cellules a été transduite
avec 26 ng p24/cm² 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 l’effet de la transduction en elle-même sur les cellules en culture.

14,2
11,8

2,4

16,3
13,3

3,0

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

A2B5+ A2B5+/Map5- A2B5+/Map5+Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 c

el
lu

le
s 

(%
)

Non transduites
Transduites avec VSV-PGK-LacZ

A

B C

 

3. Effet de la surexpression des gènes proneuraux en absence 

de bFGF 

Afin d’évaluer l’effet combiné du retrait de bFGF et de la surexpression des gènes 

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 III-16 et IIII-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 gènes Ngn1 et Ngn3 (Figure III-16), ce qui coïncide avec 

une baisse de la prolifération comparativement à la population contrôle (cellules transduites 

avec VSV-PGK-LacZ et maintenues en bFGF). Avec le gène 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 même manière, 

lors de la surexpression de Mash1, le retrait du bFGF entraîne une diminution hautement 

significative (-70%) de la proportion de cellules Ki67+, alors qu’en présence de bFGF, cette 

proportion est maintenue à un niveau équivalent de celui de la population contrôle (Figure 

III-16).  

Figure III-16 : Effet de la surexpression des gènes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur support 
adhérent en plaques 24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, les  cellules ont été
transduites avec les différents vecteurs de différenciation (26 ng p24/cm²). 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 contrôle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet 
d’évaluer l’effet combiné du retrait de bFGF et de la surexpression des gènes proneuraux. 
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Figure III-16 : Effet de la surexpression des gènes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur support 
adhérent en plaques 24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, les  cellules ont été
transduites avec les différents vecteurs de différenciation (26 ng p24/cm²). 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 contrôle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet 
d’évaluer l’effet combiné du retrait de bFGF et de la surexpression des gènes proneuraux. 
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Ainsi, la suppression du bFGF du milieu de culture des progéniteurs nerveux fœtaux humains 

semble intensifier l’arrêt de la prolifération cellulaire induite par la surexpression des gènes 

proneuraux. Un tel effet est conforme aux différentes études, qui indiquent que bFGF jouerait 

un rôle 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 

l’expression de la β-caténine, co-activateur transcriptionnel de la voie wnt (Chenn and Walsh, 

2002; Israsena et al., 2004). En effet, il semblerait que la β-caténine encourage la 
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prolifération lorsque les conditions sont favorables (présence de bFGF) mais entraîne, à 

l’opposé, une sortie du cycle cellulaire dans des conditions de différenciation (absence de 

bFGF) (Israsena et al., 2004). D’autre part, il a été démontré que la β-caténine agit sur les 

promoteurs des gènes proneuraux à motif bHLH, tels que Ngn1, Ngn2 et dans une moindre 

mesure, Mash1 (Israsena et al., 2004), qui, à leur tour, vont encore induire un arrêt 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 également 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 gène donné (données non présentées). Les 

variations observées par rapport au contrôle sont donc très similaires avec ou sans bFGF (voir 

« Effet de la surexpression des gènes proneuraux en présence de bFGF »). Notons toutefois 

que suite à la surexpression du gène Mash1, la baisse de la proportion de cellules immatures 

passe de -13% en présence de bFGF à -33% en absence de bFGF. Cependant, cette variation 

n’est pas significative. Par conséquent, après 3 jours, l’absence de bFGF lors de la 

surexpression des gènes proneuraux ne semble pas avoir de profondes conséquences au 

niveau des cellules indifférenciées.  

Au contraire, les proportions de cellules astrocytaires nestine+/GFAP+ croissent de manière 

significative en absence de bFGF (Figure III-17). Ainsi, par rapport au contrôle, la proportion 

de cellules astrocytaires augmente de 71% lors de la surexpression du gène Ngn1, de 126% 

avec le gène Ngn2, de 77% avec le gène Ngn3 et de 74% avec le gène Mash1. Pour les gènes 

Ngn1, Ngn3 et Mash1, ces variations sont très comparables et pourraient refléter l’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 gène 

Ngn2, la différence plus importante semble combiner à la fois l’effet du bFGF et celui du 

gène proneural qui, comme nous l’avons vu précédemment, entraîne une augmentation de la 

proportion des cellules du lignage astrocytaire.  

Concernant le marqueur A2B5, les variations par rapport au contrôle sont identiques avec ou 

sans bFGF quel que soit le gène considéré (données non présentées). Cependant, parmi ces 

cellules A2B5+, la fraction de progéniteurs gliaux (potentiellement oligodendrocytaires) 

A2B5+/Map5- augmente, de manière significative, en absence de bFGF lors de la 

surexpression des gènes Ngn2 et Ngn3 (Figure III-17). A l’opposé, la fraction de cellules 
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neuroblastiques A2B5+/Map5+ reste relativement constante pour un gène donné quand le 

bFGF est retiré du milieu de culture (données non présentées). La suppression du bFGF 

associée à la surexpression des gènes Ngn2 et Ngn3 semble donc induire un engagement vers 

le lignage glial inexistant en présence de bFGF.  

 

Figure III-17: Effet de la surexpression des gènes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur sustrat adhérent en plaques 
24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, les  cellules ont été transduites avec les différents vecteurs de 
différenciation (26 ng p24/cm²). 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 contrôle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet d’évaluer l’effet combiné du 
retrait de bFGF et de la surexpression des gènes proneuraux.
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Figure III-17: Effet de la surexpression des gènes proneuraux en absence de bFGF.

Les cellules neuroépithéliales extraites de l’embryon TFH7 ont été dissociées et ensemencées sur sustrat adhérent en plaques 
24 puits à une densité de 1,2.105 cellules/puits. Après 4 jours, les  cellules ont été transduites avec les différents vecteurs de 
différenciation (26 ng p24/cm²). 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 contrôle VSV-PGK-LacZ et maintenue en présence de bFGF permet d’évaluer l’effet combiné du 
retrait de bFGF et de la surexpression des gènes proneuraux.
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De tels résultats peuvent être mis en parallèle des travaux de Siddharthan Chandran qui 

démontrent que des cellules souches dérivant de la moelle épinière dorsale d’embryons de rat, 

cultivées en présence de bFGF, peuvent donner naissance à des cellules du lignage 

oligodendrocytaire lorsqu’elles sont placées dans des conditions de différenciation, c’est-à-

dire lors du retrait de l’agent mitogène. 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 « apprêter » les cellules et influencer leur potentiel de 

différenciation.  
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D’autre part, nos résultats concernant les précurseurs gliaux peuvent être rapprochés des 

travaux de Jeffrey Lee qui suggère que Ngn3 participe à la gliogenèse, et plus 

particulièrement à l’oligodendrogénèse, dans la moelle épinière de vertébré en 

développement (Lee et al., 2003). Remarquons, par ailleurs, que l’engagement vers la voie de 

différenciation gliale (potentiellement oligodendrocytaire) mise en évidence lors de la 

surexpression du gène Mash1 (voir « Effet de la surexpression de Mash1 ») est maintenue 

mais non accentuée lorsque le bFGF est retiré du milieu de culture (Figure III-17).  

Si l’on considère enfin les marqueurs neuronaux, on constate que lors de la surexpression des 

différents gènes proneuraux, les proportions de cellules Map5+ sont très proches en présence 

et en absence de bFGF (Figure III-17), ce qui signifie que, pour un gène donné, les variations 

par rapport au contrôle sont sensiblement les mêmes (+104% avec le gène Ngn1, +97% avec 

le gène Ngn2, +96% avec le gène Ngn3 et +123% avec le gène Mash1). Des résultats 

similaires sont observés pour les cellules β3tubuline+ (données non présentées). Ainsi, les 

progressions à la hausse des populations de neurones précoces, mises en évidence lorsque les 

paramètres varient séparément, (voir « Effet du bFGF sur le phénotype de la population 

TFH7 non transduite » et « Effet des gènes proneuraux sur la différenciation cellulaire ») ne 

semblent pas s’additionner lorsque les paramètres varient de façon combinée (retrait du bFGF 

associée à la surexpression des gènes proneuraux). Les valeurs comparables, obtenues avec et 

sans bFGF, pourraient indiquer que l’enrichissement est préférentiellement dû à la 

surexpression des gènes proneuraux. Effectivement, l’action des gènes proneuraux est 

postérieure à celle du bFGF dans la chronologie de la signalisation cellulaire (action via la β-

caténine) (Israsena et al., 2004) et les concentrations élevées en gènes proneuraux induites 

par la surexpression ont un impact probablement prédominant par rapport au bFGF, dont 

l’effet dans l’engagement neuronal passe finalement inaperçu. Ainsi, comme l’ont démontré 

Nelson et Svendsen, la présence à très faible dose (voire l’absence) de bFGF, est suffisante 

pour induire la neurogenèse, mais pas essentielle (Nelson and Svendsen, 2006; Qian et al., 

1997). Malgré ces données, discriminer l’effet individuel de chacun des facteurs s’avère, 

néanmoins, être une opération délicate.  

Lors de la surexpression des gènes proneuraux, la proportion des cellules exprimant le 

marqueur Map2 en absence de bFGF ne varie pas de manière significative par rapport au 

contrôle (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 gène Ngn2 et 

une diminution significative lors de la surexpression des gènes Ngn3 et Mash1. Ainsi, lors de 

la surexpression du gène Ngn2, l’absence de bFGF semble inhiber la maturation neuronale et 
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à l’opposé, lors de la surexpression des gènes Ngn3 et Mash1, l’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 l’action de bFGF sur la β-caténine, dont l’activité 

sur la transcription des gènes proneuraux varie d’un gène à l’autre (Israsena et al., 2004). 

Cependant, si on admet que l’influence du bFGF sur la différenciation neuronale est 

négligeable comparativement à la surexpression des gènes proneuraux (pas de variations des 

marqueurs Map5 et β3tubuline), la justification de ces variabilités repose vraisemblablement 

sur les mécanismes d’action impliqués dans l’activité des gènes pronauraux et/ou l’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 gène proneural 

surexprimé. Ainsi, il n’entraîne aucune variation majeure du phénotype des cellules 

surexprimant le gène Ngn1 qui s’orientent principalement vers le lignage neuronal. Avec le 

gène Ngn2, l’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 gènes Ngn3 et Mash1 se 

dirigent à 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-à-dire du type de pathologies ciblé. 
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II. Spécificité des promoteurs des différents lignages 

Dans le but d’enrichir les cultures de progéniteurs nerveux en un type cellulaire donné, une 

deuxième stratégie vise à sélectionner et à purifier par FACS les cellules d’intérêt. Ceci peut 

être effectué à l’aide de vecteurs traceurs exprimant des protéines fluorescentes sous le 

contrôle de promoteurs spécifiques des différents lignages d’intérêt. Ainsi, nous avons 

construit des vecteurs codant soit l’eGFP, soit l’eYFP sous le contrôle 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 succès 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 prélèvement 

TFH6 âgé 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 à transduire des cellules en 

culture 

Afin d’évaluer l’efficacité de transduction des vecteurs traceurs in vitro, les progéniteurs 

nerveux humains TFH6 ont été amplifiés 133 jours sous forme de neurosphères 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 à l’aide d’anticorps anti-eGFP (ou eYFP) montre que le 

pourcentage de cellules fluorescentes augmente avec la quantité de vecteur selon des 

progressions logarithmiques (Figure III-18 A). Les courbes atteignent un plateau pour la dose 

maximale de vecteur de 50 ng de p24 (5,4 ng p24/cm²). A cette dose, 58% des cellules 

expriment le transgène avec le promoteur Synapsine, 35,3% avec le promoteur Nestine, 

33,3% avec le promoteur GFAP associé à l’enveloppe VSV et 10,7% avec le promoteur 

GFAP associé à l’enveloppe Mokola. Ces différents pourcentages sont la résultante d’une 

combinaison de plusieurs facteurs : i) l’efficacité d’entrée du vecteur dans la cellule, qui 

dépend entre autres de l’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 l’ADN viral (c’est-

à-dire ici, de la taille du promoteur utilisé), iii) le promoteur utilisé, qui ne s’exprime pas de 

la même façon selon le type cellulaire transduit. 

Figure III-18 Efficacité de transduction des vecteurs traceurs

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

A- L’analyse immunocytochimique à l’aide d’un anticorps anti-eGFP/eYFP a mis en évidence les cellules exprimant les 
protéines eGFP et eYFP (coloration verte) sous le contrôle 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 à exciter les cellules en suspension à une longueur d’onde de 488 nm et à 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. 
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doses croissantes de vecteurs traceurs

A- L’analyse immunocytochimique à l’aide d’un anticorps anti-eGFP/eYFP a mis en évidence les cellules exprimant les 
protéines eGFP et eYFP (coloration verte) sous le contrôle 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 à exciter les cellules en suspension à une longueur d’onde de 488 nm et à 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. 
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En parallèle, nous avons évalué la moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) dans les 

cellules après 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 III-18 B). En revanche, elle varie selon 

le promoteur utilisé (Figure III-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 

l’enveloppe Mokola, de 71 avec le promoteur GFAP avec l’enveloppe VSV et de 95 pour le 

promoteur Synapsine. Ces différences peuvent refléter à la fois le nombre de copies intégrées 

dans le génome et l’activité de chaque promoteur. 

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

progéniteurs nerveux humains en culture. 

 

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

promoteurs 

Pour légitimer l’utilisation des vecteurs traceurs dans une stratégie de tri cellulaire, les 

promoteurs des différents lignages (Synapsine, Nestine et GFAP) doivent démontrer leur 

capacité à exprimer les protéines fluorescentes principalement dans les cellules du lignage 

leur correspondant. Par conséquent, les cellules de la population TFH6 amplifiées sous forme 

de neurosphères, transduites avec des doses croissantes de vecteurs traceurs et fixées après 15 

jours ont été analysées par immunocytochimie à l’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-β3tubuline pour le lignage neuronal ; anti-CNPase 

pour le lignage oligodendrocytaire. Afin de faciliter l’étude, la fluorescence native a été 

intensifiée par l’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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Figure III-19 : Phénotype des cellules TFH6 exprimant les protéines rapportrices.

Les promoteurs spécifiques des différents lignages du système nerveux central,  le promoteur Synapsine, le 
promoteur Nestine et le promoteur GFAP, permettent l’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 
à l’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 β3tubuline (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)
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Figure III-19 : Phénotype des cellules TFH6 exprimant les protéines rapportrices.

Les promoteurs spécifiques des différents lignages du système nerveux central,  le promoteur Synapsine, le 
promoteur Nestine et le promoteur GFAP, permettent l’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 
à l’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 β3tubuline (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 à une 

dose de 50 ng p24/puits 

D’après les résultats sur l’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 à celui de la population TFH6 globale (Figure III-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 β3tubuline 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 transgène (population GFP+), les cellules exprimant 

chaque marqueur (nestine, GFAP, Map5, β3tubuline et CNPase) ont été recensées par 

comptage systématique des cellules doublement marquées (Figure III-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 à 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 à la population globale. D’une manière 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 contrôle du promoteur 

Synapsine (Figure III-20 B), seuls 13 et 16% expriment les marqueurs Map5 et β3tubuline, 

qui signent leur appartenance au lignage neuronal (c’est-à-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 suggère que le promoteur Synapsine 

n’induit aucune expression préférentielle (dans un type cellulaire par rapport à un autre). Le 

promoteur Synapsine n’est donc pas spécifique à la dose de vecteur utilisée. Dans une 

perspective de tri cellulaire, l’utilisation de ce promoteur ne présente donc aucun intérêt à une 

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

Les progéniteurs nerveux isolés de l’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphères pendant 133 
jours puis transduits avec  5,4 ng p24/cm² de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours après 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 contrôle des différents promoteurs : le promoteur Synapsine 
(B), le promoteur Nestine (C), le promoteur GFAP associé à l’enveloppe VSV (D) et le promoteur GFAP associé à
l’enveloppe Mokola (E). La spécificité d’expression a été comparée au phénotype global de la population TFH6 
(A). 
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Figure III-20 : Phénotype des cellules transduites avec les vecteurs traceurs

Les progéniteurs nerveux isolés de l’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphères pendant 133 
jours puis transduits avec  5,4 ng p24/cm² de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours après 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 contrôle des différents promoteurs : le promoteur Synapsine 
(B), le promoteur Nestine (C), le promoteur GFAP associé à l’enveloppe VSV (D) et le promoteur GFAP associé à
l’enveloppe Mokola (E). La spécificité d’expression a été comparée au phénotype global de la population TFH6 
(A). 
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*Cellules transduites avec le vecteur VSV-Nestine-eYFP 

Dans la population TFH6 exprimant la protéine eYFP sous le contrôle du promoteur Nestine 

(Figure III-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 être considéré comme spécifique. En effet, la proportion de cellules nestine+ 

augmente très significativement dans la population eYFP+ par rapport à la population globale. 
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En revanche, la proportion de cellules β3tubuline+ diminue de façon 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 première 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 contrôle du promoteur GFAP 

(Figure III-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 β3tubuline. 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 être mise en évidence par rapport à la population globale, ainsi qu’une 

diminution très significative de la proportion des cellules Map5+ et β3tubuline+. 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 l’avons évoqué ci-dessus, la majorité des cellules GFAP+ 

est également nestine+, il est très vraisemblable que les deux fractions cellulaires qui varient , 

nestine+ et GFAP+, soient en fait constituées par les mêmes cellules GFAP+/nestine+. Il 

reste néanmoins une large proportion de cellules nestine+ qui ne sont pas GFAP+ (30%) et 

qui expriment le gène rapporteur de façon non spécifique.  

 

Ainsi, l’augmentation de la proportion, dans la population eGFP+, des cellules co-exprimant 

le marqueur GFAP et le marqueur nestine, associée à une diminution de la proportion des 

cellules du lignage neuronal, suggère que le promoteur GFAP fonctionne de manière 

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, 

l’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 rôle important, au moment de la transduction, dans le ciblage du 

type de cellule qui intégrera l’ADN viral (tropisme*). Dans un objectif de tri cellulaire, cette 

étape initiale peut donc avoir des conséquences directes sur les proportions de cellules qui 

exprimeront ou non les protéines rapportrices. Pour accroître la spécificité du vecteur 

exprimant la protéine eGFP sous le contrôle du promoteur GFAP, l’enveloppe VSV 

permettant une transduction pantropique* a été remplacée par l’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 III-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 β3tubuline. Ainsi, 66% des cellules eGFP+ n’appartiennent pas au lignage du 

promoteur GFAP. Dans la population eGFP+, la proportion des cellules Map5+ et 

β3tubuline+ diminue de façon significative par rapport à 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 même sens que celles observées avec le vecteur VSV-

GFAP-eGFP.  

 

Ainsi, les résultats obtenus avec les vecteurs à enveloppe Mokola sont très similaires à ceux 

obtenus avec les vecteurs à enveloppe VSV. Dans une perspective de tri cellulaire, 

l’enveloppe Mokola n’apporte pas d’amélioration par rapport à l’enveloppe VSV.  

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

Comme nous l’avons vu, trois vecteurs traceurs sur quatre expriment le transgène de façon 

non spécifique dans des cellules appartenant à un lignage différent de celui du promoteur 

utilisé. Cette non-spécificité peut être liée à plusieurs facteurs :  

i) la taille du promoteur. Il influe sur l’efficacité d’entrée du vecteur dans la 

cellule et son intégration dans le génome.  

ii) le site d’intégration du transgène dans le génome de l’hôte. 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 

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

élevé de transgènes augmente les risques d’intégration dans des zones de 

transcription active. 

iv) l’absence de certaines séquences régulatrices du promoteur. Pour une 

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

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

régions indispensables à leur bon fonctionnement en transcription. Ainsi les 

promoteurs que nous utilisons ne possèdent pas l’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 III-21 : Analyse de la spécificité des promoteurs en fonction de la dose de vecteur traceur utilisée

Les progéniteurs nerveux isolés de l’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphères pendant 133 
jours puis trasnduits avec des doses décroissantes de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours après 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 à l’enveloppe VSV (C) et le promoteur GFAP associé à l’enveloppe Mokola (D) a ainsi été testé
pour sa spécificité d’expression dans les cellules des différents lignages du SNC.  
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Figure III-21 : Analyse de la spécificité des promoteurs en fonction de la dose de vecteur traceur utilisée

Les progéniteurs nerveux isolés de l’embryon TFH6 ont été amplifiés sous forme de neurosphères pendant 133 
jours puis trasnduits avec des doses décroissantes de vecteurs traceurs. Fixés 15 jours après 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 à l’enveloppe VSV (C) et le promoteur GFAP associé à l’enveloppe Mokola (D) a ainsi été testé
pour sa spécificité d’expression dans les cellules des différents lignages du SNC.  
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Dans notre étude, le seul aspect aisément modifiable afin d’accroître la spécificité 

d’expression des différents promoteurs consiste à 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 l’effet de la dose de vecteurs sur la spécificité des promoteurs, des 

analyses phénotypiques similaires à 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 III-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 être mentionnées. La première concerne le promoteur Synapsine 

(Figure III-21 A). A une dose de 5 ng p24 de vecteur, la proportion des cellules exprimant le 

marqueur β3tubuline atteint 36%, soit plus du double de la valeur observée aux doses 

supérieures de vecteur. La seconde déviation concerne le promoteur GFAP associé à 

l’enveloppe Mokola (Figure III-21 D). A une dose de 5 ng p24 de vecteur, la proportion des 

cellules exprimant le marqueur GFAP s’élève à 65% soit plus du double de la valeur 

observée aux doses supérieures. Cette valeur est supérieure au pourcentage de cellules 

nestine+, ce qui suggère qu’à une telle dose la spécificité d’expression s’est affranchie des 

cellules nestine+/GFAP-. 

 

En conclusion, l’absence de variation phénotypique majeure à des doses plus faibles de 

vecteur suggère 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 à l’enveloppe VSV et l’augmentation de la proportion des 

cellules du lignage astrocytaire avec le promoteur GFAP associé à l’enveloppe Mokola 

indiquent qu’à des doses très faibles, la spécificité d’expression de ces promoteurs est très 

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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La thérapie cellulaire constitue l’une des stratégies les plus prometteuses pour le traitement 

d’un grand nombre de pathologies du SNC. Cependant, cette discipline n’en est qu’à ses 

balbutiements et requiert encore certains ajustements, en particulier concernant le choix des 

cellules à 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 thèse, deux méthodes ont 

donc été abordées afin d’enrichir des populations de progéniteurs nerveux fœtaux humains en 

un type cellulaire donné : la première consiste à induire la différenciation des cellules vers un 

phénotype choisi ; la seconde consiste à sélectionner un type cellulaire d’intérêt. 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. Première stratégie : orientation de la différenciation des 

progéniteurs nerveux humains par surexpression de gènes 

proneuraux  

A. Effets comparés des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 

L’orientation de la différenciation des cellules humaines s’est fondée sur les connaissances 

que nous avons du rôle des gènes proneuraux à 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 suggèrent aussi leur implication dans la gliogenèse 

(Sun et al., 2001) et dans l’arrêt du cycle cellulaire (Farah et al., 2000). Ainsi, nous avons 

évalué l’effet de la surexpression des gènes Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 sur la prolifération 

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

1. Effet sur la prolifération des cellules 

Nous avons montré que la surexpression des Ngn induit une diminution de la prolifération, 

particulièrement marquée pour les gènes Ngn1 et Ngn3, alors que la surexpression de Mash1 

ne semble pas avoir d’effet majeur sur cette caractéristique. Cette divergence fonctionnelle 
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entre les différents gènes proneuraux pourrait être le reflet de propriétés intrinsèques 

individuelles. En culture, tout comme in vivo, la voie de signalisation du facteur Notch est 

activée (Oishi et al., 2004) par l’expression des gènes proneuraux. Comme nous l’avons décrit 

dans l’introduction, elle régule ainsi  leur activité par des mécanismes de rétrocontrôle. Or, 

Mash1 présente une sensibilité accrue, par rapport aux Ngn, à l’inhibition latérale induite par 

cette voie Notch (Lo et al., 2002). Ceci justifie que les cellules surexprimant ce gène sortent 

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

2. Effet sur la différenciation des cellules 

La surexpression des quatre gènes proneuraux testés induit une diminution de la proportion 

des cellules immatures dans les cultures, en parallèle d’une différenciation majoritairement 

neuronale des populations cellulaires. Ces résultats sont en accord avec le rôle commun de ces 

facteurs de transcription au cours de la neurogénèse (Jan and Jan, 1994). Malgré cette 

tendance identique pour tous les gènes, nous avons toutefois mis en évidence des effets 

propres à chacun. Ainsi, Ngn1 et Ngn3 conduisent exclusivement vers un phénotype neuronal 

des cellules sans effet sur la population gliale. En revanche, Ngn2 apparaît impliqué à 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 même manière, la surexpression du gène Mash1 accroît la 

proportion des cellules neuronales et simultanément, celle des progéniteurs gliaux A2B5+, 

connus pour se différencier en astrocytes et oligodendrocytes après greffe dans un modèle de 

démyélinisation du corps calleux (Windrem et al., 2002). D’autre part, des travaux récents 

montrent l’implication du gène Mash1 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 système, la 

proportion de pré-oligodendrocytes O4+ reste très faible et la surexpression du gène Mash1 

seul ne paraît pas suffisante pour stimuler la différenciation terminale des oligodendrocytes. 

Ces résultats, qui avaient déjà été suggérés, chez la souris, par des expériences de gain et de 

perte de fonction pour le gène Mash1 (Parras et al., 2007), indiquent que d’autres facteurs 

pourraient être nécessaires pour la différenciation oligodendrocytaire. Notamment, le facteur à 

motif bHLH Olig2 pourrait agir en association avec Mash1 dans ce processus (Hack et al., 

2004; Parras et al., 2007). Il serait donc intéressant d’évaluer l’influence de la co-expression 
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des gènes Mash1 et Olig2, dans les progéniteurs nerveux humains en culture, sur leur capacité 

à engendrer des oligodendrocytes.  

3. Phénotype terminal des cellules 

La différenciation des cellules humaines suite à la surexpression des gènes 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 gènes Ngn et Mash1 soient connus pour avoir des rôles distincts dans la 

spécification des différents types neuronaux au cours du développement (Lo et al., 2002), 

aucun de ces gènes n’est suffisant pour induire la différenciation d’un seul sous-type neuronal 

dans notre système. En effet, les gènes Ngn2 et Mash1, par exemple, engendrent aussi bien 

des neurones cholinergiques, que des neurones GABAergiques ou des motoneurones. De 

façon similaire, avec les gènes Ngn1 et Ngn3, si les phénotypes cholinergiques et 

GABAergiques apparaissent respectivement prépondérants, ils ne sont cependant pas 

exclusifs.  

 

Il est probable que l’incapacité des gènes proneuraux à engendrer un sous-type neuronal 

marqué soit le résultat de l’absence ou de la présence inappropriée de facteurs dans 

l’environnement des cellules. En effet, au cours du développement, les différents types 

cellulaires prennent naissance en réponse à un programme intrinsèque et à une interaction très 

étroite avec l’environnement. En revanche, lors de la mise en culture in vitro, les cellules 

souches nerveuses fœtales humaines sont isolées, c’est-à-dire sorties de leur contexte 

environnemental et placées dans un système très différent de celui qu’elles connaissaient in 

situ.  

 

Notamment, dans le système nerveux en développement, des gradients dorso-ventraux de 

morphogènes induisent l’expression de différents gènes de position à homéodomaine, qui 

influencent largement la différenciation cellulaire. Ainsi, des protéines, telles que Pax2, Pax6, 

Phox2a, Phox2b ou Nkx2.2 possèdent la capacité de stimuler ou d’inhiber, de façon 

spécifique, les gènes bHLH, Ngn1, Ngn2, Ngn3, Mash1, Olig2, Id1 et Hes1, entraînant 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 associé avec Nkx2.2, il définit à la fois des sous-populations neuronales et 
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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 même 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 très précise de facteurs modulant l’activité des gènes proneuraux. Les 

protéines à motif bHLH apparaissent donc plutôt comme des facteurs permissifs qui sont 

nécessaires à 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 à motif bHLH permette d’engendrer 

l’ensemble des sous-types cellulaires nerveux présents dans l’organisme. In vitro, ces signaux 

différentiels disparaissent laissant place à un milieu homogène dans lequel les signaux et les 

régulations fines sont altérés.  

 

Des études 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 (fœtales ou adultes), c’est-à-dire l’acquisition ou la réacquisition de capacités 

de différenciation qu’elles ne possédaient pas (ou plus) au moment où 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 entraîneraient l’apparition de phénotypes aberrants 

(Dromard et al., 2007) d’où, 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 l’effet des gènes proneuraux 

Au regard de cette influence majeure de l’environnement sur le devenir des cellules, l’une des 

questions cruciales concernant la différenciation des progéniteurs nerveux humains par 

surexpression des gènes proneuraux résidait dans le choix du milieu de culture dans lequel 

maintenir les cellules après transduction avec les différents vecteurs de différenciation. Nous 

avons donc évalué l’influence bFGF sur la différenciation induite par les différents gènes à 

motif bHLH en maintenant les cellules avec ou sans bFGF après transduction. Peu de 
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variations ont réellement été mises en évidence entre les différentes conditions de culture. 

Notons néanmoins qu’en absence de bFGF, la proportion de cellules astrocytaires est 

accentuée avec l’ensemble des gènes proneuraux, tout comme la proportion de progéniteurs 

gliaux A2B5+/Map5- avec les gènes Ngn2 et Ngn3. Dans une perspective thérapeutique 

visant les maladies neurodégénératives, la greffe de cellules astrocytaires apparaît parfois 

délétère (Fricker et al., 1999; Geloso et al., 2007). Ainsi, malgré un léger accroissement de la 

proportion de neurones différenciés avec les gènes Ngn3 et Mash1, il semble préférable de 

conserver les cellules en présence de bFGF.  

 

B. Pathologies ciblées 

La surexpression des gènes 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 gène surexprimé.  

 

Le phénotype GABAergique étant prépondérant dans les différentes populations et 

particulièrement marqué dans les cellules transduites avec le vecteur exprimant le gène Ngn2, 

notre stratégie apparaît 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’à présent (Bachoud-Levi et al., 2006; Bachoud-Levi et al., 2000). 

 

Cependant, la proportion importante de motoneurones au sein des cellules surexprimant le 

gène Mash1 suppose aussi une application potentiellement performante dans le traitement des 

lésions de la moelle épinière. Dans le cadre d’un projet européen visant à traiter ce 

traumatisme, nous avons d’ores et déjà planifié de greffer de telles cellules dans des modèles 

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 gènes 

Mash1 et Olig2 s’avère efficace pour l’induction de la différenciation oligodendrocytaire, elle 
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pourrait alors être profitable au cours des transplantations au niveau de la moelle. En outre, les 

cellules obtenues pourraient, également, être 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 gènes proneuraux 

L’effet de la surexpression a été examiné 4 jours après transduction. Or l’action des facteurs 

de transcription fait suite à la pénétration du vecteur dans la cellule, à l’intégration de ce 

dernier dans le génome et à  la mise en place des boucles de rétrocontrôle qui régulent le 

« timing » de la neurogenèse et de la gliogenèse et qui permettent d’aboutir aux différents 

sous-types cellulaires (Anderson, 1999; Pattyn et al., 2000). Leurs mécanismes nécessitent 

donc un délai pour être activés et pour s’acheminer vers la réponse finale. Après 4 jours de 

surexpression, il est fort probable que l’effet que nous observons ne soit qu’une ébauche de la 

réaction cellulaire induite par les protéines proneurales. Comme nous l’avons suggéré à 

plusieurs reprises dans la partie « Résultats », un allongement de la durée de surexpression 

des gènes proneuraux apporterait donc des précisions intéressantes, relatives notamment à 

l’influence du gène Mash1 sur la prolifération cellulaire, à celle des gènes Ngn1 et Ngn3 sur 

la différenciation gliale et à celle des gènes proneuraux, en général, sur la spécification 

neuronale. Idéalement, la fixation des cellules devrait avoir lieu au moins 8 jours après 

transduction. In situ, ce délai correspond au temps nécessaire à 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 très fines, 

dépendantes des doses et de la chronologie d’expression des différents facteurs de 

transcription. Notamment, afin de permettre à la différenciation terminale de s’accomplir 

correctement, une réduction voire une extinction de l’expression des gènes proneuraux est 

nécessaire après un temps donné. Or dans notre système, l’expression des transgènes est 

induite par un promoteur ubiquitaire* fort, que les facteurs intrinsèques 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, l’utilisation de vecteurs lentiviraux inductibles permettrait de circonscrire le 

problème de l’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 

transgène grâce à des doses variables de tétracycline et d’éteindre l’expression de celui-ci si 

nécessaire.  

3. Phénotype in vivo difficilement prévisible 

Les données de la littérature suggèrent qu’après greffe chez l’animal, l’évolution des cellules 

non génétiquement modifiées dépendra très largement de l’environnement cellulaire au 

niveau du site d’injection. Ainsi, les cellules se différencient préférentiellement en neurones 

dans les zones de neurogénèse et en astrocytes dans un environnement quiescent (Fricker et 

al., 1999). Cependant, une modification génétique entraînant la surexpression de facteurs de 

transcription modifie les propriétés intrinsèques des cellules, et leur réponse à 

l’environnement peut en être profondément bouleversée. Ainsi, après transfection avec le 

gène Ngn1, 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 après greffe dans le cortex de souris adultes (Muramatsu et al., 

2005). Dans ce cas, l’information fournie de manière intrinsèque à la cellule prime donc sur 

les signaux environnementaux.  

 

D’autres études, en revanche, montrent que malgré l’instruction des cellules in vitro, celles-ci 

restent sensibles à l’environnement. C’est, en effet, ce que l’équipe de Jonas Frisen met en 

évidence lors de greffes dans un modèle de lésion de la moelle épinière. Dans leur étude, 90% 

des cellules nerveuses adultes surexprimant le gène Ngn2 in vitro deviennent des neurones 

(Falk et al., 2002). Cependant, quand ces mêmes cellules sont greffées dans la moelle lésée, 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 modèles animaux. La 

méthode expérimentale empirique semble donc être le seul moyen de connaître précisément 

les bienfaits que l’orientation de la différenciation cellulaire in vitro peuvent apporter en 

thérapie cellulaire. 
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II. Seconde stratégie : tri des cellules d’intérêt par expression 

d’une protéine rapportrice sous le contrôle 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 à différents lignages du 

SNC (respectivement cellules immatures, lignage neuronal et lignage astrocytaire) à diriger 

spécifiquement l’expression d’une protéine fluorescente (eYFP ou eGFP) dans les cellules 

souches et progénitrices fœtales humaines après transduction avec des vecteurs lentiviraux. 

Dans notre système expérimental (cellules humaines en culture, vecteurs lentiviraux, 

expression à 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 l’expression dans les cellules. 

 

A. Justification de la non-spécificité 

Le choix des différents promoteurs utilisés était fondé sur des expériences antérieures ayant 

démontré leur capacité à diriger l’expression spécifique du transgène dans le lignage 

considéré (Jakobsson et al., 2003; Kugler et al., 2001; Roy et al., 2000a). Toutefois, les 

systèmes expérimentaux précédemment mis en œuvre 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 

fœtales humaines de manière quantitative (Keyoung et al., 2001; Roy et al., 2000a). Pour les 

promoteurs Synapsine et GFAP, l’évaluation de la spécificité a été essentiellement qualitative 

et a fait intervenir des cultures primaires fœtales 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 fœtales humaines. Or comme nous 

l’avons vu avec les protéines proneurales et la différenciation, l’environnement cellulaire peut 

influer de manière importante sur la transcription des gènes. Les promoteurs sont les 

premières cibles de cette régulation.  
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Le système vectoriel peut également jouer un rôle essentiel dans la variabilité de la spécificité. 

Si le promoteur GFAP a auparavant été inséré et évalué dans des vecteurs lentiviraux 

analogues à 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’intègrent pas dans le génome et induisent une expression transitoire du transgène 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 transgène 

et le nombre de copies intégrées dans le génome de l’hôte peuvent être sources d’interférences, 

qui conditionnent la spécificité. Ces incidences peuvent, de surcroît, être accentuées par les 

caractéristiques du promoteur en lui-même, c’est-à-dire en particulier sa taille et la présence 

ou non de séquences régulatrices. Un petit promoteur facilite l’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 à 

diriger l’expression, d’où 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 système, l’utilisation de l’enveloppe Mokola n’a pas permis de 

cibler plus spécifiquement l’expression de la protéine rapportrice dans les cellules GFAP+. Or, 

selon des résultats obtenus dans notre laboratoire (Brizard et al, en préparation), l’utilisation 

de cette enveloppe restreint l’expression du transgène aux cellules astrocytaires après 

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 connaît pas le récepteur cellulaire 

de la protéine Mokola. Il est possible que ce récepteur ne soit pas exprimé spécifiquement à la 

surface des astrocytes dans les cellules humaines ; il est également envisageable qu’il soit 

exprimé de façon aberrante in vitro. 

 

B. Brèche 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, l’expression de la protéine rapportrice était bien localisée à 81% dans des 
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cellules nestine+. Ces résultats corroborent les données obtenues par l’équipe de Steven 

Goldman (Keyoung et al., 2001) qui réalise une sélection de cellules nestine+ à l’aide de 

vecteurs adénoviraux exprimant la protéine eGFP sous le contrôle du même 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 façon 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 modèle adulte à ceux obtenus in vitro avec des cellules 

embryonnaires, qui plus est humaines. La seule co-expression de la GFAP avec la nestine 

dans notre système ne permet pas de conclure à 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 être considérées comme des cellules souches, dont l’une 

des caractéristiques fondamentales est l’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 à 81% 

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

 

Afin de restreindre plus spécifiquement notre système de sélection aux cellules immatures, 

d’autres promoteurs peuvent être envisagés. En particulier, le promoteur de la protéine 

musashi1, spécifique des cellules progénitrices nerveuses (Kaneko et al., 2000) a été comparé 

au promoteur Nestine. Les deux promoteurs Nestine et Musashi1 définissent des populations 

différentes, bien que partiellement chevauchantes (Keyoung et al., 2001) et jusqu’à présent, 

aucune co-expression des marqueurs musashi1 et GFAP n’a été publiée. Par conséquent, le 

promoteur Musashi1 apparaît plus stringent que le promoteur Nestine pour distinguer les 

cellules souches nerveuses des cellules astrocytaires.  

 

Dans une perspective de greffe, l’obtention d’une population homogène de cellules immatures 

permettrait d’évaluer le potentiel de différenciation des cellules souches nerveuses fœtales 

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 très 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 à des 

greffes similaires de populations hétérogènes (Messina et al., 2003). De même, des cellules 

neuroépithéliales multipotentes purifiées ne survivent ni dans le striatum, ni dans 

l’hippocampe, ni dans la moelle épinière de rat adulte, alors que les progéniteurs neuronaux et 

gliaux isolés à partir de prélèvements identiques survivent, migrent et se différencient en 

neurones, astrocytes et oligodendrocytes dans les 3 régions du SNC (Lepore et al., 2004). 

Ainsi, si l’obtention de populations plus homogènes est important pour une thérapie plus 

efficace, le stade de différenciation des cellules joue également un rôle crucial. Sélectionner 

des cellules prédifférenciées apparaît beaucoup plus intéressant pour répondre à la question 

posée initialement.  

 

C. Solutions pour améliorer l’efficacité du tri cellulaire 

L’idée initiale de notre stratégie consistait à sélectionner de manière positive les cellules 

exprimant la protéine rapportrice. De cette manière, avec le promoteur Nestine, le tri par 

cytométrie en flux aurait permis de conserver les cellules fluorescentes (donc nestine+) et 

d’éliminer les cellules non fluorescentes. Cependant, puisque nous venons d’argumenter 

contre l’utilisation de populations homogènes 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 l’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 être supprimés de la population. Cet enrichissement ne serait donc pas suffisant 

pour considérer la population sélectionnée comme homogène.  

 

Par conséquent, si l’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 être proposées. Tout d’abord, l’utilisation du 

promoteur de la tubuline α1 (Tα1) pourrait constituer une alternative au promoteur Synapsine 

(Gloster et al, 1994). En effet, ce promoteur a déjà permis de sélectionner et d’isoler des 
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progéniteurs neuronaux à partir de cellules humaines adultes de la zone sous-ventriculaire, en 

dirigeant l’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 Tα1 (Hioki et al., 2007).  

 

Une autre voie d’amélioration consisterait à utiliser un outil vectoriel lentiviral légèrement 

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. Grâce à la formation d’un génome 

épisomal*, ces vecteurs permettraient d’écarter les contraintes liées à l’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, l’expression du transgène présente l’inconvénient d’être transitoire 

dans les cellules en division et stable dans les cellules quiescentes, ce qui peut constituer un 

problème dans le cas des cellules souches prolifératives. Une autre option pourrait donc faire 

appel à des vecteurs lentiviraux à intégration ciblée afin de contrôler spécifiquement le site 

d’intégration de l’ADN viral au niveau du génome de l’hôte (Yant et al., 2007). Connaître et 

sélectionner les séquences qui entourent le transgène permettrait non seulement de limiter les 

interférences mais également de standardiser l’expression. Ce dernier système n’en est, 

cependant qu’à ses débuts. Sa validité et son efficacité doivent encore être confirmées, en 

particulier dans nos conditions expérimentales.  

Les vecteurs inductibles, décrits précédemment comme une option à la régulation de 

l’expression des gènes proneuraux, pourraient aussi être profitables au perfectionnement des 

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

 

D. Conclusion 

En l’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 systèmes que nous avons testés, l’exploitation de la stratégie 
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d’homogénéisation à l’aide des promoteurs Nestine, GFAP et Synapsine pour des greffes dans 

le SNC paraît prématurée, alors que la différenciation des cellules au moyen de gènes 

proneuraux semble, pour le moment, plus appropriée à cette médecine régénérative.  

En revanche, l’obtention d’une population purifiée de cellules immatures grâce à l’utilisation 

du promoteur Nestine ou Musashi constitue une perspective particulièrement prometteuse 

pour l’étude des mécanismes de différenciation des cellules souches. En particulier, la 

combinaison de cette stratégie de tri cellulaire avec la surexpression des gènes proneuraux 

telle qu’elle a été menée dans la première partie de notre étude permettrait d’analyser l’action 

des facteurs de transcription à un stade de différenciation donné et sur une population 

relativement homogène. 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 à 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 système permettrait une approche plus ciblée pour 

l’étude 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 lésions du SNC ou des maladies neurodégénératives : les cellules ES, les 

cellules souches germinales, les cellules souches nerveuses adultes et les cellules souches 

nerveuses fœtales. Comme nous l’avons déjà énoncé dans l’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 fœtales 

possèdent en particulier l’avantage d’être déjà 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 l’activité de la télomérase*, une perte de l’hétérozygotie pour un ou deux chromosomes, 

voire une complète délétion de certaines régions chromosomiques, apparaissent quand les 

cellules vieillissent (Bailey et al., 2004). Les cellules souches fœtales possèdent donc un taux 

de renouvellement plus élevé que celui des cellules souches adultes.  

 

Notamment, en comparant le comportement, après greffe dans le cerveau de souris Shiverer 

nouveau-nées, de progéniteurs gliaux triés soit à partir d’une population de cellules nerveuses 

fœtales, soit à partir d’une population de cellules nerveuses adultes, Martha Windrem révèle 

que les cellules adultes se différencient plus vite, donnent plus de myéline mais migrent 

moins que les cellules fœtales qui, de surcroît, montrent une meilleure intégration (Windrem 

et al., 2004). Les cellules d’origine distincte, de par leurs propriétés propres, ne vont donc pas 

cibler les mêmes types de pathologies. Grâce à leur capacité de migration, les cellules 

souches fœtales semblent ainsi plus adaptées au traitement de pathologies diffuses telles que 

les leucodystrophies ou les maladies dégénératives, mais elles conviennent également à la 

nouvelle stratégie thérapeutique des cancers du SNC, qui utilise les cellules souches comme 

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

 

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

avec les cellules souches fœtales isolées à différents stades du développement. Ainsi, en 
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fonction du terme théorique du fœtus, elles présentent des propriétés inégales, notamment en 

terme de plasticité. De même chez l’animal, des cellules isolées à partir d’embryons de rat au 

stade E14,5 produisent moins de neurones après 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 âgées pour le facteur 

neurogénique BMP2. Ces données semblent donc indiquer qu’au cours du développement, 

les cellules subissent des modifications intrinsèques influençant 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 fœtales 

humaines extraites de deux prélèvements âgés respectivement de 6 et 7 semaines 

embryonnaires, affichent un phénotype légèrement différent après mise en culture. Les 

cellules isolées du fœtus le plus âgé semblent présenter un état de différenciation plus avancé, 

d’où vraisemblablement une malléabilité un peu moins importante. Par conséquent, utiliser 

des cellules au même stade de développement embryonnaire peut être considéré comme un 

élément indispensable pour la comparaison et la standardisation des études. 

2. Limites des cellules foetales 

a) Effets de l’amplification in vitro 

Dans la plupart des expériences in vitro concernant les cellules souches nerveuses fœtales 

humaines, les cellules isolées sont exposées à 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 acquièrent la capacité de se différencier uniquement 

en neurones, après exposition au bFGF (Palmer et al., 1999). De la même manière, des 

expériences réalisées par l’équipe de Clive Svendsen révèlent que les cellules progénitrices 

fœtales humaines perdent leur potentiel de différenciation in vitro (absence de différenciation 

oligodendrocytaire après plusieurs passages et neurogenèse réduite dans les cultures à long 

terme) et possèdent une durée de vie limitée (peu à 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 fœtal 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 à long terme dans ces conditions in vitro semble donc modifier 

leurs propriétés et limiter ainsi leur exploitation en thérapeutique.  

b) Matériel difficilement accessible 

Idéalement, l’ensemble des expérimentations relatives aux cellules souches nerveuses fœtales 

devrait être réalisé à partir de cellules isolées à 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 prélèvements disponibles a très largement diminué. 

Plusieurs facteurs peuvent être mis en cause. Tout d’abord, le travail sur les cellules extraites 

de télencéphale nécessite d’obtenir des produits d’IVG intacts. Or le pôle céphalique est 

particulièrement fragile et peut aisément être endommagé. D’autant que la technique 

permettant de récupérer le fœtus entier ou avec un minimum de dégâts au niveau du SNC est 

délicate et n’est pas maîtrisée par tous les gynécologues-obstétriciens. Il en résulte une 

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

 

En 2001, l’allongement du délai légal de l’IVG de 10 à 12 semaines de grossesse aurait pu 

avoir pour conséquence un accroissement du nombre des interventions pratiquées par 

l’équipe médicale. Mais la politique d’information sur la sexualité et la contraception visant à 

faciliter l’accès aux moyens contraceptifs, à prévenir les grossesses non désirées et à limiter 

le recours à l’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 à l’équipe scientifique de disposer des 

prélèvements des femmes mineures. Un renforcement de ces lois en 2004 a encore réduit le 

nombre de prélèvements utilisables. Auparavant, les produits d’IVG étaient considérés 

comme déchet opératoire et l’obtention du consentement éclairé de la mère pour leur 

exploitation à des fins scientifiques n’était pas obligatoire, bien que fortement recommandée 

par le Comité Consultatif National d’Ethique (CCNE). Désormais, les prélèvements sont la 

propriété de la mère qui doit, par conséquent, autoriser l’équipe médicale à les remettre au 

laboratoire (Article L. 1241-5 du code de la santé publique ; Annexe #2). La loi prévoit aussi 

que ces prélèvements soient pratiqués dans le cadre de protocoles transmis préalablement à 

l’Agence de la biomédecine. Le non-respect de ces règles 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 réfrènent les personnes impliquées dans 

la procédure. D’autant que le scandale des fœtus retrouvés dans la chambre mortuaire de 

l’hôpital Saint-Vincent de Paul, au cours de l’été 2005, a encore exacerbée la polémique 

relative à leur utilisation en recherche. Cette affaire a été l’occasion de réfléchir au statut à 

accorder à l’être prénatal. Est-ce une personne, une chose ? Les points de vue divergent selon 

que l’on se place dans des considérations philosophiques, religieuses ou scientifiques. 

Notamment, de nombreux philosophes développent l’idée qu’un être humain ne commence à 

exister que par sa relation avec l’autre, c’est-à-dire après la naissance. A l’opposé, la plupart 

des religions considère l’embryon comme un être humain dès sa conception. Enfin, 

scientifiquement parlant, plusieurs critères peuvent être pris en compte pour attribuer le statut 

d’un être humain à un fœtus : la fixation à l’utérus, l’activité cardiaque, l’activité cérébrale, la 

naissance… Le débat éthique autour du statut du fœtus 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 fœtales 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 apparaît alors comme un 

véritable désastre.  

 

B. Choix de la stratégie thérapeutique 

1. Greffe de cellules dans le système nerveux central 

a) Caractéristiques des cellules à greffer 

Actuellement, la question récurrente en thérapie cellulaire du SNC consiste à savoir si la 

composition des populations transplantées peut affecter la survie, la migration, la 

différenciation et/ou l’intégration des cellules au cours de la greffe. Comme nous l’avons vu 

dans l’introduction, un grand nombre d’arguments vont en faveur de transplantations de 

populations homogènes de cellules par opposition à des populations mélangées et hétéroclites. 

C’est dans ce cadre que s’est inscrit mon projet de thèse. Cependant, les greffes utilisant de 

telles populations sont encore peu nombreuses dans les modèles animaux. La validité de la 

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

greffées.  

 

Jusqu’à présent, les transplantations de cellules purifiées ont principalement été réalisées avec 

des cellules immatures et révèlent 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 être 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 endogènes. De surcroit, 

si les cellules sont greffées à un stade très 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 révèlent 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 après 

greffe (Yang et al, 2004). Ces différents constats justifient, de plus en plus, la nécessité de 

faire correspondre très précisément la nature des cellules greffées à la pathologie concernée.  

 

Cependant, transplanter des cellules ayant atteint leur différenciation terminale ne semble pas 

non plus la meilleure solution pour l’optimisation des résultats. En effet, ces cellules matures 

post-mitotiques survivent plus difficilement in vitro et leur manipulation est particulièrement 

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 lésions 

ponctuelles et restreintes à une zone limitée. D’autre part, leur potentiel de différenciation 

très 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 possèdent ainsi toutes les caractéristiques indispensables à une 

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

Au cours d’une transplantation, l’injection de cellules au niveau du SNC fait appel à une 

technique chirurgicale invasive utilisant une approche stéréotaxique. Des lésions 

supplémentaires peuvent en découler, entraîner des modifications de l’environnement et 

influer sur l’efficacité de la greffe. Notamment, suite à la blessure produite par le passage de 

l’aiguille, une cicatrice gliale caractérisée par une hyperplasie et une hypertrophie des 

astrocytes se forme rapidement (dès 24h). Ces astrocytes dits réactifs constituent à la fois une 

barrière physique empêchant la migration des cellules greffées et une barrière chimique 

inhibant l’élongation axonale, en particulier dans la moelle épinière (Alonso and Privat, 1993; 

Ribotta et al., 2004). D’autre part, le processus de greffe implique nécessairement une rupture 

de la barrière hémato-encéphalique (BHE), que les astrocytes réactifs vont également 

empêcher de restaurer, exposant ainsi le SNC à l’environnement périphérique. 

 

En effet, en réponse à 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 lésé et par la synthèse de 

médiateurs chimiques spécifiques de l’inflammation (Duan et al., 1998). Cette réaction fait 

intervenir des phénomènes d’immunité, c’est-à-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 étrangères et peuvent être soumises au rejet 

immunologique de l’hôte et être ainsi éliminées. Pour éviter un tel phénomène, le receveur 

peut être soumis à un traitement immunosuppresseur préalablement et consécutivement à la 

greffe.  

2. Stratégie des « cellules souches intelligentes » 

La capacité de migration des cellules souches nerveuses fœtales apparaît comme un moyen 

performant de contourner les perturbations liées à l’injection directe dans le SNC. On peut, en 

effet, envisager de réaliser des greffes moins invasives dans des zones éloignées du site de 

lésion. Récemment, il a ainsi été démontré que des cellules souches nerveuses injectées en 

intraveineuse dans la circulation sanguine pouvaient migrer jusqu’au site de lésion et apporter 

certaines améliorations fonctionnelles et histologiques dans des modèles animaux de la 

sclérose en plaque (Pluchino et al., 2003), de l’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, à 

leur surface, diverses molécules d’adhésion (CD44, CCR par exemple) et possèdent la 

capacité de se fixer au niveau vasculaire, en particulier dans les zones où 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, l’ensemble des pathologies du SNC 

associées à une inflammation pourrait, grâce à cette surexpression, attirer les cellules 

inflammatoires circulantes, ainsi que des cellules souches nerveuses présentes dans les 

vaisseaux sanguins.  

 

L’injection de ces mêmes cellules chez l’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 l’intégration des cellules souches. Par contre, les cellules souches 

nerveuses humaines injectées de façon systémique chez l’animal sain ou chez l’animal lésé 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 être intéressant de 

vérifier que cette stratégie fonctionne également avec des cellules prédifférenciées et/ou dans 

des modèles animaux différents. L’idéal serait d’utiliser préférentiellement des modèles 

transgéniques au lieu de modèles réalisés par injection de toxines, tels que l’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 l’inflammation 

induite par le passage de l’aiguille et par la toxine en elle-même.  

3. Stratégie de stimulation des cellules souches endogènes  

La présence de cellules souches dans le SNC adulte est un atout majeur : elle contribue à 

maintenir la neurogénèse et la gliogénèse tout au long de la vie. Chez l’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 l’hippocampe (Eriksson et al., 1998; Lledo et al., 2006). Des études 

récentes réalisées chez l’animal ont montré que, en cas de lésion du SNC, ces cellules 

endogènes sont activées de façon notable : elles prolifèrent, 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 lésion ou surmonter la dégénérescence et ne permet 

pas une réversion de la maladie. Par conséquent, une stratégie séduisante consiste à stimuler, 

directement dans l’organisme, la capacité des cellules endogènes à remplacer les cellules 

lésées.  

 

Jusqu’à présent, deux méthodes différentes ont été expérimentées in vivo. La première réside 

dans une infusion directe de facteurs de croissance (BDNF, FGF et/ou EGF) au niveau du 

tissu lésé (Ohori et al., 2006) et la seconde dans la surexpression des facteurs de transcription 

Ngn2 et Mash1 par le biais de vecteurs rétroviraux. Les résultats révèlent que la combinaison 

de ces deux manipulations au sein de la moelle épinière lésée permet de stimuler la 

production de neurones et d’oligodendrocytes à partir des précurseurs endogènes (Ohori et al., 

2006). Cette orientation du devenir des cellules souches intrinsèques par les gènes 

proneuraux accroît encore l’intérêt 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 l’orientation donnée à la thérapie cellulaire et à la 

recherche sur le cancer. En effet, les cellules souches adultes normales et les cellules souches 

cancéreuses partagent la majeure partie des facteurs intrinsèques et extrinsèques 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 à 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’être 

particulièrement attentif et prudent quant à la stimulation des cellules souches endogènes par 

infusion de facteurs de croissance et modification génétique. Enfin, l’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 être exclusivement dirigées 

contre les cellules cancéreuses. 
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Les connaissances relatives aux cellules souches en général, et aux cellules souches 

nerveuses fœtales en particulier, sont récentes et ont donné lieu à un très grand nombre 

d’informations en un temps extrêmement condensé. S’il est vrai qu’une grande majorité de 

ces données sont porteuses d’espoir, elles sont souvent soumises à des retours en arrière, des 

conclusions contradictoires, des hypothèses mises en doute…comme c’est généralement le 

cas dans les domaines novateurs. Dans une perspective thérapeutique, il apparaît donc 

indispensable de tirer tous les enseignements des données dont nous disposons et de garder la 

plus grande prudence quant à 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 à l’édifice de la compréhension des cellules souches et constitue 

un pas supplémentaire vers leur utilisation efficace et maîtrisée en médecine régénératrice. 
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Allogreffe : Greffe faite à partir d’un donneur. Le système HLA (Human Leukocyte Antigen) 

définit la compatibilité cellulaire, c’est-à-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 être 

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

Blastocyste : Stade du début du développement embryonnaire (environ 5 à 6 jours après la 

fécondation dans l’espèce humaine) où 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 gamètes (spermatozoïdes ou ovules). 
 

Cellules HEK293T : Lignée de cellules embryonnaires de rein humain 
 

Cellule somatique : Toutes les cellules d’un organisme à l’exclusion des cellules germinales 

(gamètes femelles ou ovocytes et gamètes mâles ou spermatozoïdes), ainsi que leurs 

précurseurs. 
 

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

futures gonades* et apparaissant lors du développement embryonnaire. Ces crêtes 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 l’analyse de cellules en suspension. 

Les cellules traversent, une à une, un faisceau laser de longueur d’onde donnée (ici λ=488nm). 

La lumière incidente va alors exciter les fluorochromes (ici eGFP ou eYFP) qui vont émettre 

à leur tour de la fluorescence. Elle va être détectée par des capteurs spécifiques qui 

transmettent ensuite l’information à un ordinateur (Figure α).  
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L’analyse par FACS fournit pour chaque échantillon le pourcentage de cellules fluorescentes 

ainsi que la fluorescence moyenne par cellule. Des appareils plus élaborés appelés des trieurs 

permettent l’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’électrophorèse. Les ARN totaux extraits des 

cellules sont déposés sur une membrane de nylon. La détection des ARN d’intérêt est ensuite 

réalisée par hybridation à l’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 l’antigène p24 non complexé du 

VIH. 
 

Epigénétique : Modifications de l’expression des gènes non codées par la séquence d’ADN 

(méthylations par exemple). Ces modifications ne s’accompagnent pas de changements dans 

la séquence du gène mais dans l’organisation chromatinienne et donc dans l’accessibilité aux 

Échantillon 

Capteur Laser 
(λ=488nm) 

Flux de 
cellules 

Système 
fluidique 

Acquisition et 
traitement 

Figure α : Schéma de l’appareil à cytofluorométrie de flux 
Les cellules sont entraînées par un fluide au centre d’une 
gaine liquide puis traversent, une par une, la source 
d’excitation lumineuse (faisceau laser). Les signaux 
fluorescents détectés par le système optique sont amplifiés, 
convertis en signaux électroniques puis en valeurs 
numériques. Ces dernières sont analysées grâce à l’unité 
informatique. 
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facteurs de régulation génique. Ce type de régulation peut cibler l’ADN, l’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 à l’initiation ou à la régulation de la 

transcription chez les eucaryotes. 
 

Feuillet embryonnaire : Lors de la formation de l'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 rôle de constituer les 

organes du futur individu : 

• L'ectoderme génère l'épiderme et le système nerveux  

• L'endoderme génère le tube digestif et ses glandes annexes (pancréas)  

• Le mésoderme génère les muscles, le squelette, les vaisseaux sanguins  

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

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

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

nom) formés de protéines fibrillaires assemblées de façon hélicoïdale.  
 

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, c’est-à-dire testicules chez l’homme et ovaires chez la 

femme. 
 

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

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

Ilots de Langerhans : Cellules endocrines du pancréas regroupées en îlots disséminés. 

L’insuline est sécrétée par les cellules β. 
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Mokola : Lyssavirus de la famille des rabdovirus (virus de la rage) 
 

Multipotent : Capacité à produire plusieurs types de cellules différenciées. 
 

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

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

sauvage correspondant. 
 

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

Neurogenèse : Création par mitose et différenciation de cellules neuronales conduisant à la 

formation et au maintien du système nerveux.  
 

Neurosphère : 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 β).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

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

une espèce dans un système donné. 
 

Nullipotent : Incapacité d’une cellule à produire d’autres cellules. 
 

Pantropique : Infectant de façon indiscriminée les différents types de cellules. 
 

Phénotype : Ensemble des caractères observables chez un individu, résultant de l’interaction 

entre son génotype et les effets de son environnement. 
 

Prolifération

Prolifération 

Dissociation

Neurosphère

Figure β : Formation des 
neurosphères 

Chaque cellule souche 
(rouge) en se divisant va 
former un amas hétérogène 
de cellules différenciées 
(vertes), indifférenciées 
(rouge) et mortes (jaunes). 
Quand les neurosphères sont 
dissociées, les cellules 
souches continuent à 
proliférer pour donner 
naissance à des neurosphères 
secondaires et ainsi de suite. 
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Plasmide : Petite molécule circulaire d’ADN extrachromosomique présente chez les bactéries, 

capable de se répliquer de façon autonome, dans la cellule d’origine et dans une cellule-hôte. 

Cette molécule porte des caractères génétiques non essentiels à la cellule-hôte. Certains 

plasmides sont utilisés comme vecteurs de clonage de gènes. 
 

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

étranger.  
 

Pluripotent : Capacité à donner naissance à quasiment tous les types cellulaires. 
 

Pseudotypage : Incorporation d’une enveloppe virale hétérologue, c’est-à-dire constituée de 

glycoprotéines différentes de celles habituellement exprimées à la surface du virus. Ce 

changement a pour conséquence directe une modification du tropisme*, qui correspond alors 

à celui de la nouvelle enveloppe virale. 
 

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

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

technique est fondée sur la combinaison de deux facteurs :  

I- les propriétés de synthèse enzymatique et d’initiation « ADN double brin spécifique » 

des « ADN polymérases ADN dépendantes thermostables ».  

II- les propriétés d’hybridation et de déshybridation des brins complémentaires d’ADN 

en fonction de la température.  

Ces éléments permettent de contrôler l’activité enzymatique grâce à des transitions de 

température (assurées par un thermocycleur) répétées de manière cyclique 
 

Rétrovirus : Virus qui utilise l'ARN comme matériel génétique. 
 

Sénescence : Vieillissement de l’organisme. 
 

Séquence Flap : Lors de la transcription réverse des lentivirus, la séquence Flap constitue un 

chevauchement de 2 brins d’ADN en cours de synthèse, 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 l’ADN viral vers le noyau de la 

cellule hôte. 
 

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

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

insérer l'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 à l’extrémité des chromosomes, 

afin de maintenir leur longueur et d’empêcher l’entrée dans la phase de sénescence*. Son rôle 

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

Tératome : Tumeur composée de tissus appartenant aux 3 feuillets germinaux embryonnaires. 

Il est généralement localisé au niveau des ovaires ou des testicules. Il peut être produit 

expérimentalement chez l’animal par injection de cellules souches pluripotentes, afin de 

déterminer leur capacité à se différencier. 
 

Terme théorique : Il permet de déterminer l’âge de l’embryon en fonction de la date des 

dernières règles. Il se calcule en ajoutant deux semaines au stade de développement 

embryonnaire déterminé par rapport à la date de conception (date de début de la grossesse).  
 

Totipotent : Capacité à engendrer un individu complet. 
 

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

d’ADN à partir d’une séquence d’ARN. 
 

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

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

organisme, ou du même organisme, pour renforcer son expression 
 

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

placenta. 
 

Tropisme : Capacité d’un virus à infecter un type cellulaire particulier au sein d’une espèce 

donnée. 
 

Ubiquitaire : Un composé ubiquitaire (ou ubiquiste) possède, comme son nom l'indique, le 

"don d'ubiquité", c'est à dire la faculté d'être présent en plusieurs lieux à la fois.  

 -Les protéines exprimées dans toutes les cellules d’un organisme sont dites ubiquitaires. 

-Un promoteur ubiquitaire va permettre l’expression des protéines placées sous son 

contrôle dans toutes les cellules de l’organisme.  
 

Unipotent : Capacité à ne produire qu’un seul type de cellules différenciées. 
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Vecteur :  -Tout système permettant le transfert de gènes 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 hôte.  
 

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

l’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) 
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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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Annexe #2 

Notions d’éthique 
 

Art. L. 1241-5 du code de la santé publique 

inséré par Loi n° 2004-800 du 6 août 2004 art. 27 Journal Officiel du 7 août 2004. 

 

« Des tissus ou cellules embryonnaires ou foetaux ne peuvent être prélevés, conservés et 

utilisés à l'issue d'une interruption de grossesse qu'à des fins diagnostiques, thérapeutiques ou 

scientifiques. La femme ayant subi une interruption de grossesse donne son consentement 

écrit après avoir reçu une information appropriée sur les finalités d'un tel prélèvement. Cette 

information doit être postérieure à la décision prise par la femme d'interrompre sa grossesse. 

Un tel prélèvement ne peut avoir lieu si la femme ayant subi l'interruption de grossesse est 

mineure ou fait l'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 reçu auparavant une information sur son droit de s'opposer à un tel 

prélèvement. 

Les tissus et cellules embryonnaires ou foetaux prélevés à l'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 à L. 1211-7 et du chapitre III du présent titre. 

Les prélèvements à des fins scientifiques autres que ceux ayant pour but de rechercher les 

causes de l'interruption de grossesse ne peuvent être pratiqués que dans le cadre de protocoles 

transmis, préalablement à leur mise en oeuvre, à l'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 nécessité du 

prélèvement 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 
 

KCl    30mM 

Glucose    5mM 

MgCl2.6H2O  0,24mM 

NaH2PO4. H2O 10.95mM 

Na2HPO4. 2H2O 5mM 

Acide lactique 0,18% 

Eau pour préparations injectables 
 

Ajuster le pH à 7,2 avec du KOH. 
 

Sorbitol   140mM 
 

Filtrer 2 fois par filtration sur filtres 0,22µm. 

Aliquoter. 

Stocker à 4°C. 

 

*Composition de la solution d’ATV 
 

NaCl     8g/l 

KCl      0,4g/l 

Glucose     1g/l 

NaHCO3     0,58g/l 

Trypsine     0,5g/l 

Tritriplex III (EDTA)  0,2g/l 

Qsp H2O 
 

Filtrer et aliquoter 

Stocker à -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)      20µg/ml 

bFGF 10µg/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 10000µg/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U) 100µg/ml 

Amphotericine B 250µg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #A9528)    0,25µg/ml 

Qsp milieu DMEM-F12 (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421) 

 

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

B27 Supplement 50X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #17504-044)  0,25X 

Glucose 45% (Sigma, St. Louis, MO ; #G8769)        0,3% 

Solution tampon Hépès 1M (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #15630-056) 5mM 

Supplément N2 100X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA ; #17502-048)  1X 

Insuline 2,5mg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421)       20µg/ml  

EGF 50µg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #E9644)        20ng/ml 

bFGF 25µg/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 10000µg/ml (Eurobio, Courtaboeuf, France ; #CABPES01-0U)  100µg/ml 

Amphotericine B 250µg/ml (Sigma, St. Louis, MO ; #A9528)     0,25µg/ml 

Qsp milieu DMEM-F12 (Sigma, St. Louis, MO ; #D6421) 



Annexes 

 161

*Transfection transitoire au phosphate de calcium 
 

La transfection au phosphate de calcium se fait en deux temps.  

Premièrement, on prépare une solution contenant : 

- la quantité d’ADN souhaitée 

- de l’eau stérile et  

- du chlorure de calcium à 0,25M  

Cette solution est incubée 30 minutes à température ambiante avant d’être déposée goutte à 

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 H2O 

-Laisser 2 heures à température ambiante  

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

-Chauffer 10 min à 50°C en agitant de temps en temps 

-Centrifuger 15 min 3000rpm 

-Aliquoter par 1ml 

-Conserver à –20°C 
 

    25ml  50ml   100ml   150ml 
glycérol   6g   12g    24g    36g 
moviol   2,4g   4,8g    9,6g    14,4g 
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 fœtales humaines constituent indéniablement un des outils les plus adaptés au 
traitement des lésions du SNC et des maladies neurodégénératives. Jusqu’à présent, leur 
utilisation en thérapie cellulaire a eu recours à des populations hétérogènes composées à la 
fois de cellules immatures, de cellules en voie de différenciation et de cellules pleinement 
différenciées. Or des études récentes ont révélé l’intérêt de disposer de populations enrichies 
en un type cellulaire donné afin d’améliorer l’efficacité des greffes. Pour homogénéiser les 
populations et mieux cibler les pathologies, nous avons donc mis en œuvre deux stratégies. La 
première consiste à surexprimer, dans les cellules en culture, les gènes proneuraux à motif 
bHLH Ngn1, Ngn2, Ngn3 et Mash1 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 contrôle de promoteurs spécifiques des différents lignages du SNC en vue 
de leur sélection par tri cellulaire. Nous avons ainsi utilisé 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 à lui, a permis de sélectionner une 
population enrichie à 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 fœtales humaines, gènes 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 Mash1. 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 
 


