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Les progéniteurs du systeme nerveux immortaliseés,
vecteurs de thérapie génique

Les outils de thérapeutique interven-
tionnelle pour le traitement de mala-
dies touchant le systéme nerveux cen-
tral se développent trés rapidement.
Les lecteurs de médecine/sciences ont
ainsi été informés, ces toutes der-
niéres années, des résultats des
greffes intracérébrales de neurones
(voir m/s n°1, vol. 9, p. 76), des tenta-
tives visant a utiliser, comme vecteurs
de transfert de géne implantables
dans le cerveau, des fibroblastes (voir
m/s n°4, vol.5, p.262) ou des myo-
blastes, et des travaux indiquant la
capacité de divers vecteurs viraux
d’infecter les cellules (post-mito-
tiques) du systéme nerveux central
(voir m/s n°2, vol. 9, p. 348 et m/s n°3,
vol. 11, p.474). Une des limites les
plus importantes de ces techniques
parait étre, dans tous les cas, la res-
triction de I'effet biologique a la peti-
te zone dans laquelle a été réalisée
I'implantation ou I'infection, et a son
voisinage direct dans le cerveau ou la
moelle épiniére. L’effet thérapeu-
tique n’est ainsi espéré que sur un
petit nombre de populations cellu-
laires, topographiquement organi-
sées, et il est peu envisageable que les
réinnervations ou la sécrétion de sub-
stances d’intérét s’appliquent a de
trés larges régions cérébrales ou spi-
nales, a fortiori a I'ensemble du syste-
me nerveux central. Il n’existe pas,
en effet, de migration neuronale
dans le parenchyme de I'héte et les
migrations gliales sont trés limitées.
Les vecteurs viraux — lorsqu’ils sont
déficients pour la réplication — ne
s'éloignent pas non plus significative-
ment des zones d’injection, si ce
n’est par transport rétrograde dans

s quelques neurones de projection.
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De telles techniques peuvent donc en
théorie, ou pour les greffes neuro-
nales en pratique clinique, s’appli-
quer a des maladies qui s’attaquent a
des populations neuronales bien
regroupées mais pas a celles qui inté-
ressent, de facon diffuse ou du moins
plus dispersée, de vastes territoires.

Une solution a ce probléme vient
d’étre proposée par Evan Snyder et
ses collaborateurs [1] (Harvard

Medical School, MA, et University of
Pennsylvania, PA, USA), qui ont
développ¢ ces derniéres années des
transplantations intracérébrales de
progéniteurs du systéme nerveux
immortalisés. L’idée d’immortaliser
des progcniteurs nerveux par trans-
fert de génes immortalisants, comme
ceux codant pour v-Myc ou pour
I'antigéne T de SV40, a été mise en
pratique avec succes dés la fin des
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Figure 1. Voies d’acces supposées au parenchyme cérébral des progéniteurs
nerveux immortalisés apres injection par voie intracérébro-ventriculaire. Les
cellules, portées par le flux du liquide céphalo-rachidien, semblent capables
de pénétrer dans les zones germinatives paraventriculaires et de suivre les
voies de migration qui conduisent normalement, a partir de ces zones, neu-
rones et cellules macrogliales dans le parenchyme cérébral.
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annces 1980, avec pour objectif — a
long terme - de créer des « banques »
de cellules nerveuses, neurones et
cellules de la macroglie, capables de
se diffcrencier spécifiquement en
diverses populations utilisables ¢n
recherche (notamment sur le déve-
loppement) ou e¢n thérapeutique
(par greffe) (pour revue, wvoir [2]).
Les neurones étant incapables de
proliférer apres la fin de la neuroge-
nese, et les cellules macrogliales ne
conservant que des capacités prolifé-
ratives trés limitées, la création de
telles banques réclamait 'accés aux
cellules neuroépithéliales proliféra-
tives du systéme nerveux central
situées, au cours du développement
feetal essentiellement, dans les zones
germinatives. La transduction de I'un
des deux génes immortalisants grace
a des vecteurs rétroviraux a permis
d’obtenir des clones trés variés,
capables de proliférer en culture de
facon permanente mais présentant
une inhibition de contact et ne for-
mant pas de tumeurs apreés implanta-
tion intracérébrale [3, 4].

L’étude de la différenciation de ces
cellules apres transplantation intracé-
rébrale a permis d’observer des phé-
nomenes tout a fait surprenants,
dont I'intérét thérapeutique poten-
tiel suscite aujourd’hui beaucoup
d’optimisme.

Tout d’abord, tous les auteurs qui
ont réalisé ces greffes chez le ron-
geur — dans des régions vari¢es du
systéme nerveux central, et a des ages
allant du nouveau-né a 'adulte — ont
¢té frappés de constater que ces cel-
lules, quelle que soit leur origine
propre (dans une région cérébrale
ou une autre), s’intégrent parfaite-
ment dans le tissu hote. Elles s’incor-
porent effectivement dans la cytoar-
chitecture de la région dans laquclle
clles ont été transplantées et y
acquicrent le phénotype local! Des
cellules progénitrices de cervelet
peuvent, ainsi, devenir des neuronces
hippocampiques [3], et des progéni-
teurs neuronaux du raphé dorsal
prendre le phénotype de ncurones
spinaux [5]. II est probable que ces
résultats, d’autant plus surprenants
que des progéniteurs non immortali-
sés conservent une détermination
phénotypique propre, sont liés a
I'immortalisation. L’intervention de
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v-Myc ou de T de SV40 pourrait «sus-
pendre » artificicllement la mise en
jeu des mécanismes de détermina-
tion et de différenciation. Le micro-
environnement créé, soit par la
confluence en culture, soit par les
cellules hoétes apres transplantation,
jouerait alors efficacement un role
instructeur. Les progéniteurs ner-
veux immortalisés pourraicnt donc,
potentiellement, sc¢ substituer a de
nombreuses populations neuronales,
par différenciation « mimétique »
apres transplantation in sifu.
Ensuite, ces cellules présentent la
capacité tres étonnante de migrer sur
de longues distances dans le systéme
nerveux central, en particulier chez
le nouveau-né, c’est-a-dire a un stade
ou il existe encore une certaine pro-
lifération dans les zones germina-
tives. Les progéniteurs nerveux, lors-
qu’ils sont implantés dans ces zones
germinatives, sont capables de suivre
les voies de migration normales, com-
me le font les neurones et cellules
gliales produits par ces zones germi-
natives, et se distribuent donc large-
ment dans le parenchyme nerveux.
C'est cette propriété migratoire trés
particulicre que Snyder et al. ont
mise a profit pour utiliser les progé-
niteurs nerveux comme vecteurs de
thérapie génique, en vue du traite-
ment de la maladie de Sly, mucopoly-
saccharidose de type VII, maladie
provoquée par un déficit en B-glucu-
ronidase qui se traduit par une accu-
mulation lysosomiale anormale (m/s
n°6-7, vol. 10, . 749). Cette accumu-
lation touche de trés nombreuses cel-
lules dans 1'organisme, parmi les-
quelles des neurones et des cellules
macrogliales dans le cerveau. On a
observé que l'apport extrins¢que de
I'enzyme a un effet thérapeutique sur
le désordre cellulaire. Cependant,
quand cet apport a licu en dehors du
systeme nerveux central, I’enzyme
n’y pénctre pas parce qu’elle en est
empéchée par la barricre hémato-
encéphalique. L’objectif thérapeu-
tique a atteindre est donc de créer,
dans I'ensemble du systéme nerveux
central, les conditions pour que le
taux de B-glucuronidase — quasi nul
chez les patients — augmente dans
des proportions (d’ailleurs assez
faibles, < 10% de la normale) suffi-
santes pour prévenir 'accumulation

lysosomiale et, par voie de consé-
quence, I'atteinte cellulaire.

Snyder et al. ont eu I'idée de transfé-
rer le géne codant pour I'enzyme
dans des cellules progénitrices ner-
veuses immortalisées (cellules de cer-
velet immortalisées par v-myc) et
d’injecter ces cellules dans le cerveau
de souris nouveau-nées présentant
une MPS VII, non pas localement
dans le parenchyme mais dans le sys-
téme ventriculaire (figure 1). Les pro-
géniteurs, portés par le flux du liqui-
de céphalo-rachidien, se sont ainsi
dispersés et ont atteint de nom-
breuses régions germinatives a partir
desquelles ils ont migré dans le
parenchyme nerveux, s’intégrant
dans des régions diverses du cortex
ct du tronc cérébral. Se différenciant
dans ces régions, ils y ont produit et
sécrété la Bglucuronidase qui, captée
par les neurones du voisinage, a pu
étre utilisée par ces derniers — apres
endocytose par la voie du récepteur
du mannose-6-phosphate — pour res-
tituer les mécanismes cataboliques
normaux. Le marquage histochi-
mique de D'activité de I'enzyme a
montré, chez les différents animaux
traités, que les progéniteurs nerveux
implantés la synthétisaient encore
jusqu’a huit mois aprés transplanta-
tion, indiquant la persistance au long
cours de I'expression du transgéne
(ce qui a été difficile a obtenir avec
d’autres types de cellules, en particu-
lier avec les fibroblastes).

Les résultats thérapeutiques obtenus
grace a ce transfert de géne sont
spectaculaires. Sur le plan biochi-
mique, les souris MPS ont récupéré
en moyenne 11% des taux d’enzyme
dans I'ensemble du cerveau, avec des
productions locales atteignant, a
I'age adulte, 2% a 163 % du taux
normal suivant les régions et les ani-
maux. Sur le plan cellulaire, la pré-
sence de I'enzyme a effectivement
permis de restreindre significative-
ment, chez les animaux adultes, le
nombre des cellules présentant des
déficits de stockage lysosomial (qui se
traduisent histologiquement par la
présence de larges vacuoles dans le
cytoplasme des neurones et des cel-
lules gliales).

Les résultats présentés par Snyder ef
al. ouvrent la voie a des approches
thérapeutiques originales pour un
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grand nombre de maladies dans les-
quelles un déficit enzymatique pro-
voque des troubles du métabolisme
cellulaire dans le systéme nerveux
central (maladies lysosomiales mais
aussi, par exemple, adrénoleucody-
strophie). On peut en effet recon-
naitre trés précocement certaines de
ces maladies, alors que de larges
régions germinatives paraventricu-
laires persistent, et envisager donc
I'implantation de cellules progéni-
trices nerveuses par la voie décrite
par les auteurs. Cependant, dans une
perspective de thérapie chez I'hom-
me, les cellules utilisées devraient a
I'évidence étre dépourvues d’oncoge-

ne activé, ce qui nécessitera de
mettre au point des méthodes alter-
natives de culture. L’application des
mémes techniques chez I'adulte se
heurte, en revanche, a I’absence ou a
la faiblesse de I'activité des zones ger-
minatives paraventriculaires. On doit
toutefois reconnaitre que ces cellules
progénitrices nerveuses immortali-
sées ont déja apporté tant de résul-
tats surprenants au cours de leurs
trois années d’existence ofticielle que
I'on ne peut qu’attendre avec opti-
misme ce qu’elles nous réservent
encore, et pourquoi pas dans le cer-
veau et la moelle épiniére de I'adulte !
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