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AVANT-PROPOS 

 

Le cerveau est un organe complexe et malgré d’intenses recherches, beaucoup de 

mystères entourent encore cette entité. La découverte que le cerveau est doué de 

neuroplasticité a permis d’imaginer reconstruire un réseau neuronal lésé et a fait entrer la 

recherche en neuroscience dans l’ère de la transplantation. L’idée de la transplantation 

intracérébrale a fait son apparition à la fin du XIXème siècle lorsque Thompson préleva une 

pièce de néocortex de 8mm sur un chien qu’il transplanta dans le néocortex d’un autre chien. 

La greffe survivra jusqu’à 7 semaines mais avec une importante nécrose (Thompson, 1890). 

La recherche de stratégies thérapeutiques pour la maladie de Parkinson en transplantant des 

cellules dans le cerveau des patients a débuté vers les années 1980. Le but était de greffer 

dans le striatum des cellules susceptibles de le réinnerver et de rétablir un niveau 

physiologique de dopamine. Des études expérimentales chez l’animal, puis cliniques chez 

l’homme se sont succédées avec comme principale source cellulaire les neuroblastes issus du 

mésencéphale ventral de fœtus. Des résultats encourageants ont été obtenus mais les 

problèmes d’éthique, de religion, de disponibilité et de logistique, liés à l’utilisation de tissu  

fœtal humain ont freiné cette approche. Une des alternatives fut la xénotransplantation de 

cellules mésencéphaliques porcines avec comme défi de parvenir à contrôler le rejet des 

xénogreffes intracérébrales. En effet, les nombreuses expériences de transplantation 

accélérèrent la remise en question du dogme d’un cerveau comme organe immunoprivilégié 

(Barker and Widner, 2004) au profit du terme « immunologiquement particulier ». Le concept 

d’interaction entre le système immun et le système nerveux central (SNC) prit alors de 

l’ampleur.  

Les dernières décennies virent l’explosion de la recherche sur les cellules souches. Ces 

cellules, au fort potentiel d’auto-renouvellement et de différenciation, ouvrirent de nouvelles 

perspectives pour les thérapies restauratrices. A ces potentialités s’ajoutèrent  des propriétés 

trophiques, migratoires et immunomodulatrices fort intéressantes pour la transplantation et la 

survie des greffons. Une intense recherche fut menée pour déterminer la source idéale de 

cellules souches. Après les cellules souches neurales et les cellules souches embryonnaires, 

l’expérimentation s’est focalisée sur les cellules pluripotentes induites (iPSC). Ces cellules 

somatiques adultes reprogrammées pour pouvoir être différenciées en tous types de cellules 

devraient permettre d’obtenir des cellules spécifiques de patients pour développer des 
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modèles de pathologies, tester de nouvelles drogues. Les iPSC sont également un superbe 

outil si l’on souhaite transplanter des cellules autologues génétiquement corrigées.  

Malheureusement, le coût, le temps et la difficulté pour obtenir des cellules autologues 

tendent aujourd’hui vers la mise en place de banques d’iPSC avec un screening des 

haplotypes HLA (human leukocyte antigen) pour adapter le greffon à la spécificité 

immunologique du receveur (Fairchild, 2010; Nakatsuji et al., 2008). A l’heure actuelle, il y a 

une réelle orientation de la transplantation vers une médecine personnalisée. 

 

Dans l’introduction, nous reviendrons en détails sur plusieurs de ces points, en 

évoquant également les caractéristiques de la maladie de Parkinson et les stratégies 

thérapeutiques dont la greffe intracérébrale. Après avoir décrit les particularités du cerveau 

d’un point de vue immunologique, nous rappellerons les différents mécanismes de rejets 

possibles. La dernière partie de l’introduction brossera un portrait des différents types de 

cellules souches, en particulier celles utilisées durant ma thèse : les cellules souches 

mésenchymateuses (CSM) et les cellules souches/progénitrices neurales (CSPN). 

Après avoir exposé les objectifs de la thèse, je présenterai les résultats de nos travaux 

sur les mécanismes immunosuppresseurs des CSM, CSPN et CSN dérivées d’iPSC avec 

notamment deux articles. Dans une seconde partie, j’exposerai nos résultats sur l’implication 

de la réponse humorale dans le rejet de xénogreffes neurales porcines, avec un article. Nous 

finirons par une discussion générale en incorporant les diverses perspectives envisagées.
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I. La transplantation intracérébrale : application à la 

maladie de Parkinson 

 

I-1. La maladie de Parkinson : description et principales thérapeutiques 

 

La maladie de Parkinson (MP) a été décrite pour la première fois en 1817 par James 

Parkinson comme une « paralysie agitante » caractérisée par un tremblement de repos, des 

anomalies de la marche et de la posture, une paralysie et une diminution de la force motrice 

(An Essay on the Shaking Palsy, Sherwood, Neely and Jones London, 1817). C’est la 

deuxième maladie neurodégénérative chronique la plus fréquente après la maladie 

d’Alzheimer. Actuellement, cette pathologie touche 1% de la population de plus de 60 ans et 

4-5% des plus de 80 ans (Dawson and Dawson, 2002; de Lau and Breteler, 2006), mais son 

incidence est en progression, due notamment au vieillissement de la population mondiale.  

 

I-1.1. Signes cliniques  

 

La MP est principalement diagnostiquée suite à la présence d’au moins deux des 

symptômes moteurs suivants : un tremblement de repos, une rigidité des membres, une 

bradykinésie/akinésie et une instabilité posturale (de Lau and Breteler, 2006). Au tout début 

de la maladie, le tremblement, souvent unilatéral et restreint aux extrémités, ne survient qu’au 

repos, mais il est augmenté dans un état de stress ou d’effort de concentration. La rigidité se 

traduit par une hypertonie musculaire, le plus souvent asymétrique. La bradykinésie est 

caractérisée par une lenteur des mouvements pouvant conduire à une akinésie, une difficulté à 

initier le mouvement. Ce symptôme peut se traduire par une lenteur à l’écriture, une 

diminution du balancement des bras lors de la marche, de l’expression faciale et de 

l’amplitude de la voix (Fahn, 2003). Beaucoup de patients développent en plus des 

symptômes non moteurs (pour revue (Chaudhuri et al., 2006)) tels qu’une fatigue, une 

anxiété, une dépression, des déficits cognitifs (Starkstein et al., 1990), des démences 

(Aarsland D, 2003), des problèmes de sommeil (Chaudhuri, 2003), des dysfonctions 

olfactives (Doty et al., 1992; Hawkes et al., 1997; Huisman et al., 2004) et des dysfonctions 

gastro-intestinales (pour revue (Pfeiffer, 2003)).  
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I-1.2. Physiopathologie 

 

I-1.2.1. La dégénérescence neuronale 

 

Une des principales caractéristiques pathologiques de la MP est la perte progressive et 

sélective des neurones dopaminergiques de la voie nigrostriatale. Cette voie fait intervenir 

deux zones du cerveau, la substance noire et le striatum (composé du noyau caudé et du 

putamen), deux structures appartenant aux noyaux gris centraux ou ganglions de la base. 

Figure 1.  

 

Figure 1 : La voie nigro-striée. Les neurones dopaminergiques de la substance noire 

projettent vers le striatum composé du noyau caudé et du putamen. Adapté de 

http://fr.ircminternational.com. 

 

La dégénération des neurones dopaminergiques au niveau de la substance noire pars 

compacta (SNpc) et de leurs projections vers le striatum entraîne un déficit de dopamine au 

niveau de cette région (Hornykiewicz, 1966). Lorsque le diagnostic de la pathologie est établi, 

80% de la dopamine striatale et 50% des neurones dopaminergiques de la SNpc ont déjà 

disparu (Toulouse and Sullivan, 2008). Cette perte de dopamine entraîne une faible activation 

des récepteurs dopaminergiques présents au niveau du striatum et par voie de conséquence, un 

dysfonctionnement des ganglions de la base. Figure 2. 
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Figure 2 : Organisation des ganglions de la base dans un contexte normal (A) et lors de la 

MP (B). En vert : voie excitatrice, en rose : voie inhibitrice, cercle : neurotransmetteurs. 

Adapté de (Lang and Lozano, 1998).   

 

La dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNpc entraîne un déficit de dopamine 

qui a pour conséquence une faible stimulation des récepteurs dopaminergiques  (D2 et D1) du 

striatum, provoquant un dysfonctionnement des deux voies des ganglions de la base : 

- La voie directe : la diminution de l’excitation du récepteur D1 entraîne une inhibition moins 

forte par les neurones GABAergiques du globus pallidus (GP) interne, ce qui permet une 

inhibition plus accentuée du noyau thalamique qui va alors moins activer le cortex par les 

neurones glutamatergiques et en conséquence diminuer aussi l’excitation du striatum. 

- La voie indirecte : la diminution de l’inhibition du récepteur D2 entraîne une plus forte 

inhibition du globus pallidus externe par les neurones GABAergiques et donc une moindre 

inhibition du noyau sous-thalamique, qui va par les neurones glutamatergiques permettre une 

plus forte activation du GP interne et de la substance noire pars reticulata (SNpr), ce qui 

accentue la forte inhibition du noyau thalamique et donc du cortex. 

La conséquence de la dysfonction de ces deux voies est une forte inhibition de l’activité du 

cortex, ce qui induit une perturbation du contrôle moteur.  

 

La perte neuronale n’est pas limitée à la SNpc. Elle touche aussi le locus coeruleus, les 

noyaux moteurs dorsaux des nerfs vagues et glossopharyngiens, le noyau basal de Meynert et 

à un stade plus tardif le néocortex (Braak et al., 2003). En étudiant les cerveaux de 110 
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patients de la MP, Braak et al., ont ainsi pu définir une topographie de la progression de la 

MP selon 6 stades. Figure 3. 

 

 

Figure 3 : Stades de la progression de la dégénérescence neuronale dans la MP selon la 

théorie de Braak. Adapté de (Braak et al., 2003). 

 

 Dans les stades 1 et 2, les lésions touchent la structure olfactive, la medulla oblongata 

et une partie du pontine tegmentum provoquant des dysfonctions olfactives et autonomiques. 

Aux  stades 3 et 4, la SNpc et des aires proencéphaliques sont affectées, ce qui a pour 

conséquence l’apparition des déficits moteurs et des perturbations du sommeil. Aux stades 5 

et 6, une dégénérescence des aires sensorielles du néocortex et de l’aire prémotrice apparait, à 

l’origine des problèmes émotionnels et cognitifs. Cette atteinte généralisée explique les 

symptômes moteurs et non moteurs de la pathologie.  

 

I-1.2.2. Les corps de Lewy   

 

L’apparition d’inclusions cytoplasmiques de 5-25µm de diamètre appelées corps de 

Lewy, ainsi que la présence de neurites de Lewy est une autre marque neuropathologique de 

la MP. Figure 4.  
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Figure 4 : Les corps de Lewy. Adapté de (Spillantini et al., 1997).  

 

Les corps de Lewy sont retrouvés dans différentes structures du cerveau : la SN, 

l’hypothalamus, le cortex cérébral, le locus coeruleus, le noyau basal de Meynert, le noyau 

vagal dorsal, le noyau moteur du nerf crânien et dans différentes zones du système nerveux 

autonome (Gibb and Lees, 1988). Le composant majeur des corps de Lewy est l’α-synucléine, 

une protéine qui à l’état normal se trouve dans les terminaisons présynaptiques (Baba et al., 

1998; Spillantini et al., 1997, 1998), et qui est impliquée dans la plasticité synaptique, le 

dynamisme des vésicules et la régulation de la synthèse de dopamine (Lotharius and Brundin, 

2002; Sidhu et al., 2004). La mutation de son gène est à l’origine d’une des formes génétiques 

de la MP (Polymeropoulos et al., 1997). L’α-synucléine mutée, devenue résistante au système 

ubiquitine/protéasome, forme des agrégats qui s’accumulent dans les corps de Lewy. 

L’ubiquitine et d’autres neurofilaments ont aussi été décrits dans ces inclusions (Goldman et 

al., 1983; Spillantini et al., 1997). Les corps de Lewy ne sont pas spécifiques à la MP 

puisqu’ils sont retrouvés dans d’autres pathologies comme la maladie d’Alzheimer (Lippa et 

al., 1998) ou des démences à corps de Lewy (Kosaka et al., 1976).  

 

I-1.3. Etiologie 

 

Dans 90-95% des cas diagnostiqués, la MP est d’origine idiopathique (Toulouse and 

Sullivan, 2008) mais des études indiquent que la MP serait une pathologie aux origines 

multifactorielles, caractérisée par une susceptibilité génétique et une influence de 

l’environnement (Gao et al., 2011).  
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I-1.3.1. Les facteurs environnementaux 

 

Plusieurs études ont ainsi montré un lien entre l’exposition à certains composés 

chimiques de synthèse et l’apparition d’une MP. Le premier exemple fut décrit par l’analyse 

de la mépéridine, un substitut de l’héroïne, dont la consommation entraîna des symptômes 

similaires à la MP chez de jeunes consommateurs (Davis et al., 1979). Le dérivé synthétique 

de cette drogue identifié comme le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) est 

capable de traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE), et d’agir comme un puissant 

neurotoxique pour les neurones dopaminergiques de la substance noire (D’Amato et al., 1986; 

Langston et al., 1983, 1999). Effectivement, l’injection de MPTP chez le singe entraîne une 

perte de 90 % des neurones dans la SNpc (Burns et al., 1983). En fait, l’oxydation du MPTP 

par la monoamine oxydase B (MAO-B) génère un radical libre, le 1-méthyl-4-

phénylpyridinium (MPP
+
), qui une fois capté par les transporteurs de la dopamine, inhibe le 

complexe I de la chaîne de transport des électrons des mitochondries, et provoque la mort des 

neurones dopaminergiques (Javitch et al., 1985).  

De récentes études épidémiologiques ont également mis en évidence une augmentation 

du risque de développer une MP après exposition à certains pesticides (Ascherio et al., 2006; 

Elbaz et al., 2009; Engel et al., 2001; Frigerio et al., 2006; Gorell et al., 1998; Lai et al., 

2002a; Priyadarshi et al., 2001). C’est ainsi que la roténone, communément utilisée en 

insecticide, s’est révélée être un inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale entraînant des lésions dopaminergiques nigrostriatales spécifiques. Les 

animaux exposés à la roténone présentent, au niveau de la substance noire, des inclusions 

contenant de l’α-synucléine et de l’ubiquitine, et développent des symptômes similaires à 

ceux de la MP (Betarbet et al., 2000). Le paraquat, un herbicide présentant une structure 

similaire au MPP
+
 (Brooks et al., 1999; Liou et al., 1997; McCormack et al., 2002) ainsi que 

le maneb, un puissant fongicide (Thiruchelvam et al., 2000) sont eux aussi toxiques pour les 

neurones dopaminergiques. 

 

I-1.3.2. Les facteurs génétiques 

 

Dans 5 à 10% des cas de MP, des facteurs génétiques seraient en cause (Toulouse and 

Sullivan, 2008), notamment quand la maladie se déclare avant 50 ans. Différentes mutations 

génétiques ont ainsi été associées aux formes familiales de la MP, et les différents loci des 

gènes recensés ont été regroupés sous le terme PARK. Plusieurs gènes ont clairement été 
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identifiés mais d’autres sont encore inconnus (Park 3, 9, 10, 11) (Gasser et al., 1998; Olanow 

et al., 2009a). Tableau 1.  

 

Nom Gène Rôle Références 

Park 1 
α-

synucléine 

Dynamisme vésicules et 

lipides, régulation de la 

synthèse de dopamine 

A30P (Krüger et al., 1998) 

A53T (Polymeropoulos et al., 1997) 

E46K (Zarranz et al., 2004) 

Triplication (Singleton et al., 2003) 

Park 2 Parkin 

Système ubiquitine-

protéasome, stress oxydatif 

et fonction mitochondriale 

(Abbas et al., 1999; Kitada et al., 1998; 

Lücking et al., 2000; Oliveira et al., 2003; 

Shimura et al., 2000; Sun M, 2006) 

Park 5 UCH-L1 
Système ubiquitine-

protéasome 
(Liu et al., 2002) 

Park 6 PINK1 
Stress oxydatif et fonction 

mitochondriale 

(Abou-Sleiman et al., 2006; Rogaeva E, 2004; 

Valente et al., 2004) 

Park 7 DJ-1 
Stress oxydatif et fonction 

mitochondriale 

(Bonifati et al., 2003; Irrcher et al., 2010; 

Lockhart et al., 2004) 

Park 8 LRRK2 

Trafic cellulaire, 

phosphorylation et signaux 

intracellulaires 

(Di Fonzo et al., 2005; Funayama et al., 2005; 

Gilks et al., 2005; Nichols et al., 2005; 

Paisán-Ruíz et al., 2004; Zimprich et al., 

2004) 

 

Tableau 1 : Gènes impliqués dans la MP. 

 

Les mutations recensées étant soit dominantes, soit récessives, elles ont été classées en deux 

groupes distincts : 

- Mutations autosomales dominantes : identifiées pour les gènes de l’α-synucléine  et la 

leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2). Ces mutations sont associées à des caractéristiques 

communes de la MP idiopathique incluant la présence de corps de Lewy et une apparition 

plutôt tardive de la maladie.  

- Mutations autosomales récessives : mutations homozygotes ou perte de fonction 

hétérozygotes rares dans les gènes Parkin, DJ-1 et PINK1. Elles sont caractérisées par une 

apparition le plus souvent précoce de la maladie, une faible progression et une bonne réponse 

à la L-DOPA. Le gène Parkin code pour une ubiquitine ligase dont la perte de fonction 

conduit à l’accumulation de substrat non ubiquitiné dans les neurones dopaminergiques. 
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I-1.4. La neuroinflammation dans la MP : stress oxydatif et rôle de la microglie 

 

I-1.4.1. Le stress oxydatif  

 

Plusieurs évènements tendent à rendre les neurones dopaminergiques particulièrement 

sensibles au stress oxydatif. Le métabolisme de la dopamine en est un exemple. Figure 5. 

 

Figure 5 : Métabolisme de la dopamine et production de dérivés réactifs de l’oxygène. 
DOPAC : acide dihydroxyphényl acétique, H2O2 : peroxide d’hydrogène, MAO B : mono-

amine-oxydase B, GSH : gluthation, GSSH : gluthation disulfide, OH
.
 : radicaux libres 

hydroxyl, OH
-
 : ion hydroxyl, Fe : fer. Adapté de (Singh et al., 2007). 

 

La dégradation de la dopamine par les monoamines oxydases B ou par auto-oxydation 

génère de hauts niveaux de dérivés réactifs de l'oxygène : peroxyde d’hydrogène converti à 

son tour en radicaux libres hydroxyl et ions hydoxyl. Plusieurs phénomènes vont accentuer ce 

processus lors de la MP. Tout d’abord, l’augmentation naturelle du taux en fer avec l’âge est 

accentuée chez les patients parkinsoniens (Sofic et al., 1988). Ensuite, les malades présentent 

une déplétion en glutathion ainsi qu’une augmentation de son taux d’oxydation (Spina and 

Cohen, 1989) ce qui a pour effet de ralentir la détoxification des radicaux libres via la 

glutathione peroxidase. Ces deux processus  conduisent à une augmentation de la production 

de radicaux libres. A cela s’ajoute une sur-régulation de l’enzyme NADPH, responsable de la 

production de radicaux libres, observée chez des patients (Wu et al., 2003). Le 

dysfonctionnement du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale, entraînant aussi 

une augmentation des radicaux libres, comme observé lors de l’injection d’inhibiteurs du 

complexe I tels que la roténone (Betarbet et al., 2000) et le MPTP (Javitch et al., 1985) ou via 
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la mutation de gènes de protéines mitochondriales (Devi et al., 2008; Irrcher et al., 2010; 

Palacino et al., 2004), confirme le rôle délétère d’un stress oxydatif pour la survie des 

neurones dopaminergiques.  

 

I-1.4.2. Rôle de la microglie  

 

Une forte réaction microgliale chez des patients parkinsoniens (Langston et al., 1999) 

et un nombre plus important de cellules microgliales au niveau de la SN (Kim et al., 2000) a 

conduit à l’hypothèse d’un rôle critique de ces cellules dans la MP. Cette hypothèse a été 

renforcée par la forte perte dopaminergique observée après l’injection in situ d’un agent 

inflammatoire comme le LPS qui active les cellules microgliales (Castaño et al., 1998; 

Herrera et al., 2000), et génère différents facteurs neurotoxiques et proinflammatoires, tels 

que le TNF, l’IL-1, les radicaux libres NO et les ions superoxides (Gao et al., 2002). Cet effet 

est contré par l’utilisation du naloxane, un antagoniste du récepteur aux opioïdes (Liu et al., 

2000a, 2000b, 2000c; Lu et al., 2000). Les cellules microgliales sont donc probablement 

impliquées dans la pathologie mais il reste à déterminer si l’activation de ces cellules est une 

cause ou une conséquence de la MP. Une inflammation auto-renouvelée telle que décrite sur 

la figure 6 accélère probablement le processus dégénératif.  

 

Figure 6 : Implication de l’inflammation dans la mort des neurones dopaminergiques. 

Hypothèse de travail. Adapté de (Block et al., 2007). 

 

Dans cette hypothèse de travail, les cellules microgliales activées par les facteurs 

libérés lors de la mort des neurones dopaminergiques produiraient des métabolites toxiques, 
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entraînant la dégénérescence de nouveaux neurones. Une activation de la microglie, connue 

pour libérer des radicaux libres, a été observée dans des modèles animaux de la MP basés sur 

l’injection de MPTP (Gao et al., 2002, 2003; Liberatore et al., 1999; McGeer et al., 2003; Wu 

et al., 2002, 2003) ou de 6-OHDA (Cicchetti et al., 2002; Depino et al., 2003; He et al., 2001). 

Parmi les molécules sécrétées par les neurones en cours de dégénérescence, on note  la 

neuromélanine (Wilms et al., 2003; Zecca et al., 1996; Zhang et al., 2011), l’α-synucléine 

(Zhang et al., 2005), la calpaïne (Levesque et al., 2010), ainsi que la forme active de MMP3, 

une protéinase qui dégrade la matrice extracellulaire (Kim et al., 2005, 2007). En retour, les 

cellules microgliales produiraient des facteurs inflammatoires neurotoxiques (Block and 

Hong, 2005; Block et al., 2007) dont le monoxyde d’azote (Hunot et al., 1996) , le TNFα et 

l’IL-1 (Sriram et al., 2002). 

  

I-1.5. Les stratégies thérapeutiques 

 

I-1.5.1. Les traitements pharmacologiques 

 

Actuellement, les traitements pharmacologiques administrés aux patients sont 

purement symptomatiques. Figure 7. 
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Figure 7 : Sites d’action des différents traitements pharmacologiques pour la MP. Adapté 

de (Singh et al., 2007). 

 

 Le traitement le plus communément prescrit est l’administration de lévodopa ou L-

dopa, un précurseur de la dopamine capable de traverser la BHE. Il est usuellement prescrit 

avec un inhibiteur de la décarboxylase périphérique pour prévenir la formation de dopamine 

en périphérie, et avec des inhibiteurs de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) pour éviter 

une trop rapide métabolisation (Burch and Sheerin, 2005). Ce traitement réduit très 

efficacement les symptômes moteurs (Koller et al., 1999), mais après 5 ans de thérapie, des 

fluctuations de la réponse motrice et des mouvements involontaires appelés dyskinésies 

peuvent apparaître (Hely et al., 1994; Lang and Lozano, 1998). L’utilisation de l’Amantadine, 

une molécule capable d’activer la libération de dopamine et de bloquer sa recapture, peut 

réduire la sévérité des dyskinésies mais des problèmes mentaux peuvent subvenir (Singh et 

al., 2007; Thobois et al., 2005). Une autre thérapie envisagée est la prise d’agonistes 

dopaminergiques agissant sur les récepteurs dopaminergiques post-synaptiques. Ces 

molécules, qui ont une demi-vie plus longue, produisent moins de dyskinésies mais leur 

bénéfice symptomatique est moindre comparé à un traitement par la lévodopa (Burch and 

Sheerin, 2005; Schapira, 2002). Des inhibiteurs de la MAO-B, comme la selegiline, qui 

réduisent le métabolisme intraneuronal de la dopamine et augmentent son taux endogène, 
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apportent eux aussi des améliorations cliniques. Ils peuvent être prescrits en complément de la 

lévodopa afin d’en réduire sa dose (Pålhagen et al., 2006). 

 

I-1.5.2. Interventions chirurgicales 

 

Les premières interventions neurochirurgicales consistaient en des ablations de 

certaines zones du cerveau, telles que le pallidum ou le thalamus. La pallidotomie a ainsi 

montré une diminution des symptômes moteurs, ainsi que des dyskinésies (Dogali et al., 

1995; Kishore et al., 1997; Lang et al., 1997; Samuel et al., 1998). Ces opérations, bien que 

tolérées, entraînent des risques d’hémorragies intracraniales (Samuel et al., 1998), des lésions 

permanentes de la capsule interne ou du tractus optique ainsi que, dans certains cas 

d’opération en bilatérale, un déclin de la fonction cognitive et des changements 

comportementaux (Scott et al., 1998). L’apparition de la stimulation cérébrale profonde est 

alors apparue comme une alternative prometteuse. Des électrodes introduites par stéréotaxie 

dans le cerveau sont reliées à un stimulateur placé sous la clavicule. Figure 8. Cette approche 

a pour avantage d’être réversible, adaptable à l’évolution de la maladie, avec peu d’effets 

secondaires. La stimulation peut être mono ou bilatérale,  et différentes zones ont été testées 

afin de choisir celle qui pouvait permettre les meilleurs bénéfices. La stimulation du noyau 

ventral intermédiaire du thalamus permet de contrôler les tremblements et de réduire les 

dyskinésies (Caparros-Lefebvre et al., 1993) mais elle n’élimine pas les bradykinésies. La 

stimulation du globus pallidus interne permet, quant à elle,  de contrôler les dyskinésies et les 

fluctuations motrices (Pahwa et al., 1997; Volkmann et al., 1998). En fait, les meilleurs 

résultats ont été obtenus en stimulant le noyau sous-thalamique. Cette approche réduit 

fortement les bradykinésies et permet aux patients de limiter leur traitement par lévodopa 

(Krack et al., 1998, 2003; Limousin et al., 1995, 1998). Cette thérapie n’est cependant 

accessible qu’à un faible nombre de patients. En effet, les critères d’inclusion sont très stricts, 

excluant les patients qui n’ont pas une bonne réponse à la lévodopa, qui présentent un 

tremblement en symptôme primaire, une maladie mentale. Ainsi, seulement, 5-10% des 

patients bénéficient de la stimulation profonde (Singh et al., 2007).  
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Figure 8 : La stimulation cérébrale profonde. Des électrodes implantées dans le cerveau 

sont reliées à une pile placée sous la clavicule qui va générer des impulsions électriques. 

Adapté de http://www.utc.fr. 

 

I-1.5.3. Stratégies de neuroprotection 

 

 Thérapie anti-inflammatoire  

 

Le rôle de l’inflammation dans la pathogénèse de la MP suggère que des traitements 

par des anti-inflammatoires ou des inhibiteurs de la microglie pourraient être bénéfiques pour 

retarder ou prévenir la dégénérescence des neurones dopaminergiques. Des anti-

inflammatoires stéroïdiens tels que le dexamethasone ont été décrits comme ayant des effets 

neuroprotecteurs dans des modèles rongeurs de la MP (Castaño et al., 2002) mais leurs effets 

secondaires ne permettent pas de les envisager pour un traitement à long terme. La 

minocycline, un inhibiteur de la microglie connue pour ses effets anti-inflammatoires et 

neuroprotecteurs (Kim and Suh, 2009), a aussi été rapportée comme prévenant la 

neurodégénérescence dopaminergique dans des modèles de MP (Du et al., 2001; He et al., 

2001; Quintero et al., 2006; Tomás-Camardiel et al., 2004; Wu et al., 2002). Cependant, son 

utilisation lors d’essais cliniques s’est avérée provoquer de sévères effets secondaires (NINDS 

NET-PD Investigators, 2008). 

 

 Facteurs neurotrophiques  

 

Les facteurs neurotrophiques tels que le Glial cell line-derived neurotrophic factor 

(GDNF), capables de favoriser la survie et la régénération neuronale, sont considérés comme 

des molécules très intéressantes pour prévenir la dégénérescence des neurones 
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dopaminergiques. L’injection de GDNF dans des modèles animaux de la MP a en effet 

démontré un ralentissement de la perte neuronale dopaminergique (Choi-Lundberg et al., 

1997), ainsi que des effets sur la récupération motrice corrélée à un niveau de dopamine 

augmenté (Gash et al., 1996; Kordower et al., 2000).  

L’administration en intra-cérébroventriculaire de GDNF chez des patients, par 

l’intermédiaire d’un lentivirus, n’a pas montré d’amélioration motrice et des désagréments 

biologiques ont été rapportés. Une des hypothèses avancées fut que la méthode d’injection ne 

permettait pas aux molécules de GDNF d’atteindre les cellules cibles (Nutt et al., 2003). 

L’administration de GDNF directement dans le putamen de patients parkinsoniens à l’aide de 

pompes aurait, quant à elle, permis une augmentation du taux de dopamine, une récupération 

motrice ainsi qu’une diminution des dyskinésies lors d’essais cliniques de phase I (Gill et al., 

2003) et II (Patel et al., 2005). Une étude clinique de phase II basée sur l’administration de 

GDNF a cependant été stoppée en raison du manque d’efficacité de la molécule (Lang et al., 

2006). De même, des essais cliniques de phase II basés sur l’injection de neurturine, un 

facteur neurotrophique de la famille du GDNF, n’ont pas montré d’effets bénéfiques notoires 

(Marks et al., 2010), même si quelques bénéfices moteurs avaient été observés en phase I 

(Marks et al., 2008). Un traitement par des facteurs neurotrophiques à des stades précoces de 

la maladie pourrait être bénéfique, mais cela nécessite un diagnostic plus précoce.  

 

I-1.5.4. La thérapie cellulaire 

 

Les premiers essais de thérapie cellulaire ont été envisagés dans le but de transplanter 

des tissus produisant de la dopamine afin de restaurer un niveau physiologique de ce 

neurotransmetteur. Le bénéfice des ces greffes a été évalué à l’aide de différents outils tels 

que des tests comportementaux des fonctions motrices, des analyses histologiques des 

cerveaux ainsi que la tomographie par émission de positons (TEP) avec le  marqueur du 

métabolisme de la dopamine [18F] fluorodopa, dont la mesure est corrélée à la densité 

cellulaire de neurones dopaminergiques (TH+) de la substance noire et à la concentration de 

dopamine striatale.  
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I-2. Les différentes stratégies de transplantation 

 

I-2.1. L’autotransplantation 

 

I-2.1.1. La médullosurrénale  

 

Les premiers tissus utilisés l’ont été dans une optique d’autotransplantation avec des 

greffes de cellules issues de la médullosurrénale, un tissu riche en catécholamines et 

notamment en dopamine. La transplantation de ces cellules dans un modèle 6-OHDA de la 

MP a démontré une diminution du comportement rotatoire des rats (Freed et al., 1981), ce qui 

a conduit aux premiers essais réalisés chez deux patients parkinsoniens où une amélioration 

des fonctions motrices (Madrazo et al., 1987) fut observée. Cependant, les études cliniques 

suivantes rapportèrent un bénéfice modeste (Goetz et al., 1989, 1991; Lindvall et al., 1987; 

Olanow et al., 1990), avec des effets transitoires qui disparaissaient au bout de 18 mois (Goetz 

et al., 1991; Olanow et al., 1990). L’observation des cerveaux post mortem a de plus révélé 

une pauvre survie des cellules positives pour la tyrosine hydroxylase (TH), une enzyme 

impliquée dans la synthèse dopaminergique (Kordower et al., 1991), qui a été confirmée 16 

ans après la greffe (Kompoliti et al., 2007). Outre cette faible efficacité à long terme, cette 

approche a pour inconvénient une morbidité élevée post-opératoire, suite à la procédure 

neurochirurgicale combinée à l’ouverture de l’abdomen pour récupérer la médulla (Goetz et 

al., 1989, 1991).  

 

I-2.1.2. Le corps carotidien  

 

Les cellules du corps carotidien offrent une autre source cellulaire pour 

l’autotransplantation. Le corps carotidien est un organe du système nerveux périphérique 

composé de clusters de cellules « glomus neuron like » qui sécrètent des niveaux importants 

de dopamine en réponse à une hypoxie (Espejo et al., 1998) et de GDNF (Toledo-Aral et al., 

2002)(Toledo-Aral et al., 2003). La greffe de ces cellules dans le striatum de rats (Espejo et 

al., 1998; Toledo-Aral et al., 2002) et de singes (Luquin et al., 1999) modèles de la MP, a 

montré une longue survie, une croissance des fibres avec sécrétion de dopamine, une action 

neurotrophique sur les neurones nigrostriataux de l’hôte ainsi qu’une amélioration 

fonctionnelle. Des études cliniques ont aussi démontré une amélioration clinique (Arjona et 
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al., 2003; Minguez-Castellanos et al., 2007) mais les analyses TEP ne montrent pas 

d’augmentation de la capture striatale du [18F] fluorodopa (Minguez-Castellanos et al., 2007).  

 

I-2.2. L’allotransplantation 

 

I-2.2.1. L’expérimentation animale 

 

Les premiers essais de transplantation de neuroblastes dopaminergiques fœtaux 

allogéniques ont débuté vers la fin des années 70 (Dunnett et al., 2001) avec l’objectif de 

déterminer la meilleure source de cellules dopaminergiques et les sites d’implantation 

optimaux. Il est apparu que les transplantations de cellules issues du mésencéphale ventral 

(MV) fœtal qui contient la substance noire en formation, produisaient les meilleurs résultats 

(Hudson et al., 1994). Des greffes réalisées dans le striatum de rats lésés par la 6-OHDA ont 

montré que les cellules issues du mésencéphale ventral fœtal humain de 7 ou 9 semaines 

avaient une bonne survie, présentaient une bonne croissance neuritique et permettaient une 

récupération fonctionnelle (Brundin et al., 1986; Kondoh et al., 1996). A ce propos, il est à 

noter que les neuroblastes n’ont apparemment pas une poussée neuritique suffisante pour 

réinnerver le striatum après transplantation dans la SN chez l’adulte (Isacson and Deacon, 

1997). Une récupération fonctionnelle associée à la survie des neurones transplantés avait 

auparavant été démontrée dans des modèles rongeurs de la MP après transplantation 

intrastriatale de neuroblastes fœtaux de rats âgés de 14-16 semaines (Björklund et al., 1981; 

Dunnett et al., 1981; Freund et al., 1985; Hudson et al., 1994; Nikkhah et al., 1994; Perlow et 

al., 1979). De leur côté, Freund et al., mirent en évidence la formation de synapses entre les 

neurones greffés et les neurones de l’hôte (Freund et al., 1985). Des résultats similaires ont été 

obtenus lors d’allotransplantation chez des modèles primates non humains (PNH) (Annett et 

al., 1994, 1997). 

 

I-2.2.2. Les essais cliniques 

 

Les premiers essais cliniques ont débuté vers la fin des années 80 (Dunnett et al., 

2001) avec la transplantation dans le cerveau de patients parkinsoniens de mésencéphales 

ventraux issus d’interruption volontaire de grossesse à 7-9 semaines post-conception. 

Plusieurs essais cliniques ouverts ont été réalisés en parallèle aux USA et en Europe chez des 

patients avec une MP idiopathique avancée. Les premiers résultats sur deux patients sont 
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apparus négatifs, les techniques d’implantations, le temps d’intervention ont alors été 

réévalués (Lindvall et al., 1988). Par la suite, des résultats cliniques positifs associés à une 

survie des transplants ont pu être observés lors de transplantations unilatérales dans le 

striatum (Defer et al., 1996; Freed et al., 1990, 1992; Kopyov et al., 1996; Lindvall et al., 

1990, 1992, 1994; Piccini et al., 1999; Spencer et al., 1992; Wenning et al., 1997), bilatérales 

(Freed et al., 1990, 1992; Freeman et al., 1995; Hauser et al., 1999; Kopyov et al., 1996; 

Kordower et al., 1996; Peschanski et al., 1994; Piccini et al., 2000) et aussi lors de greffes 

séquentielles (Hagell et al., 1999). Des résultats équivalents ont été obtenus pour des patients 

avec une MP induite par l’injection de MPTP (Widner et al., 1992). Des analyses par 

tomographie à émission de positons (TEP) (Figure 9) (Freed et al., 1992; Freeman et al., 

1995; Hagell et al., 1999; Hauser et al., 1999; Lindvall et al., 1990, 1994; Peschanski et al., 

1994; Piccini et al., 1999, 2000; Remy et al., 1995; Wenning et al., 1997; Widner et al., 1992) 

montrent que l’implantation intrastriatale de neuroblastes mésencéphaliques restaure un 

niveau basal de dopamine, l’intensité de capture de la fluorodopa pouvant être corrélée à la 

récupération motrice (Remy et al., 1995).  

 

 

Figure 9 : TEP d’un patient parkinsonien avant et après la transplantation de cellules 

mésencéphaliques humaines. Une augmentation de la [18F] fluorodopa est observée après 

la greffe démontrant une production de dopamine dans le striatum. Adapté de (Kordower et 

al., 1995). 

 

L’analyse histopathologique du cerveau d’un patient décédé d’une embolie 

pulmonaire 18 mois après la greffe a révélé la présence de neurones TH+ avec une 
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réinnervation du striatum (Kordower et al., 1995). Il est à noter que ce patient présentait une 

bonne récupération motrice, ainsi qu’une production de dopamine dans le striatum. Des signes 

cliniques corrélés à une production de dopamine ont été observés chez un patient jusqu’à 10 

ans après la greffe (Piccini et al., 1999). Une survie des neurones dopaminergiques jusqu’à 14 

ans après la greffe sans signe de neurodégénération a de plus été rapportée par Mendez et al., 

en 2008 (Mendez et al., 2008).   

Ces premiers essais cliniques ouverts montraient des résultats très encourageants mais 

par la suite deux essais cliniques en double aveugle sont venus tempérer ces données. Un 

premier essai a été réalisé par Freed et al., sur 40 patients âgés de 34 à 75 ans.  Des cellules 

mésencéphaliques ont été prélevées sur  4 fœtus  de 7-8 semaines, cultivées puis greffées en 

bilatéral dans le putamen des patients parkinsoniens. Aucune différence dans les scores 

cliniques  n’a été observée entre les patients transplantés et les contrôles un an après la greffe, 

même si les analyses par TEP montraient une survie des neurones dopaminergiques ainsi 

qu’une croissance des fibres dans la greffe. Par contre, Freed et al., ont quand même observé 

une amélioration clinique significative pour certains patients mais uniquement chez les plus 

jeunes (Freed et al., 2001). Le suivi des patients par Ma et al., démontra par la suite une 

continuation de l’amélioration clinique des patients à 2 ans qui fut maintenue jusqu’à 4 ans 

pour certains d’entre eux (Ma et al., 2010). Une autre étude fut réalisée par Olanow et al., 

chez 34 patients âgés de 30 à 75 ans avec une MP avancée. Les mésencéphales ventraux 

provenant d’un à 4 foetus de 6-9 semaines, étaient conservés en milieu d’hibernation pendant 

2 jours avant d’être transplantés. Les patients recevaient un traitement immunosuppresseur. 

Certains patients ont montré une amélioration à 6 et 9 mois, mais celle-ci ne persistait pas, 

notamment après l’arrêt du traitement immunosuppresseur. A 24 mois post-greffe, aucune 

différence significative n’a été rapportée entre les patients greffés et non greffés, même si une 

bonne survie des neurones et une réinnervation du striatum ont été observées lorsque les 

cellules étaient issues de 4 donneurs (Olanow et al., 2003).  

 

I-2.2.3. Les limites de l’allotransplantation 

 

Plusieurs problèmes freinent le recours à des cellules embryonnaires ou fœtales 

d’origine humaine pour les thérapies cellulaires. Tout d’abord, d’un point de vue éthique, il 

est très difficile d’envisager à long terme une utilisation de fœtus humains issus d’interruption 

volontaire de grossesse (Boer, 1994). De plus, une greffe nécessitant l’utilisation de 2 à 6 

foetus par acte chirurgical, il apparaît très difficile d’organiser la logistique pour avoir au 
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moment de la greffe le nombre suffisant de donneurs (Brundin et al., 2010). En effet, peu de 

cellules survivent au processus de transplantation, une grande partie des cellules meurt lors de 

la préparation (Emgård et al., 2002) puis ensuite une majorité dégénère dès la première 

semaine (Emgård et al., 1999; Sortwell et al., 2000).  

D’autre part, les protocoles cliniques diffèrent d’un essai à un autre, entraînant des 

résultats disparates. Les procédures de dissection, de stockage, de préparation des 

mésencéphales et d’implantation sont très hétérogènes. En effet, certaines études utilisent des 

tissus conservés à long terme en culture, d’autres des pièces de tissus ou des suspensions 

cellulaires. La cryopréservation des tissus par congélation a, pour sa part, montré une forte 

mortalité cellulaire et une pauvre survie des transplants (Sauer et al., 1992). 

Un autre point important est l’apparition de dyskinésies. En effet, plusieurs essais ont 

démontré l’apparition de dyskinésies après des greffes de cellules fœtales (Freed et al., 2001; 

Hagell et al., 2002; Ma et al., 2002; Olanow et al., 2003, 2009b). Plusieurs hypothèses sont 

envisagées : la présence de dyskinésies provoquée par l’administration de la L-dopa avant la 

greffe, la réinnervation non homogène du putamen de l’hôte par les neurones greffés (Ma et 

al., 2002), le placement des cellules dans le striatum de l’hôte, la présence de neurones 

sérotoninergiques parmi les cellules mésencéphaliques à greffer (Barker et al., 2013; Brundin 

et al., 2010).  

Un autre point souligné lors de l’analyse post mortem de certains cerveaux est 

l’apparition graduelle de corps de Lewy et de neurites de Lewy dans les greffes, après une 

dizaine d’années (Kordower et al., 2008a, 2008b; Li et al., 2008a). L’augmentation de l’α-

synucléine cytoplasmique ainsi que la diminution des niveaux des transporteurs de la 

dopamine dans les neurones greffés plusieurs années après l’opération, suggèrent que ces 

neurones sont sujets aux changements dégénératifs au même titre que les neurones 

dopaminergiques de l’hôte (Kordower et al., 2008a, 2008b). 

Enfin, l’allotransplantation ne permet pas de s’affranchir totalement de l’utilisation 

d’un traitement immunosuppresseur. Freed et al., n’utilisaient pas d’immunosuppresseurs 

mais très peu d’amélioration motrice a été observée chez  leurs groupes de patients (Freed et 

al., 2001). Piccini et al., ont quant à eux traité les patients durant 29 mois avant de suspendre 

les immunosuppresseurs (Piccini et al., 2005). Cet arrêt peut même être risqué puisque 

Olanow et al., ont observé une perte de récupération fonctionnelle lors de l’arrêt de 

l’immunosuppression (Olanow et al., 2003). Une réponse immunitaire de patients contre les 

cellules du donneur a clairement été explicitée dans une publication de Krystkowiak et al., qui 
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souligne l’intérêt du suivi des malades greffés et de l’éventuelle poursuite d’un traitement 

immunosuppresseur à long-terme (Krystkowiak et al., 2007). 

 

Toutes ces disparités protocolaires ont conduit à la mise en place d’un nouveau 

programme clinique multicentrique international de transplantation dans la MP 

« TRANSEURO » qui a vu le jour en 2010. Cet essai permettra d’approfondir les critères de 

préparation des tissus, de la sélection des patients, la localisation de la greffe et des aspects 

post-transplantation comme l’importance de l’immunosuppression et la détermination des 

causes des dyskinésies (Evans et al., 2012). 

 

I-2.3. La xénotransplantation de tissus porcins 

 

I-2.3.1. Avantages  

 

Suite aux problèmes posés par l’utilisation des fœtus humains, il est apparu nécessaire 

de se tourner vers d’autres sources cellulaires, avec notamment la possibilité de greffer des 

cellules d’une autre espèce. Les cellules d’origine porcine sont alors apparues comme la 

source la plus adéquate pour diverses raisons. Le porc est une espèce déjà étudiée pour la 

transplantation d’organe chez l’Homme comme le rein, le pancréas ou le cœur. Il est très 

facile d’élever des porcs, de contrôler leur reproduction et d’avoir en quantité suffisante des 

embryons porcins. Le temps de gestation de 3 mois, 3 semaines et 3 jours est un délai très 

court et une portée produit en moyenne une quinzaine d’embryons. De plus, les porcs peuvent 

être manipulés génétiquement pour faire face à d’éventuels problèmes infectieux ou 

immunologiques (Cascalho and Platt, 2001). Le cerveau de porc a une taille et un 

développement similaire au cerveau humain. Plusieurs études ont ainsi pu montrer que les 

neuroblastes issus de fœtus porcins émettaient des neurites de longueur similaire à celles 

observées chez l’Homme avec une extension dans le cerveau de l’hôte (Armstrong et al., 

2002; Deacon et al., 1994; Isacson and Deacon, 1996; Isacson et al., 1995). D’un point de vue 

éthique, la population semble réceptive à l’utilisation du porc. Une étude suédoise de 1999 a 

en effet montré que 73% de la population générale était d’un avis positif à l’utilisation des 

cellules porcines dans la maladie de Parkinson. 
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I-2.3.2. Les risques (sanitaires et infectieux) 

 

Un des risques sous jacent à l’utilisation de tissus porcins en transplantation chez 

l’homme est le risque infectieux zoonotique. Le contrôle des hébergements et la vaccination 

des porcs limitent fortement ce risque (Fishman, 1998). Les porcs utilisés en recherche 

expérimentale et clinique sont ainsi élevés dans des conditions EOPS (Exempts d'Organismes 

Pathogènes Spécifiés) et axéniques. Une grande attention est également portée aux rétrovirus 

endogènes porcins (PERV) qui une fois relargués par les cellules porcines peuvent infecter les 

cellules humaines in vitro (van der Laan et al., 2000; Patience et al., 1997; Wilson et al., 

1998). Une infection par des PERV a été observée dans différents tissus après une greffe 

d’ilots pancréatiques porcins chez une souris NOD/SCID (van der Laan et al., 2000). 

Cependant une méta analyse regroupant des patients exposés à des tissus porcins n’a reporté 

aucune transmission de PERV plusieurs années après la transplantation (Paradis et al., 1999). 

De plus, une étude clinique basée sur la transplantation de cellules mésencéphaliques de porc 

chez des patients atteints de la MP n’a pas relevé de contamination rétrovirale (Schumacher et 

al., 2000). Une des solutions envisagées pour s’affranchir de ce problème est l’utilisation de 

porcs sans PERV ou avec des PERV inactivés, ou de préparer un vaccin contre les 

PERV (Fiebig et al., 2003).  

 

I-2.3.3. L’expérimentation animale 

 

Tout comme les neuroblastes d’origine humaine, les neuroblastes isolés du 

mésencéphale fœtal de porc survivent et se différencient en neurones TH après 

transplantation. Le prélèvement est réalisé à  27-28 jours de gestation (Figure 10) afin de 

s’assurer de l’immaturité des cellules et des tissus (HogenEsch et al., 2000; Molenaar et al., 

1997). Comme leur équivalent humain, les neuroblastes porcins possèdent une capacité de 

croissance axonale sur de longues distances (Deacon et al., 1994; Thompson et al., 2005). De 

plus, Isacson et ses collaborateurs ont démontré qu’après transplantation dans le cerveau d’un 

rat adulte, la croissance axonale s’orientait vers les cibles cérébrales naturelles. Ainsi, les 

cellules astrogliales porcines migrent préférentiellement vers la matière blanche, alors que les 

cellules neuronales innervent la substance grise (Isacson et al., 1995). Cette équipe a 

également montré que des neurones porcins transplantés dans des régions homotypiques ou 

ectopiques d’un cerveau lésé de rat adulte, émettaient spontanément des axones vers leur site 

naturel d’innervation (Isacson and Deacon, 1996). Le cerveau adulte possèderait donc un 



INTRODUCTION-I. La transplantation intracérébrale : application à la maladie de Parkinson  

39 

système de guidage axonal, conservé dans l’évolution, sur de longues distances que les 

neurones porcins emprunteraient pour atteindre leurs cibles.  

L’expérimentation animale a permis de démontrer que des neuroblastes porcins 

transplantés dans un hôte xénogénique étaient tout à fait capables de s’intégrer et d’être 

fonctionnels. Ainsi, des neuroblastes porcins transplantés dans le cerveau de rats lésés par la 

6-OHDA et traités par des immunosuppresseurs, se différencient en neurones TH+,  

réinnervent le striatum de leur hôte et assurent une récupération des fonctions motrices 

jusqu’à 19 semaines post-greffe (Galpern et al., 1996; Huffaker et al., 1989).  

 

 

Figure 10 : Localisation du mésencéphale ventral chez un fœtus de porc à 27-28 jours de 

gestation. 

 

I-2.3.4. Les essais cliniques 

 

Au vu des résultats encourageants obtenus en expérimentation animale, et malgré le 

peu d’études réalisées, une équipe de chercheurs a décidé de passer au stade clinique. 

La première étude clinique fut basée sur la  transplantation unilatérale de tissus issus 

du mésencéphale ventral fœtal de porc (G25-G28) dans le striatum de 12 patients 

parkinsoniens. Six patients étaient traités avec de la cyclosporine A. Les six autres recevaient 

un tissu préalablement traité avec un anticorps monoclonal contre le CMH-I (complexe 

majeur d’histocompatibilité de type I). La transplantation s’avéra bien tolérée, sans aucune 

contamination de la préparation ni de transmission de PERV. Cette étude suivie durant une 

année rapporta une amélioration motrice variable selon les patients. Trois  patients obtinrent 

un bénéfice moteur de 30%, mais aucune augmentation significative de la capture de Fluoro-

dopa n’a pu être mise en évidence par TEP (Schumacher et al., 2000). L’étude histologique 

post mortem du cerveau d’un patient, décédé suite à une embolie pulmonaire 7 mois après la 

greffe, a révélé la présence de 638 neurones dopaminergiques porcins alors que 12 millions de 

cellules porcines avaient été transplantées. Toutefois, ces neurones étaient bien différenciés, 



INTRODUCTION-I. La transplantation intracérébrale : application à la maladie de Parkinson  

40 

assurant une innervation du parenchyme cérébral de l’hôte (Deacon et al., 1997; Fink et al., 

2000). Malgré le traitement par la cyclosporine A, une infiltration lymphocytaire ainsi qu’une 

activation microgliale ont été observées au sein de la greffe. Cette observation suggère un 

environnement inflammatoire néfaste pour la greffe, qu’il faut améliorer pour assurer une 

survie à long terme des xénogreffes dans le cerveau.  

 

 

 

La xénotransplantation est une alternative très prometteuse pour restaurer la synthèse 

dopaminergique et reconstruire en partie un réseau neuronal, tout en s’affranchissant des 

considérations éthiques et logistiques. Auparavant, diverses mises au point techniques doivent 

être assurées afin d’augmenter l’efficacité de cette approche thérapeutique. Ces mises au point 

doivent notamment être focalisées sur le problème du rejet, qui reste un frein majeur à la 

xénotransplantation, même si le cerveau bénéficie d’un environnement immunologique 

favorable.  
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II. Caractérisation du rejet des xénogreffes 

intracérébrales 

 

Le système nerveux central (SNC) a longtemps été considéré comme un site 

immunoprivilégié, au même titre que les yeux, mais plusieurs arguments tendent à relativiser 

ce propos (Barker and Widner, 2004).  

 

II-1. Le statut immunologique du système nerveux central 

 

Medawar et al., furent les premiers à montrer que le SNC était particulier d’un point 

de vue immunologique. En effet, ils remarquèrent qu’un morceau de peau de lapin transplanté 

dans le cerveau d’un autre lapin était rejeté beaucoup moins rapidement que si la greffe était 

effectuée au niveau de la peau. (Medawar, 1948). Divers arguments sont avancés pour 

expliquer cette longue survie, comme l’absence de cellules présentatrices d’antigènes dites 

professionnelles (cellules dendritiques), la faible expression des molécules du CMH-I, 

l’absence de vaisseaux lymphatiques ainsi que la présence d’une barrière hémato-

encéphalique.  

 

II-1.1. La structure anatomique du SNC 

 

II-1.1.1. Architecture 

 

L’anatomie particulière et unique du SNC en fait un site aux relations spéciales, 

pouvant être considéré comme un environnement immunosuppresseur isolé par plusieurs 

barrières. Le SNC va ainsi être isolé et protégé par la boite crânienne et les méninges qui 

regroupent trois membranes : la dure-mère, la membrane arachnoïde et la pie-mère. L’espace 

compris entre la membrane arachnoïde et la pie-mère est l’espace sous-arachnoïdien où 

circule le liquide céphalo-rachidien (LCR). Figure 11. 
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Figure 11 : Architecture du SNC. Adapté de http://www.corpshumain.ca/ 

 

Le SNC va être divisé en trois compartiments : le sang, le LCR et le tissu cérébral. Ils 

vont être séparés par trois barrières régulant les échanges : la barrière hémato-encéphalique 

(BHE) entre le sang et le tissu cérébral, l’épithélium du plexus choroïde entre le sang et le 

LCR ventriculaire et enfin, l’épithélium arachnoïde entre le sang et le LCR sous-arachnoïdien. 

 

II-1.1.2. Structure et fonction de la BHE 

 

 Structure de la BHE 

 

La BHE est composée de plusieurs éléments constituant une interface entre le sang et 

le parenchyme cérébral. Figure 12.  
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Figure 12 : Structure de la BHE. La BHE est constituée de cellules endothéliales aux 

jonctions serrées associées à la lame basale qui bordent les vaisseaux sanguins. Les cellules 

endothéliales interagissent avec différents éléments dont les péricytes, les astrocytes et les 

neurones périvasculaires. Lorsqu’elle est intacte, la BHE forme, comme son nom l’indique, 

une véritable barrière pour le passage des molécules de la circulation sanguine. Adapté de 

http://www.stanford.edu/ 

 

Les cellules endothéliales qui constituent la BHE forment une monocouche continue 

qui borde la lumière des capillaires cérébraux. Les cellules ne sont séparées que par des 

jonctions intercellulaires serrées qui ont pour rôle de limiter le passage des molécules (Rubin 

and Staddon, 1999; Saunders et al., 1999). Les cellules endothéliales de la BHE diffèrent des 

autres cellules endothéliales de l’organisme par différents points (Weiss et al., 2009) :  

- L’absence de fenestration avec la présence de jonctions serrées intercellulaires 

- Un nombre réduit de vésicules de pinocytose 

- Un faible niveau de transcytose non spécifique et la diffusion paracellulaire de 

composants hydrophiles 

- Un nombre élevé de mitochondries et donc une forte activité métabolique 

- L’expression polarisée de transporteurs et de récepteurs membranaires  

Les espaces intercellulaires endothéliaux sont constitués de deux types de jonction : 

les jonctions serrées et les jonctions d’adhérence. Figure 13.  
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Figure 13 : Composition des jonctions intercellulaires endothéliales de la BHE. Adapté de 

(Jin et al., 2010). 

 

Les jonction serrées sont composées de trois types de protéines transmembranaires : 

les occludines, les claudines (3, 5, 12) (Furuse et al., 1999) et des molécules d’adhésion 

jonctionnelle JAM (junction associated molecules) a,b,c appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines (Martin-Padura et al., 1998; Petty and Lo, 2002). Ces molécules peuvent 

se lier avec des protéines cytoplasmiques accessoires : ZO-1,2,3 (zona occludens protein), 

cingulin (Cordenonsi et al., 1999; Petty and Lo, 2002). Tout ce complexe protéique peut se 

lier au cytosquelette d’actine. Les jonctions d’adhérence comportent la VE-cadhérine 

(Vascular Endothlial) et des protéines caténines (Jin et al., 2010; Petty and Lo, 2002). Les 

composants cytoplasmiques de ces deux jonctions peuvent aussi interagir entre eux (Matter 

and Balda, 2003). 

 

Plusieurs molécules interagissent avec les cellules endothéliales : les péricytes, les 

neurones et les cellules gliales comme les astrocytes. L’ensemble va former avec la lame 

basale, une unité neurovasculaire permettant de contrôler l’intégrité de la BHE (Weiss et al., 

2009). Le rôle des astrocytes dans la formation et le maintien de la BHE est bien admis (Bush 

et al., 1999; Janzer and Raff, 1987). Les pieds astrocytaires qui recouvrent la lame basale, 

combinés aux cellules microgliales, forment une barrière gliale le long de la membrane 
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basale. Plusieurs molécules sécrétées par les astrocytes contribuent à l’intégrité de la BHE 

comme le GDNF, l’angiopoiétine-1 (Hori et al., 2004) et l’angiotensine II (Wosik et al., 

2007). 

Les péricytes retenues dans l’espace périvasculaire par la lame basale ont aussi un rôle 

dans l’intégrité structurale (Ramsauer et al., 2002), la régulation et la perméabilité de la BHE 

(Armulik et al., 2010), la régulation du flux sanguin ainsi que dans la croissance et la 

différenciation des cellules endothéliales (Hirschi and D’Amore, 1996). 

 

 Fonction de la BHE 

 

La fonction principale de la BHE est de maintenir un environnement propice au bon 

fonctionnement des neurones. Elle contrôle l’homéostasie cérébrale en régulant le passage des 

molécules entre le sang et le parenchyme cérébral. Le passage au travers de la BHE est 

déterminé par le poids moléculaire, la charge et le coefficient de solubilité lipidique des 

molécules (Saunders et al., 1999). Plusieurs mécanismes de transport sont observés. Figure 

14. 

 

 

Figure 14 : Les différentes voies de transport au travers de la BHE. Adapté de (Abbott et al., 

2006). 
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a) La voie paracellulaire aqueuse : les molécules hydrosolubles empruntent cette voie au 

travers des jonctions serrées. 

b) La voie transcellulaire : seules les petites molécules comme l’oxygène, le CO2 ou les 

agents liposolubles de faible poids moléculaire traversent aisément les lipides membranaires 

par un transport passif. 

c) Les protéines de transport : les molécules hydrophiles comme les nutriments (glucose, 

acides aminés, nucléosides) empruntent le système de transport spécifique polarisé qui exclut 

les composés non désirés. Les transporteurs GLUT permettent ainsi l’entrée du glucose 

(Cremer et al., 1983; Vannucci et al., 1997). Certains transporteurs ont, pour leur part, la 

fonction de rejeter les composés toxiques dans la circulation sanguine (de Lange, 2004). La 

BHE maintient l’homéostasie en régulant la composition du fluide extracellulaire et le flux 

d’acide aminés dans le cerveau (Hawkins et al., 2006).  

d) Les plus grandes molécules hydrophiles comme les peptides et les protéines sont 

généralement exclues. Certaines, comme l’insuline ou la transferrine, pénètrent tout de même 

dans le SNC par un transport appelé transcytose dépendant d’un récepteur.  

e) Des molécules, comme l’albumine ou d’autres protéines plasmatiques naïves, pénètrent  

selon un mécanisme appelé : transcytose par absorption non spécifique. 

La BHE joue donc un rôle très important dans la limitation du trafic leucocytaire au sein du 

SNC. 

 

II-1.2. La circulation leucocytaire 

 

II-1.2.1. Le drainage lymphatique particulier 

 

Dans les organes périphériques, la surveillance immune est assurée par le drainage de 

la lymphe qui transite au sein des ganglions lymphatiques. Le SNC étant dépourvu d’un tel 

réseau lymphatique, c’est le LCR qui joue un rôle équivalent à celui de la lymphe. Figure 15. 
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Figure 15 : La circulation lymphatique au sein du SNC. Adapté de (Ransohoff et al., 2003). 

 

Le LCR, secrété par le plexus choroïde localisé dans les ventricules, circule dans 

l’espace sous-arachnoïdien, pénètre dans le sang veineux à travers les villosités 

arachnoïdiennes de la membrane arachnoïde puis gagne la circulation sanguine et la rate 

(Johanson et al., 2008). Le LCR peut aussi être drainé au niveau de l’espace tissulaire 

intracrânien via les prolongements de l’espace sous-arachnoïdien le long des nerfs crâniens 

(Cserr and Knopf, 1992; Widner et al., 1987). 

Il est à noter que les antigènes solubles présents dans le liquide interstitiel du 

parenchyme cérébral peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques profonds (Figure 16). 

Une telle migration a été mise en évidence par Cserr et al., qui avaient observé que l’injection 

d’antigènes dans le SNC initiait une production d’anticorps dans les ganglions et la rate (Cserr 

et al., 1992). 
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Figure 16 : Le drainage antigénique au sein du SNC. Adapté de (Ransohoff et al., 2003). 

 

Les macromolécules antigéniques solubles présentes dans le liquide interstitiel 

transitent vers le LCR via la matière blanche à travers l’épendyme qui borde les ventricules, 

ou via la substance grise le long des espaces périvasculaires (espaces de Virchow-Robin). Les 

antigènes sont alors drainés vers les ganglions lymphatiques périphériques pour y fournir une 

stimulation antigénique.  

L’espace périvasculaire est sous surveillance permanente afin de limiter l’infiltration 

des cellules immunes dans le parenchyme cérébral (Bechmann et al., 2001). Dans le cerveau 

d’un rat sain, des cellules dendritiques et des macrophages sont présents dans le plexus 

choroïde et les méninges (McMenamin, 1999). En revanche, dans un contexte inflammatoire, 

les cellules dendritiques peuvent être présentes dans le parenchyme cérébral (Matyszak and 

Perry, 1996) et migrer vers les ganglions lymphatiques cervicaux afin d’initier une réponse 

immune (Karman et al., 2004a, 2004b). 

 

II-1.2.2. La migration leucocytaire 

 

Plusieurs voies d’entrée sont utilisées par les leucocytes pour parvenir au SNC. Ils 

pénètrent par la BHE pour aller du sang à l’espace périvasculaire du parenchyme. Ils passent 

par le plexus choroïde ou les vaisseaux méningés de l’espace sous-arachnoïdien pour aller du 

sang au LCR (Man et al., 2007). Dans un cerveau intact, les cellules endothéliales (CE) de la 

BHE expriment peu les molécules d’adhésion nécessaires à la migration des leucocytes dans 
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le parenchyme cérébral. Cependant, lors d’une inflammation, les leucocytes peuvent passer au 

travers de la BHE par un phénomène d’extravasation (Figure 17). Les leucocytes se 

retrouvent alors dans l’espace périvasculaire par un système de migration à travers 

l’endothélium. Ce phénomène nécessite plusieurs heures contrairement à ce qui est observé 

pour d’autres organes vascularisés (Laschinger et al., 2002).  

Cette migration s’effectue en quatre étapes : 

- La capture et le roulement assuré par des sélectines et des intégrines. 

- L’activation des  leucocytes caractérisée par l’activation des intégrines. 

- L’arrêt qui intervient suite à la liaison des intégrines à leurs ligands situés sur 

l’endothélium. 

- La diapédèse correspondant à la transmigration endothéliale du leucocyte (Ley et al., 

2007). Figure 17. 

 

Figure 17 : Extravasation des leucocytes à travers la BHE. Adapté de (Constantin, 2008). 

1. Capture et roulement : les leucocytes circulant dans les capillaires sanguins roulent sur 

l’endothélium entrainés par le flux sanguin. Les leucocytes adhèrent aux CE activées par des 

liaisons de faible affinité entre les sélectines et leur ligand glycoprotéique. Les leucocytes 

expriment la L-sélectine. L’E-selectine et la P-sélectine sont respectivement induites à la 

surface des CE dans les minutes et heures qui suivent le stimulus (Granger and Kubes, 1994). 

Les leucocytes scannent la surface endothéliale jusqu’à la détection de chimiokines.  
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2. L’activation : les chimiokines luminales immobilisées par l’association avec des 

glycosaminoglycannes reconnaissent les récepteurs aux chimiokines sur les leucocytes, ce qui 

induit des signaux conduisant au rapprochement et au changement conformationnel des 

intégrines des leucocytes. Ceci permet une adhésion de forte affinité entre les intégrines et 

leurs récepteurs sur les CE que sont les molécules ICAM-1, VCAM-1. Les leucocytes vont 

exprimer l’intégrine LFA-1 qui va se lier à ICAM-1 (Laschinger et al., 2002) et VLA-4 ou α4-

intégrine, le ligand de VCAM-1 (Vajkoczy et al., 2001). 

3. L’arrêt : la liaison entre les intégrines et leur ligand provoque l’arrêt des leucocytes sur les 

CE au niveau d’une jonction inter-endothéliale. 

4. Diapédèse : les leucocytes vont s’étendre et émettre des protusions enrichies en récepteurs 

de chimiokines afin d’inspecter l’environnement sous-luminal. Les chimiokines et leur 

gradient chimio-attractant vont guider les leucocytes pour leur extravasation dans l’espace 

périvasculaire. Le passage au travers de la glia limitans s’effectue, quant à lui, à l’aide de 

métalloprotéinases matricielles produites par les leucocytes.  

 

En condition physiologique, peu de leucocytes pénètrent dans le SNC (Hickey, 1999). 

En revanche, en cas de réaction immunitaire systémique, un grand nombre de lymphocytes T 

(LT) peut traverser la BHE (Hickey and Kimura, 1987). La migration des LT nécessite leur 

activation, un phénomène indépendant de la compatibilité du CMH des cellules T avec l’hôte, 

du phénotype des LT, de la présence dans le SNC de l’antigène recherché, de la nature 

antigénique ou du potentiel pathogénique des cellules (Hickey, 1999). Une stimulation 

antigénique récente semble suffisante (Fritz et al., 2000). Néanmoins, le SNC reste un 

environnement hostile à la survie des LT. En effet, une grande partie des LT activés qui 

pénètre dans le tissu nerveux va rapidement dégénérer (Pender, 2007). Les cellules T 

infiltrantes sont détruites par apoptose dépendamment ou non d’une reconnaissance 

antigénique (Bauer et al., 1998). Un des mécanismes impliqués dans ce phénomène est la voie 

Fas/FasL (Suvannavejh et al., 2000). Les neurones, la microglie et les astrocytes expriment 

FasL (CD95L) induisant l’apoptose des cellules T activées qui expriment le récepteur 

Fas/Apo1 (CD95) (Bechmann et al., 1999; Choi and Benveniste, 2004; Flügel et al., 2000). 

D’autre part, plusieurs cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-β et l’IL-10 libérées 

dans le milieu interstitiel suite à l’apoptose renforcent la régulation immune (Chen et al., 

1998; Li et al., 2000).  

Les cellules B sont, pour leur part, normalement absentes du parenchyme cérébral. Par 

contre, lorsqu’un antigène est infusé dans le SNC, les cellules B spécifiques de cet antigène 
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sont activées, traversent la BHE, se différencient en plasmocytes et sécrètent des anticorps 

dans le liquide interstitiel (Knopf et al., 1998). 

 

II-1.3. Les cellules immunocompétentes du SNC 

 

Le parenchyme cérébral est dépourvu de cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

usuelles telles que les cellules dendritiques (Perry, 1998). Cependant, d’autres cellules comme 

la microglie peuvent être apparentées à des CPA capables de présentation antigénique.   

 

II-1.3.1. Les cellules microgliales  

 

Les cellules microgliales sont d’origine mésodermique. Durant le développement 

embryonnaire, elles prolifèrent activement puis entrent dans le SNC (Alliot et al., 1999). Dans 

un cerveau sain adulte, les cellules possèdent une morphologie ramifiée avec une faible 

expression des molécules CD14, CD45, CD11c, du récepteur au fragment Fc (Becher and 

Antel, 1996; Carson et al., 1998), de CD4 (Perry and Gordon, 1987) et du CMH-II (Perry, 

1998; Ulvestad et al., 1994a). Elles sont alors considérées comme immatures. Suite à une 

inflammation, les cellules vont être activées et arborer un phénotype macrophagique 

(Kreutzberg, 1996). C’est la raison pour laquelle elles sont considérées comme les 

macrophages du SNC. Figure 18. 

 

 

Figure 18 : Transformation d’une microglie résidente ramifiée en une microglie activée au 

phénotype amiboïde macrophagique. Adapté de (Kreutzberg, 1996). 

 

Lors d’évènements inflammatoires dans le SNC, la microglie va surexprimer le CMH-

II, ce qui va lui permettre de participer à la présentation antigénique (Sedgwick et al., 1998; 

Ulvestad et al., 1994a, 1994b). Les molécules de co-stimulation CD40, CD80 (B7.1), CD86 

(B7.2) vont également être surexprimées, ce qui leur permet d’activer des cellules T naïves ou 



INTRODUCTION-II. Caractérisation du rejet des xénogreffes intracérébrales 

52 

mémoires présentes dans le parenchyme cérébral (Aloisi, 2001; Becher and Antel, 1996). Il 

est à noter que la microglie peut induire et réguler les réponses de type Th1 et Th2 (Aloisi et 

al., 1998, 1999, 2000a). En parallèle, la microglie va synthétiser des cytokines pro-

inflammatoires mais également des chimiokines (Hanisch, 2002). Les cytokines vont 

accentuer le phénomène inflammatoire en augmentant la production de molécules d’adhésion 

sur les cellules endothéliales (Pober et al., 1986) et la perméabilité de la BHE (Brett et al., 

1989). Ce phénomène, associé au pouvoir attractif des chimiokines, va favoriser le 

recrutement des leucocytes dans le SNC. De plus, les cellules microgliales sécrètent des 

metalloprotéinases nécessaires au passage des leucocytes au travers de la glia limitans (Cross 

and Woodroofe, 1999).  

Outre leur activité pro-inflammatoire, les cellules microgliales produisent des facteurs 

neurotrophiques suggérant un rôle neuroprotecteur de ces cellules au sein du SNC (Block and 

Hong, 2005; Elkabes et al., 1996; Nakajima et al., 2001).  

 

II-1.3.2. Les macrophages périvasculaires 

 

Les macrophages périvasculaires diffèrent de la microglie par une plus grande 

expression des marqueurs CD45, CD14 et CMH-II (Becher and Antel, 1996; Carson et al., 

1998). Ils ont également la particularité d’avoir une activité phagocytaire même au repos 

(Mato et al., 1996). Les macrophages périvasculaires vont ainsi pouvoir stimuler les cellules T 

CD4+ de manière plus efficace que la microglie résidente (Ford et al., 1996).  

La microglie périvasculaire est idéalement située entre les vaisseaux sanguins et le 

parenchyme cérébral pour une présentation antigénique aux LT ainsi que pour la re-

stimulation des LT activés en périphérie (Hickey and Kimura, 1988; Streit, 2002).  

 

II-1.3.3. Les astrocytes 

 

Les astrocytes forment la principale population gliale du SNC. Ils assurent différentes  

fonctions comme le support métabolique pour les neurones, le relarguage de 

neurotransmetteurs, la production de facteurs neurotrophiques, la régulation de l’homéostasie 

ionique, l’induction et le maintien de la BHE. Leur implication dans la régulation de la 

réponse immune innée a aussi pu être démontrée. Ainsi, ils expriment les PRR, les récepteurs 

au mannose et du complément. Les astrocytes vont donc avoir un double rôle entre 

l’inflammation et la régénération tissulaire, avec la sécrétion de molécules pro et anti- 
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inflammatoires, de chimiokines et de facteurs neurotrophiques. Elles vont alors, d’une part 

amplifier la réponse innée locale et, d’autre part, en augmentant la perméabilité de la BHE, 

l’attraction des cellules immunes, l’activation et la prolifération de la microglie, supporter une 

réponse adaptative (Farina et al., 2007).  

Contrairement aux cellules microgliales, l’implication des astrocytes dans la 

présentation antigénique est très controversée. Quelques équipes de recherche ont montré 

qu’in vitro, les astrocytes activés pouvaient exprimer les molécules d’adhésions ICAM-1, des 

molécules CMH-II et les molécules de co-stimulation B7.1 et B7.2, suggérant que les 

astrocytes auraient une capacité de présentation antigénique et de stimulation des cellules T 

naïves et mémoires (Aloisi et al., 1998; Fontana et al., 1984; Nikcevich et al., 1997; Shrikant 

et al., 1995; Soos et al., 1998; Tan et al., 1998; Wong et al., 1984). En revanche, d’autres 

équipes soutiennent que l’expression de CMH-II et des molécules de co-stimulation par les 

astrocytes serait un évènement très rare (Matsumoto et al., 1989) et que les astrocytes 

n’auraient pas la capacité d’induire une présentation antigénique et la prolifération des 

cellules T (Cash and Rott, 1994; Cross and Ku, 2000). 

 Les travaux d’Aloisi et al., ont conduit à l’hypothèse que les astrocytes ne 

permettraient pas une activation de Th1 mais interviendraient dans la re-stimulation Th2 

(Aloisi et al., 1998, 1999, 2000b) avec notamment la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires. 

Selon Hailer et al., les astrocytes sécréteraient des facteurs solubles capables de 

désactiver les macrophages en inhibant l’expression des molécules d’adhésion et du CMH-II. 

En inhibant l’activité de CPA des macrophages, les astrocytes auraient plutôt un rôle 

immunorégulateur (Hailer et al., 1998).  

 

II-2. Le rejet des xénogreffes intracérébrales 

 

Un des problèmes majeurs de la xénogreffe intracérébrale est le rejet. En effet, des 

neurones xénogeniques implantés dans un cerveau sont systématiquement rejetés, même si la 

réponse immune est plus lente que dans le reste de l’organisme (Brevig et al., 2000; Duan et 

al., 1995; Finsen et al., 1991; Larsson and Widner, 2000; Larsson et al., 2001a; Michel et al., 

2006; Rémy et al., 2001; Wood et al., 1996). Une méta analyse a montré que le taux de survie 

d’une xénogreffe de cellules neurales porcines dans le cerveau de rat était inférieur à 7% sans 

traitement par la cyclosporine A (Pakzaban and Isacson, 1994). 
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II-2.1. L’absence de rejet hyper aigu 

 

Les xénogreffes entre espèces relativement distantes d’un point de vue phylogénique 

appelés discordantes (ex : du porc à l’homme), sont distinguées des  xénogreffes concordantes 

entre espèces plus proches (ex : du primate à l’homme). Cette distinction se traduit par des 

variations dans la réponse immune (Auchincloss and Sachs, 1998). 

Lors d’une xénogreffe discordante d’un organe vascularisé, le rejet intervient dans les 

minutes ou les heures qui suivent l’implantation. Ce rejet est fortement lié à un niveau élevé 

de xénoanticorps naturels pré-formés présents dans le sérum de l’Homme et de certains 

primates non humains (PNH). Un grand nombre de ces anticorps est dirigé contre l’épitope 

Gal α(1,3) Gal présent à la surface de nombreuses cellules de mammifères, notamment les 

cellules endothéliales (Galili, 1993; Galili et al., 1984, 1993; Sandrin et al., 1993). 

L’interaction des anticorps anti-gal avec leur épitope conduit à une activation du complément 

et à un rejet hyper aigu caractérisé par une hémorragie, une thrombose intravasculaire, puis 

l’ischémie et la nécrose rapide du greffon (Collins et al., 1995; Dalmasso et al., 1992). 

Pourtant, ce type de rejet n’est pas observé dans le cas de xénogreffes intracérébrales de 

cellules neurales porcines. Cela s’explique par le fait que la greffe est réalisée avec une 

suspension cellulaire qui contrairement à un organe ne contient pas de vaisseaux intacts.  

 

II-2.2. Le rejet cellulaire 

 

Le rejet cellulaire fait intervenir différents effecteurs que sont les cellules T, les 

phagocytes et les cellules NK (natural killer). La réponse cellulaire suite à une xénogreffe 

dans le cerveau est très bien décrite dans la littérature. 

 

II-2.2.1. Implication des cellules microgliales 

 

Les cellules microgliales/macrophages périvasculaires font partie des cellules 

présentatrices d’antigènes capables d’activer les cellules T naïves ou mémoires dans un 

contexte inflammatoire (Aloisi et al., 2000b). Elles sont donc tout à fait susceptibles de 

contribuer au rejet cellulaire en cas de xénogreffes intracérébrales. Leur possible contribution 

a été confortée par les expériences de Brevig et al., qui montrent que la présence de cellules 

microgliales/macrophages exprimant les molécules CMH-I et CMH-II dans la suspension de 



INTRODUCTION-II. Caractérisation du rejet des xénogreffes intracérébrales 

55 

cellules neurales porcines suffit à induire la prolifération des cellules T humaines (Brevig et 

al., 1997, 1999). Cet effet est inhibé par un traitement avec du sérum humain ou avec des 

anticorps anti-gal et du complément (Brevig et al., 1997, 2001). Un autre point important est 

que les cellules microgliales vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires et des 

chimiokines susceptibles d’induire la réponse immune. Dès les premiers jours qui suivent la 

transplantation de neurones xénogéniques, une activation microgliale se met place avec 

notamment l’expression de MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), une chimiokine connue 

pour son rôle dans la migration leucocytaire au sein du SNC (Melchior et al., 2002). Cette 

réponse précoce n’entraîne cependant aucune infiltration lymphocytaire significative 

(Melchior et al., 2002; Rémy et al., 2001). Une seconde activation des cellules microgliales 

est observée vers 5 à 7 semaines alors que le processus de rejet devient visible (Duan et al., 

1995; Larsson et al., 2001a; Michel-Monigadon et al., 2010; Rémy et al., 2001). Figure 21.  

Une accumulation des transcrits codants pour des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1, 

IL-6, TNFα, IFNγ et des chimiokines comme MCP-1 et RANTES (Regulated on Activation, 

Normal T cell Expressed and Secreted) est alors observée (Melchior et al., 2002). L’IL-1 est 

impliquée dans la médiation de la mort neuronale (Loddick et al., 1998; Rothwell et al., 

1997), l’IL-6 dans l’initiation et la coordination des réponses inflammatoires (Hanisch, 2002), 

l’IFNγ dans la surexpression des molécules CMH-I, II et la polarisation de la réponse 

Th1/Th2. La synthèse de TNFα va, pour sa part, entretenir l’activation autocrine microgliale 

et accentuer la destruction neuronale, via le relarguage du glutamate par les astrocytes (Bezzi 

et al., 2001). Le TNFα comme l’IL-1 augmente l’expression de molécules d’adhésion à la 

surface des cellules endothéliales vasculaires (Pober et al., 1986) et la perméabilité de la BHE 

(Brett et al., 1989), ce qui favorise le recrutement des leucocytes dans le parenchyme cérébral. 

L’IFNγ secrété par les cellules T a aussi un rôle majeur dans l’activation des cellules 

microgliales en CPA (Aloisi et al., 2000a). 

L’activation microgliale observée dans le cerveau lors d’une xénogreffe contribue très 

probablement à la présentation antigénique, au recrutement des cellules immunes et/ou aux 

processus inflammatoires observés au moment du rejet.  

 

II-2.2.2. Implication des astrocytes 

 

Une astrogliose est observée au sein même de la greffe dans les premiers jours qui 

suivent la transplantation ainsi qu’au moment du rejet (Michel et al., 2006). Les astrocytes 

activés produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, le TNFα et 
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l’IL-6 qui peuvent jouer un rôle essentiel dans l’initiation et le maintien de la réponse 

immune. Les astrocytes activés produisent également du G-CSF et GM-CSF qui sont des 

facteurs importants pour le recrutement et l’activation des cellules immunes comme la 

microglie (Aschner, 1998).  

 

II-2.2.3. Rôle des cellules NK 

 

Les cellules NK sont les cellules effectrices de la réponse innée. Comme elles 

expriment le récepteur capable de reconnaître le fragment Fc des immunoglobulines, elles 

peuvent se lier au complexe antigène-anticorps et induire une cytotoxicité dépendante des 

anticorps (ADCC, Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity) via la sécrétion de 

perforines et granzymes. Elles peuvent aussi induire l’apoptose par contact cellulaire via la 

liaison Fas/FasL. 

En 1999, Sumitran et al., ont montré que les cellules NK humaines étaient tout à fait 

capables de lyser les cellules neurales porcines, soit après activation par l’IL-2, soit en 

présence d’anticorps naturels du sérum humain (Sumitran et al., 1999a). Leur participation au 

rejet d’une xénogreffe intracérébrale semble toutefois peu probable, car des cellules NK ont 

rarement été détectées dans les cerveaux greffés (Rémy et al., 2001) et l’absence de ces 

cellules ne prolonge pas la survie de la greffe (Larsson et al., 2001b). 

 

II-2.2.4. Rôle des cellules dendritiques 

 

Les cellules dendritiques sont les CPA « professionnelles » de l’organisme, en 

assurant la capture de l’antigène et la présentation antigénique. Dans un cerveau de rat sain, 

elles sont localisées dans le plexus choroïde et les méninges (McMenamin, 1999). En cas de 

xénogreffe intracérébrale, on les détecte au sein de la greffe durant les quelques jours qui 

suivent la transplantation et au moment du rejet (Michel et al., 2006). Figure 21. Ce timing 

combiné à la fonction de CPA des cellules dendritiques a conduit à l’hypothèse que lors de 

leur premier contact avec les cellules neurales porcines, ces cellules initieraient une réponse 

cellulaire en présentant les antigènes porcins aux cellules T naïves présentes dans les organes 

lymphoïdes, puis elles infiltreraient à nouveau le greffon au moment du rejet car les LT ont 

besoin d’être réactivés pour avoir une activité optimale (Michel et al., 2006). A ce propos, il a 

été montré que les cellules dendritiques présentes dans le LCR pouvaient  migrer jusqu’aux 
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organes lymphoïdes secondaires afin de présenter un antigène aux cellules T naïves (Karman 

et al., 2004a, 2004b) et aux cellules B (Hatterer et al., 2006). 

 

II-2.2.5. Rôle des cellules T 

 

Le rôle des cellules T dans le rejet cellulaire est déterminant et plusieurs éléments 

mettent en avant leur implication dans le rejet d’une xénogreffe intracérébrale de cellules 

neurales. Tout d’abord, les cellules du mésencéphale ventral de porc, une fois mises en 

culture, induisent la prolifération des cellules T humaines (Brevig et al., 1997). Ensuite, 

l’utilisation de drogues immunosuppressives comme la cyclosporine A connue pour 

supprimer la réponse T, entraîne une augmentation de la survie de la xénogreffe (Brundin et 

al., 1989; Pakzaban and Isacson, 1994). D’autre part, le traitement des animaux receveurs 

avec des anticorps dirigés contre les cellules T comme l’anti-fragment αβ du récepteur des 

cellules T (anti-TCR αβ), l’anti-CD2 (Okura et al., 1997) ou l’anti-récepteur à l’IL-2 (Honey 

et al., 1990), prévient le rejet. Ces observations sont bien sûr associées au fait qu’une 

infiltration massive du greffon par les LT précède le rejet définitif des cellules greffées (Duan 

et al., 1995; Larsson et al., 2001a; Michel et al., 2006; Michel-Monigadon et al., 2010; Rémy 

et al., 2001). Figure 21. Parmi les LT, on distingue deux types de sous-populations : 

 

 Les cellules T CD4 

 

Les lymphocytes T CD4+ ont pour particularité de reconnaître des peptides 

antigéniques présentés par des molécules CMH-II exprimées à la surface des CPA (Kalish, 

1995). Ils ont une fonction auxiliaire dans la réponse immune d’où leur nom lymphocytes T 

auxiliaires ou T helper (Th). Les cellules T CD4+ sont les premières à reconnaître un agent 

étranger. Grâce à la sécrétion de cytokines, elles activent les lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques ainsi que les lymphocytes B qui produisent les anticorps. Elles exercent 

également des effets autocrines sur les cellules CD4+ et des effets paracrines sur les cellules 

microgliales/macrophages. L’activation des LT CD4+ permet donc le recrutement de 

nombreuses cellules effectrices. Leur implication dans le rejet des xénogreffes intracérébrales 

a été démontrée par la longue survie observée lors d’une déplétion des cellules CD4+ (Wood 

et al., 1996). De même, une xénotransplantation de neurones dans le cerveau d’une souris 

déficiente en CMH-II permet une survie prolongée de la greffe (Duan et al., 2002). 
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De par leur profil de sécrétion cytokinique, on distingue deux sous-populations de  

cellules CD4+ appelées Th1 et Th2 (Mosmann et al., 1986). Figure19.  

 

 

Figure 19 : La différenciation des cellules T CD4+ en Th1 et Th2. Adapté de (Rengarajan et 

al., 2000). 

 

Les cellules T CD4 naïves sont activées via le TCR lors de la liaison avec un antigène 

présenté par les CPA. Les cellules Th prolifèrent, sécrètent de l’IL-2 et expriment le récepteur 

à l’IL-12, devenant alors des cellules Th0. La polarisation en Th1 s’effectue lors de 

l’activation du récepteur à l’IL-12 et du contact avec des cellules dendritiques CD8+. Les 

cellules Th1 induisent principalement une réponse immune cellulaire. Elles sont impliquées 

dans des réactions inflammatoires de type hypersensibilité retardée provoquées par les 

macrophages. L’activation du récepteur de l’IL-4 et le contact avec des cellules dendritiques 

CD8- induisent une différenciation en cellules Th2. Les cellules Th2 favorisent une réponse 

de type humorale avec notamment la sécrétion d’anticorps. Les cellules Th2 sont également 

impliquées dans les réponses allergiques. L’analyse des cytokines lors du rejet de xénogreffes 

porcines dans le striatum de rat suggère une contribution majeure des cellules Th1 (Melchior 

et al., 2002).  
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 Les cellules T CD8 

 

Les cellules T CD8+ reconnaissent des peptides présentés par des molécules CMH-I 

(Kalish, 1995). Elles peuvent sécréter des cytokines mais elles induisent généralement la lyse 

directe des cellules cibles, d’où leur nom de lymphocytes T cytotoxiques (LTc). Cette lyse 

s’effectue suite à une interaction Fas/FasL ou bien encore, grâce à des perforines/granzymes 

(Sad et al., 1996). 

Les neurones n’expriment pas constitutivement le CMH-I (Neumann et al., 1995, 

1997) et sont réfractaires à leur induction par des cytokines pro-inflammatoires comme 

l’IFNγ. Ils ne peuvent donc pas être détruits directement par les LTc, ce qui les rend d’ailleurs 

sensibles aux infections virales persistantes (Joly et al., 1991). Cependant, cette absence 

d’induction ne concernerait que les neurones électriquement actifs. En présence d’IFNγ , les 

neurones fonctionnellement détériorés pourraient exprimer le CMH-I et interagir avec les LTc 

(Neumann et al., 1995, 1997).  

Dans le cas des xénogreffes neurales, la déplétion des LT CD8+ (Wood et al., 1996) 

ou l’utilisation de souris receveuses déficientes en molécules du CMH-I (Duan et al., 2002), 

ne permet pas une meilleure survie du transplant, suggérant un rôle mineur des LT CD8+ dans 

le rejet. 

 

 Mécanisme d’activation des cellules T 

 

Le premier contact entre la cellule T et les CPA s’effectue par l’intermédiaire de 

molécules d’adhésion. L’activation complète des LT nécessite deux types de signaux. Figure 

20. 
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Figure 20 : Mécanisme d’activation des cellules T. 

 

Le premier signal, l’interaction entre le récepteur des cellules T (TCR) et le complexe 

CMH-peptide de la CPA conduit à un signal de faible intensité qui induit une première 

réponse effectrice comme par exemple, la production de cytokines. Cette interaction bloque la 

prolifération clonale du LT susceptible d’induire son apoptose (Russell et al., 1991). Le site 

d’interaction est appelé « synapse immunologique » (Grakoui et al., 1999). Un second signal, 

appelé signal de costimulation, est en fait nécessaire pour compléter l’activation. Ce signal est 

notamment induit par l’interaction entre la molécule CD28 présente à la surface des LT et les 

molécules CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2), présentes à la surface des CPA. Cette interaction 

permet l’activation complète des LT (Lanzavecchia, 1997; Lenschow et al., 1996). Ce signal 

fait aussi intervenir des molécules d’adhésion (LFA-1/ICAM) et des molécules accessoires 

(CD2/LFA-3) pour stabiliser l’interaction T/CPA. 

Le blocage du signal de co-stimulation par des anticorps bloquants (Larsson et al., 

2003), ou par l’expression de CTLA4-Ig (Martin et al., 2005), a été envisagé pour limiter la 

prolifération des LT et augmenter la survie des xénogreffes neurales porcines. La molécule 

CTLA4-Ig, une protéine de fusion, peut en effet bloquer le signal de costimulation en se liant 

à B7 (Linsley et al., 1991). 
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II-2.2.6. Cinétique de l’infiltration des cellules immunes dans une xénogreffe 

intracérébrale de  cellules neurales porcines 

 

Figure 21 : Profil d’infiltration des cellules immunes dans une greffe intrastriatale de 

cellules du MV fœtal porcin chez le rat. Adapté de (Bonnamain et al., 2012). 

A. Dans les jours qui suivent l’implantation des cellules, la présence d’un faible nombre de 

cellules dendritiques ainsi qu’une activation microgliale sont observées. Cette première 

activation disparaît, c’est  la phase de latence qui précède l’étape de rejet. Ce rejet intervient 

autour de  la 5
ème

 semaine post-greffe. Il est caractérisé par une forte activation microgliale et 

par une infiltration massive du greffon par des LT et des cellules dendritiques.  

B. Analyses immunohistochimiques du greffon au moment du rejet. NF70 : neurones porcins, 

Ox62 : cellules dendritiques, Ox42 : cellules microgliales/macrophages, R73 : cellules T. 
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II-2.3. Le rejet humoral : un rôle encore peu décrit 

 

La réponse immune humorale est le second type de réponse susceptible de conduire au 

rejet d’une greffe. Cette réponse est liée à l’activation des cellules B productrices d’anticorps. 

 

II-2.3.1. Le système  du complément  

 

Le système du complément a un rôle central dans la réponse immune innée en assurant 

la défense de l’hôte contre des pathogènes. Trois voies activent le système du complément : la 

voie classique du complément, la voie alterne du complément et la voie des lectines (MBP) 

liant les résidus mannose des membranes bactériennes. Tableau 2. 

 

 

Tableau 2 : Les différentes voies d’activation du complément. Adapté de http://www.cours-

pharmacie.com. Les trois voies conduisent à l’activation de C3 convertase et à la libération 

des composants du complément. 

 

Dans le SNC, le système du complément est impliqué dans les activités cytotoxiques 

et cytolytiques à travers la formation du complexe d’attaque membranaire (complexe C5b-9) 

sur les membranes des cellules cibles. Il peut jouer aussi un rôle dans le remodelage et la 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Mannose
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réparation du tissu cérébral. Les neurones, astrocytes, cellules microgliales et 

oligodendrocytes expriment les protéines du complément et les neurones sont 

particulièrement sensibles aux dommages induits par le complément (Gasque et al., 2000; 

Lucas et al., 2006). Une des hypothèses formulées serait que les débris cellulaires et les 

cellules apoptotiques recouverts de molécules du complément (C1q et fragment C3), seraient 

reconnus et éliminés par les macrophages/cellules microgliales exprimant des récepteurs du 

complément (C1qRp, CR3, CR4) (Gasque et al., 2000).  

In vitro, il a été montré que les facteurs de complément humain provoquaient la lyse 

des cellules neurales porcines après liaison à des anticorps (Sumitran et al., 1999b). Un rôle 

du complément dans le rejet de xénogreffes neurales a été suggéré par Barker et al., qui 

montre qu’une déplétion du complément par l’injection du facteur de venin de cobra durant 7 

jours prolonge la survie des cellules transplantées, mais cet effet est transitoire et la greffe est 

finalement rejetée (Barker et al., 2000).  

 

II-2.3.2. Rôle des anticorps 

 

 Production par les cellules B 

 

Les cellules B subissent une première différenciation dans la moelle osseuse, puis elles 

migrent dans les organes lymphoïdes secondaires comme la rate, les ganglions lymphatiques 

où elles se différencient en cellules mémoires ou en plasmocytes (Janeway et al., 1987). 

Figure 22. 
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Figure 22 : Développement et différenciation des cellules B. Adapté de (Park et al., 2008c). 

Les cellules B se différencient selon deux phases (Monson, 2008) : 

-  une phase indépendante des antigènes qui se déroule dans la moelle osseuse : les cellules B 

dérivées des cellules souches hématopoïétiques se différencient en cellules B matures par une 

chronologie de recombinaisons des gènes des immunoglobulines. Ce qui aboutit à la 

constitution d’un récepteur B (BCR) pour l’antigène, spécifique pour chaque LB.  

- une phase dépendante des antigènes qui se déroule dans les organes lymphoïdes 

secondaires : lorsque les cellules B par l’intermédiaire du BCR rencontrent un antigène 

spécifique, elles s’activent et peuvent présenter l’antigène à un LT. Elles forment alors des 

centres germinatifs dans lesquels elles prolifèrent. Puis elles se différencient en plasmocytes 

producteurs d’anticorps ou en cellules B mémoires. 

 

 Structure des anticorps  

 

Les anticorps sont des glycoprotéines qui ont une structure tertiaire qui leur permet de 

reconnaître et de fixer de manière spécifique des antigènes. Figure 23. 
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Figure 23 : Structure d’une immunoglobuline. 

Les immunoglobulines sont constituées d’une chaîne lourde (verte) et d’une chaîne légère 

(bleue) reliées entre elles par des ponts disulfures intra et inter-chaînes, assurant la flexibilité 

de la molécule. Chaque chaîne possède des domaines constants et des domaines variables. Les 

régions constantes Fc sont caractérisées par une séquence en acides aminés très proche d’un 

anticorps à l’autre. Elles interviennent dans l’activation du complément. L’association entre le 

domaine variable de la chaîne lourde et celui de la chaîne légère adjacente constitue le site de 

liaison à l’antigène (paratope). Il existe 5 classes ou isotypes d’anticorps classés selon la 

structure des domaines constants des chaînes lourdes : Immunoglobuline M (initie la voie 

classique d’activation du complément), IgD (activation des lymphocytes B), IgE (réponses 

immunitaires allergiques, neutralisation des parasites), IgA (neutralisation des bactéries, 

virus) et IgG, la plus abondante (neutralisation des toxines, virus, bactéries, activation du 

complément). Les anticorps ont pour fonction la liaison à l’antigène, l’activation du 

complément et l’activation de cellules immunocompétentes (ADCC).  

 

 Rôle des anticorps dans le rejet  

 

Un rôle des anticorps dans le rejet de xénogreffes discordantes prend son sens par la 

présence dans le sérum humain de xénoanticorps naturels comme notamment l’anti-Gal dirigé 

contre l’épitope Gal α(1,3) Gal (Galili, 1993; Galili et al., 1984, 1993; Sandrin et al., 1993). 

C’est ainsi qu’ont été créés des porcs déficients pour l’ α-1,3 galactosyltransferase, l’enzyme 

responsable de l’expression de l’α-gal (Dai et al., 2002; Lai et al., 2002b; Phelps et al., 2003). 

Les tissus mésencéphaliques issus de cerveaux fœtaux porcins expriment également l’épitope 
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α-gal (Harrower et al., 2002), ouvrant la possibilité d’une attaque des cellules par des 

anticorps anti-Gal.  Cependant, un sérum humain déplété en anticorps anti-gal lyse les cellules 

mésencéphaliques alors que cette opération prévient la lyse des cellules endothéliales 

aortiques porcines. Cette observation suggère la présence dans le sérum d’autres anticorps 

naturels capables de reconnaître des épitopes spécifiques à la surface des cellules du 

mésencéphale ventral fœtal porcin (Harrower et al., 2002; Sumitran et al., 1999b) . 

Concernant la présence d’anticorps au sein des xénogreffes, il est à noter que les 

premiers jours suivant la xénotransplantation neuronale, les anticorps peuvent pénétrer dans le 

parenchyme cérébral suite à la rupture de la BHE. La BHE restant ouverte de une à deux 

semaines (Brundin et al., 1989). C’est pourquoi Barker et al., observent une infiltration d’IgM 

au sein de la greffe les dix premiers jours suivant la transplantation. Par contre, aucune 

détection systémique d’anticorps n’est visualisée (Barker et al., 2000) et aucun rejet humoral 

ne se met en place. L’implication des anticorps dans le rejet de la greffe fut suggérée par 

l’étude de Larsson et al.,  où ils observaient une survie prolongée de la greffe dans le cerveau 

de souris déficientes en immunoglobulines (Larsson et al., 1999). Cette hypothèse est 

confortée par le fait que les anticorps possèdent la capacité de pénétrer dans le parenchyme 

cérébral lorsque la BHE est intacte. En effet, lors de l’injection intrathécale d’un antigène, 

celui-ci peut être drainé aux ganglions lymphatiques et provoquer une réponse humorale 

(Cserr et al., 1992). De plus, les cellules B activées peuvent aussi migrer au cerveau et 

synthétiser l’anticorps spécifique de l’antigène (Knopf et al., 1998).  

Cependant, le rôle de la fonction des anticorps et de leurs mécanismes dans le rejet des 

cellules neurales fœtales porcines est encore peu clair et reste à préciser.    

 

 

 

L’importance de caractériser le rejet est essentielle pour déterminer les moyens de le 

limiter. Les immunosuppresseurs sont couramment employés en xénotransplantation, mais 

leur action n’est que transitoire et plusieurs effets secondaires apparaissent. En effet, ces 

drogues étant injectées dans la circulation systémique, une néphrotoxicité ainsi que 

l’apparition de lymphomes sont constatées. Il est donc important d’essayer de trouver une 

immunosuppression à l’action locale et, dans ce contexte, l’emploi des cellules souches 

apparait encourageant. 
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III. Les cellules souches comme source cellulaire : 

propriétés trophiques et immunorégulatrices 

 

III-1. Caractéristiques des cellules souches 

 

III-1.1. Propriétés 

 

Les cellules souches possèdent plusieurs propriétés qui les définissent et en font une 

source cellulaire attractive pour la médecine régénérative. Ce sont des cellules immatures 

capables de se diviser, de s’auto-renouveler indéfiniment et de se différencier en différents 

lignages cellulaires tissus spécifiques. Elles peuvent être classées en différents types selon 

leur origine spatio-temporelle et leur potentiel de différenciation (potence) Figure 24 : 

 

Figure 24 : Les différents types de cellules souches. 

 

- Les cellules souches totipotentes : ces cellules peuvent se différencier en tous les types 

cellulaires, embryonniques et extra-embryonniques. Elles sont présentes du stade 

zygote jusqu’au stade « 8 cellules » de la morula. 

 

- Les cellules souches pluripotentes : elles sont issues de la masse interne du blastocyste 

et correspondent aux cellules souches embryonnaires. Elles peuvent générer les 

cellules des trois lignées germinales : endodermique, mésodermique, ectodermique 
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mais ne peuvent plus générer les cellules des annexes embryonnaires. Les cellules 

souches pluripotentes induites (cellules iPS) issues de la reprogrammation de cellules 

somatiques adultes font aussi partie de cette catégorie. 

 

- Les cellules souches multipotentes : elles vont se différencier en cellules d’une seule 

et même lignée germinale, soit endodermique, soit mésodermique, soit ectodermique. 

Ce sont des cellules présentes chez le fœtus mais également dans certaines niches de 

l’organisme adulte. 

 

- Les cellules souches unipotentes : elles ne peuvent se différencier qu’en un seul type 

cellulaire. 

 

III-1.2. Les cellules souches embryonnaires 

  

Les cellules souches embryonnaires (CSE) extraites du blastocyste possèdent un 

potentiel d’auto-renouvellement, de prolifération à long terme, permettant d’obtenir une 

expansion en culture illimitée. Elles peuvent se différencier dans toutes les cellules de 

l’organisme issues des trois feuillets germinaux embryonniques. Les CSE peuvent alors être 

expandues en culture pendant de longues périodes tout en gardant leur pluripotence, leur 

capacité de prolifération et un caryotype normal (Amit et al., 2000; Suemori et al., 2001; Xu 

et al., 2001).  Elles ont pour la première fois été isolées de la masse interne du blastocyste de 

souris en 1981 (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Isolées du blastocyste et placées 

dans une boite de culture contenant des fibroblastes de souris irradiés ayant un rôle de cellules 

nourricières (feeders), les cellules vont alors pousser dans un milieu supplémenté en sérum et 

en facteur de croissance afin d’établir une lignée de CSE maintenues à un stade indifférencié 

et pluripotent. Figure 25.  L’un des facteurs utilisés pour le maintien de l’auto-

renouvellement des CSE murines est le LIF (facteur inhibiteur de leucémie), qui peut alors se 

substituer à l’utilisation de feeders (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988). 
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Figure 25 : Etapes pour l’établissement d’une culture de CSE. Adapté de news-medical.net 

 

Les CSE ne furent isolées que très récemment des blastocystes de rat (Buehr et al., 

2008; Li et al., 2008b) mais la première lignée humaine fut établie en 1998 par Thomson et 

al., (Thomson et al., 1998). 

L’intérêt des CSE pour la thérapie restauratrice réside dans leur capacité à générer tous 

les types cellulaires présents dans un organisme, notamment les neurones. A l’aide de 

protocoles de culture très spécifiques, des précurseurs neuronaux puis des neurones matures 

fonctionnels ont été obtenus à partir de CSE (Bain et al., 1995; Carpenter et al., 2001; 

Fraichard et al., 1995; Goetz et al., 2006; Ko et al., 2007; Kozubenko et al., 2010; Li et al., 

1998; Reubinoff et al., 2001; Sonntag et al., 2007; Ying et al., 2003; Zhang et al., 2001). Leur 

intérêt en thérapie restauratrice a été testé en transplantant des CSE de souris (Bjorklund et 

al., 2002) ou des cellules progénitrices neuronales dérivées de CSE humaines (Iacovitti et al., 

2007; Ko et al., 2007, 2009) dans le cerveau d’un rat modèle de la MP. Les auteurs ont 

rapporté une survie et une différenciation dopaminergique des cellules, corrélées à une 

récupération fonctionnelle des rats. Ceci a été observé jusqu’à un an post-greffe (Geeta et al., 

2008). D’autres études tempèrent ces résultats en ne démontrant aucune ou une faible 

récupération fonctionnelle liée à un faible taux de différenciation des cellules en neurones 
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dopaminergiques (Brederlau et al., 2006; Ben-Hur et al., 2004). Plusieurs équipes ont alors 

essayé d’accentuer la différenciation dopaminergique avant transplantation, en cultivant les 

cellules en présence de cellules stromales (feeders) et de facteurs trophiques (Buytaert-Hoefen 

et al., 2004; Correia et al., 2007; Iacovitti et al., 2007; Kawasaki et al., 2000, 2002; Lee et al., 

2000; Morizane et al., 2002; Shimada et al., 2009; Takagi et al., 2005), et/ou de facteurs de 

différenciation dopaminergique (Barberi et al., 2003; Cho et al., 2008; Geeta et al., 2008; 

Kriks et al., 2011; Park et al., 2005, 2004; Perrier et al., 2004; Roy et al., 2006; Sanchez-

Pernaute et al., 2008; Shimada et al., 2009; Yan et al., 2005; Zeng et al., 2004). Des 

manipulations génétiques basées sur la transduction de facteurs transcriptionnels impliqués 

dans le développement dopaminergique ont aussi été tentées (Chung et al., 2002; Friling et al., 

2009; Hedlund et al., 2008; Kim et al., 2006, 2002; Martinat et al., 2006; Zhou et al., 2009). 

Selon les auteurs, la transplantation de ces dérivés de CSE enrichis en neurones 

dopaminergiques dans le cerveau de modèles rat (Cho et al., 2008; Friling et al., 2009; 

Hedlund et al., 2008; Kriks et al., 2011; Roy et al., 2006; Sanchez-Pernaute et al., 2008; Yang 

et al., 2008) ou souris (Barberi et al., 2003; Morizane et al., 2002) de la MP a conduit à une 

récupération fonctionnelle des animaux, liée à la présence d’un nombre important de neurones 

dopaminergiques au sein du greffon. Les mêmes approches réalisées avec des CSE issues de 

primates humains ou non humains et transplantées ont aussi démontré une survie des 

neurones TH+, une récupération fonctionnelle (Kriks et al., 2011) et une augmentation de la 

capture de fluorodopa par TEP (Doi et al., 2012; Takagi et al., 2005) chez des singes lésés par 

du MPTP. Il est cependant à noter que d’autres équipes n’ont pas observé de récupération 

motrice (Park et al., 2005). 

 

Bien que les CSE offrent de nombreux atouts, plusieurs obstacles majeurs freinent leur 

utilisation en médecine régénératrice comme par exemple : 

 

-  le rejet : les CSE expriment faiblement le CMH-I mais l’augmentation de son expression au 

cours de la différenciation conduit à un risque de reconnaissance des cellules transplantées par 

les cellules T et à un rejet du greffon (Drukker et al., 2002). Selon les derniers résultats de 

Drukker et al., cette immunogénicité serait minime comparée aux cellules adultes (Drukker et 

al., 2006). Li et al., ont, quant à eux, montré que les CSE humaines n’induisaient pas de 

réponse immune lors de leur transplantation chez une souris immunocompétente. Ils ont 

également montré que  les CSE humaines différenciées ou non différenciées ne provoquaient 
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pas la prolifération de cellules T humaines alloréactives et avaient même des propriétés 

immunorégulatrices (Li et al., 2004). 

 

-  le risque de tumeur : plusieurs travaux ont répertorié une instabilité phénotypique (Roy et 

al., 2006; Sonntag et al., 2007) et l’apparition de tératomes suite à la greffe de CSE (Doi et al., 

2012). La différenciation des CSE avant transplantation a permis de diminuer le risque de 

tumorigénicité (Brederlau et al., 2006; Doi et al., 2012; Ko et al., 2009; Kozubenko et al., 

2010), mais la survie des cellules est alors moindre et certaines de ces cellules gardent le 

potentiel de proliférer. Plusieurs solutions sont envisagées afin d’éliminer les cellules 

contaminantes pluripotentes comme l’insertion de gènes « suicide » (Jung et al., 2007; 

Schuldiner et al., 2003), une purification et sélection des cellules par FACS (Chung et al., 

2006; Hedlund et al., 2008; Pruszak et al., 2007) ou l’utilisation d’agents apoptotiques 

(Bieberich et al., 2004).  

 

-  le problème éthique quant à l’utilisation d’embryons humains.  

 

Ces données limitent donc l’utilisation des CSE pour des essais cliniques. Un travail 

important reste encore à faire pour contrôler l’efficacité et la sécurité de cette source 

cellulaire. Il est noter que l’utilisation in vitro des CSE peut être intéressante pour le criblage 

de molécules pharmaceutiques entre autres, mais un certain nombre de pays interdisent 

toujours la recherche sur ces cellules. La France vient quant à elle récemment de voter une loi 

autorisant la recherche sur les CSE augurant de belles perspectives dans l’approfondissement 

des connaissances de ces cellules et de collaborations internationales.  

 

III-1.3. Les cellules souches multipotentes 

 

Bien qu’ayant un potentiel de prolifération et de différenciation plus restreint que les 

CSE, les cellules souches multipotentes posent moins de problèmes éthiques et de sécurité 

dans leur utilisation. Ces cellules peuvent être isolées chez le fœtus ou dans certains tissus de 

l’organisme adulte : 

 

- Les cellules souches fœtales : ces cellules multipotentes sont présentes dans les organes du 

fœtus issus d’IVG mais aussi dans le sang du cordon ombilical (Bużańska et al., 2002; Rogers 
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and Casper, 2004) ou dans le liquide amniotique (Anker et al., 2003; Prusa et al., 2004; Tsai 

et al., 2004).  

 

- Les cellules souches adultes somatiques : elles sont localisées dans plusieurs organes et 

tissus : intestin, peau, tissu hématopoïétique où elles fonctionnent en permanence, assurant un 

renouvellement constant pour l’homéostasie et la réparation des tissus endommagés tout en 

gardant un pool permanent de cellules souches. Elles peuvent aussi être retrouvées dans l’os, 

le cerveau, le muscle, le pancréas, le foie mais elles sont peu ou pas actives. (Coulombel, 

2003).   

  

III-2. Les cellules souches mésenchymateuses 

 

III-2.1. Caractéristiques 

 

La première description des cellules souches mésenchymateuses (CSM) a été réalisée 

en 1974 par Friedenstein et al., qui les décrit comme des cellules adhérentes issues de la 

moelle osseuse exhibant l’apparence de fibroblastes (Friedenstein et al., 1974). Elles furent 

tout d’abord dénommées CFU-F (colony forming unit fibroblastes) car elles proliféraient en 

formant des colonies. En 1988, elles furent décrites comme des cellules souches stromales 

capables d’auto-renouvellement et de multipotence (Owen, 1988), avant d’acquérir le terme 

de cellules souches mésenchymateuses (Caplan, 1991). Les CSM ont été initialement isolées 

de la moelle osseuse où elles ne représentent que 0,001–0,01% des cellules présentes. A 

présent, elles sont également isolées à partir de différents tissus comme par exemple, le sang 

de cordon, le sang, le tissu adipocytaire, les poumons, le placenta. Les cellules souches 

mésenchymateuses sont des cellules souches adultes multipotentes hétérogènes adhérentes au 

plastique, à la morphologie de fibroblastes capables de s’expandre en culture en formant de 

colonies. Elles sont caractérisées par l’expression des marqueurs CD90, CD73, CD105, 

CD71, CD44, CD271 et l’absence de marqueurs hématopoiétiques comme CD45, CD14, 

CD34 et de costimulation comme CD80, CD86, CD40 (Uccelli et al., 2008). Elles peuvent se 

différencier in vitro et in vivo en diverses cellules d’origine mésodermique que sont les 

fibroblastes, les ostéocytes, les chondrocytes et les adipocytes (Pittenger et al., 1999). Au 

début des années 2000, différents papiers indiquaient que les CSM pouvaient également 

générer des cellules des lignées endodermiques et ectodermiques par un phénomène appelé 
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transdifférenciation. Figure 26. Selon certains auteurs, il était possible d’induire leur 

différenciation en cellules neurales (Deng et al., 2006; Sanchez-Ramos et al., 2000; Tropel et 

al., 2006; Woodbury et al., 2000). Une récupération fonctionnelle et une production de 

dopamine dans des rats hémi-parkinsoniens ont même été détectées après transplantation de 

CSM induites vers le lignage neuronal par l’addition de facteurs ou par manipulation 

génétique (transduction de la TH) (Bouchez et al., 2008; Dezawa et al., 2004; Levy et al., 

2008; Lu et al., 2005; Schwarz et al., 1999). Ce phénomène de transdifférenciation fait 

cependant l’objet de nombreuses contreverses et aujourd’hui, un grand nombre de chercheurs 

s’accordent à dire que le phénomène est trop rare pour être utilisé (Castro et al., 2002; 

Thomas et al., 2011).  

 

 

Figure 26 : Potentiel de différenciation des CSM. Adapté de (Uccelli et al., 2008).  

Les CSM possèdent la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation en cellules de la 

lignée mésodermique. Par un phénomène de transdifférenciation, les CSM pourraient se 

différencier en cellules des lignées ectodermique et endodermique mais ce phénomène est 

controversé. 
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III-2.2. Propriétés trophiques des CSM 

 

Les premières études de transplantation des CSM ont pu mettre en évidence que les 

CSM avaient la capacité de migrer et de s’implanter dans le cerveau de rat (Azizi et al., 1998). 

Plusieurs équipes se sont alors intéressées à l’utilisation des CSM en transplantation 

intracérébrale et en particulier à leurs propriétés trophiques. Les études suivantes montrèrent 

que grâce à la sécrétion de facteurs neurotrophiques comme le GDNF et le BDNF, les CSM 

protégeaient les neurones  et permettaient une récupération fonctionnelle dans des modèles 

rats de la MP (Blandini et al., 2010; Park et al., 2008a) et de la maladie de Huntington 

(Rossignol et al., 2011). Selon certains travaux basés sur un modèle d’ischémie cérébrale 

(Bao et al., 2011) ou de la MP (Park et al., 2012), les CSM seraient également capables 

d’induire une neurogénèse endogène et de protéger de l’apoptose les neurones nouvellement 

formés. De par leur facilité d’isolation et leur potentiel de prolifération, l’intérêt des CSM 

s’est alors porté sur la perspective de les utiliser en autotransplantation. En effet, les CSM 

peuvent être assez aisément prélevées au niveau de la crête iliaque du patient, expandues in 

vitro puis greffées dans le cerveau de ce même individu. Un essai clinique ouvert basé sur 

l’autotransplantation de CSM dans la zone sous-latéral ventriculaire de patients atteint de la 

MP a ainsi vu le jour. L’amélioration clinique s’est avérée assez marginale mais aucun effet 

néfaste, notamment la formation de tumeur, n’a été rapporté jusqu’à 12 mois post-greffe 

(Venkataramana et al., 2010). Une amélioration fonctionnelle sans apparition d’effets 

secondaires a toutefois été rapportée par Bang et al., mais cet essai clinique était basé sur la  

transplantation autologue de CSM dans le cerveau de patients ayant subit un infarctus cérébral 

(Bang et al., 2005). Un essai clinique récent mené par Venkataramana et al., de 

transplantation allogénique dans la ZSV de patient parkinsonien, a conforté l’idée que les 

CSM pouvaient avoir une fonction de neurogénèse et de neuroprotection. Cependant, leur 

action serait bénéfique pour des phases précoces de la maladie (Venkataramana et al., 2012). 

 

III-2.3. Propriétés immunomodulatrices des CSM 

 

En plus de leur capacité neurotrophique, les CSM présentent des propriétés 

immunosuppressives qui ont été mises en évidence  in vitro et in vivo. 
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III-2.3.1. Etudes in vitro 

 

Les CSM expriment constitutivement la molécule du CMH-I mais pas les molécules 

du CMH-II ou de costimulation (Le Blanc et al., 2003; Krampera et al., 2006; Rossignol et al., 

2009; Selmani et al., 2008). Lors de leur exposition à des cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IFNγ, les molécules du CMH-I et II sont augmentées (Rafei et al., 2009; Tse et al., 

2003) mais pas les molécules de costimulation (Tse et al., 2003). Différentes études in vitro 

ont révélé que les CSM avaient des fonctions immunomodulatrices sur différents types de 

cellules immunes : 

 

 Les cellules dendritiques  

 

Les CSM peuvent bloquer la différenciation des monocytes en cellules dendritiques 

(CD), leur maturation et donc leur fonction de présentatrice d’antigène. Elles vont notamment 

empêcher les cellules dendritiques de secréter l’IL-12 et inhiber l’expression des molécules de 

présentation antigénique et de costimulation (Beyth et al., 2005; Djouad et al., 2007; Jiang et 

al., 2005; Maccario et al., 2005; Nauta et al., 2006; Zhang et al., 2004) en interférant entre 

autre sur leur cycle cellulaire (Ramasamy et al., 2007). L’action des CSM sur les CD va 

entraîner une sécrétion d’IL-10 et une diminution de la synthèse de TNFα par les CD activées 

(Aggarwal and Pittenger, 2005). L’action inhibitrice des CSM sur les cellules dendritiques va 

avoir pour conséquence une diminution de l’activation et de la prolifération des cellules T. 

 

 Les cellules T 

 

Les CSM inhibent d’une manière dose-dépendante, la prolifération des cellules T 

induite par des alloantigènes ou des mitogènes (Bartholomew et al., 2002; Le Blanc et al., 

2003; Lanz et al., 2010; Di Nicola et al., 2002; Rasmusson et al., 2005; Tse et al., 2003; Yang 

et al., 2009). Elles bloquent aussi bien la prolifération des lymphocytes CD4+ que CD8+ (Le 

Blanc et al., 2004; Krampera et al., 2006; Di Nicola et al., 2002; Ramasamy et al., 2008). Les 

CSM vont, de même, pouvoir inhiber la formation des lymphocytes T cytotoxiques 

(Rasmusson et al., 2003). Selon Glennie et al.,  les CSM inhiberaient la prolifération des LT 

en bloquant le cycle cellulaire des LT dans la phase G0/G1 (Glennie et al., 2005) mais sans 

affecter leur activation (Glennie et al., 2005; Ramasamy et al., 2008). Les CSM pourraient 
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également favoriser l’apparition de LT régulateurs (Aggarwal and Pittenger, 2005; Maccario 

et al., 2005; Ye et al., 2008) capables d’inhiber la prolifération d’autres LT effecteurs.  

 

 Les cellules NK  

 

Différentes expériences menées in vitro indiquent que les CSM seraient capables 

d’inhiber la prolifération et la capacité cytolytique des cellules NK (Krampera et al., 2006; 

Spaggiari et al., 2008). Leur présence aurait également pour effet une diminution de la 

libération d’IFNγ par les cellules NK (Aggarwal and Pittenger, 2005). 

 

 Les cellules B  

 

Les CSM n’induisent pas l’apoptose des cellules B mais arrêtent leur cycle cellulaire 

en phase G0/G1. Outre leur effet inhibiteur sur la prolifération des LB, les CSM inhibent 

également leur différenciation. La conséquence est une diminution de la production 

d’immunoglobulines (Asari et al., 2009; Corcione et al., 2006). Les CSM vont d’autre part 

diminuer l’expression des récepteurs aux chimiokines par les cellules B, altérant leur 

propriétés chimiotactiques (Corcione et al., 2006).   

 

 Mécanismes immunosuppresseurs des CSM  

 

Aggarwall et Pittenger ont défini une action immunosuppressive des CSM basée sur 

l’hypothèse d’un shift d’un environnement pro-inflammatoire en un environnement anti-

inflammatoire en présence des CSM. Les CSM inhiberaient la sécrétion d’IFNγ et 

permettraient la libération d’IL-10 en influant sur la maturation et les fonctions présentatrices 

d’antigènes des cellules dendritiques. Les CSM diminueraient le niveau d’IFNγ en inhibant 

les voies des cellules Th1 et cellules NK, et augmenteraient la production d’IL-4 en favorisant 

la voie des cellules Th2 (Aggarwal and Pittenger, 2005). Cette hypothèse d’une inhibition du 

profil Th1 en faveur d’une polarisation Th2 fut aussi étayée par Bai et al., (Bai et al., 2009). 

Plusieurs mécanismes impliquant des molécules hypothétiques et en particulier des 

facteurs solubles (Djouad et al., 2007; Di Nicola et al., 2002; Rasmusson et al., 2003; Tse et 

al., 2003; Yang et al., 2009) ont alors été envisagés dans l’action immunosuppressive des 

CSM et il semblerait que cela soit dépendant de l’espèce dont les CSM sont isolées (Lanz et 

al., 2010; Ren et al., 2009). Figure 27. 
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Figure 27 : Molécules hypothétiquement impliquées dans l’activité immunosuppressive des 

CSM.  Adapté de (Ben-Ami et al., 2011). 

 

L’inhibition de la prolifération des lymphocytes T par  les CSM de souris serait 

dépendante de l’action de l’oxyde nitrique par l’intermédiaire de la molécule iNOS (inducible 

nitric oxide synthase) (Ren et al., 2008, 2009; Sato et al., 2007), alors que IDO (Indoleamine 

2,3-dioxygenase) médierait l’action des CSM humaines et de PNH (Krampera et al., 2006; 

Meisel et al., 2004; Ren et al., 2009). De plus, un rôle de la prostaglandine E2 (PGE2) dans 

l’inhibition de la différenciation des cellules dendritiques et de la prolifération des LT  par les 

CSM de rat et d’homme est suggéré (Aggarwal and Pittenger, 2005; Djouad et al., 2007; 

Spaggiari et al., 2009). PGE2 en synergie avec IDO serait aussi impliquée dans l’inhibition de 

la prolifération des cellules NK (Spaggiari et al., 2008). TGFβ1 et HGF (hepatocyte growth 

factor) sont également des molécules suspectées de jouer un rôle dans l’effet 

immunomodulateur des cellules humaines (Di Nicola et al., 2002) mais leur implication est 

controversée (Le Blanc et al., 2004; Tse et al., 2003). L’IL-10 (Yang et al., 2009) et HO1 

(hème oxygénase 1) (Chabannes et al., 2007) ont également été citées pour leur possible 

action sur la prolifération des LT, ainsi que l’IL-6 dans l’inhibition de la différenciation des 

cellules dendritiques (Djouad et al., 2007). Selon Selmani et al., HLA-G5 secrétée par les 

CSM humaines serait impliquée dans l’inhibition des fonctions des cellules cytotoxiques T et 
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NK et la sécrétion d’IFN. Cette molécule favoriserait également l’expansion de cellules T 

régulatrices et la sécrétion d’IL-10 (Selmani et al., 2008). Il est a noté que l’action des CSM 

est induite suite à l’action de cytokines inflammatoires telles que l’IFNγ et est favorisée par la 

sécrétion de chimiokines par les CSM, permettant une migration des LT à leur proximité (Ren 

et al., 2008, 2009). 

 

III-2.3.2. Etudes in vivo 

 

L’activité immunosuppressive des CSM a également été mise en évidence in vivo.  

Ainsi, des CSM transplantées dans le cerveau d’un hôte allo ou xénogénique survivent 

jusqu’à 63 jours sans signe de réponse immune (Rossignol et al., 2009). Il a également été 

rapporté que la transplantation de CSM dans des modèles de maladie inflammatoire (EAE de 

la sclérose en plaque) atténuait les poussées inflammatoires et ainsi, réduisait la sévérité des 

symptômes cliniques (Bai et al., 2009; Gerdoni et al., 2007; Harris et al., 2012a; Kassis et al., 

2008; Rafei et al., 2009; Zappia et al., 2005). Un effet bénéfique a également été observé dans 

un modèle de lésion cérébrale traumatique (Galindo et al., 2011). Les CSM favoriseraient la 

régénération des tissus, limiteraient  l’infiltration des cellules immunes dans le SNC ainsi que 

la circulation de molécules pro-inflammatoires. La modulation de l’inflammation au niveau 

du site lésé permettrait de créer un environnement favorable à la prolifération et la 

différenciation des cellules souches neurales endogènes (Bai et al., 2009; Galindo et al., 2011; 

Harris et al., 2012a) favorisant ainsi une régénération du tissu lésé. Les travaux de Kim et al., 

sur un modèle d’inflammation intracérébrale par le LPS, suggèrent que les CSM auraient un 

effet protecteur sur les neurones dopaminergiques en diminuant l’activation microgliale et la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Kim et al., 2009e). 

Par ailleurs, en cas d’inflammation locale, les CSM migreraient vers le site enflammé 

(Bai et al., 2009; Gerdoni et al., 2007; Kassis et al., 2008; Rafei et al., 2009; Zappia et al., 

2005) mais également dans les organes lymphoïdes secondaires (Gerdoni et al., 2007; Kassis 

et al., 2008; Zappia et al., 2005).  

 

De par leur propriétés neurotrophiques et immunomodulatoires, les CSM apparaissent 

comme de bonnes candidates à la transplantation intracérébrale. Mais d’autres types 

cellulaires comme les cellules souches/progénitrices neurales ont aussi des propriétés 

intéressantes.   
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III-3. Les cellules souches/progénitrices neurales 

 

III-3.1. Propriétés   

 

III-3.1.1. Caractéristiques des CSN 

 

Il est aujourd’hui bien établi que le SNC fait l’objet d’un renouvellement cellulaire au 

cours de l’âge adulte. Ce processus est rendu possible grâce à l’existence, dans certaines 

régions du cerveau, de cellules souches résidantes : les cellules souches neurales (CSN) 

(Reynolds and Weiss, 1992). Les CSN sont une population de cellules multipotentes 

hétérogènes capables d’auto-renouvellement et de prolifération. Elles peuvent générer les trois 

types cellulaires principaux du SNC que sont les neurones, les astrocytes et les 

oligodendrocytes. Figure 28. 

 

Figure 28 : Caractéristiques des cellules souches neurales. Adapté de (Gage, 2000). Une 

cellule souche neurale est une cellule multipotente capable d’auto-renouvellement. Elle se 

divise pour donner naissance à une cellule progénitrice neurale (CPN) à potentiel plus 

restreint. Celle-ci s’engage dans une voie de différenciation et, par l’intermédiaire de 

précurseurs neuronaux (PN) ou gliaux (PG), génère les cellules gliales et les neurones. 
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III-3.1.2. Distinction entre cellules souches et cellules progénitrices 

 

Bien souvent, le terme « cellules souches » est utilisé pour des cellules au potentiel 

d’auto-renouvellement limité et de différenciation plus réduit que sont les cellules 

progénitrices (Potten and Loeffler, 1990; Seaberg and van der Kooy, 2003). Ainsi les cellules 

souches donnent naissance à des progéniteurs neuronaux qui eux-mêmes génèrent des 

précurseurs qui, totalement engagés dans une voie de différenciation, sont incapables d’auto-

renouvellement (McKay, 1997). Comme il est difficile de distinguer ces deux types 

cellulaires, nous  utiliserons le terme de cellules souches/progénitrices neurales (CSPN). 

 

III-3.2. Localisation des CSPN 

  

III-3.2.1. Chez l’embryon 

 

Au cours du développement embryonnaire, les premières cellules souches appelées 

cellules souches neuroépithéliales sont localisées dans la zone ventriculaire du tube neural 

(Kalyani et al., 1997). Figure 29. 

 

Figure 29 : Neurogénèse chez l’embryon. Adapté de (Clarke, 2003). 

 

Les cellules souches neuroépithéliales (NEP) localisées dans la zone ventriculaire (ZV) du 

tube neural vont se diviser et générer la glie radiaire et les neuroblastes. Les neuroblastes vont 

peu à peu se différencier en neurones et la glie radiaire va aider à la migration des neurones 

postmitototiques de la ZV vers les différentes couches du néocortex. Les cellules 
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neuroépithéliales vont ensuite générer des glioblastes qui migreront dans la ZSV. C’est dans 

cette zone qu’ils prolifèreront avant de se différencier en astrocytes et oligodendrocytes et de 

coloniser le parenchyme cortical.  

 

III-3.2.2. Chez l’adulte 

 

Les CSPN sont présentes dans plusieurs régions du cerveau adulte où la neurogénèse 

est très active comme la zone sous-granulaire du gyrus denté et la zone sous-ventriculaire des 

ventricules latéraux. Figure 30 : 

 

Figure 30 : Les différentes zones de neurogénèse dans le cerveau adulte. Adapté de (Gould, 

2007). 

- La zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de l’hippocampe  :  les neuroblastes 

issus de cette zone migrent dans la couche granulaire (Bayer et al., 1982; Cameron and 

McKay, 2001; Carlén et al., 2002; Eriksson et al., 1998; Kuhn et al., 1996). 

- la zone sous-ventriculaire (ZSV) des ventricules latéraux (Gould et al., 1999; Lois and 

Alvarez-Buylla, 1993) : les neuroblastes issus de cette zone vont migrer via le courant 

migratoire rostral vers le bulbe olfactif (Carlén et al., 2002; Doetsch et al., 1999; 

Kornack and Rakic, 2001; Lois and Alvarez-Buylla, 1994).  

 

L’idée que d’autres régions du cerveau soit le théâtre d’une neurogénèse est encore 

controversée (Gould, 2007). 
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III-3.3. Culture et différenciation des CSPN 

 

III-3.3.1. Culture des CSPN 

 

Les CSPN initialement isolées du cerveau de souris embryonnaire ou adulte (Reynolds 

and Weiss, 1992; Reynolds et al., 1992) ont par la suite été isolées chez différents 

mammifères dont l’Homme (Kukekov et al., 1999; Palmer et al., 2001; Vescovi et al., 1999). 

La mise en évidence de marqueurs des CSPN CD133 chez l’homme ou Prominin1, son 

homologue murin, (Corti et al., 2007; Lee et al., 2005a) ou la nestine chez l’homme et les 

rongeurs  (Lendahl et al., 1990) ont grandement favorisé le travail sur les CSPN.  

In vitro, les CSPN peuvent être expandues pendant plusieurs passages tout en gardant 

leur multipotence. Pour ce faire, il suffit de les placer dans un milieu défini de type N2 et/ou 

B27 et d’ajouter des mitogènes comme  le bFGF (Bouvier and Mytilineou, 1995; Gritti et al., 

1996), l’EGF (Reynolds and Weiss, 1992; Reynolds et al., 1992) ou les deux (Gritti et al., 

1999). Les CSPN peuvent être mises à proliférer en suspension sous forme de clusters 

sphériques appelés neurosphères ou en une monocouche cellulaire adhérente. Les 

neurosphères correspondent à une population hétérogène composée que de 10 à 20% de 

cellules souches neurales proprement dites, le reste des cellules étant déjà engagées dans une 

voie de différenciation (Reynolds and Weiss, 1996). Figure 31. Les neurosphères sont ainsi 

constituées de cellules souches neurales, cellules progénitrices, et précurseurs neuronaux et 

gliaux (Galli et al., 2003). Les neurosphères peuvent être expandues sur une dizaine de 

passages sans altéreration du potentiel de prolifération et de différenciation des cellules 

(Reynolds and Weiss, 1996).   
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Figure 31 : Prolifération des CSPN in vitro. Adapté de (Reynolds and Weiss, 1996). En 

présence d’EGF et/ou de bFGF, les CSN prolifèrent en suspension sous forme de 

neurosphères. Les neurosphères sont constituées de CSN et de cellules progénitrices pouvant 

se différencier en astrocytes, neurones ou oligodendrocytes. 

 

III-3.3.2. Différenciation des CSPN 

 

La simple omission des mitogènes suffit à induire la différenciation des CSPN. Les 

CSPN peuvent à priori générer des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes 

(Johansson et al., 1999; Lois and Alvarez-Buylla, 1993; Reynolds and Weiss, 1996; Vescovi 

et al., 1999), mais dans les conditions les plus couramment utilisées in vitro, elles génèrent 

préférentiellement des astrocytes ou des neurones plutôt de phénotype GABAergique (Jain et 

al., 2003; Reynolds and Weiss, 1992). Une plus grande orientation vers une différenciation 

neuronale a été tentée à l’aide de différentes techniques comme des manipulations génétiques 

à l’aide de facteurs de transcription ou des traitements avec des facteurs trophiques tels que le 

GDNF (Roussa and Krieglstein, 2004), le PDGF (Caldwell et al., 2001; Williams et al., 

1997), les neurotrophines NT3/4 (Caldwell et al., 2001). Pour cibler la différenciation 

neuronale vers un phénotype dopaminergique, des CSPN ont été transduites avec des facteurs 

de transcription du développement dopaminergique comme Nurr1 (Andersson et al., 2007; 

Kim et al., 2003; Shim et al., 2007), Ngn2 (Andersson et al., 2007), ou Wnt5a (Parish et al., 

2008). Les autres tentatives étaient basées sur des conditions de culture faible en oxygène 

(Brito et al., 2012) ou des traitements par le SHH, le FGF-8, l’IL-1, l’IL-11, LIF, le GDNF 

(Ling et al., 1998) ou l’acide ascorbique, un agent antioxydant (Yan et al., 2001).  
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III-3.4. Intérêts thérapeutiques des CSPN 

 

Leurs propriétés d’auto-renouvellement, de prolifération et de multipotence font des  

CSPN une source cellulaire très intéressante pour la transplantation intracérébrale. 

La neurogénèse observée dans le cerveau de mammifère pourrait même laisser 

entrevoir la possibilité de transplanter en autologue des CSPN isolées d’un cerveau adulte. 

Cette approche a été tentée avec des CSPN isolées de la ZSV de rats qui après expansion in 

vitro ont été autotransplantées dans l’hippocampe. Outre la bonne survie et la bonne 

intégration, il a été noté une très faible réaction astrogliale et microgliale comparée à une  

allotransplantation (Muraoka et al., 2006).  Une étude a été réalisée chez l’Homme pour la 

MP. Les CSPN ont été isolées à partir d’une biopsie du cortex frontal et de la région sous-

corticale d’un patient parkinsonien. Les cellules ont été cultivées plusieurs mois en présence 

d’EGF et bFGF puis placées dans un milieu de différenciation comprenant de l’acide 

rétinoïque, du FGF8, de l’AMPc et du GDNF. Les cultures différenciées étaient composées de 

neurones (35% dont 15% de neurones dopaminergiques), d’astrocytes (49%) et 

d’oligodendrocytes (5%). Les  cellules ainsi traitées ont été réimplantées en unilatéral dans le 

striatum de ce même patient. Une amélioration des scores moteurs et de la production de 

dopamine visualisée par TEP a été observée durant 3 ans avant que les symptômes ne 

régressent (Levesque et al., 2009). Ces résultats sont encourageants, même si l’application de 

cette approche en clinique requiert une optimisation de la procédure pour assurer une 

restauration motrice à long terme. En plus de ces résultats, diverses observations soulignent 

des propriétés bien particulières des CSPN qui renforcent leur intérêt thérapeutique.  

 

III-3.4.1. Le remplacement cellulaire 

 

Plusieurs essais de thérapie cellulaire ont été mis en œuvre dans le but de découvrir le 

devenir des CSPN après transplantation dans le SNC. Durant ces essais, les CSPN ont 

démontré leur capacité à survivre, à se différencier en neurones (Gage et al., 1995) et à former 

des synapses fonctionnelles après leur transplantation dans le cerveau de rat (Auerbach et al., 

2000). Au vu de ces résultats, plusieurs études se sont intéressées à leur potentiel restaurateur 

dans des modèles animaux de pathologies cérébrales. Des CSPN issues de cerveaux adultes 

de rat ou de souris ont tout à fait la capacité de survivre et de s’intégrer dans le cerveau de rats 

hemi-parkinsoniens mais une très faible proportion de cellules se différencient en neurones 

dopaminergiques (Dziewczapolski et al., 2003). Une récupération fonctionnelle a toutefois été 
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observée avec ces mêmes cellules par Meissner et al., (Meissner et al., 2005). De meilleurs 

résultats ont été observés avec des CSPN dérivées de cerveaux embryonnaires. Ainsi, des 

CSPN isolées de mésencéphale ventral d’embryons de rats et expandues dans un milieu 

supplémenté en bFGF se différencient en neurones dopaminergiques et vont permettre une 

récupération motrice chez des rats modèles de la MP (Studer et al., 1998). Des résultats 

équivalents ont été obtenus avec des CSPN issues de tissus fœtaux humains (Svendsen et al., 

1997a). Une étude préclinique basée sur la transplantation de CSPN humaines dans le cerveau 

de primates lésés par le MPTP ont conforté toutes ces observations (Redmond et al., 2007), 

mais d’autres études n’ont pas abouti à des résultats aussi enthousiasmants. Par exemple, une 

faible différenciation dopaminergique a été constatée après l’implantation de CSPN humaines 

(Liker et al., 2003) ou porcines (Armstrong et al., 2002, 2003) dans le cerveau de rongeurs 

modèles de la MP.  

Une meilleure différenciation et récupération motrice ont semble t’il été obtenues 

après traitement ou manipulation génétique par des facteurs de différenciation 

dopaminergique (Jensen et al., 2008; Parish et al., 2008).  La reprogrammation de CSPN par 

OCT4 à un stade pluripotent puis l’action d’un milieu de différenciation spécifique auraient 

aussi permis à un grand nombre de CSPN de se différencier en neurones dopaminergiques, 

permettant à des rats parkinsoniens, de retrouver une fonction motrice normale (Deleidi et al., 

2011). A ce propos, une meilleur différenciation pourrait être obtenue en optimisant, les 

conditions de culture puisque l’âge du donneur  et la durée de la culture influence le devenir 

neuronal (Timmer et al., 2006).  

 

III-3.4.2. Propriétés trophiques des CSPN 

 

Un faible nombre de CSPN se différencient spontanément en neurones 

dopaminergiques, mais ces cellules ont pour autre avantage d’importantes propriétés 

neurotrophiques.  En effet, des CSPN issues de fœtus porcins et transplantées dans le striatum 

d’un rat non lésé stimulent fortement l’extension des fibres dopaminergiques en provenance 

de la substance noire (Michel-Monigadon et al., 2011). Cet effet neurotrophique est très 

important car en cas de lésion ou neurodégénérescence, la libération de facteurs 

neurotrophiques permet de prévenir la mort des neurones et de stimuler l’innervation avec 

leur cible. Il est connu par exemple que la libération de BDNF, NGF, GDNF par les CSPN 

après lésion de la moelle épinière permet une neurorégénération (Lu et al., 2003). Dans le 

même ordre d’idée, il a été montré que les CSPN transplantées avant l’administration d’une 
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neurotoxine induisant une maladie de Huntington, préviennent la mort des neurones striataux 

et limitent les déficits moteurs (Ryu et al., 2004). Cet effet serait en partie contrôlé par du 

BDNF. En plus de leur potentiel pour remplacer les neurones perdus, la transplantation de 

CSPN permettrait de constituer un environnement trophique et neuroprotecteur pour les 

neurones dopaminergiques de l’hôte (Ourednik et al., 2002; Redmond et al., 2007; Yasuhara 

et al., 2006).  

 

III-3.4.3. Propriétés migratoires des CSPN 

 

Dans des modèles de lésion cérébrale, les CSPN sont généralement implantées au sein 

même du cerveau. Une autre alternative est l’injection systémique qui limiterait le 

traumatisme d’une opération, surtout dans le cas de pathologies multifocales. Des CSPN 

humaines ont ainsi été administrées en intraveineuse dans le cerveau de rats présentant une 

ischémie cérébrale (AVC) (Chu et al., 2003, 2004a, 2004b; Jeong et al., 2003) ou une lésion 

de type Huntington (Lee et al., 2005b; McBride et al., 2004). Les analyses ont montré que les 

cellules migraient jusqu’au site de lésion avant de  s’intégrer et de se différencier en neurones 

ou en astrocytes au site de lésion. Une amélioration fonctionnelle a même été rapportée. Dans 

des maladies inflammatoires chroniques aux localisations multifocales comme la sclérose en 

plaque, l’injection intraveineuse permet aussi de cibler les différents sites enflammés 

(Einstein et al., 2007; Ben-Hur et al., 2003a; Pluchino et al., 2003, 2005, 2009a).  

 

III-3.4.4. Propriétés immunomodulatrices des CSPN 

 

En conditions physiologiques, les CSPN de rongeurs et humaines expriment 

faiblement les molécules du CMH (Hori et al., 2003; Laguna Goya et al., 2011; McLaren et 

al., 2001; Yin et al., 2008), mais en présence de cytokines pro-inflammatoires (IFNγ, TNF), il 

a été observé une induction de ces molécules immunogènes à leur surface (Hori et al., 2003; 

Imitola et al., 2004; Johansson et al., 2008; Laguna Goya et al., 2011; McLaren et al., 2001; 

Odeberg et al., 2005; Yin et al., 2008). Il y a donc un risque pour que les CSPN humaines 

soient reconnues par les lymphocytes et qu’elles induisent une réaction immunitaire en 

conditions allogéniques ou xénogéniques (Laguna Goya et al., 2011; Ubiali et al., 2007). Une 

infiltration lymphocytaire a d’ailleurs été observée suite à la transplantation allogénique de 

CSPN dans un cerveau de rat ayant subi une lésion cérébrale traumatique (Zheng et al., 2007). 
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Des expériences de transplantation en conditions xénogéniques ont tout de même 

révélé des propriétés immunes particulières. En effet, des CSPN d’origine porcine 

transplantées dans un hôte xénogénique survivent très longtemps comparées à des 

neuroblastes porcins (Harrower et al., 2006; Michel-Monigadon et al., 2011). Une faible 

réaction de rejet a aussi été constatée dans des modèles de MP (Armstrong et al., 2001) ou 

d’attaque cérébrale (Modo et al., 2002). Un autre point important est que l’injection de CSPN 

en intrapéritonéale chez un rat n’engendre pas de réponse humorale contrairement à une 

injection de tissu neural primaire porcin (Armstrong et al., 2001). Enfin, une survie et une 

récupération fonctionnelle similaires ont été observées après transplantation de CSPN dans le 

cerveau de rat parkinsonien traité ou non avec de la cyclosporine A (Schwarz et al., 2006). Ce 

résultat indique une faible réponse cellulaire T.  

Un impact des CSPN sur la réponse immune a été montré dans des modèles de 

maladies inflammatoires chroniques comme la sclérose en plaque. En effet, l’injection 

intraventriculaire (Einstein et al., 2003, 2006; Giannakopoulou et al., 2011a; Pluchino et al., 

2009a) ou intraveineuse (Einstein et al., 2007; Pluchino et al., 2003, 2005, 2009a) de CSPN 

réduit significativement l’inflammation dans le SNC, diminue la lésion tissulaire et restreint le 

nombre de lymphocytes T infiltrant le SNC. Il en résulte des symptômes cliniques beaucoup 

moins sévères. Cet effet immunosuppressif dépendrait directement de la capacité des CSPN à 

migrer jusqu’au site inflammé, dans les niches périvasculaires (Einstein et al., 2003, 2006; 

Ben-Hur et al., 2004; Pluchino et al., 2003, 2005, 2009a) ou même dans les ganglions 

lymphatiques (Einstein et al., 2007; Pluchino et al., 2009a). Les CSPN exprimeraient des 

molécules d’adhésion, des intégrines et récepteurs aux chimiokines qui vont les attirer  

jusqu’au site de l’inflammation. Elles pénétreraient dans le parenchyme cérébral par un 

phénomène d’extravasation (Pluchino et al., 2005, 2009a) avant de se différencier (Ben-Hur et 

al., 2003a). Plusieurs molécules pro-inflammatoires telles que le TNF et l’IFN influenceraient 

la migration des CSPN et inhiberaient leur prolifération afin que les cellules se différencient 

dans le phénotype désiré (Giannakopoulou et al., 2011b; Ben-Hur et al., 2003b). La 

modulation de la réponse immune est ainsi retrouvée localement au niveau de la lésion mais 

aussi en périphérie dans les organes lymphoïdes secondaires. Effectivement, une modulation 

de la réponse T locale et microgliale a été retrouvée dans des modèles de lésion de moelle 

épinière après avoir transplanté des CSPN adultes dans le fluide cérébrospinal (Ziv et al., 

2006). Quant aux travaux de Lee et al. sur un modèle d’AVC, ils suggèrent que l’injection 

intraveineuse de CSPN aurait pour effet de limiter la circulation des cellules immunes en 

interagissant avec l’inflammation splénique (Lee et al., 2008).  
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L’effet immunomodulateur des CSPN détecté in vivo a été confirmé in vitro. Ainsi, les 

CSPN humaines (Akesson et al., 2009; Pluchino et al., 2009a), de rongeur (Fainstein et al., 

2008; Wang et al., 2009) et de porc (Michel-Monigadon et al., 2011) sont tout à fait capables 

d’inhiber la prolifération des lymphocytes T induite par des alloantigènes. Cet effet est  dose- 

dépendant et ne dépend pas nécessairement d’un contact cellulaire (Michel-Monigadon et al., 

2011). Il a également été montré que les CSPN diminuaient l’activation des cellules 

dendritiques myéloïdes. En inhibant leur différenciation en cellules immatures puis en CD 

fonctionnelles, elles ont pour effet de diminuer le nombre de cellules présentatrices 

d’antigènes (Pluchino et al., 2009a, 2009b). Les mécanismes par lesquelles les CSPN exercent 

leurs propriétés immunomodulatrices sont cependant encore peu clairs. Les expériences  

effectuées sur la lignée de souris C17.2 suggèrent un rôle des prostaglandines et de NOS 

(Wang et al., 2009), mais l’implication de ces molécules dans l’activité immunosuppressive 

des CSPN n’a pas pu être confirmée dans des cultures de CSPN isolées à partir de tissus fœtal 

porcin  (Michel-Monigadon et al., 2011). 

 

De par leur capacité trophique et immunomodulatrice, les CSPN présentent donc un 

réel intérêt pour la transplantation intracérébrale. Il apparait cependant nécessaire d’améliorer 

les connaissances sur les mécanismes immunosuppresseurs, afin d’éventuellement les 

optimiser.  

 

III-4. Les cellules iPS 

 

III-4.1. Propriétés 

 

La découverte des cellules souches pluripotent induites (iPSC) par l’équipe de 

Yamanaka remonte à 2006. Cette découverte lui a valu le prix Nobel de médecine en 2012. 

Des cellules somatiques que sont les fibroblastes de peau de souris ont été reprogrammées par 

un cocktail de 4 gènes : Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc. Cette modification génétique a conduit à 

l’obtention de cellules pluripotentes aux caractéristiques similaires à celles des CSE 

(Takahashi and Yamanaka, 2006). Figure 32. Ces cellules peuvent générer les cellules des 

trois lignées germinales in vitro et former des tératomes in vivo. Elles possèdent une forte 

capacité d’auto-renouvellement, une activité télomérasique et expriment les marqueurs de la 

pluripotence.  
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Figure 32 : Reprogrammation de fibroblastes adultes en cellules iPS. Des cellules 

somatiques, comme par exemple des fibroblastes adultes, peuvent être reprogrammées par un 

cocktail de différents gènes du développemennt pour générer des cellules pluripotentes, 

appelées iPSC qui peuvent se différencier en cellules des 3 lignées germinales. 

 

Les iPSC possèdent les propriétés des cellules souches embryonnaires tout en restant 

des cellules adultes. Leur utilisation permet de s’affranchir des problèmes éthiques et légaux 

posés par l’utilisation d’embryons. Par la suite, en 2007, deux équipes dont celle de 

Yamanaka et l’équipe américaine de Thompson ont réussi à produire des iPSC à partir de 

fibroblastes humains par le même cocktail de gènes (Takahashi et al., 2007) ou par une autre 

combinaison : oct3/4, sox2, Nanog et Lin28 (Yu et al., 2007). Les premières 

reprogrammations ont été réalisées à l’aide de rétrovirus capables de s’intégrer au génome, 

avec le risque de provoquer des mutations et transformations malignes. Pour éliminer ce 

risque ont été employés d’autres systèmes d’intégration basés sur l’utilisation d’adénovirus 

non intégratifs (Fink et al., 2013; Stadtfeld et al., 2008; Zhou and Freed, 2009), de vecteurs 

non viraux comme des vecteurs épisomales non intégratifs (Yu et al., 2009) ou des plasmides 

(Okita et al., 2008) ou par délivrance directe des protéines de reprogrammation (Kim et al., 

2009a; Rhee et al., 2011). Pour limiter l’apparition de tumeurs, l’oncogène c-Myc a été 

substitué (Nakagawa et al., 2008). Les iPSC peuvent maintenant être obtenues de la 

reprogrammation de précurseurs neuraux/CSPN de rat (Chang et al., 2010), de souris (Eminli 
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et al., 2008; Kim et al., 2008, 2009b, 2009c; Tat et al., 2010) ou humaines (Hester et al., 2009; 

Kim et al., 2009d). Les CSPN exprimant déjà des facteurs de reprogrammation, deux (Hester 

et al., 2009; Kim et al., 2008, 2009b), trois (Eminli et al., 2008), ou même un seul facteur  

(oct4) (Kim et al., 2009b, 2009c, 2009d) semblent pouvoir suffir.  

Les cellules iPS peuvent être dérivées des cellules de patients parkinsoniens (Hargus et 

al., 2010; Park et al., 2008b; Sánchez-Danés et al., 2012; Soldner et al., 2009), permettant de 

disposer d’un matériel unique pour étudier les causes du développement de la MP, son 

étiologie, ou pour tester d’éventuelles molécules thérapeutiques. Il est à noter que ces iPSC 

peuvent être différenciées en neurones dopaminergiques (Hargus et al., 2010; Sánchez-Danés 

et al., 2012; Soldner et al., 2009) avec la même capacité que des neurones dopaminergiques 

de CSE dérivées d’individus sains. 

 

III-4.2. Vers une utilisation en transplantation 

 

L’avantage majeur des cellules IPS pour la transplantation intracérébrale est 

l’obtention d’une source cellulaire non controversée utilisable en autotransplantation. In vitro, 

les cellules iPSC de souris (Wernig et al., 2008), de rat (Chang et al., 2010) ou humaines (Cai 

et al., 2010; Rhee et al., 2011; Swistowski et al., 2010) se différencient en cellules souches 

neurales puis en neurones dopaminergiques. In vivo, les précurseurs dopaminergiques dérivés 

d’iPSC s’intégrent, relarguent de la dopamine, et permettent une récupération fonctionnelle 

chez des rats utilisés comme modèle de la MP (Cai et al., 2010; Rhee et al., 2011; Swistowski 

et al., 2010; Wernig et al., 2008). La transplantation de neurones dopaminergiques dérivés 

d’iPSC établies à partir de cellules de patients parkinsoniens entraîne elle-aussi une 

récupération motrice chez des rats parkinsoniens (Hargus et al., 2010). Des résultats 

bénéfiques ont également été obtenus dans d’autres modèles de lésions neurologiques comme 

par exemple des lésions de moelle épinière (Fujimoto et al., 2012; Nori et al., 2011; Tsuji et 

al., 2010) ou  d’AVC (Gomi et al., 2012; Jensen et al., 2011; Mohamad et al., 2013; Oki et al., 

2012; Yuan et al., 2013). Il est à noter que lors de ces greffes, un grand nombre de ces cellules 

reste indifférencié. De plus, les manipulations génétiques augmentent le risque de développer 

des tumeurs (Cai et al., 2010). La formation de tératomes peut être diminuée par l’utilisation 

de molécules comme le DHA (acide docosahexaénoïque), un acide gras présent dans le 

cerveau qui accentue la différenciation dopaminergique (Chang et al., 2012). L’induction de 

neurones fonctionnels (Pfisterer et al., 2011a; Vierbuchen et al., 2010), dont des neurones 

dopaminergiques (Caiazzo et al., 2011; Pfisterer et al., 2011b), peut aussi être obtenue 
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directement de fibroblastes de souris ou humains par l’expression de facteurs de transcription 

spécifique du lignage neuronal. Les cellules ne passant pas par un stade pluripotent, le risque 

de tératome en est éliminé.  

 

Bien que les iPSC semblent intéressantes pour limiter l’utilisation 

d’immunosuppresseurs, leur réelle immunogénicité est un sujet controversé. En effet, des 

iPSC transplantées dans la peau de souris syngénique, sont rejetées alors que dans les mêmes 

conditions, des CSE sont tolérées (Zhao et al., 2011). Une déplétion des contaminants 

pluripotents avant la greffe serait une solution pour prolonger la survie des iPSC différenciées 

(Dressel et al., 2010). 

 

 

 

Les cellules iPS et leurs dérivés neuronaux offrent un réel espoir pour la 

transplantation intracérébrale. Effectivement, des études précliniques de transplantation de 

progéniteurs neuronaux dérivés d’iPSC montrent une intégration, une différenciation et une 

fonctionnalité dans des modèles PNH de la MP (Emborg et al., 2013; Kikuchi et al., 2011) et 

de lésions de la moelle épinière (Kobayashi et al., 2012), sans noter l’apparition de tumeur.     

Cependant, un long travail est encore nécessaire pour optimiser leur utilisation en éradiquant 

la possibilité de développement de tumeurs, en décryptant les mécanismes de différenciation 

et en contrôlant leur immunogénicité.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE   

92 

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

 

Les stratégies thérapeutiques pour traiter les maladies neurodégénératives comme la 

maladie de Parkinson sont au centre des préoccupations scientifiques actuelles, avec 

notamment la transplantation de cellules neurales qui permet d’envisager une restauration des 

réseaux neuronaux. L’utilisation de cellules issues de fœtus humains posant d’importants 

problèmes d’éthique et de logistique, d’autres sources cellulaires sont à l’étude comme 

notamment les cellules neurales d’origine animale. De par leurs caractéristiques 

physiologiques, leur disponibilité, leur possible manipulation par génie génétique, les cellules 

neurales porcines ont été les plus étudiées. Des effets bénéfiques ont été observés dans des 

modèles animaux (Galpern et al., 1996; Huffaker et al., 1989), mais les risques de rejet déjà 

présents en cas d’allotransplantation (Krystkowiak et al., 2007) sont encore plus importants 

lors de xénotransplantation. Les traitements immunosuppresseurs, tels qu’ils sont 

actuellement administrés, prolongent la survie des xénogreffes intracérébrales mais ils sont 

insuffisants pour en assurer la survie à long terme et les fortes doses utilisées ont des effets 

secondaires importants. Dans ce contexte, les cellules souches constituent un réel espoir pour 

la médecine régénératrice. En effet, même si la différenciation des cellules souches 

multipotentes en neurones dopaminergiques n’est pas encore maîtrisée (Politis and Lindvall, 

2012), certaines de ces cellules ont des propriétés immunomodulatrices (Bifari et al., 2010) 

très intéressantes qui pourraient être utilisées pour induire une immunosuppression locale.  

 

Dans cette perspective, nous avons co-greffé des cellules souches mésenchymateuses 

(CSM) de rats et des cellules mésencéphaliques porcines dans le striatum de rats 

immunocompétents. La fonctionnalité de ces co-greffes a ensuite été testée dans des modèles 

rats de la maladie de Parkinson (MP) Cette première étude fait actuellement l’objet d’un 

article en cours de soumission (Article 1).  

Dans une seconde étude, nous avons porté notre intérêt sur une autre source cellulaire 

que sont les cellules souches/progénitrices neurales (CSPN). En effet, quelques études dont 

celle de notre équipe avaient récemment montré que la longue survie de ces cellules dans le 

cerveau d’un hôte xénogénique pouvait être due en partie à leurs effets immunosuppresseurs 

sur les cellules T. Nous avons donc entrepris d’étudier leurs mécanismes d’action en utilisant 

un  système de co-culture allogénique CSPN de rat /cellules T de rat in vitro (Article2). Puis 
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nous avons travaillé sur les CSPN dérivées d’iPSC humaines. Nous avons notamment 

recherché si ces cellules qui permettraient de s’affranchir des problèmes éthiques liés à 

l’utilisation d’embryons humains avaient elles-aussi des propriétés immunosuppressives. Pour 

cette étude, nous avons étudié leur impact sur les PBMC de sang humain dans un contexte 

allogénique (Résultats complémentaires). 

Le dernier point étudié durant ma thèse concerne l’impact de la réponse humorale dans 

le rejet d’une xénogreffe intracérébrale. En effet, très peu de choses étaient connues quant à la 

cinétique et l’implication des anticorps dans le processus de rejet. Pour cette étude, nous 

avons utilisé le modèle classique d’une greffe de cellules mésencéphaliques neurales porcines 

dans le striatum de rats immunocompétents (Article 3).  
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Introduction 

 

Le SNC fut longtemps considéré comme un site immunologiquement privilégié de par 

la présence de la BHE, l’absence de vaisseaux lymphatiques, la faible expression des 

molécules du CMH-I et l’absence de cellules présentatrices d’antigènes conventionnelles 

comme les cellules dendritiques. Ce dogme fut récemment remis en cause par la 

démonstration d’un drainage lymphatique, d’une présentation d’antigènes par les cellules 

microgliales/macrophages et d’une infiltration leucocytaire dans le SNC lors d’une 

inflammation (Barker and Widner, 2004). Aussi, le développement de l’allotransplantation 

(Krystkowiak et al., 2007) et à fortiori de la xénotransplantation neuronale (Larsson and 

Widner, 2000; Larsson et al., 2001a; Michel et al., 2006; Rémy et al., 2001) requiert un très 

bon contrôle de la réponse immunitaire. En effet, même si les neurones isolés du 

mésencéphale ventral de fœtus de porc se différencient, s’intègrent et émettent des axones sur 

de longues distances après transplantation dans le cerveau d’un hôte xénogénique (Deacon et 

al., 1994; Isacson et al., 1995), la greffe est finalement rejetée. Des travaux expérimentaux 

chez des rats immunocompétents ont clairement mis en évidence une réponse cellulaire avec 

notamment une infiltration du greffon par les cellules dendritiques, des cellules microgliales 

activées et des cellules T (Michel et al., 2006; Rémy et al., 2001). Cette réponse qui est 

normalement observée à 5-7 semaines est retardée de façon transitoire par l’administration de 

cyclosporine A (Brundin et al., 1989; Larsson et al., 2001a), de minocycline  (Michel-

Monigadon et al., 2010) ou de methylprednisolone (Duan et al., 1996). Une alternative serait 

de compléter une immunosuppression systémique par une immunosuppression locale. Dans 

cette perspective,  certaines cellules souches multipotentes comme les cellules souches 

mésenchymateuses (CSM) qui ont des propriétés immunomodulatrices sont des candidates de 

choix.  

Les CSM se différencient très difficilement en neurones (Uccelli et al., 2008) mais ces 

cellules sont facilement isolables à partir de la moelle osseuse de la crête iliaque d’un patient, 

sont multipliables in vitro et peuvent être réimplantées sans problème dans le cerveau chez ce 

même patient. Les CSM pourraient donc être utilisées pour induire une immunosuppression 

locale dans le cerveau. Différentes observations encouragent une telle possibilité. Les CSM 

survivent longtemps dans le cerveau d’un hôte xénogénique sans observation de réponses 

immunes (Rossignol et al., 2009). In vitro, les CSM inhibent la prolifération des cellules T 



RESULTATS-ARTICLE 1  

97 

(Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002) et des cellules B (Corcione et al., 2006), 

ainsi que la différenciation et les fonctions des cellules dendritiques (Jiang et al., 2005; Nauta 

et al., 2006; Zhang et al., 2004). In vivo, les CSM inhibent l’infiltration des cellules immunes 

et limitent la perte axonale dans des modèles EAE de sclérose en plaques (Gerdoni et al., 

2007; Kassis et al., 2008; Zappia et al., 2005).  

 

Nous avons entrepris d’utiliser ces propriétés immunomodulatrices pour augmenter la 

survie de neuroblastes porcins dans le striatum de rats. Pour cela, des CSM isolées de fémurs 

et tibias de rats Lewis 1A, amplifiées in vitro, furent co-transplantées en unilatéral droit dans 

le striatum de rats Lewis 1A avec des cellules issues du mésencéphale ventral de fœtus de 

porc G28 (pNB). Figure 33.  

 

 

Figure 33 : Schéma expérimental d’une co-transplantation de neuroblastes porcins 

(300 000) avec des CSM (100 000) de rat dans le striatum de rat. 

 

Les cerveaux des rats furent analysés à 28, 35, 42, 63 et 120 jours post transplantation. 

Les analyses immunohistologiques avaient pour but de contrôler la survie des cellules 

greffées et l’infiltration du greffon par des cellules immunes : OX42 (cellules 

microgliales/macrophages), R73 (cellules T), pNF70 (neurofilaments porcins) et TH 

(neurones dopaminergiques). Les analyses par PCR quantitatives avaient pour but de  

quantifier les ARNm de molécules immunes, de cytokines pro et anti-inflammatoires, de 

chimiokines mais aussi d’enzymes cytoprotectrices.  
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La fonctionnalité de ces co-transplants a été testée en greffant ces cellules dans un 

modèle de rat lésé par la 6-OHDA. La 6-OHDA injectée dans le faisceau médian du 

télencéphale par son action neurotoxique entraîne une perte sélective des neurones 

dopaminergiques de la substance noire (Blum et al., 2001). Les rats sont sélectionnés par un 

test de rotation à l’apomorphine. Dans ce test, les rats qui présentent une perte de plus de 90% 

des neurones dopaminergiques de la substance noire effectuent plus de 100 rotations contra-

latérales en 40min. Les greffes sont réalisées un mois après la lésion. La récupération motrice 

des rats est évaluée par le test du cylindre. Dans ce test, on compte le nombre de touches que 

le rat, placé dans un cylindre, effectue avec les pattes droites ou gauches antérieures sur les 

bords du cylindre (Kirik et al., 2000). Un rat lésé en unilatéral droit ne se servant plus de sa 

patte gauche, le résultat est exprimé en pourcentage du nombre de touches gauches sur le 

nombre totales de touches. Le test est réalisé tous les 15 jours. 
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Abstract 

Cell transplantation is a promising strategy for the treatment of neurodegenerative diseases. 

Interesting results have been obtained following the transplantation of human fetal 

neuroblasts into the striatum of Parkinsonian's patients. However, tissue availability and 

ethical concerns limit this therapeutic approach. Fetal pig neuroblasts are interesting 

candidates as cellular source, but xenotransplantation of neural cells in the brain required the 

development of adapted immunosuppressive treatments. Since systemic administration of 

high doses of cyclosporine A has side effects and does not protect forever neural 

xenotransplants, we focused our work on local control of the host immune responses. We 

studied the advantage of co-transplanting syngenic mesenchymal stem cells (MSC) with 

porcine neuroblasts (pNb) in immunocompetent rat striatum. Two groups of animals (n=6 per 

group) were transplanted either with pNb alone or with both MSC and pNb. At day 63, no 

porcine neuron was detected in the striatum that received only pNb while 4 out of 6 rats 

transplanted with both pNb and MSC exhibited healthy porcine neurons. Interestingly, 50% of 

the rats co-transplanted displayed healthy grafts with pNF70+ and TH+ neurons at 120 days 

post-transplantation and Q-RT-PCR analyses revealed a general dwindling of pro-and anti-

inflammatory cytokines in the striatum that received the co-transplants. Motor recovery was 

also observed following the transplantation of pNb and MSC in a rat model of Parkinson’s 

disease. Taken together, the present data indicate that the immunosuppressive properties of 

MSC are of great interest for the long term survival of xenogeneic neurons in the brain.  
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Introduction 

Transplantation is one of the promising approaches for nervous system repair in 

neurodegenerative disorders. Clinical studies have shown beneficial effects following the 

transplantation of embryonic ventral mesencephalic tissue into the brain of Parkinson’s 

patients but the absence of effects or the apparition of dyskinesia in some patients has 

underlined the need for technical improvements. These includes a better control of the host 

immune response, as alloimmunisation to donor antigens has been observed following the 

transplantation of fetal neural cells into the brain of patients affected by Huntington's disease 

1
. Alternative sources of transplantable cells have also to be found as the use of human fetal 

tissue raise ethical and logistical problems. In this perspective, we have been studying the 

possibility of using porcine embryonic ventral mesencephalic tissue 
2-4

. Porcine fetal neurons 

have been shown to restore behavioral function in animal models of Parkinson’s disease 
5, 6

  

and some clinical trials have already been performed 
7-9

. However, despite the particular 

immunologic status of the brain, neuronal xenograft become the target of a host immune 

response characterized by a massive infiltration of dendritic and T cells with a Th1 profile 
2, 3

. 

Treatment with minocycline 
10

 or cyclosporine A delays significantly the rejection without 

inhibiting it. Interestingly, mesenchymal stem cells (MSCs) showed spontaneous long term 

survival following their transplantation into the brain of a xenogeneic host 
11, 12

. This long 

term survival is not only due to the low immunogenicity of MSCs but also to their active 

immunosuppressive activity. Indeed, MSCs can inhibit maturation of dendritic cells and 

proliferation of T and B cells 
13, 14

. Interestingly, transplantation of MSCs in animal models of 

stroke or multiple sclerosis revealed that these cells may have beneficial effects through their 

immune and trophic properties 
15

. Consequently, we decided to take advantage of these 

properties to develop a local immunosuppressive strategy in the brain. Our results showed that 

MSC protect xenogeneic neural cells from cell rejection without affecting their functional 

properties. 
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Materials and Methods 

Porcine embryos were obtained from domestic Large White pigs, 28 days after insemination 

(G28) (Institut National de la Recherche Agronomique , INRA, Nouzilly, France). Lewis 1A 

and Sprague Dawley wild-type rats were purchased from Janvier CERJ (Le Genest saint Isle, 

France) and Charles River (L’Arbresle, France). Animal manipulations were performed in 

accordance with the ethical guidelines of the French veterinary service and all procedures 

were conducted under protocols approved by our Departmental Ethics Committee for animal 

research. Every effort was made to minimize animal suffering and the number of animals 

used.  

 

Culture of rat MSC  

MSC were obtained from the bone marrow of adult Lewis 1A rat as previously described 

(Lescaudron et al., 2012). The ends of femurs and tibias were cut, and bone marrow cells 

(BMC) were aspirated with a 25-gauge needle. To remove all the BMC, the bone canal was 

flushed with MEM medium (Sigma, France) supplemented with 20% fetal calf serum (FCS; 

Gibco, France), 100 U/mL penicillin (Sigma) and 100 g/mL streptomycin (Sigma). MSC 

were selected by an overnight incubation of the BMC onto uncoated plastic dishes. Plastic 

adherent cells were then plated at density of 8.10
3
 cells per cm

2
 and splitted at 80% of 

confluency. 

 

Cell transplantation 

The transplantation was performed on male Lewis 1A rats of 250g weight. Anaesthesia was 

performed with an intramuscular injection of 2% Rompun and 50 mg/ml ketamine (1 ml/kg) 

(PanPharma, Fougères, F). Anesthetized rats were placed in a stereotaxic frame (Stoelting, 

Wood Dale, IL, USA). An amount of 4.10
5
 pNb, 1.10

5 
rat MSC or a mix of 3.10

5
 pNb /1.10

5
 

rMSC were transplanted unilaterally into the striatum (in mm relative to bregma and surface 

of the dura mater): anterior : +0,7, lateral : -2,8, ventral : -6 and -5,6, incisor bar : -3,3. 

Injections were performed using a Hamilton syringe placed on an automated microinjector 

(Phymed, Paris, F) over a time period of 1 min. After a 4 min delay period, the needle was 

gently removed, the piece of skull replaced and the skin sutured. 

At 28, 35, 42, 63 and 120 days post-transplantation, animals were anesthetized with 

intramuscular injection of 2% Rompun/50 mg/ml ketamine (1 ml/kg) and transcardially 

perfused with 150 ml of 0.9% NaCl, followed by 250 ml of cold 4% paraformaldehyde in 

PBS (4% PFA). Brains were then removed from the skull and cryoprotected in two successive 
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solutions of 15% (24 h) and 30% sucrose (48 h) in PBS at 4°C. The brains were then frozen in 

isopentane and stored at −80°C. Sections of 16 μm were prepared using a cryostat (Leica) and 

stored at −80°C. For the molecular analysis, grafted striata were collected from unperfused 

animals and directly frozen in azote.  

 

6-Hydroxydopamine lesion  

Lesion of nigral dopaminergic neurons was carried out by injecting unilaterally the 6-

hydroxydopamine (6-OHDA) in the medial forebrain bundle (MFB). Briefly, the rats were 

anesthetized with intramuscular injection of Rompun/ketamine (1 ml/kg) and placed in a 

stereotaxic frame (Stoelting, Wood Dale, IL). 6-OHDA (3µg/µl) was dissolved in 0.9% 

saline/0.1% ascorbic acid, and 4 µl was unilaterally injected (0.33µl/min) at the following 

coordinates (in mm relative to bregma and surface of the dura mater): anterior: -4.4; lateral: -

1.2; ventral: -7.8; tooth set bar: -2.3. Two weeks after the lesion, the animals were injected 

with the DA agonist apomorphine (0.05 mg/kg, s.c.). Only the animals scoring over 100 

contralateral rotations during a 45 min-period were selected for cell transplantation as this 

score correspond to approximatively 90% of dopaminergic loss on the side ipsilateral to the 

lesion (Fig.7A). Four experimental groups were then constituted 1) non transplanted (n=8), or 

transplanted 2) with pig neuroblasts (n=8) 3) LEW 1A MSC (n=8) 4) MSC plus pig 

neuroblasts (n=13). Cell transplantation was performed one month after the 6-OHDA lesion.  

 

Cylinder tests 

Functional recovery of 6-OHDA-lesioned rats was followed by analyzing forelimb-use 

asymmetry every 15 days. Rats were placed into a glass cylinder, and the number of wall 

contacts executed independently with the left and right forepaw was counted for each rat 

(cylinder test) (Schallert et al., 2000). Twenty contacts at least were counted for each animal. 

Left (contralateral) paw use was expressed as percentage of the total number of wall-contacts, 

knowing that an unlesioned animal achieve a score of 50%. 

 

Total RNA preparation and Q-PCR analyses 

To extract total RNA, cells were disrupted in 1mL of TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) and homogenized using syringe and needle for cells or using ULTRA-TURRAX T25 (IKA, 

Staufen, Allemagne) for tissues according to the manufacturer’s specifications. 

Potential genomic DNA contamination was removed by treatment with Turbo™ DNase 

(Ambion Inc., Austin, TX). RNA was quantified using ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer 
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(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) and RNA integrity was controlled on agarose gel. 

cDNA was synthesized from 5 µg of total RNA, using the Moloney Murine Leukemia Virus 

reverse-transcriptase kit (Invitrogen) and diluted to a final concentration of 100 ng cDNA/µl.  

Analyses of transcripts (Cb, RANTES, MCP-1, IL10, TGF1, IL6, IFN, CD11b, 

GFAP NGF, BNDF) were performed with a GenAmp 7700 sequence detection system (AB) 

using SYBR Green PCR core reagents (AB). Oligonucleotides sequences are merged into 

Table 2. The PCR method and the 2
-Ct 

quantification method, after normalization to HPRT 

values, have been previously described. The mRNA expression level is defined as the fold 

change in mRNA levels in a given sample relative to levels in a calibrator (CB). The 

calibrator is the 1X expression of each gene. The mRNA expression level is calculated as 

follows: mRNA expression level = 2
-Ct

 where Ct
 
= (CtTarget - CtHPRT)sample - (CtTarget - 

CtHPRT)CB. Specific amplifications were checked by amplicon melting curves.  

 

Immunochemistry analyses  

 After neutralization of endogenous peroxidase with 0.3% H2O2 in phosphate-buffered 

saline (PBS, Sigma) for 10 min, the slides were incubated for 45 min in 10% normal goat 

serum (NGS, Sigma) diluted in PBS-4% bovine serum albumin (BSA, Sigma) before an 

incubation with primary antibodies presented in Table 1 overnight at 4°C. After washing, 

slides were incubated for 1 h at room temperature (RT) with biotinylated anti-mouse or anti-

rabbit Abs (1:500 in PBS-4% BSA). Sections were then washed 3 times and exposed to 

avidin-biotinylated-peroxidase complex for 1 h and revealed with the Vector very intense 

purple substrate or 3, 3-diaminobenzidine (Vector ABC kit). After several washes in distilled 

water, slides were dehydrated and mounted using Eukitt (Labonord, Villeneuve d’Ascq, 

France). Observations were performed using an Axioskop 2 plus microscope (Zeiss). Pictures 

were acquired using a digital camera (AxioCam HRC, Zeiss) driven by AxioVision Release 

4.2 software. 

Histological classification of the graft  

 The graft status was assessed using cresyl violet (CV) or NF70 and R73 staining as 

their variation corresponds to critical changes in the evolution of neuronal xenograft in the 

brain of immunocompetent rats 
3, 10, 16

. At the first time-points, the grafts are usually “healthy” 

with no T cells (R73
-
). They display homogeneous CV staining (CV

+
) and/or pNF70 fibers 

(NF70
+
). In some cases, low infiltration by T cells (less than 10) is observed. These grafts are 

referred as “NF70
+
R73

+/-
“. At later stage, acute infiltration by T cells (R73

+
) is observed but 
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NF70 fibers (NF70
+
) are still present. These grafts (NF70

+
R73

+
) correspond to 

“rejecting”graft. The next step is the rapid disappearance of NF70 staining (NF70
-
R73

+
) 

which corresponds to the loss of the transplant. Then, the graft turned into a scar (Scar). This 

evaluation was performed on blind-coded slides. For each antibody, a minimum of three 

adjacent serial sections containing the graft or surrounding the scar were analyzed by two 

independent readers who evaluated the presence (NF70
+
) or absence (NF70

-
) of pNF70

+
 

fibers inside the graft, and scored the density of R73
+
cells inside and around the graft (R73

-
, 

R73
+/-

, R73
+
). These evaluations were used to determine the percentage of rats displaying 

NF70
+
 graft (Graft survival) and the percentage of rats displaying R73-infiltrated graft (Graft 

rejection). 

 

Efficiency of the 6-OHDA lesion 

 The efficiency of 6-OHDA lesion was controlled by analyzing the percentage of 

dopaminergic loss in the substantia nigra compacta (SNc). The number of TH positive cells 

was counted at three different levels of the SNc using as a reference point, the exit of the third 

nerve (200 µm rostral and caudal to this site). Cell counting was performed with the Mercator 

stereology software (Explora nova, La Rochelle, France). The percentage of loss was 

expressed as the number TH
+
cells on the unlesioned side minus the number TH

+
cells on the 

lesioned side, divided by the number TH
+ 

cells at the unlesioned side and multiplied by 100. 

The results were analysed by two-way ANOVA. 
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Results 

MSC promote the long-term survival of porcine mesencephalic neuroblasts following 

their implantation into the striatum of immunocompetent rats  

The immunosuppressive activities of the MSC derived from the bone marrow of Lewis 

1A rats prompted us to test their efficiency in promoting the survival of intracerebral 

xenotransplant. For this purpose, pNb were transplanted into the striatum of Lewis 1A rats 

without or with Lewis 1A rMSC. Survival of the graft was analysed at 28, 35, 42, 63 and 120 

days post-transplantation with a minimum of five rats for each time-point. The presence of 

porcine neurons in the rat striatum was controlled using an antibody that specifically 

recognised the porcine neurofilament 70KDa subunit (NF70
+
). Infiltration of the graft by T 

lymphocytes was investigated using R73, an antibody directed against the T cell receptor. As 

illustrated in the figure 1, combination of these two labellings provides a good evaluation of 

the graft status. At early stages such as D28, pNb grafts were usually homogeneous with 

numerous NF70
+
 cells and no T cells (NF70

+
/R73

-
,
 
healthy graft). At intermediate stages such 

as D35, pNb grafts were often heterogeneous. Porcine neurons were still present but the graft 

was clearly infiltrated by R73
+
 cells (NF70

+
/R73

+
,
 
rejecting graft). At later stages such as 

D42, NF70 positive
 
labelling was no longer visible but R73

+ 
cells were still present (NF70

-

/R73
+

,
 
rejected graft). As indicated in the table 3, variations in this timing existed between 

animals but the rejection process in Lewis 1A rats transplanted with pNb was systematically 

completed at day 63. At this date, only a scar was observed (Scar). The presence of MSC 

significantly impaired this rejection process. Indeed, all the pNB/MSC grafts looked healthy 

at D35 and 50% of the rats transplanted with both pNb and rMSC exhibited healthy grafts at 

D120 (Table 3).  

 

Characterization of pNb-MSC co-graft 

In the rats transplanted with pNb, all the transplants exhibited NF70
+
 cells at D28 (Fig. 

2A and C). In contrast, no NF70
+
 cells were detected in any of the co-transplants at D28 (Fig. 

2B and D). NF70
+
 cells were found in the co-transplants from D35 but only in two out of six 

rats. This percentage increased with time reaching 100% from D42 (Fig. 2B). Interestingly, 

TH
+
 cells were detected in all the grafts as soon as they became immunopositive for NF70. In 

rats transplanted with pNb, TH
+
 cells were found in all the transplants at D28. In rats co-

transplanted with pNb and MSC, TH
+
 cells were detected at D35 in the two animal 
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immunopositive for NF70. At D63 and D120, all the healthy co-transplants exhibited clear 

NF70
+
 immunostaining and showed TH

+
 cells (Fig. 2 E-H).  

To evaluate potential migration of the MSC in the brain, the experiment was 

performed using GFP-MSC (Remy et al., 2010). Thirty five days after the transplantation of 

pNb and GFP-MSC into the rat striatum, fluorescent MSC were only observed within the 

graft. No migration of transplanted MSC was detected (data not shown).  

 

Characterization of the cellular host immune response   

 To characterise the cellular immune response, immunohistochemistry was performed 

using antibodies directed against activated microglial cells/macrophages (Ox42) and T cells 

(R73). As previously described, the transplantation of pNb into the striatum of adult 

immunocompetent rats induced a strong cellular response characterized by a massive 

infiltration of the graft by T cells and activated microglial cells between D28 and D42. In the 

rats co-grafted with MSC, infiltration of the graft by T cells (Fig 2J) was never observed 

before D42 (Table 3) and at D120, 50% of them exhibited healthy grafts without any T cell.  

 To evaluate the impact of MSC on inflammatory markers, the striatum of rats 

transplanted with pNb or pNb-MSC were collected at 28, 35, 42 or 63 days post-

transplantation for RNA analyses. Seven or eight animals were sacrificed for each time-point 

in a given group. Striata from six sham-operated rats were used to determine the basal levels 

(control). We first analysed the expression of C and CD11b as marker of T cell infiltration 

and microglial cell activation, respectively (Fig. 3). In the rats transplanted with pNb, a 6-fold 

and 3-fold increase in the levels of C and CD11b mRNA was observed at D35, respectively, 

as compared to the basal levels in control rats. At later stages such as D42 or D63, C and 

CD11b mRNAs were returned to basal levels. In contrast, we did not observe significant 

increase in the levels of C and CD11b in the rats transplanted with both pNb and MSC 

whatever the stages analysed. To evaluate a potential impact of MSC on host reactive 

astrocytes, we analysed the expression of rat GFAP transcripts. The results show an 

upregulation of GFAP mRNA at D28, preceding the peak of CD11b and C. The levels of 

GFAP transcripts further increased reaching a 5.4-fold increase at D35 and remaining 

significantly high at D42. In the rats transplanted with both pNb and MSC, a significant 

increase in the levels of GFAP mRNA was only observed at D35 and the increase was only of 

1.7-fold.  
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We next analysed the expression of chemokines and cytokines that might favour or inhibit 

the host immune response (Fig 4). As reported in the figure 5, MCP1 and Rantes were 

significantly upregulated at day 35 in pNb-grafted animals and the upregulation of these two 

chemokines was correlated to the peak of expression of C and CD11b. We also found at D28 

an upregulation of the pro-inflammatory cytokines INF and IL-6 which preceded the 

upregulation at D35 of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF. The levels of 

IFNremained high up to D42 and then, strongly decreased whereas IL-6 returned to basal 

level before a second upregulation at D63. High level of IL-10 was observed from D35 to 

D63 whereas the TGF returned to basal level as soon as D42. Interestingly, we did not 

observe any of these regulations in the rat that received both pNb and MSC. The levels of 

MCP1 and Rantes as well as the levels of the four studied cytokines were not significantly 

different from the basal levels in control animals at any of the time point determined. To 

further characterize the immunomodulatory mechanism triggered by rat MSC in our 

experimental model, we analysed the expression of iNOS and HO1, two enzymes previously 

shown as mediators of MSC function. As shown in the figure 4, both enzyme mRNAs were 

upregulated in the striatum of rats grafted with pNb, but the time-courses were different. 

Whereas HO1 expression increased between D28 and D42, the level of iNOS increased 

between D35 and D63. These regulations were impacted by MSC as illustrated by the absence 

of HO-1 upregulation and the persistent high level of iNOS mRNA between D35 and D63.  

 

Effect of cografting on the motor behavior of 6-OHDA-lesioned rats   

To evaluate the functional impact of pNb-MSC co-transplant, the cells were transplanted in 

the rat model of Parkinson’s disease. Rats lesioned with unilateral injection of 6-OHDA were 

selected on the basis of their response to the dopaminergic agonist apomorphine. Post-mortem 

analysis confirmed a minimum of 90% loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra 

pars compacta ipsilateral to the lesion (Fig. 5A and C). Lesioned rats were transplanted with 

pNb, MSC or pNb + MSC. Sham-operated rats were used as control. Motor recovery was 

assessed every 15 days using the cylinder test. As shown in the figure 7B, no recovery was 

observed in the rats transplanted with MSC or pNb alone. In contrast, significant signs of 

motor improvement were observed at D90 and D105 in the group of rats that received both 

pNb and MSC. As the beneficial effect was not significant any more at D120, the rats were 

divided according to the presence or absence of transplant. At D120, the rats either displayed 

a scar (Fig. 5G) or a healthy transplant with NF70
+
 (Fig. 5E) and TH

+
 (Fig. 5F) cells. 
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Intermediate stages were not observed. No activated microglial cell was observed in the 

control or pNb-MSC-transplanted rats. Inclusion of this parameter in the interpretation of the 

behavioral tests clearly showed significant recovery in rats displaying a healthy transplant 

(Fig.5D). The rats that exhibited a healthy graft were those that presented the best 

performance in the cylinder test whereas the performance of the rats that had rejected their 

graft was similar to the one of lesioned group that received vehicle (control). Motor recovery 

in 6-OHDA-lesioned rats was therefore correlated to the long-survival of the pNb-MSC 

transplants.  
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Discussion 

Our present paper provide the first evidence that co-transplantation of syngeneic MSC with 

xenogeneic neuroblasts promotes the long term survival of xenografted neurons and allows 

motor recoveries in a rat model of Parkinson’s disease. Behavioral improvement was 

previously observed after the transplantation of pNb into the striatum of lesioned rats but the 

animals were always treated with high doses of classic immunosuppressors 
5, 6, 17

. Here, we 

show that pNb co-transplanted with rMSC can survive up to 120 days without systemic 

immunosuppression. This prolonged survival is most probably the result of an 

immunosuppressive activity as the loss of xenografted neurons is due to a massive and sudden 

host immune response at 4-6 weeks 
3, 4

. This observation is supported by the description of 

MSC as being potent immunosuppressors, acting at different levels of the immune response 
13, 

14
. Human MSC alter the maturation of the dendritic cells as well as their ability to present 

antigens to T cells, which is a key point of their activation 
18

. They are also able to inhibit T 

cell proliferation and affect the differentiation of B cells into plasmocytes 
19

. The MSC 

isolated from the bone marrow of Lewis 1A rats share similar immunosuppressive properties 

as illustrated by their ability to inhibit the proliferation of in vitro activated T cells and by the 

limited host immune response in pNb/MSC cografted rats. Indeed, numerous cellular and 

molecular events usually induced by the implantation of pNb in the rat brain are not observed 

or strongly reduced in the presence of MSC. For instance, the accumulation of GFAP mRNAs 

that precedes cell rejection in pNb-grafted rats is strongly reduced in co-grafted rats, 

suggesting an inhibition of the astroglial activation. The absence of significant increase in the 

levels of Cβ and CD11b at the analyzed time-points probably reflects a direct or indirect 

inhibitory effect of MSC on T lymphocyte and microglial cell activation. In vitro analyses 

raise the possibility of an effect through the secretion of anti-inflammatory molecules such as 

TGF1 or IL10 
20

. However, in vivo analyses did not reveal upregulation of such anti-

inflammatory molecules. On the contrary, we rather observed a general abolition of pro- and 

anti-inflammatory signals. Indeed, MCP1, Rantes, IFN, IL-6, IL-10, TGF or HO-1 

remained at the basal levels in the striatum of rats grafted with both pNb and MSC in contrast 

to their upregulation around D35 in the brain of pNb-grafted rats. Interestingly, one molecule, 

iNOS, showed a different regulation with a steadily increased expression from D35: A role of 

this enzyme in preventing pNb rejection is supported by several observations, including the 

fact iNOS mediates the immunosuppressive properties of mouse MSC 
21

. An 

immunomodulatory effect of iNOS was also observed in EAE models as demonstrated by 

exacerbated inflammatory response in mouse deficient for iNOS 
22

. The enzyme probably acts 
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through the production of NO, a potent inhibitor of T cell proliferation 
23, 24

 and leukocyte 

adhesion on the endothelial cell layer 
25

. Further studies are required to fully characterize the 

implication of iNOs in the long-term survival of xenografted pNb, but our present data 

indicate that the immunosuppressive properties of the MSC can protect xenogenic neurons 

from rejection. Neural stem/progenitor cells (NSPC) also display immunosuppressive 

properties and show prolonged survival in the brain of xenogenic hosts 
16, 26

. As they can 

generate neurons, these cells are considered as potential cell source for restorative strategies, 

but in fact, very few pNSPC differentiate spontaneously into dopaminergic neurons in vivo 
16

. 

Then, we thought of combining the ability of ventral mesencephalic neuroblasts to generate 

dopaminergic neurons and the immunosuppressive properties of MSC. The long-term survival 

of these co-transplants in the brain of xenogenic hosts and their functional effects in rat model 

of Parkinson’s disease suggest that the intracerebral implantation of 100, 000 MSC with 300, 

000 pNb might be a good basis to develop new restorative strategies with high efficiency and 

low detrimental secondary effects. Characterization of the mechanisms by which locally 

implanted MSC contribute to motor recoveries in immunocompetent rats should be of great 

help to optimize such strategies, which in fine, would most probably a multi-

immunosuppressive therapy. 
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Specificity Host Clone Dilution Target cells  Origin 

CD11b Mouse Ox42 Supernatant Macrophages, 

microglial cells 

1 

Porcine NF70 Mouse DP5 10 g/ml Porcine neurons 2 

T cell receptor 

- chain 

Mouse R73 Supernatant T cells 1 

TH Rabbit Polyclonal 0.1 g/ml Dopaminergic 

neurons 

3 

Mouse IgG 

(FITC) 

Goat Polyclonal 1.5 g/ml  4 

Mouse IgG 

(Biot) 

Horse Polyclonal 1 g/ml  4 

Rabbit IgG 

(FITC) 

Donkey Polyclonal 3 g/ml  4 

Rabbit IgG 

(Biot) 

Goat Polyclonal 2.2 g/ml  4 

 

Table 1: Antibodies used in this study. 1, European Collection of Cell Culture, Salisbury, 

UK; 2, Université Paris VII, Paris, F; 3, Pel-Freeze, Rogers, Ark, USA ; 4, Jackson 

Immunoresearch, Cambridgeshire, UK. 
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Primers Sequence 

rHPRT 

Up CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC 

Lo TTCGCTGATGACACAAACATGA 

 

rCb 

 

Up GTGAATGGGAAGGAGATCCG 

Lo CACTGATGTTCTGTGTGACAGGTT 

 

CD11b 

Up TTGGAGTTGCCTGTGAAGTACG 

Lo TGCGACAGACACTTGAGAGGTT 

 

rGFAP 

Up  CTAGCCCTGG ACATCGAGAT C 

Lo  TCCTGCTTCG ACTCCTTAAT GA 

 

MCP1 
 

Up CCACTCACCTGCTGCTACTCAT 

Lo TTCTGATCTCACTTGGTTCTGGTC 

rRANTES 
Up GCATCCCTCACCGTCATCCT 

Lo TAGCTCATCTCCAAATAGTTGAT 

IFN 

 

Up TGGATGCTATGGAAGGAAAGA 

Lo GATTCTGGTGACAGCTGGTG 

 

rIL6 
Up GCAAGAGACTTCCAGCCAGTT 

Lo CATCATCGCTGTTCATACAATCA 

rIL10 
Up TGCTATGTTG CCTGCTCTTA CTG 

Lo TCAAATGCTC CTTGATTTCT GG 

rTGF 
Up CTCAACACCTGCACAGCTCC 

Lo ACGATCATGTTGGACAACTGCT 

rHO-1 
Up CCACAGCTCG ACAGCATGTC 

Lo GTTTCGCTCT ATCTCCTCTT CCA 

riNOS 
Up GACCAAACTG TGTGCCTGGA 

Lo TACTCTGAGG GCTGACACAA GG 

 

 

Table 2: Primers used in this study.  
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 D28 D35 D42 D63 D120 

MSC - + - + - + - + + 

Number of rats 6 5 6 6 6 5 6 6 6 

NF70orCV
+
/R7.3

-
 4 5 1 6 2 1 0 2 3 

NF70
+
/R7.3

+/-
 1 0 3 0 0 2 0 1 0 

NF70
+
/R7.3

+
 1 0 1 0 2 0 0 1 0 

NF70
-
/R7.3

+
 0 0 1 0 2 1 0 1 0 

Scar 0 0 0 0 0 1 6 1 3 

 

Table 3: Graft survival in rats grafted with pNb or pNb+MSC. The graft status was 

assessed using cresyl violet, NF70 and R73 staining. CV
+
/R73

-
 and NF70

+
/R73

-
 are 

considered as healthy graft with no (-) or low (+/-) amount of R73 T cells, no sign of 

degeneration (CV
+
) and/or a clear expression of the porcine neurofilament in neurons 

(NF70
+
). NF70

+
R73

+
 and NF70

-
R73

+ 
grafts are considered as rejecting and rejected graft, 

respectively. Scar corresponds to the stage of almost complete disappearance of the graft. 

R73
+/-

 corresponds to a brain with 1-10 T cells per section.  
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Figure 1. Histological assessment of pNb graft status using pNF70 and R73 antibodies. 

Healthy grafts exhibit no sign of degeneration, a clear NF70 immunostaining and no(-) or few 

(+/-) R73 cells (NF70
+
/R73

-
, Healthy). Rejecting grafts are invaded by numerous T cells, but 

porcine neurons are still present and express pNF70 (NF70
+
R73

+
, Rejecting). Rejected grafts 

are characterized by the disappearance of pNF70
+
 cells whereas R73

+
 cells are still observed 

(NF70
-
R73

+
). When the rejection process is completed, the T cells have totally disappeared 

and the graft has turned into a scar (Scar). 
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Figure 2: Immunohistological analyses of the xenotransplants. 

(A-B) Numbers of rats grafted with pNb (A) or with pNb and MSC (B), displaying NF70 

negative healthy graft (white bar), NF70 positive graft (black bar), or rejected graft (grey bar). 

(C-H) Representative micrograph of healthy grafts following the transplantation of pNb alone 

(C) or in presence of MSC (D-H). At D28, NF70 immunostaining was observed in pNb graft 

(C) whereas no NF70
+
 cell was observed in the co-grafts (D). At later stages such as D63 (E, 

F) and D120 (G, H), the co-grafts were strongly immunopositive for NF70 (E,G) and 

exhibited TH
+
 cells (F,H). (I-J) Representative micrograph of pNb-MSC co-graft undergoing 

rejection. The grafts are immunostained with OX42 (I) or R73 (J). Scale Bars: C-H, 50 m; I-

J, 150; insert, 25 m.  
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Figure 3: Relative expression of C, CD11b and GFAP mRNAs in grafted animals. Total 

RNAs from grafted striatum with pNb (-MSC) or pNb + MSC (+MSC) were collected at days 

28, 35, 42, 63 (n = 7/8 per group per day) and submitted to Q-PCR. D0 corresponded to 

ungrafted animals (n=6). Mean value +/- SEM are presented (ANOVA test, * P<0.05; ** 

P<0.01; *** P<0.001). 
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Figure 4: Relative transcriptional expression of chemokines, cytokines and 

cytoprotective enzymes in grafted animals. Total RNAs prepared from the striatum of rats 

transplanted with pNb (-MSC) or pNb + MSC (+MSC) were collected at days 28, 35, 42, 63 

and submitted to Q-PCR (n = 7/8 per group per day). D0 corresponded to untransplanted 

animals (n=6). Mean value +/- SEM are presented (ANOVA test, * P<0.05; ** P<0.01; *** 

P<0.001). 
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Figure 5: Functional recovery of 6-OHDA-lesioned rats. Rats unilaterally lesioned with 6-

OHDA were transplanted with MSC, pNb, pNb+MSC or vehicle (Control), and tested for 

motor recovery. (A) TH neuronal loss in the substantia nigra. TH immunostaining showing 

the loss of TH
+ 

neurons in the substantia nigra ipsilateral (right) to the lesion. (B) Forelimb 
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asymmetry was tested every 15 days with the cylinder test. Datas are expressed as percentage 

of limb preference for the contralateral (left) forepaw. n=8 per group except n=13 for MSC + 

pNb group, Mean value +/- SEM (ANOVA test, **P<0.01). (C) The neuronal loss due to 6-

OHDA lesion was estimated by counting the number of TH
+
 cells in the substantia nigra of 

rats transplanted with MSC, MSC+pNb or untransplanted. Mean value +/- SEM are 

presented. (D) Functional recovery according to the presence of transplant. Cylinder test 

scores at D120 were expressed according to the presence (Graft, n=4) or absence (Scar, n=9) 

of healthy graft in the rat striatum, and compared to vehicle group (Crtl, n=8). Mean value +/- 

SEM are presented (one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test, *P<0.05, **P<0.01). 

(E-G) At D120, transplanted rats exhibited either a healthy graft with NF70
+ 

(E, NF staining)
 

and TH
+
 (F, TH staining)

 
neurons or a scar (G, cresyl violet staining).  
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Discussion  

 

Cette étude est la première à démontrer le rôle des CSM comme une stratégie 

immunosuppressive locale utilisable pour prévenir le rejet de xénogreffes intracérébrales.  

 

Afin d’évaluer le devenir des co-greffes dans le striatum de rats immunocompétents, 

les greffes ont été classées en 4 groupes selon les résultats des colorations au crésyl violet et 

des marquages anti-pNF70 qui ciblent les neurofilaments porcins de 70kDA et anti-R73 qui 

marquent la chaine αβ du récepteur des cellules T. Nous distinguons ainsi « les greffes 

saines » (pNF70+/R73-), « en rejet » (pNF70+/R73+), « rejetées » (pNF70-/R73+) et 

« cicatrice » (scar) (figure 1). Le choix de ces marqueurs est basé sur le fait que les 

xénogreffes de neurones porcins sont positives pour le marqueur neuronal NF70 (greffe saine) 

jusqu’à la rapide infiltration du greffon par les lymphocytes T (en rejet). Une fois les neurones 

disparus (rejetée), les lymphocytes disparaissent à leur tour, ne laissant qu’une cicatrice (scar) 

(Rémy et al., 2001). Lors d’une co-transplantation pNB-CSM, 80% et 50% des animaux 

exhibent respectivement une greffe saine et mature à 63 jours et 120 jours alors qu’une 

xénogreffe de pNB est systématiquement rejetée à 63 jours, (Table 3 et figure 2). 

A J28, deux des rats qui ont reçu une greffe de pNB présentent des signes 

d’inflammation. Ces premiers signes de rejet coïncident avec l’augmentation des transcrits 

rGFAP (marqueur des astrocytes de rat) dans le striatum, sous-entendant l’installation d’une 

astrogliose (figure 3). Ce phénomène confirme des précédentes observations indiquant une 

mise en place d’une astrogliose lors du rejet (Michel et al., 2006). La détection de mRNA 

codant pour les cytokines pro-inflammatoires IFNγ et IL-6, est un premier indicateur d’une 

inflammation (figure 4). Ces cytokines pourraient être sécrétées par les astrocytes activés 

(Aschner, 1998). A J35, un grand nombre de rats transplantés avec des pNB est classé « en  

rejet », alors que tous les rats co-greffés sont classés dans le groupe « greffes saines » (table 

3). Dans le groupe pNB, nous observons une augmentation des signes de rejet comme une 

activation microgliale (CD11b) et infiltration lymphocytaire (Cβ). Une augmentation de 

l’expression des  chimiokines RANTES et MCP-1 est également notée. Ces évènements ne 

sont pas observés dans le groupe des rats co-greffés (figure 3 et 4). Une des hypothèses serait 

que les CSM exercent un effet immunosuppresseur sur l’activation des cellules microgliales et 

des lymphocytes T. Les CSM pourraient avoir un impact sur les cellules T en inhibant leur 
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prolifération (Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002) ou en bloquant la maturation 

et la présentation antigénique des cellules dendritiques (Beyth et al., 2005; Jiang et al., 2005; 

Nauta et al., 2006; Zhang et al., 2004). Elles pourraient également intervenir en inhibant la 

production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires par différents types cellulaires 

comme (les astrocytes) ou les cellules microgliales activées (Hanisch, 2002) . Il en résulterait 

une diminution du recrutement des lymphocytes T au sein de la greffe et de leur activation. 

De plus, la suppression de sécrétion d’IFNγ par les cellules T diminuerait le potentiel 

maintien des cellules microgliales en CPA (Aloisi et al., 2000a).    

 

Certains travaux suggèrent que les CSM agiraient via la sécrétion de TGFβ, d’IL-10 

ou d’IL-6 (Djouad et al., 2007; Di Nicola et al., 2002; Yang et al., 2009). Dans notre modèle 

de co-transplantation, nous notons une diminution de leurs niveaux d’expression qui contraste 

par rapport à la surexpression d’IL-10 et TGFβ à J35 chez les rats greffés avec des pNB 

(figure 4).  

Le mécanisme impliqué dans les fonctions immunosuppressives des CSM n’est pas 

encore totalement défini. Plusieurs molécules sont de potentielles candidates, comme 

notamment iNOS (inducible nitric oxide synthase). iNOS est une enzyme exprimée par 

diverses cellules dont les macrophages. Elle permet la production de NO (oxyde nitrique), une 

molécule gazeuse qui, à haute concentration, aurait un rôle dans l’inhibition de la prolifération 

des cellules T (Albina et al., 1991; Krenger et al., 1996), la sécrétion de cytokines, ainsi que 

dans l’adhésion des leucocytes à l’endothélium vasculaire (Granger and Kubes, 1994; Kubes 

et al., 1991). La molécule NO interviendrait également dans la fonction des macrophages 

ainsi que dans la signalisation du TCR, l’expression des récepteurs aux cytokines et le 

phénotype des cellules T (Niedbala et al., 2006). Selon différents travaux, iNOS serait 

impliquée dans l’activité immunosuppressive des CSM issues de rongeurs (Ren et al., 2008, 

2009; Sato et al., 2007; Zinocker and Vaage, 2012). Nos résultats suggèrent qu’iNOS pourrait 

effectivement intervenir dans l’effet immunosuppresseur des CSM de rats. Tout d’abord, nous 

avons confirmé qu’in vitro, des CSM de rat inhibaient de manière dose-dépendante, la 

prolifération des lymphocytes T isolés de la rate et stimulés avec des anticorps anti-CD3 et 

anti-CD28 (Figure 34A). Dans un second temps, nous avons étudié le mécanisme 

immunosuppresseur des CSM dans un contexte xénogénique. Pour ce faire, des splénocytes 

de rats Lewis 1A ont été stimulés avec des cellules mononucléaires (PBMC) irradiées issues 

de sang de porc, en présence ou non de CSM. La prolifération des cellules T CD3+ a été 

analysée par cytométrie de flux grâce à un marquage CFSE (Carboxyfluorescein 
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Succinimidyl Ester). Les résultats montrent que l’effet suppresseur des CSM sur la 

prolifération des cellules T CD3+ est inhibé par un traitement avec du LNMMA, un inhibiteur 

non spécifique des NO synthases (Figure 34B). Il est également à noter qu’une sur-régulation 

des transcripts iNOS a été observée  entre  72h et 120 heures de co-culture (Figure 34C) ainsi 

qu’après 35 jours de greffe (figure 4).  

 

 

 

 

Figure 34 : Etude de l’activité immunosuppressive des CSM de rat dans un contexte 

xénogénique. A) 1x10
5 

de cellules T allogéniques activées avec des anticorps anti-CD3 et 

anti-CD28 sont cultivées durant 3 jours avec un ratio croissant de CSM irradiées. La 

prolifération des LT est quantifiée par incorporation de thymidine tritiée durant les 12 

dernières heures. B) Des splénocytes de rat sont cultivées avec des PBMC porcines irradiées, 

en présence ou non de CSM traitées ou non avec du LNMMA. C) Expression de l’ARNm 

d’iNOS par qPCR de co-cultures de CSM en présence ou non de splénocytes de rat et de 

PBMC de porc. Test statistique : test Anova (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001). 

 

Parmi les autres molécules potentiellement impliquées dans l’activité 

immunosuppressive des CSM, on note PGE2 (prostaglandines E2 Aggarwal and Pittenger, 

2005; Djouad et al., 2007; Spaggiari et al., 2009), HGF (hepatocyte growth factor Di Nicola et 

al., 2002), IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase Krampera et al., 2006; Meisel et al., 2004; Ren 

et al., 2009), HO1 (hème oxygénase 1 Chabannes et al., 2007) ou HLA-G5 (Selmani et al., 

2008). Une étude de Zinocker et al., publiée en 2012 suggère que les CSM de rat inhiberaient 

la prolifération des cellules T par l’intermédiaire d’iNOS et  la sécrétion de cytokines 
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inflammatoires par l’intermédiaire de PGE2 (Zinocker and Vaage, 2012). Plusieurs de ces 

molécules pourraient donc intervenir dans l’activité suppressive des CSM.  

 

Un autre point intéressant de notre étude est l’absence de marquage pNF70 dans les 

co-greffes jusqu’à J35 alors que toutes les greffes de pNB sont positives pour ce marqueur dès 

J28 (figure 2). La différenciation des cellules mésencéphaliques porcines en neurones porcins 

semble donc retardée en présence de CSM. Des expériences complémentaires seraient 

nécessaires pour comprendre les raisons de ce retard de différenciation.   

 

Pour déterminer si la co-greffe avec des CSM ne perturbait pas la fonctionnalité des 

xénogreffes, des pNB, des CSM ou des pNB + CSM ont été greffés dans le striatum de rats 

lésés par la 6-OHDA. L’efficacité de la lésion a été confirmée par un marquage TH au niveau 

de la substance noire qui a révélé 90% de perte dopaminergique du côté ipsilatéral comparé au 

côté contralatéral (figure 5a et c). Une récupération motrice des rats a été observée à 90 et 105 

jours mais uniquement pour les rats co-greffés avec des pNB-CSM (figure 5b). C’est la 

première fois qu’une récupération motrice est observée chez des rats parkinsoniens greffés 

avec des cellules mésencéphaliques porcines sans l’apport d’immunosuppresseur systémique 

(Galpern et al., 1996; Huffaker et al., 1989). Une diminution de la récupération a été constatée 

à 120 jours, mais si on restreint l’analyse aux animaux qui ont conservé une greffe saine à 120 

jours, une récupération motrice est également observée (figure 5d-g). La récupération motrice 

est donc directement liée à la présence d’une greffe de pNB-CSM saine dans le striatum de rat 

lésés par la 6-OHDA. Les CSM ne perturbent donc pas l’activité des pNB.  

 

L’activité immunosuppressive des CSM semble donc efficace pour prévenir le rejet 

des xénogreffes intracérébrales. La survie des cellules jusqu’à 120 jours, la présence de 

neurones dopaminergiques et la récupération motrice des rats parkinsoniens laissent entrevoir 

la transplantation de CSM comme une stratégie pour limiter l’utilisation 

d’immunosuppresseurs systémiques. L’intérêt de cette stratégie demande cependant à être 

confirmé et optimisé en testant notamment la survie des cellules sur du plus long terme, en 

ajoutant des faibles doses d’immunosuppresseurs systémiques. Il serait également intéressant 

d’approfondir les mécanismes immunosuppressifs mis en jeu par les CSM en étudiant leur 

impact sur  d’autres cellules immunes telles que les cellules B, les cellules dendritiques et les 

cellules NK.  
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Les propriétés immunomodulatrices des cellules souches multipotentes sont d’un 

grand intérêt pour la médecine neurorégénératrice et, dans cette optique, les cellules souches 

neurales qui ont un plus important potentiel de différenciation neuronale demandent à être 

étudiées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS-ARTICLE 2  

128 

 

ARTICLE 2 

 

 

 

Expression of Heme Oxygenase-1 in 

neural stem/progenitor cells as a 

potential mechanism to evade host 

immune response 

 

 

Virginie Bonnamain*, Elodie Mathieux*, Reynald Thinard, Pamela Thebault, 

Veronique Nerriere-Daguin, Xavier Lévêque, Ignacio Anegon, Bernard 

Vanhove, Isabelle Neveu* and Philippe Naveilhan* 

 

* Les auteurs ont contribué de manière égale à ce travail 

 

Article publié dans Stem Cells (2012). 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS-ARTICLE 2  

129 

Introduction 

 

Les cellules souches/progénitrices neurales (CSPN) ont démontré leur potentiel 

thérapeutique pour diverses pathologies du SNC comme la maladie de Parkinson (Redmond 

et al., 2007; Svendsen et al., 1997b), la chorée d’Huntington (Lee et al., 2005b; McBride et 

al., 2004), l’ischémie cérébrale (Chu et al., 2003, 2004a; Jeong et al., 2003) ou la sclérose en 

plaques (Einstein et al., 2003, 2006, 2007; Pluchino et al., 2003, 2009a). Leur faible potentiel 

de différenciation, notamment en neurones dopaminergiques (Armstrong et al., 2002, 2003; 

Liker et al., 2003), suggère que leurs effets bénéfiques seraient en partie dus à leurs propriétés 

neurotrophiques et immunomodulatrices. Différents travaux ont ainsi mis en évidence que les 

CSPN induisaient des poussées neuritiques, favorisaient la régénération neuronale ou avaient 

des effets neuroprotecteurs grâce à la sécrétion de facteurs neurotrophiques (Lu et al., 2003; 

Michel-Monigadon et al., 2011; Ourednik et al., 2002; Redmond et al., 2007; Ryu et al., 2004; 

Yasuhara et al., 2006). D’autres travaux ont souligné des propriétés immunologiques 

particulières révélées par le fait que les CSPN survivaient plus longtemps que des 

neuroblastes porcins dans le cerveau de rat immunocompétent (Harrower et al., 2006; Michel-

Monigadon et al., 2011) et dans des modèles de pathologies cérébrales (Armstrong et al., 

2001; Modo et al., 2002). La faible immunogénicité de ces cellules qui expriment peu ou pas 

de molécules du CMH et de co-stimulation (Hori et al., 2003; Yin et al., 2008) pourrait 

expliquer la faible réponse immune en allotransplantation mais des processus actifs comme 

une immunomodulation ont également été mis en évidence. Ainsi, Einstein et al., et  Pluchino 

et al., ont montré que l’injection de CSPN en intraveineuse (Einstein et al., 2007; Pluchino et 

al., 2003, 2005, 2009a) ou en intracérébrale (Einstein et al., 2003, 2006; Pluchino et al., 

2009a) modulait l’environnement immun favorisant une régénération axonale et une 

amélioration clinique dans des modèles EAE de sclérose en plaques. Selon ces auteurs, les 

CSPN exerceraient leur potentiel immunomodulateur par migration vers le site de lésion dans 

le SNC mais aussi dans les niches périvasculaires (Einstein et al., 2003, 2006; Ben-Hur et al., 

2004; Pluchino et al., 2003, 2005, 2009a), et dans les organes lymphoïdes secondaires comme 

les ganglions lymphatiques (Einstein et al., 2007; Pluchino et al., 2009a) ou la rate (Lee et al., 

2008). Un effet direct des CSPN sur les lymphocytes T a été observé avec des CSPN de 

rongeur en contexte syngénique (Einstein et al., 2007; Fainstein et al., 2008; Pluchino et al., 

2005), des CSPN humaines en allogénique (Akesson et al., 2009; Pluchino et al., 2009a) et 
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des CSPN de porc en xénogénique (Michel-Monigadon et al., 2011). Toutefois, alors qu’en 

2005 Pluchino et al., suggéraient que les CSPN agissaient en provoquant l’apoptose des 

cellules T (Pluchino et al., 2005), d’autres montrèrent que l’addition de CSPN  à une culture 

de lymphocytes activés provoquait une inhibition de leur prolifération (Akesson et al., 2009; 

Einstein et al., 2007; Fainstein et al., 2008; Michel-Monigadon et al., 2011).  

L’étape suivante était de caractériser les mécanismes moléculaires mis en jeu dans 

l’inhibition de la prolifération des LT par les CSPN. Une première étude réalisée sur une 

lignée de souris suggérait un rôle de iNOS et des prostaglandines (Wang et al., 2009) mais 

l’utilisation d’inhibiteur de iNOS ne nous a pas permis de confirmer ces résultats sur des 

CSPN de porc (Michel-Monigadon et al., 2011). Nous avons alors repris cette étude in vitro 

en utilisant des CSPN issues de rats.  

 

L’étude a été réalisée avec des CSPN isolées du cerveau fœtal de rat Sprague Dawley 

à 15 jours de gestation et des lymphocytes T (LT) allogéniques activés préparés à partir de la 

rate. Le protocole utilisé a été développé par Virginie Bonnamain (Bonnamain et al., 2011). 

Les LT isolés de la rate sont purifiés par une déplétion négative des cellules NK, monocytes 

et cellules B avant de subir une stimulation polyclonale dépendante du TCR à l’aide 

d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Les CSPN sont cultivées durant 10 jours sous forme de 

neurosphères dans un milieu sans sérum supplémenté en N2 et en bFGF.  La co-culture est 

réalisée dans un milieu mixte constitué de 50% de milieu pour LT (RPMI + 5 % de sérum) et 

50% de milieu pour CSPN (DMEM/F12 + N2). Ce mixte permet d’assurer la survie et 

l’activité des deux types cellulaires, et la réduction du pourcentage de sérum à 2,5% permet de 

garder les CSPN à un stade indifférencié. La prolifération des LT est étudiée par 

incorporation de thymidine tritiée durant les 12 dernières heures de culture ou par marquage 

des LT au CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester). 
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Discussion 

 

Cette étude avait pour but de caractériser certains des mécanismes impliqués dans 

l’effet immunosuppressif des CSPN de rat.  

Pour étudier les interactions entre des CSPN de rat et des lymphocytes T allogéniques, 

une co-culture est réalisée. Les CSPN sont cultivées sous forme de neurosphères pendant 10 

jours puis dissociées et ajoutées en suspension à une culture de LT activés par des anticorps 

anti-CD3 et anti-CD28 durant 3 jours. Une dose-réponse est réalisée en ajoutant des quantités 

croissantes de CSPN irradiées avec une dose de 30 grays qui bloque leur prolifération 

(figure1a). La prolifération des LT est évaluée en ajoutant à J-12 heures de la thymidine 

tritiée. Les résultats indiquent que les CSPN inhibent d’une manière dose-dépendante la 

prolifération des LT activés (figure1b). Cet effet n’est pas dû à un possible recouvrement des 

LT par les CSPN qui empêcherait leur prolifération, car des clusters de LT en contact 

rapproché avec les CSPN sont clairement observés (figure 1c). Cet effet inhibiteur est 

spécifique des CSPN car des cellules T irradiées n’inhibent pas la prolifération de LT activés 

(figure 1e). L’effet immunosuppresseur des CSPN sur les LT est confirmé par l’inhibition 

dose-dépendante de la sécrétion d’IFNγ (figure 1d). Contrairement aux CSM de rat qui 

inhibent la prolifération des LT à un ratio 1 CSM pour 20 LT (Ye et al., 2008), les CSPN de 

rat n’ont un effet significatif qu’à partir d’un ratio de 1 CSPN pour 2 LT activés. Cette faible 

efficacité peut être le fait que les neurosphères sont constituées de 10 à 20% de cellules 

souches neurales (Reynolds and Weiss, 1996), le reste étant des cellules progénitrices, des 

précurseurs et des cellules neurales différenciées (Galli et al., 2003). Si seules les cellules 

souches neurales ont des propriétés immunosuppressives, leur efficacité au sein des 

neurosphères est sous-estimée d’un facteur 10 et elles auraient au final une efficacité 

comparable aux CSM. Effectivement, les progéniteurs neuronaux dérivés de CSM ont été 

décrits comme possédant la même capacité que les CSM à supprimer la prolifération des 

cellules T in vitro (Harris et al., 2012b). Pour confirmer cette hypothèse, il serait intéressant 

de purifier les CSN mais des marqueurs extracellulaires spécifiques des cellules souches 

neurales n’ont pas encore été caractérisés. En condition adhérente, une lignée de CSPN 

murine inhibe la prolifération des LT activés pour un ratio de 1/80 (Wang et al., 2009). Nous 

avons donc comparé les deux méthodes de culture. Des CSPN de rats cultivées en 

monocouche grâce à un coating de laminine et de poly-l-ornithine, inhibent la prolifération 
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des LT à un ratio CSPN/LT de 1/40 mais aucune différence significative entre les cultures 

adhérentes et non adhérentes n’a pu être relevée, probablement en raison des  fortes variations 

de l’incorporation de thymidine (figure 1f). L’effet immunosuppresseur n’est pas dû à 

l’irradiation des CSPN car des CSPN non irradiées inhibent également la prolifération des LT 

(figure 5a).  

 

Pour déterminer si l’effet immunosuppresseur des CSPN était dû à l’inhibition de 

l’activation des LT, le marqueur d’activation CD25 (sous-unité α du récepteur à l’IL-2) a été 

analysé par cytométrie de flux. Tous les LT stimulés par les anticorps anti-CD3/anti-CD28 

expriment CD25, même en présence de CSPN (figure 2a). L’effet immunosuppresseur des 

CSPN ne passe donc pas par le blocage de l’activation des LT. C’est également le cas pour les 

CSM (Glennie et al., 2005; Ramasamy et al., 2008). L’addition d’IL-2 ne déjouant pas 

l’action immunosuppressive des CSPN (figure 3a), l’absence de prolifération des LT n’est pas 

due à l’induction d’un état d’anergie. En revanche, l’analyse des sous populations CD4/CD8 

indique une forte proportion de LT CD4+ en présence de CSPN, alors que ce sont  les LT 

CD8+ qui sont majoritaires en absence de CSPN (figure 2b/e, 2c/f). La présence de CSPN 

favoriserait donc l’apparition de LT CD4,  une tendance également observée pour les CSM 

(Maccario et al., 2005; Ye et al., 2008). Ce résultat nous a conduit à étudier l’éventuelle 

augmentation de la population CD4+/CD25+/FoxP3+, qui correspond à des LT régulateurs. 

Aucune augmentation de la proportion des LT CD4+/CD25+/FoxP3+ n’a été observée en 

présence de CSPN (figure 2d/g), indiquant que l’effet immunosuppresseur des CSPN ne 

dépend pas de l’induction de LT régulateurs.  

 

Pour déterminer si l’effet immunosuppresseur des CSPN est dépendant d’un contact 

cellulaire, les expériences de co-cultures sont réalisées en transwell. Les CSPN et les cellules 

T sont séparées d’une barrière semi-perméable ne laissant passer que les molécules solubles. 

La présence de cette membrane semi-perméable n’empêche pas les CSPN d’inhiber la 

prolifération des LT activés (figure1g), suggérant un rôle déterminant des facteurs solubles. 

Cette donnée est confirmée par l’effet suppresseur de milieux conditionnés par des CSPN non 

irradiées (figure 5b). Ces résultats confortent les résultats d’une précédente étude réalisée avec 

des CSPN porcines (Michel-Monigadon et al., 2011). Il est à noter que l’effet en transwell 

semble moins fort que l’effet par contact direct. Une implication des contacts cellulaires n’est 

donc pas totalement à exclure.  
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Les potentiels médiateurs de l’action immunosuppressive des CSPN ont alors été 

étudiés en utilisant des inhibiteurs spécifiques ou des anticorps bloquants. Bien que les CSPN 

de rat expriment  TGFβ1 en condition adhérente (Klassen et al., 2003), l’addition de 

l’anticorps anti-TGFβ1 ne contrecarre pas l’effet suppresseur des CSPN sur la prolifération 

des LT, indiquant que cette cytokine anti-inflammatoire n’est pas impliquée. Une éventuelle 

implication du neuropeptide Y, un immunodulateur puissant du système inné et adaptatif 

(Bedoui et al., 2003), d’IDO ou des prostaglandines n’est pas constatée (figure 3b-f). Ces 

résultats diffèrent de ceux obtenus par Wang et al., sur une lignée murine de CSPN qui 

mettaient en avant un rôle des prostaglandines (Wang et al., 2009).  

En revanche, un traitement des CSPN avec un inhibiteur de l’hème oxygénase 1 (HO-

1), le SnPP (tin protoporphyrin), restaure partiellement la prolifération des LT activés placés 

en contact direct avec les CSPN. Un co-traitement avec un inhibiteur non spécifique des NOS 

double cet effet (figure 3g). Ces résultats  indiquent une implication de l’enzyme HO-1 dans 

l’activité immunosuppressive des CSPN de rat, avec une contribution possible de la voie 

NOS/NO. Il est à noter qu’un traitement par le SnPP restaure 100% de la prolifération des LT 

activés cultivés en transwell avec des CSPN non irradiées de rat (figure 5d). Cette restauration 

complète ne permet pas de mettre en évidence une éventuelle implication de NOS. L’effet 

plus important de HO-1 peut être le fait d’une plus forte expression de la molécule par les 

cellules non irradiées que irradiées. 

 

L’hème oxygénase est une enzyme qui catalyse la dégradation oxydative de l’hème en 

monoxyde de carbone (CO), fer et biliverdine, elle-même réduite en bilirubine connue pour 

son rôle antioxydant. HO existe sous trois isoformes. La forme inductible HO-1 est présente 

dans toutes les cellules mais dans des conditions physiologiques, son niveau d’expression est 

faible. HO-2, HO-3 sont des isoformes constitutifs exprimés dans divers tissus dont le SNC 

(Ryter et al., 2006). Dans les co-cultures CSPN/ LT, une sur-régulation du transcrit HO-1 est 

observée alors que le niveau de HO-2 ne varie pas (figure 4a). La co-localisation de HO-1 et 

HO-2 avec la nestine indique que ces molécules sont bien exprimées par les CSPN (figure 

4b). L’enzyme HO-1 peut être induite suite à un stress physique ou chimique. Elle va alors 

exercer un rôle protecteur car elle possède des propriétés anti-inflammatoires, anti-

apoptotiques et immunosuppressives (Ryter et al., 2006). En effet, HO-1
 
et son catabolite CO 

ont été décrits pour leurs capacités à augmenter la survie de xénogreffe cardiaque (Sato et al., 

2001; Soares et al., 1998), ou d’allogreffe pulmonaire (Song et al., 2003). L’activation de la 

voie HO-1/CO entraînerait une inhibition de la prolifération des cellules T (Pae et al., 2004; 
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Song et al., 2004). Selon Chora et al., HO-1 par l’intermédiaire du CO empêcherait 

l’accumulation, la prolifération et l’activité des cellules T dans un modèle de sclérose en 

plaques (Chora et al., 2007). La biliverdine pourrait aussi intervenir car cette molécule inhibe 

la prolifération des LT et réduit l’infiltration leucocytaire lors d’allogreffes cardiaques 

(Yamashita et al., 2004). Les mécanismes entourant l’action de HO-1 ne sont pas encore 

totalement définis mais il a été montré que HO-1 intervenait dans l’inhibition de la maturation 

des cellules dendritiques (Chauveau et al., 2005) et dans l’activité immunosuppressive des 

cellules dendritiques tolérogènes (Moreau et al., 2009). Il serait alors intéressant de regarder si 

les CSPN exercent leur potentiel immunomodulateur sur les cellules dendritiques par 

l’intermédiaire de HO-1. En effet, Pluchino et al., ont montré que les CSPN inhibaient  la 

maturation des cellules dendritiques et leur fonction présentatrice d’antigènes par 

l’intermédiaire de BMP-4 (bone morphogenetic protein) (Pluchino et al., 2009b).  

 

Le monoxyde d’azote est, pour sa part, une molécule gazeuse qui à haute 

concentration inhibe la prolifération des LT (Albina et al., 1991; Krenger et al., 1996), la 

sécrétion de cytokines et l’adhésion des leucocytes à l’endothélium vasculaire (Granger and 

Kubes, 1994; Kubes et al., 1991). NO est catalysé par les NOS dont il existe 3 types : iNOS 

inductible, nNOS neuronale et eNOS endothéliale. Dans nos expériences, nous observons une 

expression constitutive des transcrits nNOS par les CSPN qui diminue dans les co-cultures de 

CSPN/LT activés. La forme iNOS est au contraire très faiblement exprimée par les CSPN 

mais une augmentation des transcrits se produit dans les co-cultures (figure 4a). Ceci est 

probablement lié au fait que nNOS régule l’expression d’iNOS. L’expression constitutive de 

nNOS permet un niveau basal de NO qui inhibe l’activation de la voie de NFκB et donc 

l’expression d’iNOS. Suite à une inflammation, une inactivation de nNOS se produit. La 

diminution consécutive de NO permet la translocation de NFκB au noyau et l’induction du 

gène iNOS, augmentant ainsi la production de NO (Colasanti et al., 1995; Pérez-Rodríguez et 

al., 2009; Togashi et al., 1997). La voie d’iNOS/NO ne permet pas à elle seule d’inhiber la 

prolifération des cellules T mais son action optimise le mécanisme immunosuppressif de HO-

1. En effet, lors de l’inhibition des NOS, nous n’observons pas de restauration significative de 

la prolifération des cellules T mais lorsque l’on utilise les deux inhibiteurs, l’effet restaurateur 

est augmenté. A propos de cet effet, il est à noter que le NO pourrait activer la synthèse de 

HO-1 et favoriser la production de CO (Durante et al., 1997; Hartsfield et al., 1997).   
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Les CSPN de rats ont donc, via HO-1 et dans une moindre mesure via NOS/NO, un 

effet immunosuppressif sur les LT activés en inhibant leur prolifération. Cette propriété est un 

des arguments en faveur de l’utilisation des CSPN en transplantation, mais également dans 

d’autres pathologies cérébrales à composante inflammatoire. Il serait d’ailleurs intéressant 

d’étudier l’expression d’HO-1 et son impact dans différents lésions ou désordres cérébrales. 

Des études plus complètes sont encore nécessaires pour caractériser l’ensemble des 

mécanismes impliqués dans les effets immunosuppresseurs des CSPN. En effet, les études 

avec les CSPN de porc n’ont pas révélé une implication de HO-1 (Michel-Monigadon et al., 

2011). Ceci suggère une disparité entre les espèces comme ce peut être le cas pour les CSM. 

L’impact des CSPN sur d’autres cellules immunes comme les cellules dendritiques, les 

cellules B et les cellules NK serait également un très bon sujet d’étude pour mieux 

comprendre le devenir et l’intérêt des CSPN en transplantation. 

 

Bien que les CSPN d’origine fœtale aient des propriétés intéressantes pour les 

thérapies restauratrices, leur utilisation reste limitée en raison de véritables problèmes 

éthiques. C’est pourquoi, il est important de s’intéresser à d’autres sources de CSPN que sont 

les iPSC. 
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Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) découvertes en 2006 sont apparues 

comme une source cellulaire novatrice pour la transplantation intracérébrale. Leur production 

par la reprogrammation de cellules somatiques adultes de souris (Takahashi and Yamanaka, 

2006) puis humaines (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007) ouvre la possibilité de 

s’affranchir des problèmes éthiques liés à l’utilisation de tissus fœtaux d’origine humaine. Ces 

cellules pluripotentes qui présentent des caractéristiques similaires à celles des cellules 

souches embryonnaires permettraient même des autotransplantations. Les cellules dérivées de 

ces iPSC ont démontré leur fonctionnalité lors de transplantation dans des modèles de maladie 

de Parkinson (Cai et al., 2010; Chang et al., 2010; Rhee et al., 2011; Swistowski et al., 2010; 

Wernig et al., 2008), de lésions de la moelle épinière (Fujimoto et al., 2012; Nori et al., 2011; 

Tsuji et al., 2010) ou d’AVC (Gomi et al., 2012; Jensen et al., 2011; Mohamad et al., 2013; 

Oki et al., 2012; Yuan et al., 2013). Leur utilisation dans des études précliniques est semble 

t’il déjà d’actualité (Emborg et al., 2013; Kobayashi et al., 2012). Pourtant, un travail 

important reste à faire pour optimiser leur  différenciation et éviter la survenue de tératomes. 

 

Un autre paramètre important à prendre en compte est l’immunogénicité de ces 

cellules et de leurs dérivés. A ce jour, on sait que les iPSC sont rejetées plus facilement que 

les CSE lors de greffes dans la peau de souris syngéniques (Zhao et al., 2011). Dans l’optique 

d’utiliser des cellules souches neurales dérivées d’iPSC (iCSN), nous avons étudié le potentiel 

immunosuppresseur de CSN dérivées de 3 lignées d’iPSC humaines : NSCp09 FSc03p31, 

NSCp09 4603c27p47, NSCp11 4603c28p50, nommées selon la nomenclature suivante : 

NSCp le passage des cellules souches neurales, Fs/4603 le type de fibroblastes utilisés pour 

faire les iPSC, c le numéro de clone et p le passage du clone lors de la différenciation en CSN.  

Ces cellules nous ont été fournies par le Pr Monville du laboratoire I-STEM (Evry). 

Les cellules sont décongelées et ensemencées à 50000 cellules/cm
2
 en condition adhérente 

grâce à un coating de poly-ornithine (0.0017%) et de laminine (2 µg/ml). Elles sont cultivées  

dans un milieu DMEM F12/Neurobasal supplémenté en B27, N2, FGF2 (10 ng/ml), EGF (10 

ng/ml) et BDNF (20 ng/ml). Le milieu de culture est changé tous les deux jours jusqu’à 

confluence.  

Afin d’observer les interactions des iCSN avec les cellules immunes, une réaction 

lymphocytaire mixte est réalisée. Pour cela, les iCSN sont placées en adhérence dans des  

plaques de 96 puits et cultivées avec des PBMC (peripheral blood mononuclear cells) 

répondeuses stimulées par des PBMC issues de différents donneurs et irradiées à 35 grays. 

Les PBMC sont isolées de sang humain par gradient de ficoll et reprises dans un milieu RPMI 
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avec 2 mM L-glutamine, 100 U/ml pénicilline and 0.1 mg/ml streptomycine et 5% de SVF 

décomplémenté. Les co-cultures sont effectuées dans un mixte (50/50) des milieux des deux 

types cellulaires. Les PBMC répondeuses sont marquées avec 5 µM de CFSE 

(carboxyfluorescein succinimidyl ester). Dans notre protocole,  10
5
 PBMC répondeuses et 10

5
 

PBMC stimulatrices irradiées sont cultivées avec une quantité croissante d’iCSN durant 6 

jours. La prolifération des PBMC est analysée par cytométrie de flux.   

 

Pour deux des trois lignées, nous observons une inhibition de la prolifération des 

PBMC pour des quantités assez faibles d’iCSN. Ce qui est surprenant, c’est que pour des 

ratios iCSN/PBMC de 1/100 à 1/20 pour l’une (c27) et 1/10 à 1/1 pour (c28), on observe une 

inhibition de la prolifération qui n’est plus visible pour des ratios plus importants (1/4, 1/2) 

(figure 35). Nous constatons une évolution inverse de la dose-réponse par rapport aux 

expériences avec les CSPN de rat.  

 

 

Figure 35 : Etude dose-réponse de la prolifération de PBMC humaines en présence d’une 

quantité croissante de CSN dérivées d’iPSC. Les PBMC répondeuses marquées au CFSE 

sont stimulées avec des PBMC allogéniques irradiées et co-cultivées avec des quantités 

croissantes d’iCSN. La prolifération est analysée par cytométrie de flux. Le résultat est 

exprimé en pourcentage de cellules qui ont proliféré durant les 6 jours de culture. N = 5. Test 

statistique : Anova une voie suivie du test de comparaison multiple de Dunnett (*: p<0.05; 

***: p<0.0001, par rapport à la condition PBMC stimulées). 

 

Afin de savoir si l’inhibition des PBMC par les iCSN fait intervenir un facteur soluble, 

des surnageants de culture préparés à partir des trois lignées des iCSN cultivées à confluence 

ont été testés sur des PBMC stimulées. La prolifération a été analysée au sixième jour de 

culture après avoir ajouté à J-12h de la thymidine tritiée. Les résultats montrent un effet 

inhibiteur des trois milieux conditionnés (figure 36).  
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Figure 36 : Analyse de la prolifération des PBMC en présence de surnageant de culture des 

iCSN. Les PBMC répondeuses sont stimulées avec des PBMC allogéniques irradiées et 

cultivées avec ou sans surnageant de culture d’iCSN. La prolifération des PBMC est observée 

par incorporation de thymidine tritiée. N=3. Test statistique : Anova une voie suivie du test de 

comparaison multiple de Dunnett (*: p<0.05; ** : p<0.001 ; ***: p<0.0001, par rapport à la 

condition PBMC stimulées). 

 

Cet effet est observé jusqu’à une dilution du surnageant au quarantième (1/40) sauf 

pour une lignée (c27) pour laquelle l’effet n’est plus significatif au delà d’une dilution au 

1/10. (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Analyse dose-réponse de l’effet de surnageant de culture d’iCSN sur la prolifération 

des PBMC. Les PBMC répondeuses marquées au CFSE sont stimulées avec des PBMC allogéniques 

irradiées et cultivées avec des concentrations croissantes de surnageant de culture d’iCSN. La 

prolifération est analysée par cytométrie de flux. N = 3. Test statistique : Anova une voie suivie du test 

de comparaison multiple de Dunnett (*: p<0.05; ***: p<0.0001, par rapport à la condition PBMC 

stimulées). 

 

L’effet inhibiteur des iCSN sur la prolifération des PBMC humaines s’effectuerait 

vraisemblablement par l’intermédiaire de facteurs solubles. Il serait intéressant de confirmer 
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ce résultat en effectuant des co-cultures en transwell. Ces résultats très préliminaires 

suggèrent un rôle immunosuppresseur des iCSN. Un travail plus approfondi est maintenant 

nécessaire pour déterminer les mécanismes de cette inhibition, en caractérisant notamment les  

cibles et les molécules médiatrices. Un autre point important serait d’étudier si une fois 

différenciées, les iCSN possèdent toujours des propriétés immunosuppressives. A ce propos, 

il est à noter que très peu de microglie/macrophages, de lymphocytes ou d’astrocytes activés 

ont été détectés 6 mois après la transplantation de progéniteurs neuronaux dérivées d’iPSC de 

singe dans le cerveau de singes lésés par le MPTP (Emborg et al., 2013). Une autre 

perspective serait de comparer les CSN dérivées d’iPSC avec celles dérivées de cellules 

souches embryonnaires (CSE). Les CSN dérivées de CSE ont pour leur part été décrites 

comme capables d’entraîner une réponse immune proliférative suite à une stimulation par de 

l’IFNγ (Preynat-Seauve et al., 2009). Liu et al., ont, quant à eux, démontré que les CSN 

dérivées de CSE humaines réduisaient la prolifération des PBMC répondeuses stimulées par  

des PBMC allogéniques (Liu et al., 2013a). 

  

Ces études comparatives nous permettraient de savoir si les iNSC ont un réel avantage 

d’un point de vue immunologique pour les envisager en transplantation intracérébrale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS-ARTICLE 3  

153 

 

ARTICLE 3 

 

 

IgG response to intracerebral 

xenotransplantation: specificity and 

role in the rejection of porcine 

neurons 

 

E. Mathieux, V. Nerrière-Daguin, X. Lévèque, D. Michel-Monigadon, V. 

Bonnamain, S. Ménoret, I. Anegon, P. Naveilhan* and I. Neveu* 

 

 

 

Article en révision dans American Journal of Transplantation. 

 
 

 

 

 



RESULTATS-ARTICLE 3  

154 

Introduction  

 

Les xénogreffes intracérébrales de cellules mésencéphaliques porcines conduisent 

inexorablement à un phénomène de rejet au bout de 5-7 semaines. Ce rejet est dû,  au moins 

en partie, à une réponse immune cellulaire caractérisée par une infiltration du greffon par des 

cellules dendritiques, des cellules microgliales activées/macrophages et des cellules T (Michel 

et al., 2006; Rémy et al., 2001) avec un rôle central des LT CD4 (Wood et al., 1996). 

L’utilisation d’immunosuppresseurs ciblant la réponse cellulaire, comme la cyclosporine A 

(inhibition de la réponse T) (Brundin et al., 1989; Larsson et al., 2001a) ou la minocycline 

(inhibition de l’activation microgliale) (Michel-Monigadon et al., 2010) n’a permis que 

d’allonger transitoirement la survie des xénogreffes et il est alors possible que d’autres 

réponses immunes contribuent au rejet des greffes intracérébrales. 

L’Homme et certains primates non humains possèdent naturellement des 

xénoanticorps dirigés contre l’épitope carbohydrate Gal  1,3 Gal présent à la surface des 

cellules d’autres espèces comme le porc (Galili, 1993; Galili et al., 1984, 1993; Sandrin et al., 

1993). Lors d’une xénotransplantation d’organes vascularisés, il se produit une activation du 

complément et un rejet hyper-aigu qui conduit à la nécrose du greffon en quelques heures 

(Collins et al., 1995; Dalmasso et al., 1992). Un rejet hyper-aigu n’a jamais été observé en cas 

de transplantation de neurones xénogéniques dans le cerveau mais une réponse humorale a été 

suggérée par deux études. En 2000,. Barker et al., montrèrent une infiltration d’IgM dans le 

cerveau et une activation du complément dans les 10 premiers jours post-greffe mais ils ne 

détectèrent pas d’anticorps spécifiques dans le sang.  Le rôle du complément fut relativisé par 

le fait que sa déplétion ne permettait qu’une survie transitoire de la greffe (Barker et al., 

2000). La seconde étude menée par Larsson et al., démontra une augmentation de la survie de 

xénogreffes mésencéphaliques porcines chez des souris déficientes pour les 

immunoglobulines (Larsson et al., 1999). Par ailleurs, il est à noter que la déplétion de 

l’anticorps anti-gal du sérum humain conduit toujours à la lyse des cellules mésencéphaliques 

porcines, suggérant la présence d’autres xénoanticorps (Harrower et al., 2002; Sumitran et al., 

1999b). 

 

Au vu du peu de données sur la réponse humorale, nous nous sommes alors 

intéressés à son implication dans le rejet d’une greffe intracérébrale de cellules 

mésencéphaliques porcines. 
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Pour cela, des cellules du mésencéphale ventral (MV) de foetus porcins à 28 jours 

de gestation ont été greffées dans le striatum de rats immunocompétents. Les sérums de ces 

rats ont été récupérés lors de leur sacrifice à 3, 28, 35, 42 et 63 jours post transplantation et 

classés selon le stade du rejet. Les différents sérums de rat ont été incubés avec des cellules 

neurales porcines fraîchement isolées ou cultivées durant 5 jours en milieu défini. La présence 

dans le sérum des rats d’immunoglobulines G ciblant les tissus du cerveau porcin a été 

révélée par cytométrie de flux à l’aide d’un anticorps FITC dirigé contre le fragment Fc des 

IgG.  Les cibles de ces IgG ont été caractérisées en incubant les sérums avec des astrocytes et 

des cellules endothéliales d’aorte issus de porc. Des doubles marquages immunocytologiques 

sur des cultures de cellules neurales porcines ou immunohistologiques sur les greffons, ont 

également été réalisés avec les anticorps anti-IgG et des anticorps anti-Tuj1 et NeuN pour les 

neurones et anti-CD44 et GFAP pour les astrocytes. L’implication de la réponse humorale 

dans le rejet des xénogreffes intracérébrales a directement été testée en transplantant des 

cellules foetales mésencéphaliques porcines dans le striatum de rats déficients (KO) pour les 

immunoglobulines. Ces rats ne possèdent plus de niveau détectable de cellules B matures et 

des différentes classes d’immunoglobulines (Geurts et al., 2009; Ménoret et al., 2010). Les 

greffes ont été analysées à 63 jours en utilisant les marqueurs TH pour les neurones 

dopaminergiques, R73 pour les cellules T, pNF70 pour les neurones porcins et OX42 pour les 

cellules microgliales activées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS-ARTICLE 3  

156 

ARTICLE 

 

IgG response to intracerebral xenotransplantation: specificity and role in the rejection 

of porcine neurons 

 

E. Mathieux
1-3

, V. Nerrière-Daguin
1-3

, X. Lévèque
1-3

, D. Michel-Monigadon
1-3

, V. 

Bonnamain
1-3

, R. Buelow
5
, S. Ménoret

1-4
, I. Anegon

1-4
, P. Naveilhan

1-3
* and I. Neveu

1-3
* 

* Equal contribution 

 

1, INSERM, UMR 1064, Nantes, F44000 France 

2, CHU de Nantes, Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, ITERT, 

Nantes, F44000 France 

3, LUNAM Université, Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, F44000 France. 

4, Platform Rat TransgenesisIBiSA-CNRS, Nantes, France 

5, Open Monoclonal Technologies, Palo Alto, CA. 

Corresponding author: Naveilhan P., INSERM UMR 913, 1 rue Gaston Veil01, France, 

44035 Nantes cedex 

Philippe.Naveilhan@univ-nantes.fr 

Phone: +33 (0) 2 40 41 28 86 

 

Running title: IgG response to intracerebral xenograft  

Key words: antibodies, xenotransplantation, neural grafts, humoral rejection, knockout 

Abbreviations : Th, Thelper; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1; HAR, hyperacute 

rejection; NHP, non human primates; FcR, Fcgammareceptors; NDS or NGS, normal 

donkey or goat serum; BSA, bovine serum albumine; PBS, phosphate-buffered saline; kDA, 

kilodalton; NF, neurofilament; TH, tyrosine hydroxylase; GFAP, glial fibrillary acidic 

protein; NeuN, neuronal nuclei; FITC, fluorescein isothiocyanate; Fc, crystallizable fragment; 

E15, embryonic day 15; G28, gestation day 28; PAEC, Pig aortic endothelial cells; U, unit; 

FCS, fetal calf serum; Tuj-1, ß-III tubulin; DAPI, 4',6'-diamidino-2-phenylindole; SEM, 

standard error of the mean; ANOVA, analysis of variance; P, probability; D, day; MIP, 

macrophage inflammatory protein 

 

The work was supported by the “Fédération des Groupements de Parkinsoniens”: CECAP and 

Progreffe foundation. 



RESULTATS-ARTICLE 3  

157 

Abstract  

Xenogenic fetal neuroblasts are considered as a potential source of transplantable cells for the 

treatment of neurodegenerative diseases but the immunological barriers limit their use in 

clinic. Whilst considerable work has been achieved to decipher the role of the cellular 

immune response in the rejection of intracerebral xenotransplant, there is much still to learn 

about the humoral reaction. To this end, IgG response to the transplantation of fetal porcine 

neural cells into the rat brain was analyzed. Rat sera did not contain preformed antibodies 

against porcine neural cells, but elicited anti-porcine IgG was clearly detected in the host 

blood once the graft was rejected. Only the IgG1 and IgG2a subclasses were upregulated, 

arguing for a TH2 immune response. The main target of these elicited IgG antibodies was 

porcine neurons as determined by double labeling in vitro and in vivo. Complement and anti-

porcine IgG were present in the rejecting grafts, suggesting an active role of the host humoral 

response in graft rejection. This hypothesis was confirmed by the long-term survival of fetal 

porcine neurons in the striatum of immunoglobulin-deficient rats. These data suggest that the 

long-term survival of intracerebral xenotransplant relies on the control of both cell-mediated 

and humoral immune response.  

 



RESULTATS-ARTICLE 3  

158 

Introduction 

Launched in the years 1980 as a potential treatment for neurodegenerative diseases, the 

transplantation of neural cells into the brain is still the only curative option for disorders such 

as Parkinson (PD) and Huntington (HD) diseases. Clinical trials between 1990 and 2005 have 

provided proof-of-principle that human fetal neurons can be transplanted and function into the 

striatum of patients, thus confirming the results of two decades of animal experimentation (1–

3). A direct clinical application was however severely hampered by ethical concerns and 

shortage of the human fetal tissue. Alternative strategies have therefore to be considered, 

including the possibility of transplanting stem cells derived from human tissue or neuroblasts 

isolated from animals like pig (4). Whereas stem cell grafting has to face tumor risk and 

defective cell differentiation, the transplantation of xenogenic cells in the brain is preempted 

by a slow but fatal host immune response that leads to the rejection of porcine cells (5,6). 

Despite the presence of the blood brain barrier and the absence of classic lymphatic drainage 

in the central nervous system, intracerebral xenografts are targeted by a host cell-mediated 

immune response which has been well characterized using as a model the transplantation of 

porcine neuroblasts into the rat striatum. In the absence of immunosuppressors, fetal porcine 

neurons are rejected within 5-7 weeks. The rejection process is characterized by a strong 

inflammatory response with extensive activation of microglial cells, and the recruitment of 

immune effector cells such as T lymphocytes and dendritic cells (7). This late recruitment 

which coincides with a marked accumulation of transcripts encoding the monocyte 

chemoattractants MCP-1 (8), suggests an indirect T cell activation initiated by dendritic cells 

and favoring CD4 T helper cells over CD8 T suppressor cells (9). A central role of CD4 T 

cells is further supported by the prolonged survival of xenografts after CD4 but not CD8 

depletion (10) or in the brain of MHC class II, but not class I-deficient mice (11). 

Immunosuppressive treatment with cyclosporine A (12–14), methylprednisolone (15) or 

minocycline (7) also improve the survival of intracerebral xenograft but a major role of cell-

mediated immune response does not exclude a critical contribution of the host humoral 

response which might have been underestimated due to the absence of hyperacute rejection 

(HAR).  

Indeed, vascularized pig organs transplanted in primates are rejected within hours due to pre-

existing anti-porcine antibodies in the sera of human and non human primates (NHP). 

Interactions of these xenoreactive natural immunoglobulins with their primary target, the 

carbohydrate Gal  1,3 Gal, on donor endothelial cells, lead to complement activation, 
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hemorrhage, oedema and intravascular coagulation (16–18). This rapid process called 

hyperacute rejection (HAR) is not observed after the transplantation of xenogenic neural cells 

in the brain, probably due to the fact that the graft is not vascularized. Vascularization of the 

graft occurs within few days but an acute attack is unlikely as the vessels inside the porcine 

neural grafts are mainly composed of host endothelial cells (19). Contribution of the humoral 

immune response to the rejection of porcine neural xenograft was suggested by Barker et al., 

who detected IgM and complement binding in the brain of transplanted rat (20). Although 

they did not observe a systemic antibody response, a possible contribution of the host humoral 

reaction must be taken into account as antibodies could affect graft survival when they form 

immune complexes and recruit cytotoxic effector cells by activating complement or Fc 

gamma receptors (FcR) (21).  

In the present paper, we have transplanted porcine neural cells into the rat striatum to 

characterize the humoral immune response and evaluate its implication in the rejection of 

intracerebral xenograft. The data presented herein, indicate that rats do not have pre-existing 

antibodies directed against porcine neural cells, but their intracerebral transplantation triggers 

a humoral immune response characterized by the production of specific anti-porcine IgG. 

These elicited anti-porcine IgG were found within the rejecting grafts but also in the sera of 

rats that had rejected their transplant. The specific induction of IgG1 and IgG2a isotypes 

suggests a Th2 immune response, whilst double labeling of cultured cells and xenografted 

brains reveals that porcine neurons are major target cells for these elicited antibodies. Finally, 

an active role of the humoral response in the rejection of intracerebral transplantation was 

demonstrated by the long survival of porcine neural cells in the brain of immunoglobulin-

deficient rats.  
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Materials and Methods 

 

Animals  

Porcine fetuses (G28) were obtained from domestic Large White pigs (INRA, Nouzilly, 

France). Lewis 1A rats were purchased from Janvier CERJ (Le Genest saint Isle, France). The 

homozygous immunoglobulin deficient rats (IgM KO) were breeded and grown in our animal 

facility (Platform Rat Transgenesis IBiSA-CNRS). These IgM KO rats lack detectable 

immunoglobulins of all isotypes and have virtually absent mature B cells (22,23). Animal 

manipulations were performed in accordance with the ethical guidelines of the French 

veterinary service and all procedures were conducted under protocols approved by the 

Departmental Ethics Committee for animal research.Every effort was made to minimize 

animal suffering and the number of animals used. 

Stereotaxic implantation of porcine mesencephalic cells into the rat striatum 

Porcine mesencephalic cells were prepared from the ventral mesencephalon of G28 fetuses as 

previously described (24). Rats were anesthetized with an intramuscular injection of 2% 

Rampun and 50 mg/ml ketamine (1.6 ml/kg) (PanPharma, Fougères, France) and the porcine 

neural cells were injected into the striatum by stereotaxy at the following coordinates 

according to the Bregma: anterior +0.7mm, lateral -2.8, ventral -6 and -5.6, incisor bar -3.3, as 

previously described (25). Each site received 1µl of the cell suspension (2x10
5
cells/µl). Sera 

were collected weekly or at euthanasia.  

Immunohistochemistry  

Anesthesia, perfusion of the rats with 4% paraformaldehyde and preparation of the frozen 

brain sections (16 µm) were as described by Michel et al., (2006) (9).After neutralization of 

endogenous peroxidase, the brain sections were incubated for 45 min in blocking solution 

composed of 10% normal donkey or goat serum (NDS, NGS; Sigma) and 4% bovine serum 

albumine (BSA; Sigma) in PBS. Then slides were exposed to primary antibodies. Porcine 

neurons were stained using a monoclonal antibody that recognized the 70 kDA porcine 

neurofilament protein NF70 (clone DP5, 1/500; Dr Denise Paulin, Université Paris 7, France). 

Dopaminergic neurons were detected with apolyclonal anti-tyrosine hydroxylase (TH) 

antibody (1/1000; Covance, Princeton, NJ). R73 antibody directed against αß T-cell receptor 

(European Collection of Cell Culture, Salisbury, UK) and OX42 directed against CD11b 

integrin were used to identify T cells and microglial cells, respectively. Complement was 

revealed with an anti-C4d polyclonal antibody (1/500; kindly provided by Dr. BaldwinJohn 
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Hopkins Medical School, Baltimore, MD). After one night at 4°C, brain sections were 

incubated with biotinylated anti-mouse or anti-rabbit antibodies (1/500 in PBS, Jackson 

Immunoresearch, Suffolk, UK), exposed to the avidin-biotinylated-peroxidase complex and 

incubated with the vector intense purple substrate or diaminobenzidine (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA). The brain sections were then dehydrated and mounted with neomount 

(VWR). Analysis of IgG deposit and double labeling were performed with fluorescent 

conjugated antibodies. After rehydratation in PBS and incubation in blocking solution, the 

brain sections were exposed to a monoclonalanti-GFAP antibody (1/500; Sigma) that label 

astrocytes or to a monoclonal anti-NeuN antibody (1/1000; Millipore, Billerica, MA) that 

label neurons. After one night at 4°C, IgG deposits were detected with FITC-anti-rat IgG (Fc 

fragment specific, Jackson Immunoresearch) whereas cell types was revealed with Alexa 568-

anti mouse IgG (1/500; Invitrogen, Saint Aubin, France). Slides were mounted in Prolong 

(Invitrogen).  

Cell cultures 

Porcine neural cells-Porcine and rat neural cells were prepared from the cortex of G28 

porcine fetuses and E15 rat fetuses, respectively, as previously described (26). The cells were 

plated overnight in serum-supplemented media and then, cultured for 5 days in N2-

supplemented medium (Invitrogen). Freshly isolated porcine neural cells were isolated in the 

same conditions but they were not cultured.  

Porcine astrocytes-Porcine astrocytes were established from the cortex of newborn piglet as 

previously described(26). Astrocytes were grown for 15 days in serum-supplemented media, 

trypsinized and keep frozen until their use. Only P1 astrocytes were used. 

Pig aortic endothelial cells (PAEC)-PAEC were generated as previously described (27,28). 

Aortas were digested with collagenase (1 U/ml; Boehringer, Mannheim, Germany) then 

cultured on gelatin-coated tissue culture plates with serum-supplemented medium. Cells were 

used between passages two and five. 

Rat sera analyses 

Flow cytometry 

Cells were resuspended in PFN (PBS 1X, 2% FCS, 0.1% sodium azide), distributed into 96-

well U-bottomed microtiter plates (Nunc). Anti-porcine IgG were detected by incubating the 

porcine neural cells, the porcine astrocytes or the PAEC with the heat-inactivated rat sera 

(1/100 in PFN). Revelation was performed with the FITC-anti-rat IgG (1/100 in PFN). 

Immunoglobulin isotypes were determined by incubating the porcine neural cells with 



RESULTATS-ARTICLE 3  

162 

antibodies directed against rat IgG1, IgG2a, IgG2b or IgG2c (Jackson Immunoresearch, West 

Grove, PA). Revelation was performed with FITC-anti-mouse IgG (1/100, Jackson). 

Fluorescent labeling was measured using a Canto cytometer (BD biosciences) and analyzed 

with the FlowJo software.  

Immunocytochemistry 

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde, incubated in blocking solution and exposed to 

heat-inactivated rat sera (1/100 in PBS, 1% BSA). After one night at 4°C, cells were 

incubated with an FITC-anti-rat IgG (Fc fragment, 1/100, Jackson Immunoresearch) for 2 h. 

For the double labeling, cells were fixed with 4% paraformaldehyde after the first labeling, 

exposed to anti-GFAP (1/500; Sigma) or anti-Tuj-1 (ß-III tubulin 1/1000; Sigma) antibodies 

overnight at 4°C and incubated with Alexa 568-anti mouse IgG for 2 h. After mounting in 

Prolong with Dapi, labeled cells were observed using an Axioskop microscope and pictures 

were acquired using a digital camera (AxioCam HRC, Zeiss) driven by AxioVision Release 

4.2 software. 

Statistics 

Data are expressed as mean values ± SEM. Statistical analyses were performed using 

Kruskal-Wallis test followed by Dunn post test, two way analysis of variance (Anova) and 

Mann Whitney test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Results 

Transplantation of porcine mesencephalic cells into the rat striatum induces a late 

humoral immune response.  

The humoral response to the intracerebral transplantation of xenogenic mesencephalic cells 

was evaluated by analyzing the IgG subclasses reactive against porcine neural cells. Sera 

collected at days 3, 28, 42, 63 post-transplantation were incubated with neural cells isolated 

from the cortex of G28 porcine fetuses and cultured for 5 days in defined medium. After 

exposure to FITC-anti-rat IgG, the porcine neural cells were analyzed by flow cytometry. As 

shown on the figure 1.A, a progressive increase in the median fluorescence intensity was 

observed over time and statistical significance was observed at D42 and D63. This increase 

was specific as it was not observed using neural cells isolated from the cortex of rat embryos 

(data not shown). We then correlated the presence of anti-porcine neural cells IgG with the 

graft status. The graft status was determined by immunohistochemistry using an anti-NF70 

antibody that recognizes specifically porcine neurons (NF70) and an anti-αβTCR antibody 

that stains T cells (R73). Indeed, all the grafts were perfectly healthy (no sign of 

degeneration) with a quite similar appearance in term of volume and NF70 immunostaining 

(healthy, NF70
+
R73

-
) until the sudden and strong invasion of the graft by numerous T cells 

(ongoing rejection, NF70
+
R73

+
). The next step is the rapid disappearance of the NF70 

staining (rejected, NF70
-
R73

+
) which corresponds to neuronal degeneration. Finally, the T 

cells completely disappeared and the graft turned into a scar (scar, NF70
-
R73

-
) (Figure S1; 

Table 1). As illustrated in the Figure 1B, the levels of anti-porcine neural cells antibodies 

(black bars) were significantly higher in the sera of rats that had already rejected their 

transplant (rejected and scar groups) as compared to the healthy and rejecting groups. Similar 

increase was observed when incubating the sera with freshly isolated porcine neural cells (Fig 

1B, open bars), however, the median of fluorescence value was much lower than the one 

obtained with cultured porcine neural cells (47.45+/-12.16 vs. 316+/-47.89 for the scar 

group). We then characterized the IgG subclasses induced by the transplantation of porcine 

neural cells. As expected, low amount of IgG1, IgG2a, IgG2b and IgG2c were found in the rat 

sera collected at D3 post-transplantation (healthy group) (Fig 1C). A higher level of IgG 

subclasses was found at D63 (scar group) but the difference was only significative for the 

IgG1 and IgG2a isotypes. 

 



RESULTATS-ARTICLE 3  

164 

Neurons are the major cell target of the anti-porcine elicited IgG antibodies 

Cell specifity of the humoral immune response was investigated by characterizing the cells 

that bind the anti-porcine antibodies induced by the transplantation of porcine neural cells into 

the rat brain. Incubation of porcine astrocytes (Fig 2A) or pig aortic endothelial cells (PAEC) 

(Fig 2B) with the rat sera, generated positive signals on flow cytometry, but the mean 

fluorescence values were much lower than the value found with the porcine neural cells 

mostly composed of neurons (over 90%) (Fig 1B): porcine neural cells vs astrocytes: 316+/-

47.89 vs 34.92+/-8.06 for the scar group; porcine neural cells vs PAEC: 316+/-47.89 vs 

30.79+/-6.96 for the scar group. Maximum of fluorescence was found at the latest stage (D63, 

scar group) (Fig 2A and B), as observed for the porcine neural cells (Fig 1B). These 

observations were confirmed by immunocytochemistry. A strong staining was observed on 

primary cultures of porcine neural cells when using D63 rat sera whereas control sera 

(ungrafted rat) gave negative signal (Fig. 3A). A large number of positive cells exhibited a 

neuronal shape. Neuronal identity of these cells was confirmed by double 

immunocytochemistry using Tuj-1 antibody that labels the beta III tubulin in neurons. Tuj-1 

positive cells were clearly immunostained with D63 rat sera (Fig 3B), and the co-localization 

was confirmed by confocal microscopy (Fig 3C). To determine if astrocytes expressed 

antigens that could be recognized by the anti-porcine elicited IgG antibodies, double 

immunocytochemistry was performed using CD44, an antibody that specifically labeled 

astrocytes. As shown on the figure 3D, CD44-positive cells were present in the cultures of 

porcine neural cells, but no colocalization with anti-porcine IgG was observed. Similar results 

were obtained using anti-GFAP antibodies labeling astrocytes (data not shown). 

The humoral immune response was also characterized in vivo by analyzing the deposition of 

complement and anti-donor antibodies in the rejecting grafts. Using FITC-anti-rat IgG, we 

detected IgG deposits all over the transplant (Fig. 4A).This was associated with complement 

activation as evidenced by C4d deposit (Fig 4B). Double immunohistochemistry revealed that 

IgG deposition was mainly in NeuN-positive neurons (Fig 4C), but a colocalisation was also 

found in some GFAP-positive cells (Fig 4D). 

Rejection is delayed in immunoglobulin-deficient rats  

Role of the humoral response in the rejection of intracerebral xenotransplant was investigated 

by transplanting porcine mesencephalic cells into the striatum of IgM KO rats which lack 

mature B cells and detectable IgA, IgE, IgG and IgM (22,23). As illustrated in the figure 5, 

100% of the IgM KO rats exhibited healthy grafts at D63 post-transplantation whereas 50% of 
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the wild-type rats had rejected their transplants at this stage (Fig 5A). The healthy grafts in 

IgM KO rats contained numerous porcine neurons as detected with the anti-pNF70 antibody 

(Fig 5B). Neurons with dopaminergic phenotypes were also observed as revealed by anti-TH 

immunostaining (TH, Fig 5C). Infiltration of the grafts by immune cells was evaluated using 

OX42 and R73 antibodies. As observed in the figure 5D and 5E, very few activated 

microglial cells and rare R73
+
 cells were present within and around the grafts at day 63 (Fig 

5F). 
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Discussion 

In the present paper, we show that the transplantation of porcine neural cells into the striatum 

of immunocompetent rats induces a specific humoral immune response as demonstrated by 

the deposition of complement and xenoreactive IgG in the brain parenchyma, and the 

appearance of elicited anti-porcine IgG in the rat sera.  

At early time-points, we did not detect anti-donor antibodies in the rat sera indicating that rats 

do not produce natural antibodies against porcine neurons, porcine astrocytes or PAEC. This 

observation is in agreement with the results of Barker et al., who did not found anti-porcine 

IgM in the sera of transplanted ratsupto 10 days post-transplantation (20). At late time-points 

such as days 42 or 63, we clearly observed anti-donor antibodies in the rat sera but individual 

analysis revealed that the level of anti-porcine antibodies remained low until the complete 

rejection of the graft. These results are consistent with previous findings showing that the 

anti-donor antibodies present within kidney transplants are detected in the peripheral traffic 

only after rejection of the graft (29,30). Timing of these events suggests that in the brain, the 

antibodies are trapped inside the graft until its rejection.  

The fetal ventral midbrain contains neural precursors, neuroblasts and glioblasts that rapidly 

differentiate into neurons or glial cells after their transplantation into the striatum. 

Immunogenicity of these different cell types remains to be clearly determined, but here we 

show that differentiated neurons are the major target of the anti-porcine IgG induced by the 

transplantation of porcine mesencephalic neural cells into the rat brain. This statement is 

supported by the strong binding of elicited IgG to differentiated porcine neurons in culture, 

and to most pNF70
+
 neurons present in the transplant. In addition, very low binding was 

observed with freshly isolated porcine neural cells mainly composed of immature neural cells. 

Staining of the porcine astrocytes is more difficult to interpret as the low but positive staining 

observed in vitro by FACS was not detected by immunocytochemistry. This discrepancy is 

probably due to low-affinity or low-concentration of the seric IgG directed against porcine 

astrocytes, as FACS is more sensitive than immunocytochemistry. Interestingly, IgG 

deposition was observed in the astrocytes present within the graft but they were few in 

number. As rat reactive astrocytes could infiltrate the graft (25) and as IgG could be trapped 

by reactive astrocytes (31), it is difficult to conclude here on this observation, but if rat seric 

IgG specifically bind to particular porcine astrocytes, then it would be of great interest to 

characterize their phenotype. 
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The humoral immune response is specific as only the IgG1 and IgG2a subclasses are 

significantly increased after the transplantation of VM porcine neural cells into the striatum of 

immunocompetent rats. In rat, these two isotypes are both controlled by Th2 cytokines, 

known for their role in mediating the activation and maintenance of the humoral response 

(32–34).Whether Th2 cytokines are involved in IgG1a and IgG2a upregulation after 

intracerebral xenotransplantation remains to be determined but 35 days post-transplantation, 

an increase of IL-10 and TGFexpression was detected at the site graft. Interestingly, this 

increase was preceded by an upregulation of INF(8) (Lévêque et al, submitted). This balance 

between Th1 and Th2 cytokines is probably necessary for proper control of the cellular and 

humoral reaction as well must be the IgG1 and IgG2a upregulation. What the functional 

meaning of IgG1 and IgG2a upregulation is will hopefully be addressed by future 

investigations, but it is already known that each IgG subclass has a distinct range of potential 

effector functions. First, rat, mouse and human IgG subclasses have their own properties in 

term of ability to fix or activate the complement system (35). For instance, rat IgG2a has a 

lower avidity index that rat IgG1, Ig2b and Ig2c whereas IgG2a-containing complexes display 

a remarkable complement activating capacity (36). Using chimeric antibodies, Brüggeman et 

al., show that both rat IgG2b and IgG2c bind C1q, but only rat IgG2b mediates complement 

(CDC)-dependent cell-mediated cytotoxicity (37). The functional specificity of rat IgG 

subclasses in the rejection of xenotransplant was emphasized by Miyatake et al., who showed 

in a model of hamster to rat cardiac xenografts that only some subclasses of elicited IgG were 

able to induce xenograft rejection in a complement-dependent manner (38). A second 

particularity of the IgG subclasses is that they bind with varying affinity and specificity to the 

different FcR (39). For instance, complexed IgG1, IgG2a and IgG2b bind with a low-affinity 

receptor for the FcRIII whereas the high-affinity FcRI bind IgG2a exclusively (40). This 

specificity is important as activation of FcR in immune cells initiates a range of biological 

responses that may contribute to the rejection of porcine neurons, such as phagocytosis, 

cytolysis and transcriptional activation of inflammatory cytokines. The exact role of IgG1 or 

IgG2a in the context of intracerebral xenotransplantation is undefined but several 

observations argue for a role on the macrophages/microglial cells present inside and around 

the xenografts. First, these cells express stimulatory and inhibitory FcR(41). Second, FcR 

expression is upregulated in microglial cells under inflammatory conditions (42,43), and upon 

INF stimulation, Fc binding on rat microglial cells is even greater than on their peripheral 

counterpart (42). Third, immune complexes containing IgG1, IgG2a and IgG3, but not IgG2b, 
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induce expression of macrophage inflammatory protein (MIP)-1 and phagocytosis in human 

microglial through FcR activation (44). Fourth, incubation of microglial cells with immune 

complexes induces antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) and oxidative 

burst (45). Alternatively, IgG1 and IgG2a may act on astrocytes as these cells massively 

activated in and around the graft at the time of rejection (25), were shown to express FcR and 

mediate ADCC in vitro (46). Whether the IgG1 and IgG2a elicited in response to intracerebral 

transplantation of porcine neural cells act via the complement pathway (CDCC) or ADCC 

remains to be determined but their presence at the graft site together with complement raises 

the possibility of an active role in the rejection of intracerebral xenograft.  

A large number of studies agree on the fact that the cellular immune response is the major 

component in the rejection of intracerebral neural xenograft (10,11,24). Here, we show that 

the host humoral response is an important parameter that should not be neglected. Indeed, 

nine weeks after the transplantation of porcine neural cells into the rat striatum, 50% of the 

wild-type animals have rejected their transplant whereas all the grafts were healthy in the rats 

lacking IgA, IgE, IgG and IgM. Our findings is supported by the results of Larsson et al., who 

observed a longer survival of porcine neural cells in the brain of IgM KO mice as compared 

to control mice (47). The two models are however quite different since the rejection of neural 

cells occurred very early in control mice (day 4), as observed when PAEC were transplanted 

into the striatum of immunocompetent rats (24). Furthermore, the IgM KO mice end up 

rejecting their graft at four weeks with a CD8 mediated immune response whereas no sign of 

rejection was observed up to D63 in the Ig-deficient rats. Further experiments would be 

necessary to determine whether this discrepancy is only due to inter-specie differences, but 

the long-term survival of xenograft in the brain of Ig-deficient rats argues for a critical role of 

the host humoral response in the rejection of xenogenic neurons.  

In the present paper, we provide the first evidence that neurons are the main target of the IgG 

immune response to the intracerebral implantation of ventral midbrain cells. We also show 

that deposition of elicited IgG and complement in the brain parenchyma occurs before the 

detection of anti-donor antibodies in the sera. The host humoral response is specific as only 

IgG1 and IgG2a subclasses show significant induction. Taken together, these observations 

suggest that both cell-mediated and humoral immune response should be controlled to ensure 

the long-term survival of xenogenic neurons in the brain.  
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 D3 D28 D35 D42 D63 Total 

 

Total number of rats 

 
6 9 4 14 13 46 

 

Healthy 

NF70
+
/R73

-
 

 

6 6 2 2 0 16 

 

Ongoing rejection 

NF70
+
/R73

+
 

 

0 3 0 5 0 8 

 

Rejected 

NF70
-
/R73

+
 

 

0 0 2 5 0 7 

 

Scar 

NF70
-
/R73

-
 

 

0 0 0 2 13 15 

 

Table 1: Classification of the rat sera. Sera were classified according to the delay after the 

intracerebral transplantation of porcine mesencephalic neural cells into the rat striatum and 

the immunological status of the graft as determined using anti-pNF70 and R73 antibodies: 

healthy (NF70
+
R73

-
), ongoing rejection (NF70

+
R73

+
), rejected (NF70

-
R73

+
) and scar (NF70

-

R73
-
). 
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Figure 1: Analysis of the rat sera for the presence of anti-porcine IgG. Ratsera were 

collected at D3, D28, D35, D42 or D63following intrastriatal transplantation of porcine neural 

cells. IgG reactivity was tested by incubating heat-inactivated sera (1/100) with porcine neural 

cells. Bound antibodies were detected by flow cytometry using FITC-anti-rat IgG subtypes. 

A) Levels of IgG directed against cultured porcine neural cells, mostly composed of neurons 

(n= see table 1). B), Levels of IgG directed against freshly isolated porcine neural cells (open 

bar) (n=3) or cultured porcine neural cells (black bar) (n=3). The results are expressed 

according to the immunological status of the graft. C), Levels of anti-porcine IgG1, IgG2A, 

IgG2B and IgG2C in the sera at D3 (open bars) and D63 (black bars) post-transplantation as 

determined using cultured porcine neural cells (n= see table 1). Results are expressed in mean 

value +/- SEM (Kruskal-Wallis test and Dunns post test (A, B) and two way Anova test and 

Bonferroni post test (B, C); * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. D3 and healthy, 

respectively).  
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Figure 2: Analysis of the rat sera for the presence of IgG directed against porcine 

astrocytes or PAEC. Immunoreactivity of the rat sera was tested on porcine astrocytes (A) or 

PAEC (B) as described in Figure 1 (n=see table 1). The results are expressed according to the 

immunological status of the transplants. Mean value +/- SEM are presented (Kruskal-Wallis 

test and Dunns post test; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 
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Figure 3: Cell specificity of anti-porcine IgG: immunocytochemical analyses on cultured 

porcine neural cells A), Staining of porcine neural cells with sera collected at D0 (SD0, 

ungrafted) or D63 (SD63) and revelation with FITC anti-rat IgG antibody. B-D), Double 

staining of porcine neural cells with D63 sera and anti-Tuj-1 (B) or anti-CD44 (D) antibodies, 

labeling neurons and astrocytes, respectively. Confocal analyses of Tuj-1/SD63 co-staining 

(C). Scale bars: A, 40 µm; B and D, 20 µm; C, 10µm.  
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Figure 4: Analyse of the humoral immune response in vivo: immunohistochemical 

analyses of porcine neural transplants at the time of rejection: A), IgG deposits. B), 

Complement C4d deposits. C-D), Cell specificity of anti-porcine IgG as detected by double 

immunohistochemistry. Anti-porcine IgG are detected in NeuN-positive cells (C) and in 

GFAP-positive cells (D). Scale bars: A-B, 200 µm; C, 50 µm; D, 25 µm.  
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Figure 5: Immunohistological analyses of porcine neural graft in the striatum of IgM 

knock-out rat at day 63. A), Percent of rats that exhibited a graft (Gr) with pNF70-positive 

neurons 63 days after the transplantation of mesencephalic neural cells into the striatum of 

wild-type (WT, n=8) and IgM knock-out (IgM KO, n=6) rats. Mean value +/- SEM are 

presented (Mann Whitney test; * p<0.05). B), Porcine neurons 63 days after their 

transplantation into the striatum of IgM KO rats, as detected by anti-NF70 immunostaining 

C), Dopaminergic neurons as detected by anti-TH immunostaining D), Microglial cells as 

detected by OX42 immunostaining E), T cells as identified by R73 immunostaining. 
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Supporting figure 

 

Figure S1: Classification of the graft. Brain sections werelabeled with anti-pNF70 and R73 

antibodies to classify the graft in function of the presence of porcine neurons (pNF70
+
 cells) 

and T cells (R73
+
 cells).The grafts were classified in four groups: healthy (NF70

+
R73

-
), 

ongoing rejection (NF70
+
R73

+
), rejected (NF70

-
 R73

+
) scar (NF70

-
R73

-
) m.  
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Discussion 

 

Cette étude est la première à caractériser une réaction humorale spécifique en 

réponse à une xénogreffe de cellules mésencéphaliques porcines dans le cerveau de rat. Elle 

met notamment en évidence une production d’IgG ciblant principalement les neurones. 

 

Afin de suivre la cinétique d’apparition d’IgG dans le sérum des rats greffés et de 

corréler leur présence avec le statut de la greffe, les sérums sont classés en fonction de la date 

de prélèvement et du statut de la greffe au moment du prélèvement. Pour cela, quatre groupes 

sont établis selon la présence ou non de neurones porcins pNF70+ et de cellules T R73+ : Les 

greffes sont classées comme suit : greffe saine (NF70+/R73-), en rejet (NF70+/R73+), rejetée 

(NF70-/R73+) et cicatrice (scar, NF70-/R73-) (figure S1). Les premières greffes commencent 

à être rejetées à partir de J28 et à J63, aucune greffe ne subsiste (table 1). Aucun 

xénoanticorps préformé n’est détecté dans le sérum des rats avant la greffe (figure 3a) mais 

une production d’IgG dirigées contre les cellules neurales porcines est clairement présente 

suite à la transplantation de cellules mésencéphaliques porcines (figure 1a). Ces IgG sont 

spécifiques des cellules porcines car elles ne reconnaissent pas les cellules de rat. Les IgG 

dirigées contre les cellules corticales porcines apparaissent tardivement dans le sang 

puisqu’on ne les détecte que lorsque la greffe est rejetée (figure 1b). Une des hypothèses est 

qu’à des temps plus précoces, les IgG sont attirées au sein de la greffe. Cette possibilité est 

confortée par la présence d’IgG dans des greffes en cours de rejet (figure 4a) avec notamment 

la présence des molécules du complément (figure 4b). Nos observations sont en adéquation 

avec les résultats de Barker et al., qui ne détectaient pas la présence d’immunoglobulines dans 

le sang durant les 10 premiers jours post-greffe (Barker et al., 2000). Les anticorps peuvent 

pénétrer dans le parenchyme cérébral durant les deux premières semaines lorsque la BHE est 

ouverte (Brundin et al., 1989) mais également lorsque celle-ci est intacte. En effet, les 

antigènes présents dans le cerveau peuvent être drainés jusqu’aux ganglions lymphatiques 

(Cserr et al., 1992) et les cellules B activées migrent alors dans le parenchyme pour sécréter 

les anticorps spécifiques de l’antigène (Knopf et al., 1998). Il est alors vraisemblable de 

penser que les anticorps sont, tout d’abord, secrétés au sein de la greffe avant que la réponse 

humorale ne s’amplifie et qu’ils soient retrouvés au niveau systémique. L’apparition tardive 

des IgG en systémique est aussi observée lors d’une greffe rénale. Dans ce cas, les anticorps 
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anti-donneurs sont retrouvés au niveau de la greffe précocement mais ils n’apparaissent dans 

la circulation sanguine qu’après le rejet définitif de la greffe (Lee et al., 2002; Worthington et 

al., 2001). Les anticorps pourraient participer à la mise en place de la réponse immune par 

liaison au récepteur pour le fragment Fc des IgG (FcγR) et le recrutement des cellules 

effectrices cytotoxiques par un mécanisme appelé ADCC (Antibody-Dependent Cell-

Mediated Cytotoxicity). Cependant, l’observation d’un dépôt de complément avec la présence 

d’IgG anti-porc au sein de la greffe en rejet met aussi en avant la mise en place d’une réponse 

humorale dépendante de l’activation du complément. 

 

Cette réponse humorale est très spécifique car seules les sous-classes d’IgG1 et 

IgG2a de rat sont présentes dans la circulation sanguine à un niveau significatif (figure 1c). 

Chez le rat, plusieurs particularités diffèrent selon les différentes sous-classes. En effet, les 

IgG2a ont un plus faible index d’avidité qu’IgG1 et les autres sous-classes mais elles 

possèdent une très forte capacité à activer le complément (Medgyesi et al., 1981). Les IgG2a 

sont également les plus efficaces pour induire une cytotoxicité cellulaire dépendante du 

complément (CDCC) en se liant à la molécule C1q (Brüggemann et al., 1989). De la même 

manière, IgG1 et IgG2a ont été décrites comme possédant la plus grande efficacité pour 

recruter des cellules effectrices cytotoxiques par ADCC (Brüggemann et al., 1989). Les sous-

classes d’IgG vont aussi posséder des différences dans leur affinité et spécificité de liaison au 

FcγR (Okun et al., 2010). Il existe quatre classes de FcγR : I, II, III, IV. FcγRI va se lier 

exclusivement et avec une haute affinité avec IgG2a. FcγRIII va se lier avec une faible 

affinité avec IgG1, 2a, 2b (Nimmerjahn and Ravetch, 2006). Un rôle de la microglie activée 

peut être envisagé car ces cellules expriment les FcγR (Vedeler et al., 1994a) et leur 

expression est augmentée en conditions inflammatoires (Loughlin et al., 1993; Woodroofe et 

al., 1989). L’interaction des FcγR des cellules microgliales au complexe immun peut entraîner 

une phagocytose, l’ADCC, des réactions d’oxydation ainsi que la production de molécules 

inflammatoires (Ulvestad et al., 1994c; Vedeler et al., 1994b). Les astrocytes activés présents 

au niveau de la greffe lors du rejet (Michel et al., 2006) peuvent aussi être impliqués car les 

astrocytes expriment les FcγR et peuvent déclencher l’ADCC in vitro (Nitta et al., 1992; 

Okun et al., 2010). Au vu de ces données, les voies de l’ADCC et du CDCC pourraient donc 

être impliquées dans la réponse humorale lors du rejet de xénogreffes intracérébrales de 

cellules neurales porcines. Chez le rat, les sous-classes IgG1 et 2a  sont aussi connues pour 

être contrôlées par les cytokines de type Th2 qui favorisent la réponse humorale et la sécrétion 

d’anticorps (Binder et al., 1995; Saoudi et al., 1993). Cette observation corrèle avec ce que 
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nous avons pu constater dans l’article 1 où a été observée une sur-régulation de TGFβ et d’IL-

10 à 35 jours post-transplantation. Cette observation conforte un rôle de la microglie et des 

astrocytes activés dans la régulation de la réponse Th2 (Aloisi et al., 1998, 1999, 2000b). 

 

Les cibles des IgG induites suite à la transplantation de cellules mésencéphaliques 

porcines seraient préférentiellement des cellules différenciées matures. En effet, les IgG 

présentes dans le sérum des rats greffés reconnaissent en plus forte proportion les cellules 

neurales porcines cultivées durant 5 jours in vitro que les cellules immatures fraîchement 

isolées du cerveau de fœtus de porc (figure 1b).  

La caractérisation du phénotype des cellules cibles des IgG indique que les neurones 

sont leur cible préférentielle. Effectivement, bien que les IgG reconnaissent des épitopes à la 

surface des astrocytes de porc et des cellules endothéliales d’aorte de porc, cette 

immunoréactivité est très faible comparée à celle observée avec les cellules neurales (figure 

2a et b). Ceci est confirmé par immunocytochimie où nous observons une co-localisation 

entre les IgG et le marqueur Tuj1 des neurones alors qu’il n’y a pas de co-localisation avec le 

marqueur CD44 des astrocytes (figure 3b, c et d). De la même façon,  dans la greffe, les IgG 

ciblent préférentiellement les neurones même si quelques co-marquages avec des astrocytes 

GFAP+ ont été observés (figure 4c et d). Les IgG présentes dans le sérum des rats greffés 

avec des cellules mésencéphaliques porcines ciblent donc principalement les neurones et dans 

une beaucoup plus faible mesure, les astrocytes et les PAEC. Le fait que l’immunoréactivité 

contre les astrocytes ne soit pas détectable en culture par immunocytochimie doit être dû à la 

plus faible sensitivité de cette méthode.  

 

Afin de déterminer l’importance de la réponse humorale dans le rejet de greffe, nous 

avons transplanté des cellules issues du mésencéphale ventral de fœtus de porc dans le 

striatum de rats déficients pour les immunoglobulines (IgM KO). Chez ces rats, nous 

observons une survie prolongée de la greffe puisque 100% de ces rats IgM KO présentent une 

greffe avec une différenciation dopaminergique à 63 jours alors que 50% des rats Wild Type 

ont rejeté leur greffe à ce stade (figure 5a, b et c). Cette observation est en accord avec l’étude 

de Larsson et al., qui détectait aussi une survie du xénotransplant intracérébral chez des souris 

IgM KO par rapport aux souris contrôles (Larsson et al., 1999). Cependant, dans leurs 

expériences, les souris IgM KO présentaient une réponse cellulaire avec une activation 

microgliale et une infiltration de lymphocytes T CD8+ à 4 semaines, alors que dans notre 

modèle, aucune réponse T (R73), ni d’activation microgliale ne sont détectées (OX42) (figure 
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5d et e). Les greffes présentes à 63 jours sont saines sans aucun signe de rejet. Ces différences 

peuvent être liées aux disparités d’espèces. La survie des greffes pouvant être due à un défaut 

de la réponse cellulaire T chez les rats IgM KO, nous avons regardé si les cellules T étaient 

capables de réagir contre les cellules de porc. Pour cela, des PBMC isolées du sang de porc 

par ficoll et irradiées à 35 grays ont été placées au contact de cellules T isolées à partir de la 

rate de rat IgM KO par déplétion des cellules NK, B et monocytes (Bonnamain et al., 2011). 

La prolifération des cellules T a été observée par incorporation de thymidine tritiée. Les LT 

des rat IgM KO prolifèrent bien en présence des PBMC de porc, suggérant un état fonctionnel 

des cellules T capables de réagir contre les cellules porcines (Figure 38).  
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Figure 38 : Prolifération des cellules T de rat IgM KO en présence de PBMC de porc. Les cellules 

T de la rate de rats IgM KO sont placées en présence de PBMC irradiées issues du sang de porc. La 

prolifération est observée par incorporation de thymidine tritiée. Test statistique : test de Mann 

Withney (*: p<0.05 par rapport à la condition cellules T seules). 

 

En conclusion, notre étude démontre un rôle non négligeable de la réponse humorale 

dans le rejet de cellules neurales porcines. Un dépôt d’IgG anti-porc et de complément se 

produit dans la greffe avant une détection des anticorps dans la circulation sanguine. C’est la 

première fois qu’il est démontré que les anticorps ciblent principalement les neurones et 

conduisent à une réponse humorale spécifique avec l’induction d’IgG1 et 2a. Cette étude 

pourrait être poursuivie en étudiant quels sont les épitopes reconnus à la surface des neurones 

porcins. Les mécanismes d’action pourraient également être étudiés en analysant notamment 

l’activité cytolytique dépendante du complément.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Depuis plusieurs années, notre équipe s’intéresse aux stratégies qui permettraient de 

remplacer les neurones affectés par des lésions ou des maladies neurodégénératives. En 

particulier, elle se soucie de la réponse immunitaire de l’hôte qui limite le développement de 

l’allo mais surtout de la xénotransplantation intracérébrale. Après avoir analysé la réponse 

cellulaire, notre équipe a entrepris d’étudier le potentiel immunosuppresseur des cellules 

souches et l’implication de la réponse humorale dans le rejet de xénogreffes neuronales.  

 

 Les cellules souches multipotentes : des cellules au potentiel immunosuppresseur.  

 

Depuis maintenant plusieurs années, les cellules souches sont au cœur de la recherche 

en transplantation. Leur facilité d’accès, leur capacité de prolifération et leur multipotence, en 

ont fait une source cellulaire de grand intérêt. A ces différentes propriétés s’ajoute un réel 

potentiel immunosuppresseur qui permettrait de limiter ou de prévenir, au moins en partie, la 

réaction de rejet en cas d’allo ou de xénotransplantation.  

Nous avons pu confirmer ce potentiel immunosuppresseur en montrant qu’une co-greffe avec 

des cellules souches multipotentes comme les CSM prolongeait la survie de neurones porcins 

jusqu’à 120 jours sans affecter leur fonction. Le mécanisme d’action reste à définir mais les 

CSM de rat inhibent la prolifération des LT activés et les quelques résultats préliminaires que 

nous avons obtenus suggèrent une implication de iNOS/NO dans cette inhibition. D’autres 

cellules multipotentes, comme les CSPN de rat, inhibent également la prolifération des LT 

activés de manière dose-dépendante. Son activité immunosuppressive est, elle aussi, permise 

en partie par des facteurs solubles mais le médiateur principal serait HO-1, une enzyme qui 

favorise la survie de greffes d’organes allo ou xénogéniques (Öllinger and Pratschke, 2010). 

Cette enzyme serait également impliquée dans l’activité immunosuppressive des CSE 

humaines (Trigona et al., 2007) ou des CSM humaines et de rat (Chabannes et al., 2007), mais 

elle n’interviendrait pas dans l’inhibition de  la prolifération des cellules T par les CSPN de 

porc (Michel-Monigadon et al., 2011). Ces observations confortent l’idée d’une spécificité 

d’espèce (Ren et al., 2009) mais il est également probable que l’activité immunosuppressive 

des cellules souches résulte de l’action concertée entre plusieurs molécules. Nous avons ainsi 

montré que la voie NOS/NO contribuait en collaboration avec HO-1 à l’activité 
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immunosuppressive des CSPN de rat. Cet effet pourrait être dû à l’action stimulatrice de NO 

sur la synthèse d’HO-1 (Durante et al., 1997; Hartsfield et al., 1997).  

Les propriétés immunosuppressives d’HO-1 permettent d’envisager son utilisation 

pour augmenter la survie des xénogreffes intracérébrales. Il serait notamment intéressant 

d’étudier si la surexpression de cette molécule, grâce à des vecteurs comme l’AAV, permettra 

une survie à long-terme de neuroblastes porcins. Une surexpression d’HO-1 par les CSPN 

pourrait également être étudiée. Des techniques de transfert du gène HO-1 ont déjà été 

utilisées pour augmenter la survie de greffes d’organes (Bouche et al., 2002; Braudeau et al., 

2004). Une immunosuppression locale pouvant ne pas suffire, elle pourrait être accompagnée 

de faibles doses d’immunosuppresseurs administrés en systémique.  

 

Les LT ayant un rôle clé dans le rejet des xénogreffes intracérébrales, nous avons 

focalisé notre attention sur les interactions entre les cellules souches et les LT mais l’action 

immunosuppressive des cellules souches multipotentes peut également s’exercer sur d’autres 

cellules immunes. Ainsi, il a été démontré que les CSM et les CSPN inhibaient la 

différenciation et la maturation des cellules dendritiques et que les CSM avaient un effet 

direct sur les cellules NK et les lymphocytes B (Nauta and Fibbe, 2007; Pluchino et al., 

2009b). Les molécules impliquées peuvent donc différer selon les cibles cellulaires, certaines 

pouvant agir sur plusieurs types cellulaires. Dans le même ordre d’idée, des molécules 

produites par les cellules souches peuvent agir sur un même type cellulaire, mais produire des 

effets différents. Ainsi, une étude a montré qu’iNOS intervenait dans la suppression de la 

prolifération des LT alors que les prostaglandines étaient nécessaires pour l’inhibition de la 

sécrétion des cytokines inflammatoires par les LT (Zinöcker and Vaage, 2012). Les cellules 

souches vont aussi différer dans leurs mécanismes suppresseurs en fonction de la proximité 

avec les cellules immunes. En effet, des molécules comme NO nécessitent une localisation 

proche entre les CSM et les cellules T (Ren et al., 2008; Zinöcker and Vaage, 2012), alors que 

d’autres molécules sont plus diffusibles. De ce principe, les CSM et les CSPN vont sécréter 

des chimiokines ou des récepteurs aux chimiokines et aux intégrines pour se retrouver à 

proximité des cellules immunes (Pluchino et al., 2005; Ren et al., 2008). Un autre point 

important est que les différentes cellules souches ne possèdent pas la même efficacité sur 

certains types cellulaires. Pour exemple, les CSN seraient moins efficaces que les CSM pour 

inhiber la différenciation des monocytes en cellules dendritiques mais les deux types 

cellulaires posséderaient la même capacité à inhiber la maturation et la fonction des cellules 
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dendritiques (Shahbazi et al., 2013). Dans ce sens, il faudrait pouvoir analyser l’impact des 

CSPN sur les différents types de cellules immunes.  

 

En éliminant les problèmes éthiques liés à l’utilisation de tissu fœtal d’origine 

humaine, les iPSC ont ouvert de nouvelles perspectives en transplantation. Les travaux 

préliminaires que nous avons réalisés indiquent que les CSN dérivées d’iPSC humaines 

possèdent elles aussi la capacité d’inhiber la prolifération des PBMC humaines. Cette activité 

immunosuppressive fait intervenir des molécules solubles qui restent encore à caractériser. A 

ce propos, Lin et al., ont récemment montré qu’HO-1 avait un rôle critique pour la survie et la 

différenciation des iPSC (Lin et al., 2012), soulignant l’importance de cette molécule. Les 

CSN pouvant également être dérivées des CSE, il serait important de comparer le potentiel 

suppressif de ces deux types cellulaires. 

La reprogrammation de cellules somatiques ouvre la possibilité d’une transplantation 

autologue mais les manipulations génétiques peuvent induire l’expression de molécules 

immunogènes et augmenter le risque de rejet. Quelques études sont déjà publiées sur ce sujet. 

Selon Liu et al., les cellules progénitrices neurales dérivées d’iPSC reprogrammées à partir de 

CSM issues de cordon ombilical seraient moins immunogènes que celles reprogrammées à 

partir de fibroblastes (Liu et al., 2013b). Les travaux de Emborg ont révélé une présence 

minimale des cellules immunes et de glie réactive, six mois après la transplantation 

syngénique de progéniteurs neuronaux dérivés d’iPSC dans le cerveau d’un singe, modèle 

préclinique de la maladie de Parkinson (Emborg et al., 2013). 

Un autre problème inhérent à l’utilisation des iPSC et des CSE en transplantation est le 

risque de formation de tératome. Bien que les premières analyses n’aient pas mis en évidence 

d’apparition de tumeurs dans des études précliniques avec des CSPN dérivées d’iPSC 

(Emborg et al., 2013; Kobayashi et al., 2012), le risque ne peut être écarté. Une solution 

envisagée serait de dériver des CSN directement de fibroblastes sans passer par le stade 

pluripotent (Matsui et al., 2012). Il faudrait alors déterminer si cette nouvelle source cellulaire 

aurait elle aussi des propriétés immunomodulatrices. 

 

 Le rôle essentiel de la réponse humorale dans le rejet de xénogreffes porcines.  

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons pu mettre en évidence que le rejet de 

xénogreffes intracérébrales n’était pas seulement dû à une réponse cellulaire T, mais qu’il 

faisait également intervenir une réponse humorale. 
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 En démontrant que la greffe de cellules mésencéphaliques porcines dans le cerveau de 

rat immunocompétent stimule la production d’IgG qui se lient préférentiellement aux 

neurones porcins, nous apportons les premiers éléments pour dire que les neurones sont la 

principale cible des anticorps induits par une xénogreffe de cellules fœtales issues du SNC. La 

prochaine étape consistera à caractériser les épitopes et à déterminer pourquoi les astrocytes 

de porc et les PAEC sont faiblement reconnus par les xénoanticorps.  

La réponse humorale est spécifique avec une plus grande production d’IgG 1 et 2a 

contrôlées par les cytokines Th2. Les IgG pourraient agir via des mécanismes d’ADCC et 

CDCC mais les différents effecteurs restent à être caractérisés. Il serait intéressant de regarder 

un potentiel rôle des cellules microgliales et des astrocytes dans le mécanisme ADCC car ces 

cellules expriment les FcγR (Okun et al., 2010; Vedeler et al., 1994b).  

La longue survie des neuroblastes porcins dans le cerveau de rats immunodéficients 

pour les immunoglobulines, démontre un rôle de la réponse humorale dans le rejet de 

xénogreffe intracérébrale. Il apparaît donc comme essentiel de tester des régimes 

immunosuppresseurs ciblant à la fois, les réponses cellulaires et humorales. Par ailleurs, il 

serait intéressant de regarder l’impact des cellules souches sur l’activation des cellules B et 

sur la production d’immunoglobulines. A ce propos, une première approche serait de 

contrôler une éventuelle absence d’IgG dans les sérums et les cerveaux des rats greffés soit 

avec des CSPN soit avec des CSM et des neuroblastes porcins.  
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CONCLUSION 

 

La transplantation intracérébrale est toujours prometteuse pour restaurer les 

populations neuronales affectées par les maladies neurodégénératives et de nouvelles 

perspectives sont apparues, avec la possibilité de faire proliférer des cellules souches avant de 

les différencier en neurones d’un phénotype particulier. Un grand nombre de ces cellules  

s’est avéré difficile à différencier en neurones dopaminergiques fonctionnels. En revanche, 

elles sont apparues comme des cellules à fort pouvoir immunosuppresseur, ce qui a renforcé 

leur intérêt thérapeutique. En effet, même en cas d’allotransplantation dans le cerveau, il est 

recommandé de maintenir une immunosuppression pour prévenir un éventuel rejet. La longue 

survie des CSPN xenogéniques dans le cerveau ou la capacité des CSM à prévenir le rejet de 

neurones xénogéniques suggèrent que ces cellules pourraient être utilisées pour limiter et 

parfaire l’utilisation d’immunosuppresseurs systémiques. Les expériences in vitro ont 

clairement mis en évidence un effet inhibiteur des CSPN, des CSM mais également des CSN 

dérivées d’iPSC sur la prolifération des LT activés. L’analyse des voies de signalisation 

suggère l’implication d’enzymes comme HO-1 ou NO, sans exclure d’autres médiateurs 

possibles. De même, ces cellules souches pourraient affecter d’autres cellules immunes 

comme les cellules NK, les cellules dendritiques mais également les lymphocytes B. Ce 

dernier point serait particulièrement intéressant à étudier car nous avons démontré un rôle de 

la réponse humorale dans le rejet des xénogreffes intracérébrales.   

Outre leur intérêt d’un point de vue fondamental, l’ensemble de ces résultats ouvre des 

nouvelles perspectives pour parvenir à contrôler le rejet de xénogreffes intracérébrales. En 

l’occurrence, on pourrait espérer qu’une immunosuppression locale, basée sur la 

transplantation de cellules souches associées à une administration systémique 

d’immunosuppresseurs ciblant les réponses humorales et cellulaires, soit suffisamment 

efficace pour assurer la survie à long terme de cellules neurales xénogéniques dans un 

cerveau. 
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Propriétés immunosuppressives des cellules souches et étude de la réponse humorale en 

xénotransplantation intracérébrale 

 

La xénotransplantation intracérébrale est une des stratégies thérapeutiques envisagées pour le 

traitement de maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson. Toutefois, cette approche 

est fortement limitée par la réponse immunitaire de l’hôte qui conduit au rejet systématique de la 

greffe. 

La première partie de ma thèse avait pour objectif d’analyser les propriétés immunosuppressives des 

cellules souches multipotentes et leur potentielle utilité pour la transplantation intracérébrale. Nous 

avons ainsi montré que la co-transplantation de cellules souches mésenchymateuses avec des 

neuroblastes porcins dans le striatum de rat induit l’inhibition de facteurs inflammatoires et prolonge 

la survie du xénotransplant jusqu’à 120 jours. Les cellules souches/progénitrices neurales (CSPN) 

inhibent également la prolifération des lymphocytes T, et leurs effets apparaissent dépendants de 

l’hème oxygénase 1. Une dernière série de travaux montre que des CSPN dérivées d’iPSC humaines 

sont aussi capables d’inhiber la prolifération des cellules mononucléaires humaines.  

La seconde partie de ma thèse a consisté à déterminer si la réponse humorale de l’hôte était impliquée 

dans le rejet de neurones porcins après leur implantation dans le striatum de rat. Des niveaux élevés 

d’IgG dirigées contre les neurones porcins ont été détectés dans les greffes en cours de rejet. Ces 

anticorps ont été retrouvés dans la circulation sanguine mais, essentiellement après le rejet de la greffe. 

Par ailleurs, la longue survie des neurones porcins dans le cerveau de rats déficients pour les 

immunoglobulines suggère qu’il est important de prendre en compte la réponse humorale si l’on veut 

maîtriser le rejet de xénogreffe intracérébrale. 

Mots-clés : Xénotransplantation, maladie de Parkinson, rejet, cellules souches mésenchymateuses, 

cellules souches neurales, lymphocyte T,  réponse humorale 

 

Immunosuppressive properties of stem cells and study of the humoral response in 

intracerebral xenotransplantation 

 

The intracerebral xenotransplantation of neural cells is a promising therapeutic strategy for 

neurodegenerative disorders such as the Parkinson’s disease. However, this approach is strongly 

limited by a strong immune response that leads to the rejection of neural xenograft. The first part of 

my thesis aims at deciphering the immunosuppressive properties of multipotent stem cells and their 

potential utility for intracerebral transplantation.  

We show that the co-transplantation of rat mesenchymal stem cells with porcine neuroblasts into the 

rat striatum inhibits the levels of inflammatory factors, and prolongs the survival of xenotransplants up 

to 120 days. Neural stem/progenitor cells also have the ability to inhibit T lymphocyte proliferation, 

but their effects are mainly mediated by the heme oxygenase 1. Interestingly, we recently found that 

neural stem cells derived from induced pluripotent stem cells (iPSC) are also able to inhibit the 

proliferation of human mononuclear cells.  

The second part of my thesis aims at determining whether the host humoral response is implicated in 

the rejection of porcine neurons following their implantation into the rat striatum. High levels of 

elicited IgG directed against porcine neurons are present in the rejecting graft. These IgG are also 

found in the sera of host animals but predominantly, after graft rejection. The long-survival of porcine 

neurons in the brain of immunoglobulin-deficient rats indicates that the humoral and not only the 

cellular immune response should be controlled in case of intracerebral transplantation.  
Keywords: Xenotransplantation, Parkinson’s disease, rejection, mesenchymal stem cells, neural stem 

cells, T lymphocytes, humoral response 
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