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> Parce qu’elles représentent une réserve cellu-
laire quasi illimitée par leur propriété d’autore-
nouvellement et possedent la capacité de se dif-
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férencier dans tous les lignages cellulaires in
vitro, les cellules souches embryonnaires, ou
cellules €S, constituent un outil de choix pour le
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développement de nouvelles approches théra-
peutiques fondées sur le remplacement cellu-
laire. Chez la souris, I"analyse de la différencia-
tion des cellules €S dans les lignées gliales et
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cellulaire, et de la flexibilité de leur capacité de
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tique, mais révele également les difficultés et les
risques (notamment tumoral) associés a ces

stratégies. La résolution de ces obstacles est

tres balbutiante encore de la manipulation des capable de produire tous les types cellulaires du feetus

cellules €S. et notamment de leur auto-renou- lorsqu’elle est replacée dans le blastocyste. In vitro, les
)

cellules €S sont capables d’évoluer vers tous les lignages

et de donner naissance a des descendants tres différen-

vellement et de leur différenciation dans les

lignages d’intérét. < - . . )
gnag ciés comme des oligodendrocytes synthétisant la myé-

line [1], des cellules pancréatiques produisant de Iin-
suline [2] ou des cardiomyocytes contractiles [3]. Les
cellules €S sont également immortelles: placées dans
des conditions appropriées, elles s’autorenouvellent de
facon illimitée, sans modification de leur caryotype. Le
facteur clé de cet autorenouvellement est le LIF (leuke-
mia inhibitory factor), qui active une voie de signalisa-
tion inhibant la différenciation [4, 5]. Des lignées de
cellules souches embryonnaires pluripotentes ont été
isolées chez les primates humains [6, 7] et non humains
(singes Rhésus et Cynomolgus) [8, 91. Les cellules €S
humaines, appelées h€S, présentent les mémes proprié-
tés cardinales que les cellules €S de souris (c’est-a-dire
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une immortalité et une pluripotence in vitro), mais en
différent par certaines caractéristiques phénotypiques
et fonctionnelles. €n particulier, les cellules h€S ne sem-
blent pas dépendantes du LIF pour leur auto-renouvelle-
ment [4].
Parce qu’elles représentent une réserve cellulaire quasi
illimitée et possedent la capacité de se différencier en
cellules spécialisées in vitro, les cellules €S constituent
un outil de choix pour le développement de nouvelles
approches thérapeutiques fondées sur le remplacement
cellulaire. Les cellules h€S suscitent donc un intérét grandissant au sein
de la communauté scientifique et médicale, en méme temps qu’un
débat éthique lié a leur origine embryonnaire. La différenciation des
cellules €S de souris et des cellules h€S en cellules du systeme nerveux,
puis leur implantation dans le cerveau de I'animal, ont fait I’objet de
nombreux travaux parmi ceux les plus avancés dans le domaine des cel-
lules souches thérapeu-

(ceux du mésoderme et de I’endoderme) exigerait I’ac-
tion d’inducteurs spécifiques [10]. Cette propension a
la différenciation en cellules neuro-épithéliales pour-
rait également résulter de I’action autocrine du facteur
FGF4 (fibroblast growth factor 4), qui est un inducteur
de la différenciation neurale naturellement exprimé
dans les cellules €S de souris [11].

Plusieurs stratégies visant a orienter spécifiquement la dif-
férenciation des cellules €S en précurseurs neuraux (c’est-
a-dire en cellules souches multipotentes a I'origine des
neurones et des cellules gliales - astrocytes et oligodendro-
cytes) ont été élaborées. Pour la plupart, ces stratégies
passent par une étape transitoire, le corps embryoide, com-
posé de cellules précurseurs représentatives des trois
feuillets embryonnaires, ectoderme, mésoderme et endo-
derme (Figure 2). A partir des corps embryoides, deux pro-
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thélium lorsqu’elles sont  Figure 1. Origine et propriétés cardinales des cellules ES. Les lignées de cellules €S sont fabriquées a partir de la

privées des facteurs per-  masse cellulaire interne du blastocyste. I /n vitro, les cellules €S sont capables de s’autorenouveler indéfiniment.

mettant leur auto-renou- Chez la souris, cet autorenouvellement est sous le contrdle du LIF (leukemia inhibitory factor). 2 In vitro, les cel-

vellement <|.|F ou cellules [ules €S sont capables de se différencier en cellules des trois feuillets primitifs, ectoderme, mésoderme et endo-

nourriciéres). On a pro- derme. 3 Ces cellules précurseurs sont ensuite capables de se différencier en cellules matures fonctionnelles

posé I’hypothese selon  comme des neurones, des cardiomyocytes ou des cellules B pancréatiques. 4 Les cellules €S peuvent &tre modi-

laquelle la différenciation  fiées génétiquement. 5 Une seule cellule ainsi modifiée peut étre ensuite implantée dans un blastocyste receveur

dans la voie neurale serait  ou elle va poursuivre son programme de différenciation (6) et contribuer a la formation de tous les lignages
adoptée par défaut, alors  constituant 'organisme adulte. 7 La greffe de cellules €S dans une souris adulte produit un tératocarcinome (8)

que la différenciation  composé de cellules souches embryonnaires pluripotentes et de cellules différenciées représentant les trois
dans les autres lignages  feuillets embryonnaires, ectoderme, mésoderme et endoderme.
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tocoles de référence ont été établis, 'un utilisant 'acide  épithéliales se différencient spontanément en neurones,
rétinoique [12-14], Pautre fondé sur I'utilisation d’un  astrocytes et oligodendrocytes. Les neurones issus des cel-
milieu de culture dépourvu de sérum et enrichi en facteurs lules greffées émettent des réseaux axonaux de densité et
de croissance spécifiques [15]. Ces protocoles permettent ~ d’orientation similaires & celles des faisceaux axonaux endogénes. Les
d’obtenir de 30 % [14] a 90 % [15] de cellules présentant  astrocytes et les oligodendrocytes ont également une morphologie et une
des caractéristiques de cellules neuro-épithéliales indiffé-  distribution spatiale comparables a celles des cellules de ’hGte. Les cel-
renciées, caractérisées en particulier par I'expression du lules neuro-épithéliales dérivées des cellules €S sont donc capables de
neurofilament nestine. Lorsqu’elles sont injectées dans les  contribuer au développement du systéme nerveux central, révélant ainsi un
ventricules cérébraux de feetus de rats, ces cellules neuro-  fort potentiel de différenciation neuronale et gliale caractéristique
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Figure 2. Principales étapes de la différenciation des cellules €S de souris en cellules du systéme nerveux. A. La Aucune etude in vivo n’est
).
différenciation est d’abord induite par la formation de corps embryoides. Ceux-ci sont obtenus en cultivant les ~ VENUE, pour Pinstant,
cellules €S en suspension pendant 4 a 7 jours. Les corps embryoides sont constitués d’une mosaique de cellules confirmer le potentiel de
engagées dans la voie de I’ectoderme, du mésoderme et de I’endoderme. B. Dans un deuxieme temps, la diffé- différenciation neuronale
renciation dans la voie neuro-épithéliale est stimulée en cultivant les corps embryoides dans un milieu composé €t gliale des cellules
d’insuline, de transferrine, de sélénite de sodium, de fibronectine (ITSFn) pendant 7 jours, ou en présence d’acide neuro-épithéliales ainsi
rétinoique (AR) pendant 4 jours. Il en résulte la formation d’une population de cellules neuro-épithéliales majo- produites.
ritairement caractérisées par I’expression du neurofilament nestine ou du gene pan-neural sox-1. Ces cellules
présentent des caractéristiques génétiques de précurseurs neuronaux, c’est-a-dire de cellules multipotentes L@ différenciation
capables de se différencier en cellules neuronales et gliales (astrocytes et oligodendrocytes). C. La différencia- neuronale et gliale
tion terminale est induite par la privation, ou au contraire I’ajout de facteurs de croissance ou d’hormones. Cette des cellules €S de souris
différenciation terminale résulte en la production de neurones exprimant le marqueur By,-tubuline, d’astrocytes ~ In vitro, les précurseurs
exprimant le marqueur GFAP (glial fibrillary acidic protein), et d’oligodendrocytes exprimant le marqueur 01. Les  neuro-épitheliaux dérivés
proportions relatives de ces trois catégories cellulaires dépendent de la nature des facteurs ajoutés. La voie des ~ des cellules €S sont
corps embryoides peut, dans certaines conditions, étre court-circuitée (fléche bleue en haut a droite). capables de se différencier
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et de former des populations cellulaires mixtes compo-
sées en majorité de neurones (60-80 %), d’astrocytes
(10-15%) et d’oligodendrocytes (environ 3%). Les neu-
rones ainsi obtenus possédent des canaux ioniques (K,
Ca® et Na*) dépendants du voltage. Ils sont également
capables de former des synapses GABAergiques et gluta-
matergiques et de transmettre des potentiels d’action
post-synaptiques, indiquant une maturation fonction-
nelle avancée [13, 15]. Une grande diversité de sous-
types neuronaux est observée, avec cependant une pré-
dominance des neurones a glutamate et a GABA. Les
neurones a dopamine ou @ sérotonine sont obtenus avec
une fréquence beaucoup plus faible (< 1%) [15].
U'acide rétinoique favorise la différenciation en neu-
rones cholinergiques et glycinergiques [19].

Lenrichissement des populations de cellules différen-
ciées en sous-types cellulaires spécifiques constitue
une étape clé dans la perspective d’utilisation des cel-
lules €S en thérapie cellulaire. Plusieurs variantes des
protocoles de différenciation décrits précédemment ont
été proposées afin d’augmenter la représentativité de
certains types cellulaires dans la population finale. Par
exemple, le facteur Sonic hedgehog (Shh), en associa-
tion avec I'acide rétinoique, oriente la différenciation
en précurseurs des motoneurones spinaux choliner-
giques (20-30 %) [20]. Au contraire, le facteur de crois-
sance PDGF (platelet-derived growth factor) et I’hor-
mone thyroidienne favorisent la différenciation en oli-
godendrocytes (20-30 %) [1, 21, 22]. Cultivés en pré-
sence de neurones, ces oligodendrocytes sont capables
de myéliniser les axones, indiquant un important degré
de maturité fonctionnelle [21]. La différenciation des
cellules €S en neurones dopaminergiques mésencépha-
liques - neurones de la substance noire dont la dégéné-
rescence caractérise la maladie de Parkinson - a fait
I’objet d’études approfondies. Ainsi le facteur Shh, en
synergie avec le facteur de croissance FGF8, stimule la
différenciation en neurones dopaminergiques (34 %),
mais aussi en neurones sérotoninergiques (23 %) [23].
Lefficacité de ce protocole de différenciation est signi-
ficativement augmentée par la surexpression du gene
nurr-1 [24]. Ce géne code pour un facteur de transcrip-
tion nuclear receptor related-1 (Nurr-1) qui, in vivo,
joue un réle déterminant dans la différenciation des
précurseurs mésencéphaliques en neurones dopaminer-
giques. Enoutre, Nurr-1régle la transcription du gene de
la tyrosine hydroxylase, I’enzyme limitante de la syn-
thése de la dopamine. La surexpression du gene nurr-1
exerce un effet synergique sur la différenciation dopa-
minergique des précurseurs neuronaux induite par FGF8
et Shh. Ce protocole est actuellement le plus performant
pour produire des neurones dopaminergiques a partir de
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cellules €S de souris. Soixante-dix-huit pour cent des
neurones ainsi produits expriment les marqueurs des
neurones dopaminergiques caractérisés par une forte
production de dopamine.

Malgré la multiplication des « recettes », les popula-
tions cellulaires différenciées, qu’elles soient de phéno-
type neuronal ou glial, ne sont pas homogénes [25].
’hétérogénéité de la population de précurseurs neuro-
épithéliaux dont elles sont issues pourrait I"expliquer:
bien que ces précurseurs expriment tous des marqueurs
du neuro-épithélium, seule une sous-population serait
constituée de véritables précurseurs neuronaux multi-
potents capables, sous I'action d’inducteurs spéci-
fiques, de se différencier dans tous les sous-types neu-
ronaux et gliaux. La maftrise de I’identité des précur-
seurs pourrait donc se révéler un élément déterminant
dans le controle de la différenciation en sous-types
neuronaux d’intérét thérapeutique.

La différenciation neuronale et

gliale des cellules h€S

Comme dans le cas des cellules €S de souris, la formation
des corps embryoides ou I’épuisement du milieu de cul-
ture provoque la différenciation spontanée des cellules
hES en cellules exprimant majoritairement des marqueurs
de cellules neuro-épithéliales. Ces cellules peuvent étre
alors amplifiées en présence des facteurs FGF2 et EGF
(epidermal growth factor), et former des amas exprimant
le neurofilament nestine et la molécule d’adhérence N-
CAM (neural cell adhesion molecule), amas semblables
aux neurospheres produites dans des cultures primaires
de cellules souches neurales de cerveau adulte [26, 27].
La culture de ces neurosphéres sur un substrat d’adhé-
rence induit une différenciation terminale majoritaire-
ment en neurones et en astrocytes, la différenciation en
oligodendrocytes restant marginale [26]. Linduction de
la différenciation neuronale par 'acide rétinoique per-
met I'obtention de populations mixtes de neurones
GABAergiques, dopaminergiques, glycinergiques et gluta-
matergiques caractérisés par des critéres immunohisto-
chimiques, ainsi que d’astrocytes. Les neurones ainsi
obtenus ont un degré de maturation fonctionnelle signi-
ficatif. Des analyses en imagerie calcique (visualisation
de la réponse calcique) ont mis en évidence la réponse de
ces neurones a divers neurotransmetteurs (GABA, acétyl-
choline). ’analyse des propriétés de membranes montre
que les neurones ainsi obtenus expriment des canaux
sodiques et potassiques dépendants du voltage et sont
capables d’engendrer des potentiels d’action [28]. Les
cellules h€S semblent donc capables de se différencier in
vitro en neurones exprimant des caractéristiques fonda-
mentales des neurones matures.



La mditrise de la différenciation des cellules hES en
sous-types neuronaux spécifiques en est a ses balbutie-
ments. Des cellules €S de macaque Cynomolgus ont pu
étre induites a se différencier en neurones dopaminer-
giques avec une efficacité de 35 %, grace a un procédé
de co-culture avec une lignée d’origine stromale. Les
neurones ainsi produits expriment les caractéristiques
cardinales des neurones dopaminergiques mésencépha-
liques [29]. Il est vraisemblable que ce procédé permet-
tra également d’induire la différenciation des cellules
h€S dans le lignage dopaminergique.

Les cellules différenciées in vitro a partir
des cellules €S survivent et fonctionnent
apres transplantation chez I’animal

La capacité des cellules, produites in vitro a partir de
cellules €S, de coloniser des tissus hotes apres trans-
plantation puis a restaurer une fonction biologique
défectueuse, a été évaluée récemment dans le contexte
de trois approches thérapeutiques du systeme nerveux
(Figure 3): la réinnervation de cibles musculaires par les

motoneurones spinaux, la remyélinisa-

Quatre stratégies de greffe ont été évaluées; trois
reposent sur la transplantation de cellules immatures
dont le devenir est dicté par I’environnement de I’hGte:
greffe de cellules de corps embryoides, greffe de pré-
curseurs neuronaux multipotents et greffe de précur-
seurs gliaux (précurseurs des astrocytes et des oligo-
dendrocytes) bipotents; la quatrieme stratégie fait
appel a la greffe de neurones post-mitotiques engagés
dans la voie de différenciation correspondant au phé-
notype d’intérét.

Greffes de motoneurones spinaux et

formation de synapses neuromusculaires

Des précurseurs de motoneurones dérivés des cellules €S
de souris ont été injectés dans la moelle épiniere d’em-
bryons de poulet afin d’explorer dans quelle mesure,
apres différenciation terminale, ils pouvaient s’intégrer
et innerver les cibles musculaires appropriées [20]. Les
motoneurones dérivés de ces précurseurs adoptent une
localisation ventrolatérale typique des motoneurones
endogenes et émettent des axones poussant dans la
corne ventrale et empruntant des trajets périphériques
identiques a ceux des axones des motoneurones endo-

(=) mss tion axonale par les oligodendrocytes et genes. Lors de leur arrivée sur leur cible musculaire, les
2001, n° 10, la restauration de la neurotransmission axones des motoneurones dérivés des cellules €S déve-
p- 1089 dopaminergique striato-corticale (»). loppentune arborisation fournie et montrent des indices
GREFFE : Striatum, rat Moelle épiniére, ventricules, Moelle épiniére, Moelle épiniere,
. adulte 6’-0HDA [31] rat post-natal [30] rat adulte [21] poulet embryonnaire [20]
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Figure 3. Greffes de cellules obtenues par différenciation in vitro des cellules ES de souris (selon les protocoles décrits dans la Figure 2). Les greffes
ont été réalisées avec des cellules de corps embryoides [31], des précurseurs neuronaux multipotents [30], des précurseurs gliaux [1], des pré-
curseurs oligodendrocytaires [21], des pércurseurs neuronaux [20], ou des neurones post-mitotiques [24]. ITSFn: insuline + transferrine + sélé-
nite + fibronectine; AR: acide rétinoique; Shh: Sonic hedgehog; FGF2: fibroblast growth factor 2; €GF: epidermal growth factor; PDGF: platelet-
derived growth factor; nurr-1: nuclear receptor related-1.
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de différenciation pré-synaptique, suggérant la possi-
bilité d’établissement de jonctions neuro-musculaires
fonctionnelles.

Myélinisation des neurones spinaux chez le rat apreés
greffe de précurseurs gliaux dérivés de cellules €S
Des précurseurs neuronaux dérivés des cellules €S de
souris ont été injectés chez des rats adultes dont la
moelle épiniére a été préalablement Iésée [30]. Cing
semaines apres l'injection, les cellules transplantées
ont rempli "espace |ésé et se sont différenciées en oli-
godendrocytes (43 %), en astrocytes (19 %) et en neu-
rones (8 %). Les rats ainsi traités montrent une récupé-
ration fonctionnelle partielle dont le substrat cellulaire
reste a élucider. La rapidité de la récupération fonction-
nelle associée a une différenciation majoritairement
orientée vers la voie oligodendrocytaire conduit les
auteurs a avancer I"hypothese d’une augmentation de
conductance dans les axones non lésés, qui résulterait
d’une stimulation de la myélinisation.

Afin d’évaluer la capacité des cellules greffées de myé-
liniser les axones de I’hGte, des précurseurs gliaux pro-
duits a partir de cellules €S de souris ont été injectés
dans la moelle épiniére de jeunes rats md (myelin defi-
cien) [1]. Deux semaines apreés I'injection, les cellules
greffées se sont différenciées en oligodendrocytes
capables de myéliniser les axones de I’hote a la périphé-
rie du site d’injection. Des expériences similaires ont été
réalisées avec des précurseurs oligodendrocytaires issus
de cellules €S et injectés dans le segment thoracique de
moelle épiniere de souris shiverer déficientes en myelin
basic protein [21]. Deux semaines aprés I’injection, les
auteurs rapportent une répartition des oligodendrocytes
greffés comparable a celle qui est observée chez les ani-
maux normaux, accompagnée d’un processus de myéli-
nisation des axones de I’h6te a la périphérie du site d’in-
jection. Ces résultats démontrent la capacité de précur-
seurs neurogliaux produits in vitro a partir des cellules
€S de souris de se différencier en oligodendrocytes
capables de régénérer la myéline in vivo. Cependant, on
ne dispose d’aucune information sur la persistance de
cette régénération dans les mois qui suivent I"injection.

Restauration de la neurotransmission
striatocorticale dans un modéle de rat

de la maladie de Parkinson

Chez le rongeur, 'administration de 6’-hydroxy dopa-
mine (6’-0OHDA) détruit les neurones dopaminergiques
de la substance noire et leurs projections striatales,
mimant la dégénérescence neuronale observée dans la
maladie de Parkinson. Des neurones dopaminergiques
mésencéphaliques (neurones TH*) produits in vitro &
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partir de cellules €S de souris ont été greffés dans le
striatum de rat trois jours aprés une lésion induite par la
6’-0HDA [24]. Les analyses électrophysiologiques réali-
sées 2 a 5 mois apres la greffe montrent la capacité des
neurones TH* ayant survécu (5 %) de produire des poten-
tiels d’action de durée et de fréquence identiques a
celles des neurones TH* de I’hGte, ainsi qu’a induire des
potentiels post-synaptiques inhibiteurs caractéris-
tiques des neurones a dopamine. Par ailleurs, la stimu-
lation extracellulaire de neurones du greffon induit des
potentiels post-synaptiques excitateurs aussi bien dans
les neurones adjacents a greffon que dans les neurones
de I’hote. Les neurones TH*, dérivés des cellules €S, sont
donc capables d’établir des synapses fonctionnelles
avec les neurones de I’hote et possedent les caractéris-
tiques électrophysiologiques de neurones dopaminer-
giques mésencéphaliques.

Les rats traités par la 6’-OHDA présentent également
des déficits moteurs spontanés analogues a ceux qui
sont observés dans la maladie de Parkinson. Le bénéfice
fonctionnel de ces greffes a été évalué grace une batte-
rie de tests comportementaux tels que la fréquence
d’utilisation de la patte antérieure ipsilatérale a la
lésion striatale pour la réception aprés un saut ou pour
I’obtention de nourriture. Chez les rats greffés avec des
neurones TH*, on observe une amélioration significative
de la fréquence d’utilisation de la patte ipsilatérale
pour I’exécution de ces taches, démontrant ainsi que les
neurones dérivés des cellules €S sont capables de res-
taurer une fonction et de participer a I’exécution de
tdches intégratives [24].

Des résultats similaires ont été obtenus avec la trans-
plantation de cellules de corps embryoides (cellules
« naives ») injectées dans le striatum Iésé par la 6’-
OHDA [31]. €nviron 4 mois apres la greffe, une fraction
des cellules injectées se sont différenciées spontané-
ment en neurones exprimant des marqueurs dopaminer-
giques mésencéphaliques. Les résultats d’IRM (imagerie
par résonance magnétique) fonctionnelle révélent une
augmentation d’activité dans le striatum greffé et le
cortex sensorimoteur aprés administration d’amphéta-
mines chez les animaux greffés, indiquant un relargage
de dopamine dans la boucle corticostriatale. Ces obser-
vations témoignent d’une intégration fonctionnelle des
cellules greffées conduisant a un certain niveau de res-
tauration de la neurotransmission striatocorticale.

[l est important de noter que les analyses électrophysio-
logiques, fonctionnelles et comportementales, ont été
réalisées, selon les cas, 2 a 12 semaines apres les greffes.
On ne dispose d’aucune information au-dela de trois
mois. Contrairement aux greffes de cellules différenciées,
I’innocuité de la transplantation de cellules « naives »



n’est pas atteinte, dans la mesure olt 20 % des rats ayant
recu une greffe de cellules « naives » ont développé un
tératome au niveau du site d’injection [31].

De la démonstration expérimentale
a application clinique

Maitriser la différenciation des cellules €S
Lutilisation des cellules €S en thérapie cellulaire
implique la maftrise de leur différenciation vers des
lignages cellulaires spécifiques. Dans cette perspective,
le développement de méthodes permettant d’orienter la
différenciation vers les lignages désirés, puis d’assurer
la maturation en cellules fonctionnelles, représente un
enjeu majeur. La différenciation neuronale dopaminer-
gique des cellules €S, étudiée par de nombreuses
équipes, apparait comme un paradigme expérimental :
les actions conjointes de dix facteurs de croissance ou
d’attachement, ajoutées a celle du facteur de trans-
cription pro-dopaminergique Nurr-1, sont nécessaires
pour promouvoir la différenciation des cellules €S de
souris en neurones dopaminergiques mésencéphaliques
avec une efficacité proche de 80 % [23, 24]. Sans induc-
teur spécifique, seules 0,1 a1 % des cellules €S adoptent
spontanément ce phénotype. Pour d’autres sous-types
neuronaux d’intérét clinique comme les neurones
GABAergiques du striatum ou les neurones choliner-
giques de I’hippocampe, ou d’autres catégories cellu-
laires comme les cellules B pancréatiques, la maftrise de
la différenciation in vitro en est a ses balbutiements.
L'expression ectopique de genes clés de la différencia-
tion pourra se révéler indispensable afin d’orienter effi-
cacement le devenir de la cellule et de spécifier au
mieux son identité finale. Lutilisation d’un systeme
d’expression génique inductible représente un outil
puissant permettant d’activer I’expression des genes
clés au moment opportun et d’éviter ainsi les effets
déléteres résultant de I’expression non contrdlée de ces
genes lors des étapes trés précoces de la différenciation
[32, 33].

La greffe de précurseurs neuronaux multipotents dérivés
des cellules €S constitue une voie alternative a la greffe
de cellules matures pour la réparation tissulaire. Les
expériences réalisées chez la souris démontrent la capa-
cité de ces précurseurs, dérivés des cellules €S humaines
ou murines, de se différencier en neurones et en oligo-
dendrocytes matures apres greffe chez I’animal. Cette
différenciation in situ témoigne donc de la remarquable
capacité de ces précurseurs de répondre a des signaux
environnementaux locaux. La aussi, 'orientation de la
différenciation vers un lignage spécifique reste un enjeu
majeur. Les populations de précurseurs sont générale-
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ment hétérogenes, constituées de précurseurs de nature
et de maturité différentes. Apres transplantation, ces
précurseurs multipotents se différencient de fagon
incontrdlée en de nombreux types cellulaires différents.
Il sera donc nécessaire de développer des stratégies
permettant, d’une part, de maitriser totalement les
caractéristiques des précurseurs multipotents engen-
drés in vitro et, d’autre part, de contréler étroitement
leur devenir apres implantation. On peut envisager d’in-
troduire des mutations les empéchant de se différencier
dans les lignages non désirés ou, au contraire, d’activer
au moment de la transplantation 'expression de génes
maitres capables de diriger leur différenciation dans le
lignage d’intérét.

A I’heure actuelle, aucune méthode d’induction de la
différenciation des cellules €S ne permet d’obtenir une
population pure d’un type cellulaire spécifique. Une
stratégie de sélection génétique peut alors étre mise en
ceuvre pour éliminer les cellules s’étant différenciées
dans les autres lignages. Cette stratégie a été employée
avec succes pour enrichir les cellules différenciées en
précurseurs neuronaux, en cardiomyocytes ou en cel-
lules B pancréatiques, en utilisant les éléments de régu-
lation des génes codant respectivement pour le facteur
de transcription pan-neural Sox-2, la

myosine ou Iinsuline [2, 3, 22, 34] (=).  (3)mss
Cette méthode d’enrichissement apparait 2001, n°10,
comme une force d’appoint permettant, in P 1088
fine, de purifier une population cellulaire
dont la différenciation aura été préalablement privilé-
giée grace a I’action des facteurs de croissance et des
facteurs de transcription.

Transférer la technologie aux cellules h€S

Si des avancées spectaculaires ont été réalisées ces
derniéres années dans la manipulation des cellules €S de
souris, de nombreux progres restent a accomplir dans la
maitrise de I'auto-renouvellement et de la différencia-
tion in vitro des cellules h€S. 'amplification des cellules
h€S est encore trés délicate, les conditions de leur auto-
renouvellement et de leur croissance clonale sont
imparfaitement maftrisées, rendant leur modification
génétique plus difficile que dans le cas des cellules €S de
souris [35]. Lidentification des facteurs et des méca-
nismes contrélant "auto-renouvellement des cellules
hES constitue donc un préalable incontournable pour
envisager d’utiliser ces cellules en thérapie cellulaire.
De nouvelles conditions de culture facilitant I"auto-
renouvellement des cellules h€S doivent donc étre mises
au point, avec la contrainte impérative de s’affranchir
de I'utilisation de cellules nourricieres ou de milieux
conditionnés produits a partir d’autres especes afin
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d’éliminer le risque de transmission interspécifique
d’agents pathogenes. Des progrés doivent également
étre réalisés dans la maftrise de la différenciation des
cellules h€S. €n effet, la réponse de ces cellules a cer-
tains facteurs de croissance différe de celle des cel-
lules €S de souris, soulignant la nécessité de dévelop-
per de nouvelles méthodes de différenciation spéci-
fiques [26, 27].

Démontrer ’efficacité et ’innocuité

de la transplantation cellulaire

chez le primate non humain

Tous les travaux examinant les résultats de greffes de
cellules dérivées de cellules €S ont été réalisés chez des
rongeurs. Si ces expériences ont apporté la preuve du
bien-fondé du concept de réparation tissulaire fondée
sur la technologie des cellules €S, un nombre croissant
de travaux met en évidence des différences fondamen-
tales dans le développement et I"organisation du sys-
téme nerveux central entre le rongeur et le primate,
limitant ainsi les extrapolations qui peuvent étre faites
entre les deux espéces [36]. Il est donc impératif, avant
de pouvoir envisager tout test clinique, de procéder a
I’évaluation de I'efficacité et de I'innocuité des cellules
dérivées de cellules €S en recherche préclinique dans un
modéle de primate non humain. Le primate non humain
- singe Rhésus -, du fait de la similitude de I’organisa-
tion de ses structures corticales et sous-corticales avec
celle du cerveau humain, constitue le modele privilégié
pour les prédictions en neurologie humaine, notamment
en ce qui concerne les maladies neurodégénératives. Le
singe Rhésus, pour lequel il existe un modele fiable de la
maladie de Parkinson [37], représente le modéle précli-
nique de choix pour étudier le bénéfice thérapeutique
des greffes de cellules dérivées des cellules €S. C’est en
effet le seul modele animal qui permettra une analyse
fine de la récupération des déficits cognitifs associés a
la maladie de Parkinson, déficits impossibles a tester
chez les rongeurs. Par ailleurs, cette espece présente
une durée de vie suffisamment longue pour étudier la
survie des cellules greffées et examiner les consé-
quences a long terme des greffes [38] ().

Les cellules €S forment des tératocarcinomes malins non
métastatiques lorsqu’elles sont implantées dans un site
ectopique hors du contexte embryonnaire. La possibilité
que des cellules €S résiduelles, contaminant la prépara-
tion de cellules différenciées, continuent a proliférer et
éventuellement a former des tumeurs chez le receveur
constitue un danger [31, 39]. Un tel danger n’a pas été
rapporté dans les expériences de greffes utilisant des
précurseurs neuronaux multipotents ou des cellules
matures. Il conviendra de déterminer si cela est égale-
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ment le cas chez le primate non humain, grdce a un suivi
a long terme des animaux greffés. Une stratégie de
sélection génétique négative pourra étre mise en ceuvre
préventivement afin d’éliminer totalement les cellules
€S non différenciées avant transplantation [39].

Mditriser le rejet

Le rejet du greffon par le receveur est une cause d’échec
importante lors des allotransplantations. Ce risque est
diminué par le choix d’un donneur présentant la
meilleure compatibilité possible avec le receveur et par
un traitement immunodépresseur du receveur. Des stra-
tégies consistant a modifier les génes du systéme d’his-
tocompatibilité du greffon ont été évoquées mais res-
tent toutes insatisfaisantes pour I'instant. Quant a I’in-
activation des genes du complexe majeur d’histocompa-
tibilité (CMH) chez la souris, elle n’a pas permis d’éviter
le rejet [40]. Le remplacement des génes du CMH des
cellules h€S d’origine par les genes homologues du
patient est difficilement envisageable dans les condi-
tions technologiques actuelles. €nfin, le transfert
nucléaire d’une cellule adulte de I’h6te dans un ovocyte
a permis de dériver des cellules €S immunologiquement
compatibles, mais avec une trés faible efficacité (seu-
lement 1 a 3 % des noyaux transférés conduisent a une
lignée de cellules €S chez la souris) [41]. La transplan-
tation cellulaire dans le systéeme nerveux central consti-
tue un cas particulier. Le cerveau ne possédant pas de
tissus lymphoides, la réponse immune ne peut résulter
que de Iinfiltration de cellules immunitaires a partir des
vaisseaux et des capillaires sanguins et lymphatiques.
Des greffes de neurones feetaux dans le striatum chez
I’lhomme ont montré que les cellules transplantées sur-
vivent jusqu’a dix ans aprés la greffe, sans signe de
Iésion dégénérative du greffon [42, 43], indiquant une
bonne tolérance du greffon feetal par le systeme immu-
nitaire. Il conviendra de déterminer si les cellules diffé-
renciées dérivées de cellules €S sont également bien
tolérées et, dans ce contexte, la mise en ceuvre d’allo-
transplantations de cellules différenciées dérivées de
cellules €S chez le singe macaque est une étape impor-
tante pour assurer la validité et I'innocuité de cette
approche avant de I'appliquer a I’étre humain. ¢

SUMMARY

Embryonic stem cells and cell replacement therapies
in the nervous system

Embryonic stem (€S) cells are pluripotential cells deri-
ved from the pre-implantation embryo. They can proli-
ferate indefinetely in vitro while retaining pluripotency.
€S cells can also be made to differentiate into a large
variety of cell types in vitro. This has paved the way to



research aimed at using €S-derived cells for cell repla-
cement therapies. Hence, mouse €S cells can efficiently

differentiate into neural precursors which can further
generate functional neurons, astrocytes, and oligoden-

drocytes. Methods have also been developed to coax
mouse £S-derived neural stem cells to differentiate into

either dopaminergic neurons or motoneurons. Mouse €S-
derived neural stem cells, or their fully differentiated

progeny, have been shown to survive, integrate, and to
some extent, function following transplantation within

appropriate rodent host tissue. Research on human €S
cells is still in its infancy. Considerable work has to be

done: (1) to master growth and genetic manipulation of
human €S cells; (2) to master their differentiation into

specific cell types; and (3) to demonstrate that they can
provide long term therapeutical benefits upon grafting

into damaged tissues in humans. From the ethical point
of view, the establishment of appropriate primate model

will be an obligatory prerequisite to clinical trials based

on €S cells derivatives grafting. ¢
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