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La transdifférenciation

cellulaire au service
de la sclérose latérale

amyotrophique ?

Charles Nicaise, Delphine Bohl, Roland Pochet

La thérapie cellulaire de la sclérose
latérale amyotrophique
Paradoxalement, en augmentant I’es-
pérance de vie, nous sommes soumis au
défi majeur que constitue I'augmenta-
tion exponentielle des maladies neuro-
dégénératives. Parmi celles-ci, la sclé-
rose latérale amyotrophique (SLA) se
caractérise par la perte spécifique des
neurones moteurs corticaux, bulbaires
et spinaux. Les patients atteints de SLA
développent des faiblesses musculaires,
des fasciculations progressant vers des
atrophies plus séveres et des paralysies
des muscles périphériques. U'issue fatale
survient quand les neurones moteurs
innervant le diaphragme et les muscles
respiratoires sont touchés. A ce jour,
aucun traitement n’existe pour contre-
carrer cette disparition massive de neu-
rones. Malgré plus d’un siecle de recul
et I'identification de mutations dans les
génes SODI (superoxide dismutase), FUS
(fused in sarcoma/translocated-in-lipo-
sarcoma) ou TDP43 (TAR DNA-binding
protein), rien n'est connu sur la cause
originelle de la dégénérescence des neu-
rones moteurs. Cependant, grdce aux
modéles animaux transgéniques SODI
reproduisant la SLA, plusieurs mécanismes
pathologiques menant a la mort des
neurones moteurs ont été identifiés :
toxicité liée au glutamate, stress oxy-
datif, formation d’agrégats protéiques,
dysfonctionnement des mitochondries
et du systéme autophagique, ou encore
pénurie de facteurs neurotrophiques.
Il est de plus en plus évident que les
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cellules non neuronales, astrocytes et
microglie, jouent un role proactif dans la
mort des neurones et dans I"avancée de
la maladie, méme si elles ne détiennent
pas le primum movens dans I'apparition
des symptomes [1, 16]. La SLA est donc
une maladie multifactorielle touchant
a la fois les cellules neuronales et les
cellules non neuronales, et nécessite
une approche thérapeutique multicel-
lulaire [2]. La thérapie cellulaire offre
de nouveaux espoirs aux patients méme
si la probabilité de remplacer un neu-
rone déficient par un nouveau neurone
capable d’assurer la méme fonction et
de restaurer les bonnes connexions reste
trés faible. Remplacer non seulement
les neurones moteurs |ésés mais aussi
les astrocytes par de nouvelles cellules
dérivées de cellules souches est une
approche qui a été envisagée des 2007.
Fortes des résultats obtenus dans I’étude
des modeles animaux SODI, les thérapies
utilisant des cellules dérivées de cellules
souches humaines furent rapidement
transférées en clinique [3]. Les premiers
essais cliniques chez "homme utilisant
des cellules souches mésenchymateuses
ou neurales sont en cours d’évaluation
en Italie et aux Etats-Unis [4]. A défaut
de remplacer les cellules détruites, la
transplantation de cellules neuves peut
permettre de prévenir la mort neuronale
en fournissant des cellules accessoi-
res et des molécules neuroprotectrices,
activant les processus de réparation
endogéne [2]. La transplantation dans
la moelle épiniere d’astrocytes sains ou

de progéniteurs modifiés pour exprimer
différents facteurs neurotrophiques a
montré des effet bénéfiques sur la sur-
vie des rats SODI et celle des neurones
moteurs [5]. Les nouveaux protocoles de
reprogrammation épigénétique de cellu-
les humaines adultes en cellules souches
pluripotentes induites (iPS, induced plu-
ripotent stem cell) offrent aujourd’hui
une source quasi infinie de cellules neu-
ronales ou gliales. Ces iPS, obtenues a
partir de cellules somatiques de patients
- fibroblastes de peau ou kératinocytes
de cheveux par exemple -, peuvent servir
autant de modéle d’étude cellulaire de
la maladie que de réservoir de cellules
thérapeutiques a greffer chez le méme
patient [6].

La transdifférenciation au service
de la SLA ?

iPS et transdifférenciation

L'applicabilité clinique des iPS se heurte
principalement au temps que prennent la
génération, "amplification et la carac-
térisation des cellules (2 & 3 mois), a la
difficulté de leur différenciation en cel-
lules d’intérét et au risque de formation
tumorale post-transplantation. €n effet,
si un jour des cellules dérivées d’iPS
sont proposées en clinique, il faudra
éliminer le risque de contamination de
la greffe par des cellules pluripotentes
susceptibles de former des tumeurs [7]
(). Ces limitations
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par une stratégie de transdifférencia-
tion, c’est-a-dire de reprogrammation
directe d’une cellule différenciée d’une
lignée en une cellule différenciée d’une
autre lignée, en évitant le stade inter-
médiaire des iPS (Figure 1). Vierbuchen
et al. furent les premiers a décrire la
conversion directe et rapide de fibro-
blastes murins embryonnaires en neu-
rones fonctionnels appelés neurones
«induits » [8]. La combinaison de trois
facteurs de transcription, Ascll, Brn2 et
Mytll impliqués dans la neurogenese,
mais sans rapport avec une propriété de
pluripotence contrairement aux facteurs
de transcription qui sont utilisés pour
une reprogrammation en iPS, transfor-
ment in vitro efficacement, en moins
d’une semaine, des fibroblastes murins
en neurones fonctionnels capables de
générer des potentiels d’action (20 %
des cellules initiales sont converties).
La majorité des neurones ainsi induits
était constituée de neurones excitateurs
exprimant des marqueurs corticaux. De
la il ne restait qu’un pas a franchir pour
réaliser cet exploit a partir de cellules
humaines. La méme équipe vient de
montrer que les trois mémes facteurs
de transcription combinés au facteur
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NeuroD1 convertissent des fibroblastes
feetaux ou postnatals humains en neuro-
nes induits [9] (Figure 1). Il reste néan-
moins @ démontrer que le programme
fibroblastique est définitivement éteint
et a relever le prochain défi: générer
directement d’autres sous-types spéci-
fiques de neurones, voire des sous-types
de cellules gliales.

Conversion de cellules astrogliales en
neurones fonctionnels

€n effet, chez les patients SLA, les cel-
lules touchées sont majoritairement
des neurones moteurs de types gluta-
matergique et cholinergique. Le groupe
de Berninger a déja tracé la route en
montrant que la transduction d’un seul
facteur de transcription peut convertir
des cellules astrogliales post-natales
en sous-types neuronaux [10]. Cette
conversion n’est pas liée a une plasticité
des cellules gliales puisque in vitro ou
in vivo il n’est pas possible de trans-
former des cellules gliales en neurones
sans «revenir» a I’étape d’un précur-
seur neural exprimant des facteurs de
détermination neurogénique. Il s’agit bel
et bien de transdifférenciation cellu-
laire ! Uexpression forcée du facteur de

Figure 1. Différents types de cellules neurales
obtenus par transdifférenciation et potentiel-
lement utiles au traitement de la SLA. Si la
transplantation cellulaire devient une thérapie
standard de la SLA, il sera nécessaire de pro-
duire in vitro différents types cellulaires pour
remplacer les cellules nerveuses déficientes
de la moelle épiniére. A Pinstar de la transmu-
tation chimique, il est possible aujourd’hui de
transdifférencier directement des fibroblastes
en neurones ou en précurseurs neuraux et ce
grdce a des vecteurs rétroviraux exprimant des
facteurs de transcription spécifiques. A partir
de cellules somatiques post-natales de souris,
plusieurs types cellulaires ou sous-types neu-
ronaux ont été créés avec succes : astrocytes,

neurones glutamatergiques ou cholinergiques.

transcription Neurog2 dans les cellules
astrogliales (via un rétrovirus) conduit
a la formation de neurones excitateurs
glutamatergiques, alors que I’expres-
sion de DIx2 conduit a la formation
de neurones inhibiteurs GABAergiques
[11] (Figure 1). Cette équipe a éga-
lement montré qu’il était possible de
générer des neurones fonctionnels par
transdifférenciation a partir de cellules
astrogliales humaines provenant d’une
zone lésée du cerveau, siege d’une gliose
réactive.

Reprogrammation directe de cellules
somatiques en précurseurs neuraux

Une approche thérapeutique plus globale
de la SLA pourrait tirer parti de la pro-
duction de précurseurs neuraux, cellules
immatures donc en amont des neurones
différenciés, pouvant spontanément se
différencier in vivo en neurones, astro-
cytes ou cellules microgliales. Jusqu’a
présent, ces précurseurs n’étaient obte-
nus qu'a partir de tissu feetal, d’iPS ou
de cellules souches embryonnaires, et
dans ces deux derniers types de cellules,
apres culture dans un milieu de culture
défini en présence de molécules inhibi-
trices de la voie de signalisation SMAD,



telle que Noggin. Il est désormais possi-
ble de transdifférencier des fibroblastes
murins directement en précurseurs neu-
raux Paxé* (et non pas en neurones) en
utilisant les quatre mémes facteurs de
transcription (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc)
que pour une reprogrammation en iPS
(Figure 1). Les seules différences résident
dans le contrdle temporel de I"expression
des facteurs de transcription exogenes
(3 jours seulement) et dans I’exposition
a un milieu enrichi en FGF2 (fibroblast
growth factor), FGF4 et EGF (epidermal
growth factor) en lieu et place du milieu
de culture pour cellules souches embryon-
naires [12]. Cette procédure est rapide
(moins de 2 semaines) et a pour avan-
tage I'expansion in vitro des précurseurs
en vue de transplantation a large échelle,
alors que les neurones dits induits sont
des cellules post-mitotiques et dés lors
ne peuvent plus se diviser. Par ailleurs, il
est aujourd’hui possible de forcer la dif-
férenciation de ces précurseurs neuraux
en neurones moteurs de type choliner-
gique par ingénierie génétique grdce a
I’expression des facteurs de transcription
Hb9, Nkx6.1 et Neurog? et leur traitement
par I'acide rétinoique et le morphogene
sonic hedgehog [13].

Parallelement, de nombreux progres en
matiere de contrdle de la différenciation
des précurseurs neuraux en astrocytes
ont été réalisés. €n effet, étant donné
les effets bénéfiques d’astrocytes sains
transplantés dans la moelle épiniére de
rats SODI, il serait envisageable d’en
produire de grandes quantités in vitro.
Ces astrocytes jouent un rdle neuropro-
tecteur dans la moelle épiniéere des rats
SODI en augmentant localement I'ex-
pression des transporteurs du glutamate
et ils diminuent la toxicité liée au glu-
tamate [5]. On sait maintenant que des
signaux extracellulaires comme le FGF2
et le CNTF (ciliary neurotrophic factor) ou
encore I'acide rétinoique et le LIF (leu-
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kemia inhibiting factor) ont la propriété
d’activer, au sein de précurseurs neuraux,
le facteur de transcription STAT3, ce qui
entraine un remodelage de la chroma-
tine et des modifications épigénétiques
menant finalement a une différenciation
astrocytaire [14]. Ces connaissances
réunies permettent d’envisager un jour
la reprogrammation d’une seule cellule
en de multiples types cellulaires nerveux,
transplantables chez les patients SLA.

Conclusion

Le concept de la transplantation cellu-
laire en thérapie de la SLA a considéra-
blement évolué ces dernieres années.
Depuis peu, les cellules nerveuses
peuvent étre reprogrammées, diffé-
renciées et exprimer une pléthore de
genes d’intérét et ainsi améliorer leur
intégration, leur survie et délivrer des
molécules thérapeutiques (Figure 1).
La thérapie cellulaire est une réalité
qui a déja fait ses preuves, notamment
pour les maladies du sang. Néanmoins
la route est encore longue et le passage
des essais sur les rongeurs vers I’hu-
main reste un obstacle qui devra sans
doute passer par des modeles comme
le chien. Aujourd’hui plus qu’hier et
moins que demain on peut sérieuse-
ment considérer que la greffe de cel-
lules ou de précurseurs nerveux pourra
diminuer la perte des motoneurones
et ralentir la progression de la mala-
die chez les patients atteints de SLA.
Le défi est de convaincre les pouvoirs
publics et les investisseurs privés d’in-
vestir dans des études cliniques ol le
nombre de patients est suffisamment
large. La bataille n’est pas gagnée car
une fraction importante de cliniciens
neurologues ne considérent pas cette
approche comme efficace [15] et le
débat est ouvert. ¢

Cellular transdifferentiation in amyo-
trophic lateral sclerosis
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