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Soutien métabolique des neurones (6)

e Les neurones n'utilisent pas le glucose
comme principal substrat du cycle de
Krebs mais le lactate d’origine
astrocytaire, produit par la glycolyse du
glucose sanguin



Soutien métabolique des neurones (7)

e Le glycogene
— Principale réserve énergétique cerébrale
— Astrocytaire

— ROle neuroprotecteur durant I'ischémie
cérebrale

— Renouvellement rapide

— Economie en ATP: Libération du glucose par
la glycogene phosphorylase «— glucose 6-P



Astrocyte et Neurotransmission (2)
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Astrocyte et Neurotransmission (3)
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* Des recapteurs de haute affinité pour le
glutamate sont présent sur I'astrocyte

e Maintiennent un niveau sub-toxique de
glutamate prévenant la mort neuronale

* Peut favoriser des passages de glutamate
d’'une synapse a l'autre



Synapse 1

Syncpse 2
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Astrocyte et Barriere Hémato-
encephalique




Astrocyte et Barriere Hémato-
encephalique

o L’astrocyte induit les caractéristiques
propres de la BHE

— Greffes d’astrocytes dans la chambre
antérieure de I'oell, versus fibroblastres



Astrocyte et Barriere Hemato-
encephalique
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RoOle dans le neurogenese (1)

* L’environnement local conditionne la
capacité des cellules souches adultes a
proliférer et a se difféerencier

* RoOle dans la migration neuronale
— Guidage mécanique
— Glie radiaire
— Expression de molécules d’adhésion



RoOle dans le neurogenese (2)

* ROle dans la croissance neuritique
— Soutien structural
— Trophique
— N-CAM
— L1
— N-cadhérine
— Matrice extracellulaire
e Laminine/fibronectine



ROle dans le neurogenese (3)

 RoOle dans la croissance neuritique
— Protéoglycanes a chondroitines sulfates
— A Kératane sulfates
— A héparanes sulfates

* RoOle trophigue
— FGF-2
— IGF
— GDNF (glial cell line derived neurotrophique factor)



Astrocyte et neuroplasticité (1)

o Capacité de réorganisation et de
modulation des circuits synaptiques

— Physiologique
— Apres lésion



Astrocyte et neuroplasticité (2)

* Modifications astrocytaires lors de la
potentiation a long terme

— Renforcement des contacts astrocyto-
synaptigues

— Signalisation calcique astrocyto-neuronale

— Synthese de facteurs neurotrophigues



Astrocyte et neuroplasticité (3)

* Pas de regénération des neurones
centraux matures

 Pas de repousse axonale

 Mais ASTROCYTOSE REACTIONNELLE

— Inhibition de I'axonogenese
— Néosynaptogenese post-synaptique




Astrocyte et neuroplasticité (4)

» Astrocyte réactionnel
— Augmentation de taille
— Augmentation du contenu en GFAP
— Inhibition physique
— Composition de la matrice extra-cellulaire

* Proteoglycannes a chondroitine-sulfate au depend
des héparanes sulfates



Comment manipuler le systeme ?

« Anticorps anti-chondroitine sulfates
e chondroitinase
e Irradiation



Astrocytes et fonctions immunitaires (1)

 Pas de drainage lymphatique
e BHE

e ’astrocyte peut synthétiser des cytokines
oro et anti-inflammatoires

e ’astrocyte peut présenter I'antigene




Mise en place du systeme nerveux
central et mécanismes de la
maintenance a l'age adulte



Notion de cellule souche

Cellule souche Auto-renouvellement

* Progeniteur @

Pluripotentielles

--

Capacites de différenciation restreintes

Cellule différenciée




Moyens d’étude

 Incorporation de H3 tritiée
 Bromodeoxyuridine
e Invitro et in vivo



Origine pendant le développement

e Le systeme nerveux provient de
'ectoderme

e Importance des interactions avec le
meésoderme sous jacent

* Inhibition latérale de la différenciation
neuronale par le systeme Notch




 On peut observer un phenomene d’inhibition
latérale. Cela signifie qu’il y a selection au
sein des clusters de cellules proneurales
d'une cellule uniqgue qui deviendra
neuroblaste. Ce phénomene est regulé par le
complexe Notch et Delta. Ce sont des
protéines membranaires. Notch correspond
au récepteur (voie de transduction du signal
de proximité) et Delta correspond au ligand.
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Notion de facteur neurotrophigue

o Greffe de sarcome murin chez le poulet

— Colonisé par terminaisons sensorielles et
hypertrophie des ganglions hébergeant les
corps cellulaires des neurones

e R Levi-montalcini

— Innervation sympathique, pas les neurones
moteurs

— Donc spécificité d’'action






Facteur neurotrophique

 Cohen
— Glande sous maxillaire
— Purification
— Nerve Growth Factor

— Anticorps: si injection périnatale destruction
du systeme sympathique
— Donc notion de facteur neurotrophique



Facteur neurotrophique

 ROle dans :
— |la survie d’'une population neuronale cible

— Difféerenciation, élaboration et maintient d’'une
Innervation appropriée

— Specificité grace a des récepteurs



Mise en place des réseaux neuronaux
a partir des cellules souches

* Proliferation

e Migration

 Intéraction

o Adaptation et stabilisation
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- Figure 21-104 Migration des neurones

immatures le long des cellules gliales
radiales, Les diagrammes sont basés sur.
des reconstructions de sections du cortex
cérébral de singe (une partie du tube
neural). Les neurones naissent 3 proximité
de la surface la plus interne du tube neural
et migrent vers I'extérieur. Les cellules
gliales radiales peuvent étre considérées
comme des cellules persistantesde
I'épithélium de la paroi originale du tube
neural qui deviennent extraordinairement
étirées au fur et 2 mesure de I'épaississe-
ment de la paroi du tube. (D'apres :
P. Raki¢, J. Comp. Neurol. 145: 61-84,
1972.)

Développement du systéme nerveux 1121
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RoOle des molécules d’adhésion

* ROle dans la migration, mais aussi I'arrét
des cellules vers leur site d’intégration

 Intégrine
e N Cam






Lien entre cycle cellulaire et
différenciation

Genes de déeterminismes cellulaires
Facteurs de transcription

Famille des Helix Loop Helix Loop (HLH)
Myo D: déterminisme musculaire

Neuro D: déterminisme neuronal



Transfection de Myo D

Transfection de
Neuro D



Active transcription de genes

/ spécifiques du tissu

HLH

\

Arrét de la prolifération par I'induction
De protéines inhibitrices du cycle cellulaire

Myo D/Neuro D

Promoteur gene p21 (inhibiteur du cycle cellulaire)




Formation du cone de croissance

e La direction des axones/dendrite est un élément
majeur du réseau

« Etude dans le tissu embryonnaire par la
technigue de coloration de golgi

— Elargissement irrégulier a 'extrémité de la
fibre nerveuse en développement

e Etude In vitro
— nheurites
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mportance du cytosquelette (actine, tubuline)

Proteines specifiques:GAP (growth associated
orotein), ex: GAP 43

Phénomenes d’élongation/rétraction
Notion de substrat attractif ou repulsif




Synaptogenese

* Nécessite progression dirigée de I'axone
vers la cible, reconnaissance, formation
puis maintien de la synapse

* Importance de la présence de substrats
adhésifs sur la matrice extra-cellulaire
— Laminine
— Fibronectine

— Héparane sulfate proteoglycanes
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Nexine:protéase
Facteur neurotrophique (GDNF, NGF)

Croissance

Figure 1. Schéma présentant de facon hypothétique une interaction entre
adhésines (ADH) et intégrines (INT) et des méc

adhésines (3 la surface du substrat) se lient aux in
face de la région active du cone de croissance).
pue par des protéases (P) produites par le céne
inactivées, éventuellement, par une rexine (NEX)

les voisines,

anismes de contréle. Les
tégrines fantigénes de sur-
Cette liaison peut étre rom-
de croissance, efles-mémes
produite par des cellules ‘glia-
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Stabilisation

neurones tectaux

neurones axones
rétiniens rétiniens
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Roéle de I'activité synaptique



Les cellules souches neuro-
ectodermiques du cerveau adulte:
Concept et realite



Introduction

e Adulte: un concept s 'opposant aux données
classiques de non renouvellement des
constituants cellulaires neuronaux a | 'age
adulte

e Un concept thérapeutiqgue essentiel au plan
éthigue car une alternative a | 'utilisation des
cellules embryonnaires et au clonage



Définitions

e Cellules souches
— Prolifération
— Auto-renouvellement
— Progéniteurs
— Pluripotentes
— Stimulées par mort cellulaire

* Progéniteurs



Historigue et émergence experimentale
du concept
- In vitro

Mais : |

- Les oiseaux, les |ézards ...

- Des travaux anciens montrant |'existence
d'une activité mitotique dans le cerveau
(Altman, 1963)

- La présence de facteurs de croissance et de
leurs récepteurs dans le cerveau




Le renouvellement cellulaire dans les tissus adultesl

Duplication de cellules
difféerenciées

OHINIES
souches

Cellules souches

Rien (Cellules post-mitotiques,
plasticité)

~¢ . s Progéniteurs
‘¢_)/‘?/




Reynolds et Weiss, Nature 1992 |

striatum de rat

R . — dissociation enzymatique
(3 4 18 mois) y .

l

Milieu de culture sans serum
20 ng/ml d'EGF et sans substrat adhésifs

'

2 jours : la plupart des cellules meurent

'

formation de neurospheéres
proliférantes

'

Différenciation en astrocytes, neurones et
oligodendrocytes




- La Nestine est le marqueur des cellules souches
neuro-ectodermiques

- L'EGF et le FGF-2 sont les facteurs de croissances
essentiels pour la génese in vitro de ces cellules

"Une conception hématopoietique du systeme
nerveux central"
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différenciées

Cellules
souches

Transdifférenciation (Raff)



Activation d'un
programme de

Facteurs solubles differenciation

Neuro D 1,2,3,4
Nur 1
MASH 1

Facteurs transcriptionels

l NRSF

Exclusion d'autres programmes de
differenciation




Le cerveau humain \

Hippocampe,
mur ventriculaire
pluripotentes




Implications medicales

e Greffes

— Cellules souches embryonaires
— Cellules adultes

 Modification in utéro

 ROle dans la genese de pathologie
dégénératives ou au contraire tumorales



Qu'en est-il in vivo ? |

- Brdu, marquage rétroviraux

Gyrus dentatus de I’hippocampe
Bulbe olfactif




NeuN/BrdU

GFAP/BrdU







Applications a des stratégies de
reparations cellulaires in vivo

o Greffe
o Stimulation endogene



Greffe de cellule souche neuro-
ectodermiques

« Expansion in vitro tres importante
 Intégration multipotente et a long terme
» Plasticité phenotypique



Plasticité phénotypigue de ces cellules

o Greffes homotypiques
o Greffes hétérotypiques

. Cerv
Cerv >

Ceollules / hippo différenciation B Hippo
Souches —

cervellet

— Cerv

Cerv
| < différenciation "
hippocampe hippo ., HiIppo




e Les cellules souches gardent donc une
plasticité phénotypigue qui est fonction
de I'environnement cellulaire spécifique



- Greffe des progéniteurs apres expansion in vitro et marquage




Application preclinique

« Effet therapeutique (ischémie, Parkinson,
Hungtinton, Iésions médullaires)

e Vielllissement

e AVC chez 'homme



Manipulation indirecte

 Transfert de genes

 Infusion de facteurs neurotrophiques
— Pompe
- « implants biodegradables »

e « Activation neuronale »



Infusion de FGF2

« Augmentation de la prolifération au niveau
des progéeniteurs épendymaires

* Augmentation du pool des progéniteurs en
migration, un peu partout dans le cerveau



« Activation neuronale »

« Augmentation de la neurogenese au
niveau du gyrus dentatus dans un
environnement enrichi

« Augmentation des capacités d’apprentissage



« Explosion des frontieres cellulaires »

* Les cellules souches neuro-ectodermique
adultes sont capable de faire de
I'hématopoiese

* Les cellules hématopoiétiques sont
capables de donner des neurones, des
astrocytes et des oligodendrocytes

« En particulier les cellules stromales
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