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AVANT-PROPOS 
 

 Il a longtemps été admis que la diminution du nombre de neurones et de leurs 

synapses correspondait à l’un des processus, qu’il soit cause ou conséquence, impliqué dans 

le vieillissement cérébral. Cependant, des études réalisées sur des populations âgées saines ont 

montré que ces pertes neuronales demeuraient limitées, même dans des structures comme 

l’hippocampe longtemps considéré comme particulièrement susceptible. Il convient donc de 

distinguer le vieillissement cérébral normal du vieillissement pathologique. Ce dernier se 

manifeste par le dysfonctionnement ou la mort d’un groupe de neurones relativement bien 

défini et spécifique d’une maladie neurodégénérative. C’est ainsi que dans la Chorée de 

Huntington ce sont les neurones gabaergiques du striatum qui dégénèrent alors que la maladie 

de Parkinson se caractérise par une perte sélective des neurones dopaminergiques de la 

substance noire pars compacta. Malheureusement, le diagnostic de ces maladies ne peut 

s’établir que lorsqu’une mort neuronale a réduit substantiellement les populations nerveuses 

menacées par le processus physiopathologique. C’est pourquoi, une intervention 

thérapeutique en amont destinée à prévenir ces pertes neuronales, est très difficile. Aussi, la 

plupart des stratégies ont été développées afin d’agir en aval, c’est-à-dire, pour pallier d’une 

façon ou d’une autre le rôle physiologique joué par les neurones dégénérés. Outre les diverses 

stratégies palliatives, le caractère sélectif des pertes neuronales a permis d’envisager le 

remplacement des neurones morts par de nouvelles cellules. Cette approche thérapeutique 

substitutive qui vise à remplacer les neurones perdus par des neuroblastes embryonnaires est 

donc aujourd’hui porteuse d’espoir. L’utilisation de tissu embryonnaire, dès qu’elle concerne 

l’être humain, présente néanmoins des limites d’ordre éthique et logistique. C’est afin de 

s’affranchir de ces problèmes que la greffe de cellules embryonnaires issues d’autres espèces, 

c’est-à-dire la xénotransplantation a été envisagée. Cependant, bien que le système nerveux 

central (SNC) soit connu pour la spécificité de son organisation immunologique, les 

xénogreffes conduisent presque systématiquement à une réaction de rejet du receveur. Dès 

lors, la xénotransplantation intracérébrale constitue un modèle d’étude intéressant du statut 

immunologique du SNC.  

 Les cellules microgliales correspondent les cellules sentinelles du SNC et assurent 

l’immunosurveillance du cerveau. Elles sont ainsi rapidement activées suite à la 
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transplantation intracérébrale. Néanmoins, leur rôle précis au cours du processus de rejet des 

xénogreffes demeure confus. C’est pourquoi, la première partie de mon travail de thèse a eu 

pour objectif d’étudier les conséquences d’une inhibition de l’activation microgliale.  

Le rejet des xénogreffes est principalement médié par les lymphocytes qui pénètrent 

massivement dans le parenchyme nerveux au moment du rejet, 5 à 7 semaines après la 

transplantation. Toutefois, les mécanismes responsables du recrutement de ces lymphocytes 

étant peu connus, nous avons entrepris, dans la deuxième partie de ce travail, de rechercher la 

présence de cellules susceptibles d’initier et de recruter des lymphocytes naïfs.  

Enfin, la nature de la suspension cellulaire jouant un rôle important sur la réponse 

immune engendrée, nous avons entrepris une étude comparative entre des greffes de 

neuroblastes porcins et de précurseurs neuronaux porcins. Ces derniers sont en effet,  

caractérisés par un phénotype plus immature qui pourrait favoriser leur survie après 

transplantation.   
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INTRODUCTION 

 

I. LA MALADIE DE PARKINSON 

 

 Le vieillissement cérébral normal présente des caractéristiques différentes de celles du 

vieillissement pathologique. Ainsi, la perte des neurones chez une personne âgée saine est 

minime, alors que cette perte est massive, irréversible et sélective chez une personne souffrant 

d’une maladie neurodégénérative telle que la maladie de Parkinson (MP). C’est le britannique 

James Parkinson en 1817 qui décrivit pour la première fois les symptômes caractéristiques de 

cette affection. La prévalence de la maladie est de 2 pour 1000 dans la population générale et 

s’élève à 2% au-delà de 65 ans (Lang and Lozano, 1998b, 1998a). D’autre part, avec le 

vieillissement démographique, la prévalence de la maladie tend à augmenter et atteint un 

poids socio-économique en augmentation constante.  

 

I.1. Symptomatologie 

 La MP est une maladie 

neurodégénérative progressive qui fut 

initialement qualifiée de « paralysie 

agitante » par James Parkinson. Le terme 

paralysie faisait référence à la difficulté 

d’amorcer des mouvements, symptôme 

désormais connu sous le terme de 

bradykinésie, et le qualificatif agitante 

représentait les tremblements. Parkinson a 

également décrit des troubles de la démarche 

ainsi que des altérations des réflexes 

posturaux. D’un point de vue clinique, on 

s’accorde aujourd’hui pour décrire sous le 

nom de syndrome parkinsonien l’association 

entre tremblements de repos, 

akinésie/bradykinésie et rigidité. L’akinésie 

Tableau 1 : Symptômes associés à la MP 

Symptômes moteurs                     

Tremblements de repos 

Bradykinésie            

Rigidité

Instabilité posturale    

Trouble de la marche      

Micrographie           

Faciès inexpressif            

Hypophonie

Akathisie (impatience motrice)  

Dysarthrie (trouble de l’élocution)           

Dysphagie                                 

Incontinence urinaire 

Symptômes neuro-végétatifs                

Constipation                                

Hypotension                                    

Troubles de la thermorégulation           

Hypersialorrhée

Dysfonctions sexuelles

Symptômes cognitifs

Confusion                                          

Bradyphrénie (lenteur des idées)                

Démence         

Symptômes psychiatriques

Troubles du sommeil                        

Agitation/anxiété

Dépression

Symptômes moteurs                     

Tremblements de repos 

Bradykinésie            

Rigidité

Instabilité posturale    

Trouble de la marche      

Micrographie           

Faciès inexpressif            

Hypophonie

Akathisie (impatience motrice)  

Dysarthrie (trouble de l’élocution)           

Dysphagie                                 

Incontinence urinaire 

Symptômes neuro-végétatifs                

Constipation                                

Hypotension                                    

Troubles de la thermorégulation           

Hypersialorrhée

Dysfonctions sexuelles

Symptômes cognitifs

Confusion                                          

Bradyphrénie (lenteur des idées)                

Démence         

Symptômes psychiatriques

Troubles du sommeil                        

Agitation/anxiété

Dépression
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est le maître symptôme, caractérisé par des 

troubles de l’initiation et de l’exécution du 

mouvement dont la vitesse et l’amplitude 

sont également diminuées. 

 

 L’akinésie rend notamment difficile la réalisation des gestes fins tels que l’écriture 

(micrographie) et se retrouve également au niveau du visage (appauvrissement de la 

mimique), de la marche (marche à petits pas), de la voix (monotone et assourdie), au niveau 

axial (troubles de la posture) et au niveau des membres. Les tremblements de repos, autres 

symptômes caractéristiques, sont intermittents, augmentés par la marche, les efforts 

intellectuels, les émotions et disparaissent pendant le sommeil. Enfin, l’hypertonie ou rigidité 

extra-pyramidale tend à fixer les membres dans la position qu’on leur impose. Ces différentes 

manifestations cliniques répertoriées dans le tableau 1 se combinent entre elles selon les 

patients. La MP reste avant tout une maladie motrice, cependant, des atteintes cognitives et 

des désordres psychiatriques peuvent également apparaître et perturber la vie sociale et la 

prise en charge du patient.  

 

I.2. Physiopathologie 

 

 I.2.1. Les pertes neuronales  

La MP se caractérise 

principalement par la perte des neurones 

dopaminergiques de la substance noire 

pars compacta (SNpc) (Hornykiewicz, 

1966). Cette population de neurones 

projette ses axones dans les noyaux gris 

centraux (putamen et noyau caudé, ou 

striatum) pour former la voie 

dopaminergique nigro-striée (Fig.1). 

Cinquante à 60% de ces neurones 

dopaminergiques ont disparu losrque les 

premiers symptômes de la maladie 

apparaissent (Agid, 1991).  

Substance 

noire

Noyau caudé

Putamen

Striatum Voie nigro-striée

Ventricules 

latéraux

Substance 

noire

Noyau caudé

Putamen

Striatum Voie nigro-striée

Ventricules 

latéraux

Figure 1 : La voie dopaminergique nigrostriée 
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La MP touche de manière moins importante d’autres neurones dopaminergiques (40 à 

50%) dans la région médiane et médioventrale du mésencéphale. 

Ces pertes neuronales occasionnent une diminution de la concentration cérébrale en 

dopamine et, par conséquent, un affaiblissement de la stimulation des récepteurs 

dopaminergiques du striatum. La dégénérescence de la voie nigro-striée induit alors un 

dysfonctionnement du circuit des ganglions de la base qui participe à la boucle dite 

« squeletto-motrice » responsable des mouvements à effectuer et dont le fonctionnement est 

résumé figure 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Organisation des ganglions de la base. 
Au repos les neurones du globus pallidus (GP) sont spontanément actifs et exercent une 
inhibition sur le thalamus. Lorsque survient une activation de la boucle en provenance du 

cortex, les neurones du striatum sont activés et inhibent ceux du GP. Ces derniers étant moins 

actifs, libèrent les cellules du thalamus de leur inhibition. L’activation du thalamus qui en 
résulte a pour effet de faciliter l’activité corticale. Les neurones dopaminergiques de la 

substance noire pars compacta (SNpc) participent à cet équilibre en inhibant les neurones du 

GP ce qui favorise l’activation thalamique et corticale. La perte des neurones dopaminergiques 

induit par conséquent la perte de l’inhibition du GP et donc la paralysie des voies thalamique 
et corticale responsables de l’absence de contrôle des mouvements.  

 

Bien que la perte des neurones dopaminergiques soit massive et relativement sélective 

dans la MP, certains signes cliniques peuvent persister après la prise des traitements visant à 

rétablir les taux physiologiques de dopamine. Cette observation suggère que des systèmes non 

dopaminergiques sont également altérés dans la maladie. Des lésions des neurones 

noradrénergiques du locus coeruleus (Hirsch et al., 1988), des neurones adrénergiques de la 

medulla oblongata (Gai et al., 1993) ainsi que des neurones cholinergiques du noyau basal de 

Meynert (Whitehouse et al., 1983) ont été décrites. D’autre part, les neurones 

sérotoninergiques du raphé peuvent également être affectés et pourraient ainsi être 

responsables du syndrome dépressif rencontré chez certains parkinsoniens (Mayeux, 1990).   

 

Neurones du 

cortex frontal

Putamen

Substance 

noire

Noyau sous-

thalamique

Thalamus

Cortex

Globus

pallidusNeurones du 

cortex frontal

Putamen

Substance 

noire

Noyau sous-

thalamique

Thalamus

Cortex

Globus

pallidus
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 I.2.2. Les corps de Lewy 

Les examens anatomo-pathologiques montrent que les corps de Lewy sont présents 

chez les patients parkinsoniens. Il s’agit de petites inclusions sphériques avec un cœur dense 

et granuleux entouré par un halo de filaments périphériques. Ces corps de Lewy sont 

notamment retrouvés dans les neurones dopaminergiques de la SNpc (Gibb et al., 1991). On 

ignore s’ils sont une conséquence de la souffrance neuronale, ou s’ils participent au processus 

dégénératif (Agid, 1991; Langston, 1996). Toutefois, ces inclusions contiennent de l’ -

synucléine, une protéine dont la mutation est responsable des formes génétiques de la maladie 

(voir I.3.2.1) (Polymeropoulos et al., 1997).  Par ailleurs, la présence de neurofilaments et de 

tubulines dans ces inclusions suggère une altération du cytosquelette (Goldman et al., 1983). 

On notera cependant, que les corps de Lewy ne sont spécifiques ni de la SNpc ni de la MP. En 

effet, ces inclusions peuvent également être présentes dans d’autres affections du SNC telles 

que la maladie d’Alzheimer ou même au cours du vieillissement normal (Fearnley and Lees, 

1991). 

 

I.3. Etiologie 

Il existe actuellement un vif débat dans le monde scientifique en ce qui concerne 

l’étiologie de la MP. La difficulté est de discerner les événements à l’origine de la mort des 

neurones de ceux qui sont une conséquence de leur souffrance et de leur mort. Les facteurs 

étiologiques sont divers et laissent penser à une origine multifactorielle de la maladie. 
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Figure 3 : Hypothèses étiologiques de la maladie de Parkinson  

 I.3.1. Les facteurs environnementaux 

L’influence des facteurs environnementaux dans les processus physiopathologiques de 

la MP s’est avérée grâce à de nombreuses études cliniques et épidémiologiques qui ont 

démontré que l’exposition à certains composés chimiques synthétiques était associée à une 

augmentation de l’incidence de la maladie. 

 

I.3.1.1. Le MPTP  

L’un des évènements les plus marquants en faveur de cette hypothèse est la description 

en 1979 d’un syndrome parkinsonien survenu brutalement dans un groupe de jeunes adultes 

californiens qui avaient consommé un mauvais lot de drogue synthétique illicite, la 

mépéridine, substitut de l’héroïne (Davis et al., 1979; Langston et al., 1999). Le produit 

toxique fut ensuite identifié : le 1-methyl-4-phényl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). 

Langston et son équipe ont ensuite mis en évidence le rôle spécifique et mortel du MPTP sur 

les neurones dopaminergiques du système nigro-striée chez l’homme comme chez les 

modèles animaux (Langston et al., 1999). En effet, le radical libre 1-méthyl-4-

phénylpyridinium (MPP
+
), produit par l’oxydation du MPTP par la monoamine oxydase-B 

(MAO-B) est capté par les sites de recapture de la dopamine et détruit les neurones en 

inhibant l’activité du complexe I de la mitochondrie (Przedborski et al., 2004) (Fig. 3). De 

façon surprenante, une grande hétérogénéité interindividuelle est apparue dans le groupe de 

jeunes intoxiqués au MPTP ; alors que certains patients développaient un syndrome 

parkinsonien immédiatement après l’exposition, pour d’autre la dégénérescence s’est 

poursuivie dans les mois et les années qui ont suivi l’injection avec une prolifération 

microgliale constante dans la SNpc (Orr et al., 2002). Le MPTP, en détruisant sélectivement 

et progressivement les neurones dopaminergiques reflétant la physiopathologie de la MP, est 

désormais largement utilisé pour générer des modèles animaux de la maladie. Néanmoins, 

contrairement à la souris et au singe, le rat a la particularité de posséder une grande quantité 

de MAO-B au niveau de ses vaisseaux sanguins aussi, le MPP
+
 est dégradé avant de traverser 
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la barrière hématoencéphalique (BHE). C’est pourquoi, ce modèle n’est réalisable chez le rat 

que suite à l’injection intra-cérébrale du composé par stéréotaxie.   

 

I.3.1.2. Les infections précoces 

Comme nous venons de le voir, le syndrome parkinsonien peut apparaître de 

nombreuses années après l’exposition aux produits toxiques et résulte d’un processus de perte 

neuronale progressif accompagné d’une forte activation microgliale. Suite à cette observation, 

il a été proposé qu’une atteinte prénatale ou précoce du cerveau pouvait enclencher le 

processus neurodégénératif et la perte progressive des neurones dopaminergiques (Martyn and 

Osmond, 1995). Ainsi, une infection intra-utérine pourrait induire une perte cellulaire dans la 

substance noire (SN) du cerveau embryonnaire (ou mésencéphale ventral) prédisposant les 

individus affectés à développer la maladie en raison d’un faible nombre de neurones 

dopaminergiques inné (Landrigan et al., 2005; Logroscino, 2005). Cette prédisposition 

accompagnée des lésions inflammatoires secondaires liées au vieillissement normal ou à une 

infection, pourrait induire l’apparition du syndrome parkinsonien.  Il a d’ailleurs été montré 

que les infections systémiques pouvaient jouer un rôle important dans la progression du 

processus neurodégénératif (Perry et al., 2003).  

 

I.3.1.3. Les pesticides 

L’hypothèse d’une composante toxique environnementale comme origine de la MP est 

désormais largement admise. Des études récentes ont d’ailleurs montré que l’exposition à 

certains pesticides ferait augmenter de 70% le risque de développer des maladies 

neurodégénératives incluant notamment une perte des neurones dopaminergiques de la SNpc 

(Ascherio et al., 2006; Frigerio et al., 2006). Parmi ces pesticides à risque, on recense 

notamment le paraquat, un herbicide qui présente une structure similaire au MPP
+
 (Brooks et 

al., 1999). Des études épidémiologiques ont révélé une relation dose-réponse positive entre les 

expositions cumulées au cours du temps et le risque de développer la MP (Liou et al., 1997). 

La roténone, un puissant insecticide, induit également les symptômes cliniques et 

pathologiques caractéristiques de la MP incluant la perte sélective des neurones 

dopaminergiques nigro-striés via l’inhibition de l’activité du complexe I des mitochondries 

(Liu et al., 2003) (Fig.3). De nombreux autres composés chimiques ont été décrits pour leurs 

effets neurotoxiques délétères tel que le maneb (fongicide) (Thiruchelvam et al., 2000), mais 

également les métaux lourds ( manganèse, fer, zinc, cuivre, mercure et magnésium).  
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I.3.1.4. L’extasie 

L’extasie (ou 3,4-methylenedioxymethamphetamine, MDMA), une drogue aux effets 

euphorisants très populaire chez certains jeunes adultes, a un effet désastreux sur les neurones 

dopaminergiques (Fig.3). Dans le cadre d’une étude réalisée chez des singes et reproduisant 

les taux moyens de consommation chez les jeunes, deux des primates sont rapidement morts 

et les autres présentaient une perte de 40% de leurs neurones dopaminergiques (Ricaurte et 

al., 2002). L’extasie semble donc cibler les neurones dopaminergiques et prédisposer les 

jeunes consommateurs à développer la MP.  

 

 I.3.2. Les facteurs génétiques 

  Même si la forme sporadique idiopathique de la MP semble être la plus répandue, un 

facteur génétique est impliqué dans 10 à 15% des cas (de Silva et al., 2000; Mouradian, 

2002). Cette implication génétique a été suspectée lorsqu’un nombre important de personnes 

de la même famille, à Contursi en Italie, ont développé la MP. De façon plus générale, il 

semblerait que les syndromes parkinsoniens qui apparaissent après 50 ans mettent en jeu des 

facteurs étiologiques environnementaux alors qu’avant cet âge, une origine génétique serait 

davantage incriminée (Tanner et al., 1999). En effet, de nombreuses mutations génétiques ont 

été recensées comme étant associées à des formes familiales rares de la MP. Les gènes mis en 

cause ont été regroupés sous le terme de PARK. Ainsi, alors que certains de ces gènes PARK 

ont pu être identifié, d’autres restent encore méconnus. 

 

I.3.2.1. PARK 1 : L’ -synucléine 

La mutation du gène PARK 1 codant pour la protéine membranaire -synucléine 

induit une forme familiale de la MP qui se transmet de façon autosomale dominante et qui se 

caractérise par la présence de corps de Lewy (Polymeropoulos et al., 1997).  Les 

caractéristiques cliniques sont semblables à celles décrites pour les formes sporadiques de la 

maladie bien que dans le cas présent, l’apparition des premiers symptômes débute dès 46 ans 

(+ 13 ans) et l’espérance de vie est diminuée par rapport à des formes sporadiques de la 

maladie. L’ -synucléine est une protéine capable de lier les membranes lipidiques est 

principalement localisée au niveau des terminaisons présynaptiques. Il semblerait qu’en 

participant à la formation des vésicules présynaptiques, l’ -synucléine permettrait la 

régulation de la synthèse, du stockage et de la libération de la dopamine (Fig.3). La mutation 

de la protéine induirait alors un changement de conformation qui l’a rendrait incapable de 
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former les vésicules. Il en résulterait une accumulation intracytoplamisque de la dopamine et 

un stress oxydatif qui conduirait à la mort des neurones (Goedert, 2001; Lotharius and 

Brundin, 2002).  

 

 

 

I.3.2.2. PARK 2 : La parkine 

De nombreuses mutations du gène PARK 2 codant pour la protéine parkine ont été 

décrites comme étant liées au développement d’un syndrome parkinsonien débutant dès 28 

ans (Kitada et al., 1998). Dans ce cas, la maladie se transmet de façon autosomale récessive et   

se caractérise par l’absence de corps de Lewy. La parkine correspond à une ubiquitine ligase, 

enzyme clé du catabolisme des protéines via le système du protéasome (Giasson and Lee, 

2001). La mutation du gène conduit alors à la formation d’une protéine inefficace pour la 

protéolyse, ce qui entraîne une accumulation protéique anormale (Kitada et al., 2000).  

Il semblerait que d’autres gènes PARK, impliqués dans le processus d’ubiquitination / 

dégradation de protéines, provoquent une MP après mutation (Moore et al., 2003). C’est 

notamment le cas du gène PARK 5 codant pour l’ubiquitine-C-hydrolase (Lansbury and 

Brice, 2002). 

 

 

I.4. Mécanismes de la mort neuronale  

 

 I.4.1. Théorie du stress oxydatif 

Les neurones dopaminergiques de la 

SNpc sont particulièrement exposés au 

stress oxydatif car le catabolisme de la 

dopamine produit des radicaux libres 

via deux voies de dégradation. L’une 

est enzymatique et dépendante des 

monoamines oxidases (MAO), l’autre 

non-enzymatique est provoquée par 

une auto-oxydation (Fig. 4). Par 

ailleurs, les neurones dopaminergiques 

• Dégradation oxydative enzymatique

DA H2O2 + DOPAC (3-4 dihydroxyphenylacétique)
MAO

• Dégradation auto-oxydative

DA H2O2 + O2
.- + DA-quinone

• Dégradation oxydative enzymatique

DA H2O2 + DOPAC (3-4 dihydroxyphenylacétique)
MAO

• Dégradation auto-oxydative

DA H2O2 + O2
.- + DA-quinone

Figure 4 : Les voies de dégradation de la 

dopamine. 
La dégradation oxydative utilise la MAO pour 

produire du peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Maker 

et al., 1981). La dégradation auto-oxydative donne 
simultanément du peroxyde d’hydrogène ainsi que 

le radical superoxide (O2
.-
) (D’après Graham, 
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contiennent d’importante quantité de 

mitochondries et la chaîne respiratoire 

localisée dans la membrane interne de 

ces dernières, est également 

génératrice de radicaux libres. 

Aussi, chez les patients atteints de la MP, de nombreux indices de stress oxydatif sont 

observés dans la SNpc. Selon Jenner et son équipe, les cellules nigrales se retrouveraient en 

condition de stress oxydatif de façon 8 fois plus importante dans la SNpc de parkinsoniens par 

rapport à un individu sain (Jenner, 1998). Par ailleurs, les astrocytes qui sont les seules 

cellules à disposer de la glutathion peroxydase, enzyme clé pour la détoxification des radicaux 

libres, sont peu nombreux dans la SNpc (Damier et al., 1993). Plus particulièrement, la 

quantité de glutathion, co-substrat nécessaire à la détoxification des radicaux libres via la 

glutathion peroxydase, est significativement diminuée dans la SNpc au cours de la MP (Sian 

et al., 1994). Par ailleurs, un déficit en complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale a 

également été observé (Schapira, 1994).  

 Il existe des théories autres que le stress oxydatif pour expliquer l’initiation de la mort 

des neurones dopaminergiques et notamment celle liée à l’excitotoxicité du glutamate 

(Sonsalla et al., 1998). Néanmoins, de multiples arguments plaident en faveur d’un rôle 

important du stress oxydatif dans les mécanismes responsables de la destruction des neurones 

dopaminergiques dans la MP (pour revue : Fahn and Cohen, 1992). A ce sujet, l’analyse de 

l’implication des cellules microgliales dans le processus physiopathologique de la maladie 

renforce cette hypothèse comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant. 

 

 I.4.2. Le rôle des cellules microgliales dans la MP 

L’étude de la composition cellulaire de la SN chez un individu sain révèle une quantité 

importante de cellules microgliales. Il a d’ailleurs été montré que l’injection intracérébrale de 

lipopolysaccharide (LPS) chez le rat, induit une forte activation microgliale qui se traduit par 

une perte sélective des neurones dopaminergiques de la SN (Arimoto and Bing, 2003). Cette 

observation suggère une implication de la microglie dans la pathologie. Cependant, on ne sait 

toujours pas à l’heure actuelle si l’activation de la microglie est une cause ou une conséquence 

de la perte neuronale. En fait, un cercle vicieux liant la mort des neurones et l’activation 

microgliale a été proposé (Fig. 5). 
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De nombreuses études, chez l’homme et l’animal, ont révélé que la proportion de 

cellules microgliales activées augmentait avec l’âge même chez des sujets sains (sans 

traumatisme ni désordre neurodégénératif préalables) (Mackenzie and Munoz, 1998; 

Rozovsky et al., 1998; Sheng et al., 1998). Ce phénomène pourrait donc être à l’origine de 

l’augmentation de l’incidence des maladies neurodégénératives avec l’âge. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Le cercle vicieux de l’activation microgliale et de la mort neuronale.  

(D’après Block and Hong, 2005) 

 

Le rôle spécifique des cellules microgliales sur les neurones demeure toutefois 

contradictoire avec un côté « Dr Jekill » via la libération de facteurs neurotrophiques (Mallat 

et al., 1989; Elkabes et al., 1996) et un côté « Mr Hyde » en raison de la synthèse de 

nombreuses espèces réactives (pour revue : Morale et al., 2006). Par ailleurs, des études ont 

révélé que les neurones dopaminergiques disposent de récepteurs au TNF (Boka et al., 

1994). Or, la fixation du TNF  sur son récepteur neuronal le p75 induirait un programme 

d’apoptose, mécanisme final responsable de la mort des neurones dans la MP (Fig. 6) 

(Damier, 1997; McGuire et al., 2001). Ainsi, la microglie activée en secrétant le TNF   

pourrait avoir un rôle délétère pour les neurones dopaminergiques, particulièrement depuis 

que des études ont montré le rôle protecteur des inhibiteurs de l’activation microgliale dans la 

MP (Liu, 2006; McCarty, 2006). 
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Figure 6: Hypothèse chronologique de la MP. 
L’agent étiologique environnemental ou génétique pourrait entraîner un dysfonctionnement 

métabolique responsable d’une production accrue de radicaux libres oxygénés. Les conséquences 
de l’excès de radicaux libres seraient surtout marquées dans la population neuronale la plus 

vulnérable au stress oxydatif, les neurones dopaminergiques de la SNpc. Ces perturbations 

neuronales déclencheraient alors une activation microgliale, capable de produire des cytokines 

telles que le TNF  à l’origine de la mise en route du programme d’apoptose (D’après Damier, 

1997). 

 

I.5. Interventions thérapeutiques 

 La MP est caractérisée par une perte neuronale dopaminergique qui conduit à un 

déficit en dopamine dans le striatum. C’est pourquoi, les stratégies thérapeutiques se sont 

orientées vers une reconstitution de la concentration dopaminergique intracérébrale. 

 

 I.5.1. Les traitements pharmacologiques 

 Indéniablement, les agents pharmacologiques jouent un rôle important dans le 

traitement symptomatique de la MP. Les améliorations comportementales observées suite à 

l’apport du précurseur dopaminergique, la lévodopa (L-DOPA), réserve à ce médicament la 

place de traitement de référence de la maladie. C’est en 1969 que Cotzias et son équipe ont 

observé qu’une administration orale de L-DOPA avait des effets spectaculaires, à court et à 

long terme sur la symptomatologie de la MP (Cotzias et al., 1969). En effet, la dopamine ne 

pouvant traverser la BHE, c’est la L-DOPA qui est largement utilisée. Une fois convertie en 

dopamine par la dopa-décarboxylase cérébrale, la L-DOPA permet une augmentation de la 

concentration de dopamine dans le striatum et provoque un soulagement des symptômes 

parkinsoniens. Toutefois, après une période nommée « lune de miel », durant laquelle le 

traitement demeure efficace, sur le long terme, la dopathérapie présente des fluctuations 

d’efficacité. Celles-ci se manifestent par une réapparition temporaire de la symptomatologie 

parkinsonienne, ou des dyskinésies c’est-à-dire des mouvements anormaux involontaires 

(Derkinderen and Vidailhet, 2002; Thobois et al., 2005). Ces complications apparaissent dans 

60% des cas après 5 ans de traitement et dans 90% des cas après 10 ans de traitement. Dans le 

but de réduire ces complications motrices, les agonistes dopaminergiques, qui agissent 

directement sur les récepteurs dopaminergiques, sont désormais introduits de plus en plus 

précocement dans le traitement des patients (Rascol, 1999; Damier et al., 2000). A l’inverse 

de la L-DOPA, leur activité pharmacologique est indépendante du stock de neurones 

dopaminergiques puisqu’ils agissent directement sur les récepteurs post-synaptiques qui sont 

en partie préservés au cours de la maladie (Playford and Brooks, 1992). Cependant, les 
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agonistes dopaminergiques semblent moins efficaces que la L-DOPA, si bien qu’une 

association avec cette dernière est nécessaire pour une optimisation du traitement. 

 Outre l’apport de dopamine ou l’administration d’agonistes dopaminergiques, des 

traitements pharmacologiques ciblent les enzymes participant à la dégradation de la 

dopamine. Ainsi, de nombreux inhibiteurs de la MAO-B ou de la catéchol-O-méthyl 

transférase (COMT), enzymes responsables du catabolisme de la dopamine, ont été 

commercialisés dès les années 70. Ces traitements, en combinaison avec la L-DOPA,  

prolongent effectivement la durée d’action de cette dernière (Lees et al., 1977).   

 

 I.5.2. Le traitement chirurgical 

 C’est en 1987 que Benabid et son équipe ont montré que la stimulation cérébrale 

profonde à haute fréquence pouvait stopper les tremblements intenses observés chez des 

patients présentant des lésions cérébrales (Benabid et al., 1987). Puis, cette technique a 

rapidement été adaptée à la MP. La stimulation des noyaux subthalamiques améliore 

significativement la symptomatologie parkinsonienne, réduit les fluctuations motrices à 

l’origine des dyskinésies et permet la réduction voire l’arrêt de la prise de L-DOPA (Limousin 

et al., 1998). Néanmoins, le nombre des candidats potentiels à cette chirurgie demeure limité 

car seuls des patients relativement jeunes atteints de formes idioathiques de la MP et 

répondant favorablement à la L-DOPA peuvent y prétendre. En outre, le coût de cette 

chirurgie demeure très élevé. 

 

 I.5.3. Les stratégies de protection et de réparation 

Outre les traitements pharmacologiques et chirurgicaux qui agissent davantage sur les 

symptômes de la MP dans le but d’améliorer le quotidien des patients, des stratégies parallèles 

se sont développées afin de stopper la progression de la maladie. Il s’agit d’une part de la 

neuroprotection qui vise à enrailler le processus neurodégénératif et d’autre part, de la 

transplantation intracérébrale visant à rétablir une transmission dopaminergique 

physiologique (pour revue : Bonuccelli and Del Dotto, 2006). 

 

I.5.3.1. La neuroprotection 

La protection des neurones dopaminergiques contre le processus dégénératif dans la 

MP peut être envisagée à différents niveaux d’évolution de la perte neuronale.  
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   a. Les anti-oxydants 

La théorie du stress oxydatif étant à ce jour l’hypothèse étiologique la plus défendue, 

différents anti-oxydants ont été testés. Plus particulièrement, la selegiline, un puissant 

inhibiteur de la MAO-B, également connu pour ses propriétés anti-oxydantes permet de 

réduire le mécanisme apoptotique et peut présenter une action neurotrophique (Ebadi et al., 

2002). Une étude clinique a été réalisée à la fin des années 80 et a révélé que la selegiline 

pouvait retarder la prise de L-DOPA et entraîner une légère amélioration symptomatique mais 

que ses effets bénéfiques étaient de courte durée (Shoulson, 1998).  

 

   b. Les anti-inflammatoires 

La plupart des études portant sur le processus neurodégénératif s’accordent pour 

attribuer un rôle important aux cellules microgliales dans la physiopathologie de la maladie. 

Aussi, des traitements par des agents anti-inflammatoires ont également été envisagés. Plus 

particulièrement, il a été montré que la minocycline, un antibiotique semi synthétique 

récemment décrit pour ses propriétés anti-inflammatoires (Yrjanheikki et al., 1998) pouvait 

induire une augmentation de la survie des neurones dopaminergiques dans des modèles 

animaux de la maladie (Du et al., 2001; He et al., 2001; Quintero et al., 2006). 

 

   c. Les anti-apoptotiques 

La mort des neurones dopaminergiques semblant être due à un processus apoptotique 

caspase-dépendant, les drogues à potentiel anti-apoptotique représentent une stratégie 

neuroprotectrice intéressante. Dès lors, les inhibiteurs de caspases (cyclosporine A) ainsi que 

les inhibiteurs de relargage du cytochrome C par les mitochondries (minocycline) sont 

potentiellement utilisables pour inhiber la mort des neurones. Cette possibilité est confortée 

par le fait que des souris transgéniques surexprimant le gène anti-apoptotique bcl-2 sont 

résistantes à la toxicité induite par le MPTP (Offen et al., 1998; Yang et al., 1998). 

Néanmoins, l’importance physiologique du processus de mort programmée dans les autres 

tissus, nécessite d’envisager l’utilisation de ces traitements anti-apoptotiques avec 

précautions. 

 

   d. Les facteurs neurotrophiques 

Une autre approche thérapeutique est basée sur la protection des neurones via l’apport 

de facteurs neurotrophiques, protéines connues pour empêcher la mort neuronale pendant le 

développement embryonnaire mais également chez l’adulte en cas de lésion.  Certains de ces 
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facteurs ont été rapportés pour leur effet neuroprotecteur et leur utilisation potentielle dans le 

traitement de la MP. Le GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor), le BDNF 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Hoglinger et al., 1998; Erickson et al., 2001) sont les 

principaux facteurs neurotrophiques actifs sur les neurones dopaminergiques. En effet, la 

microinjection de GDNF dans le striatum ou la SNpc induit une protection des neurones 

dopaminergiques dans des modèles animaux de la MP (Tang et al., 1998; Bjorklund et al., 

2000). Cependant, les études cliniques ont jusqu’alors donné des résultats mitigés et 

contradictoires (Gill et al., 2003; Nutt et al., 2003). Par ailleurs, il a été montré que le bFGF 

(basic Fibroblast Growth Factor) pouvait avoir un effet protecteur via l’interruption de la 

cascade neurodégénérative (Guo et al., 1999). Plus récemment, Petrova et son équipe ont 

rapporté l’existence d’un facteur neurotrophique spécifique des neurones dopaminergiques, le 

MANF (Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor) secrété par les astrocytes du 

mésencéphale (Petrova et al., 2004). Ce dernier, en combinaison avec d’autres facteurs 

pourrait permettre une protection significative des neurones dopaminergiques.  

Bien que les facteurs neurotrophiques aient démontré leur efficacité dans des modèles 

animaux de la MP, leur incapacité à transiter à travers la BHE nécessite leur administration 

locale directe par injection intracérébrale. Expérimentalement, une libération locale du facteur 

neurotrophique peut être obtenue via l’utilisation de pompes osmotiques (Yurek, 1998) ou par 

l’implantation de microsphères biodégradables (Menei et al., 2000). Alternativement, des 

vecteurs viraux recombinants exprimant le GDNF, par exemple, ont démontré leur efficacité 

dans des modèles animaux de la MP (Bjorklund et al., 2000). Cependant, la symptomatologie 

parkinsonienne n’apparaissant qu’après une mort neuronale substantielle (60% des neurones 

dopaminergiques), il semble difficile de concevoir une récupération fonctionnelle en 

procédant à la neuroproctection des neurones restants. En revanche, cette chirurgie 

intracérébrale consistant à apporter des facteurs neurotrophiques prendrait tout son sens si le 

diagnostic de la maladie pouvait être établit plus précocément.  

 L’utilisation des facteurs neurotrophiques présente cependant un intérêt certain dans 

les thérapies par substitution cellulaire (voir I.5.3.2). En effet, il a été montré que le 

prétraitement par des facteurs neurotrophiques ou l’addition de ces facteurs à la suspension 

cellulaire permettrait une augmentation significative du taux de survie des neuroblastes 

transplantés (Mayer et al., 1993; Sauer et al., 1993; Yurek et al., 1996; Sullivan et al., 1998). 

 

I.5.3.2. La substitution neuronale 
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Le potentiel de régénération du système nerveux central (SNC) de l’adulte étant très 

limité, la transplantation neuronale a été rapidement proposée comme stratégie réparatrice 

dans les maladies  neurodégénératives. Elle parait particulièrement applicable lorsque la mort 

neuronale concerne des populations homogènes sur le plan neuroanatomique et 

neurochimique. La perte sélective des neurones dopaminergiques de la SNpc a fait de la MP 

un modèle de choix pour le développement de cette approche. En effet, les neurones atteints 

sont bien caractérisés et leur cible principale, le striatum correspond à une structure 

anatomique complexe mais bien définie et facilement accessible. 

 

 

CONCLUSION I 

Au cours de la dernière décennie, des progrès remarquables ont été réalisés pour la 

compréhension de la biologie de la MP. Ces avancées ont permis d’envisager des thérapies 

nouvelles d’abord en ce qui concerne les améliorations symptomatiques de la maladie via le 

développement de nombreux médicaments pouvant notamment protéger les neurones 

dopaminergiques. Mais l’espoir thérapeutique majeur, réside dans le potentiel réparatateur 

que représente la substitution neuronale. En effet, le remplacement des neurones perdus par 

des neurones sains pourrait déboucher sur une restauration fonctionnelle et donc, un arrêt des 

traitements pharmacologiques. Dans ce domaine de nombreuses études ont déjà été réalisées 

comme nous allons le détailler dans le paragraphe suivant.  
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II. LES DIFFERENTES STRATEGIES DE TRANSPLANTATION DANS 

LA MALADIE DE PARKINSON 

 

 Face à l’enjeu que représente la substitution neuronale, de nombreuses équipes de 

recherche, y compris la nôtre, étudient qu’elles cellules seraient potentiellement les meilleures 

candidates pour induire une réparation fonctionnelle optimale après leur transplantation 

intracérébrale. C’est ainsi que de nombreuses voies de recherche ce sont développées aussi 

bien dans le domaine de l’auto-, de l’allo- ou de la xénotransplantation.  

 

II.1. L’autotransplantation 

Les premières tentatives de transplantation chez l’homme ont été effectuées vers le 

milieu des années 80, à partir de fragments tissulaires issus d’une glande médullo-surrénale 

(Backlund et al., 1985; Madrazo et al., 1988). Cependant, la survie de ces cellules placées en 

conditions ectopiques dans le SNC étant de courte durée, leur intégration dans le réseau 

striatal était impossible. Ce type d’intervention provoquait, en outre, une importante morbidité 

liée à la double intervention chirurgicale (abdominale puis neurochirurgicale). Cette voie a 

donc été totalement abandonnée mais a conforté l’opinion scientifique dans l’intérêt de 

l’utilisation de cellules neurales fœtales (Dunnett et al., 2001). 

L’implantation de cellules autologues génétiquement modifiées pour libérer de la 

dopamine correspond à une approche largement étudiée pour restaurer les taux 

dopaminergiques striataux. Ainsi, des fibroblastes isolés de la peau de rats et génétiquement 

modifiés pour exprimer le gène de la tyrosine hydroxylase (TH), première enzyme de 

synthèse des catécholamines, induisent la libération de L-DOPA après transplantation 

intrastriatale (Wolff et al., 1989; Fisher et al., 1991). Cependant, le devenir de telles cellules 

dans le SNC reste mal compris. L’utilisation de virus amenant le gène de la TH directement 

dans le striatum permet également d’augmenter les concentrations dopaminergiques. 

Toutefois, ces approches sont restées dans le domaine de l’expérimentation animale (During 
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et al., 1994; Horellou et al., 1994). La libération constitutive de dopamine ne semble pas aussi 

efficace pour améliorer les symptômes parkinsoniens que la transplantation de neurones 

dopaminergiques car ceux-ci régulent le métabolisme de la dopamine et sont susceptibles 

d’établir des synapses fonctionnelles (Bjorklund, 1992, 1993).       

 

 

II.2. L’allotransplantation 

L’emploi des neuroblastes, neurones embryonnaires 

encore immatures, comme source de cellules implantables dans 

le cas de la MP est le plus étudié depuis une trentaine d’années. 

Les cellules destinées à être greffées sont obtenues à partir du 

mésencéphale ventral (MV) fœtal (Fig. 7), qui correspond à 

l’ébauche de la SN lors du développement embryonnaire.  

A ce stade du développement, les neurones dopaminergiques de la SN amorcent leur 

différenciation terminale. Les cellules sont donc prélevées, puis greffées dans le striatum hôte 

afin que leurs axones recolonisent en partie cette structure et rétablissent l’apport en dopamine 

pour une restauration fonctionnelle.  

 

 II.2.1. L’expérimentation animale 

Le remplacement des neurones dopaminergiques perdus au cours du processus 

physiopathologique de la MP est une stratégie largement explorée notamment via l’utilisation 

de tissus allogéniques. En effet, de nombreuses études d’allogreffes de neurones 

dopaminergiques immatures (ou neuroblastes) issus du MV embryonnaire ont été réalisées. 

Bien qu’il ait été montré que des neurones embryonnaires pouvaient émettre des 

axones sur de longues distances après leur implantation dans le SNC adulte (Gaillard et al., 

2004), la transplantation de neuroblastes dans la SN adulte, ne permet pas de réafférenter 

efficacement le striatum (Isacson and Deacon, 1997). En revanche, placés directement dans 

le striatum, ces neurones immatures émettent des axones qui colonisent en partie cette 

structure, synthétisent et libèrent de la dopamine et forment des synapses fonctionnelles avec 

les cellules de l’hôte. Réciproquement, les neurones transplantés sont susceptibles de 

recevoir des afférences du striatum lui-même et du cortex frontal. Ainsi, une fraction des 

neuroblastes mésencéphaliques implantés survivent de façon prolongée et reconstituent, bien 

qu’en situation ectopique, une cytoarchitecture proche de la normale (Doucet et al., 1989). La 

Figure 7 : Localisation du MV 
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confirmation de la formation de synapses fonctionnelles et d’une régulation dopaminergique 

appropriée par les cellules greffées vient de l’observation de la disparition des dyskinésies 

induites par les traitements prolongés à la L-DOPA, après la transplantation (Gaudin et al., 

1990). D’autre part, des études ont révélé l’augmentation de l’activité métabolique du 

striatum de singes traités au MPTP après l’implantation de neuroblastes mésencéphaliques 

(Collier et al., 1997).  

A travers plusieurs épreuves comportementales, le caractère fonctionnel des implants a 

été démontré. C’est le cas de l’activité rotatoire, induite par l’amphétamine chez le rat ayant 

subi une destruction unilatérale de la SN. Cette activité anormale, témoin de la dénervation 

dopaminergique, est supprimée voire même inversée quelques semaines après les greffes 

intrastriatales ipsilatérales de neuroblastes mésencéphaliques (Herman and Abrous, 1994). 

Ces expérimentations ont également montré que des neurones fœtaux allogéniques pouvaient 

survivre efficacement dans le striatum sans apport de traitement immunosuppresseur. Le 

greffon paraît alors immunologiquement inerte vis-à-vis du système immunitaire de l’hôte. 

Cependant, cet état apparent de tolérance peut être rompu par une réaction de rejet, induite 

dans un tissu périphérique. Duan et son équipe ont ainsi montré qu’une greffe de peau du 

donneur, consécutive à la transplantation intracérébrale, pouvait provoquer une réaction de 

rejet de la part du receveur, surtout lorsque les deux interventions étaient proches l’une de 

l’autre (Duan et al., 1997). De nos jours, la possibilité que des allogreffes intracérébrales 

puissent faire l’objet d’une réaction de rejet dans les mois qui suivent l’opération paraît de 

plus en plus plausible.  

Bien que toutes ces études confirment un rôle bénéfique des cellules fœtales 

dopaminergiques implantées, il convient de préciser que dans les modèles animaux de la MP 

les syndromes parkinsoniens apparaissent suite à une destruction massive et sélective des 

neurones dopaminergiques via l’utilisation d’une substance neurotoxique. Cette dernière tend 

à éliminer rapidement la SN de tous ses neurones dopaminergiques alors que dans la forme 

humaine de la maladie, c’est une perte neuronale progressive et incomplète qui génère la 

symptomatologie.  

 

 II.2.2. Les applications cliniques 

Les données expérimentales encourageantes obtenues dans les modèles animaux, ont 

rapidement amené Lindvall et ses collaborateurs à procéder aux premiers essais cliniques en 

1987 afin d’étudier la survie des neuroblastes dopaminergiques transplantés dans le cerveau 

de parkinsoniens (Lindvall et al., 1989). Pour des raisons de méthodologie, ces premières 
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données n’ont pas été concluantes quant à la survie du greffon, mais un an plus tard, la même 

équipe présentait la première preuve de la survie des neurones dopaminergiques associée à 

des bénéfices cliniques substantiels (Lindvall et al., 1990). Ainsi, il a été observé que 

l’amélioration clinique était graduelle entre 6 et 24 mois après la transplantation (Fig. 8) et 

était associée à la restitution de l’activation des mouvements liés au cortex moteur et 

prémoteur (Piccini et al., 2000).  

D’autre part, sur les 30 patients Européens greffés, l’un a vu ses symptômes 

disparaître et a pu se passer totalement de médicaments et une dizaine d’entre eux ont vu 

certains de leurs symptômes moteurs s’atténuer, notamment la bradykinésie. En moyenne, 

l’augmentation de l’activité dopaminergique dans la zone malade est de 60%, deux ans après 

la transplantation. Dans tous les cas, la greffe a permis de réduire les doses du traitement 

médicamenteux par la L-DOPA et d’en éliminer ainsi les effets secondaires. Les neurones 

dopaminergiques fœtaux humains peuvent survivre de façon fonctionnelle pendant plus de 10 

ans dans le striatum de patients parkinsoniens sans montrer de signes d’altération par le 

processus neurodégénératif. Les neuroblastes greffés semblent donc être thérapeutiquement 

efficaces (Freed et al., 1992; Freeman et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des études ont par ailleurs montré le rôle prépondérant joué par les progéniteurs des 

cellules gliales transplantés simultanément avec les neuroblastes dans la suspension cellulaire. 

En effet, les facteurs secrétés par les cellules gliales, importants pour la maturation et la 

connexion des neurones dopaminergiques au cours du développement, influencent également 

Figure 8 : Suivi des greffes neuronales 

Cette série de quatre images résume 

l'évolution de la fonction dopaminergique 

striatale chez un patient atteint de la MP, 
avant et 3, 6 et 12 mois après que celui-ci 

ait reçu une greffe de cellules 

dopaminergiques dans un striatum. Avant 
greffe, l'imagerie tomographique par 

émission de positons (TEP) avait permis de 

constater une disparition presque complète 
du signal 18F-Fluorodopa chez ce malade. 

Dès le 3ème mois et se poursuivant jusqu'à 

12 mois après la greffe de neurones 

embryonnaires dopaminergiques. On 
constate, du côté transplanté, une 

augmentation du signal TEP 

correspondant à la greffe (flèches) qui 
s'accompagne en parallèle d'une 

amélioration clinique significative (Remy 

P. et al., 1995). 



 31 

le développement et l’intégration des tissus embryonnaires greffés dans un cerveau adulte. La 

glie en libérant des facteurs angiogéniques, fournit un milieu propice au développement 

autonome normal des cellules fœtales mésencéphaliques transplantées. Par ailleurs, il a été 

montré que les cellules allogéniques foetales implantées dans un cerveau hôte immature 

manifestaient une grande capacité de migration dans le cerveau de l’hôte associée à une 

croissance neuritique ciblée (Isacson and Deacon, 1997), c’est-à-dire dirigée vers les aires 

cérébrales qui constituent leurs cibles naturelles. En revanche, les cellules fœtales neurales 

transplantées dans un cerveau adulte demeurent à l’état d’agrégats au niveau du site 

d‘implantation, avec une extension axonale moins importante qui met en évidence 

l’émergence de phénomènes inhibiteurs. Cependant, des cellules fœtales humaines implantées 

dans le cerveau de rat adulte émettent des axones dont la croissance est ciblée (Wictorin et al., 

1992). Il semble donc que la signalisation directionnelle fournie aux axones pour leur 

cheminement vers la région cible de l’hôte persiste, au moins en partie, dans le cerveau 

adulte.  

 

 II.2.3. Les limites de l’allotransplantation neuronale 

 Outre les résultats bénéfiques observés sur le long terme pour certains patients, les 

analyses ont toutefois révélé une grande variabilité des améliorations entre les centres d’étude 

mais également parmi les patients d’un même centre. Par ailleurs, de nombreux patients 

transplantés ont développé des dyskinésies. La compréhension des mécanismes sous-jacents 

au développement de ces dyskinésies est essentielle et de nombreux auteurs postulent que la 

greffe, en produisant un excédent de dopamine par endroit, pourrait être responsable de 

l’apparition des mouvements involontaires. D’autre part, il a été observé que la plupart des 

patients qui présentaient des améliorations motrices suite à la transplantation étaient 

également ceux qui développaient des dyskinésies (Freed et al., 1990; Freed et al., 2001), 

suggérant une production de dopamine d’abord suffisante puis excédentaire. Cette émergence 

des dyskinésies chez les patients transplantés témoigne de la limite des modèles animaux chez 

lesquels ces effets secondaires n’ont pas été recensés. En effet, l’un des facteurs dont 

l’expérimention animale ne tient pas compte sont les dyskinésies pré-opératoires dont 

souffrent les patients préalablement traités avec des anti-parkinsoniens. D’autre part, il a été 

suggéré que l’âge des patients pouvait jouer un rôle important dans la réussite de la 

transplantation. Freed et ses collaborateurs ont tout d’abord suggéré que les patients plus 

jeunes pourraient présenter davantage d’améliorations suite à la transplantation cellulaire 

(Freed et al., 2001). Puis, ils ont finalement pu mettre en évidence que le facteur déterminant 
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l’importance des bénéfices cliniques était la réponse préopératoire à la L-DOPA et non l’âge 

des individus.  

 Chaque patient parkinsonien présente un profil unique de dénervation, la localisation 

de la greffe est donc également un facteur crucial qui devrait être inhérent à chaque patient. 

Taylor et son équipe ont montré que l’emplacement de la greffe dans le striatum de singe 

influençait le niveau de réparation fonctionnelle observé (Taylor et al., 1995).  

 La préparation conditionne également la survie des cellules après leur transplantation 

et devrait suivre un protocole standard. Ainsi, la culture des cellules du donneur avant la 

transplantation augmente le risque de développer des dyskinésies (Hagell et al., 2002) et la 

cryopréservation préalable des tissus mésencéphaliques donne des résultats peu convaincants 

(Collier et al., 1987; Redmond et al., 1988; Sauer et al., 1992). Par ailleurs, il semble que 

l’âge du donneur joue un rôle important puisque des donneurs plus jeunes induisent davantage 

de cellules dopaminergiques après transplantation, mais sont également associés à une plus 

grande incidence d’apparition des dyskinésies en comparaison avec des donneurs plus âgés. 

La quantité de cellules implantées à également son importance puisque Sladek et ses 

collaborateurs ont montré que lorsque la quantité de cellules transplantées dans un modèle 

parkinsonien chez le singe est doublée, la survie cellulaire n’est pas pour autant prolongée. De 

plus, il semblerait que plusieurs petites greffes produiraient une meilleure augmentation de la 

dopamine striatale et induiraient une meilleure efficacité comportementale que les 

macrogreffes (Sladek et al., 1998). Cependant, le développement et la maturation du greffon 

sont parfois incertains car seul 5 à 10% des cellules dopaminergiques transplantées survivent, 

les autres meurent par apoptose dans les quelques jours qui suivent l’opération. Comme décrit 

précédemment, un prétraitement des tissus embryonnaires avec des facteurs neurotrophiques 

peut diminuer cette perte cellulaire.  

 Mais la limite la plus importante pour l’application généralisée de l’allotransplantation 

neuronale est la disponibilité restreinte des neuroblastes dopaminergiques humains ainsi que 

les problèmes éthiques liés à leur utilisation. Cette technique est également limitée par les 

problèmes logistiques liés à la collaboration étroite nécessaire entre obstétriciens qui 

procèdent à l’IVG (Interruption Volontaire de Grossesse), neurobiologistes capables de 

disséquer les régions cérébrales d’intérêt et les neurochirurgiens qui greffent par stéréotaxie. 

En effet, chaque implantation nécessite de l’ordre de 7 fœtus obtenus par IVG et le traitement 

complet requiert une transplantation dans chaque hémisphère (Isacson et al., 2001; Bjorklund 

et al., 2003; Soderstrom et al., 2006).  
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II.3. La xénotransplantation 

 

 II.3.1. La xénotransplantation comme alternative aux limites de 

l’allotransplantation 

L’allotransplantation caractérisée par l’utilisation d’embryons humains, pose des 

problèmes éthiques dans de nombreux pays. C’est pourquoi, la recherche d’une nouvelle 

source cellulaire s’est imposée et a conduit à la transplantation de neurones de mammifères 

domestiques. L’espèce animale actuellement choisie comme donneur est le porc. Bien que 

l’on se soit tout d’abord intéressé aux primates non humains, comme les chimpanzés et les 

babouins, espèces plus proches de l’homme, des difficultés d’ordre éthique, économique et 

infectieuse sont apparues. Le porc s’est alors révélé comme le seul animal permettant une 

exploitation à long terme de la xénotransplantation, ce malgré la grande distance 

phylogénétique qui le sépare de l’homme. Un élevage facile, la consommation des animaux 

sacrifiés, la taille et le poids des organes proches de ceux de l’homme, sont autant d’atouts 

majeurs. De plus, le recours à des porcs domestiqués depuis longtemps et qui font l’objet d’un 

élevage industriel est certainement mieux accepté par le public que le recours à des babouins. 

Le choix du porc libère également des risques et contraintes liés à l’utilisation d’espèces 

animales protégées et peu prolifiques. En effet, le porc fœtal est une source neuronale 

particulièrement intéressante puisque chaque portée contient une quinzaine d’embryons. Il 

fournit ainsi un matériel abondant selon des temps relativement cours, puisque le porc est 

sexuellement mature à 9 mois et la période de gestation est de 3 mois, 3 semaines et 3 jours. 

Par ailleurs, le statut immunologique spécifique du SNC, l’utilisation de transplants issus de 

tissus nerveux immatures ainsi que la possibilité de moduler la réponse immunitaire mise en 

jeu via l’obtention de porcs transgéniques sont autant de perspectives immunologiques 

favorables à la xénotransplantation. De plus, ce type de greffe permet de planifier le 

prélèvement et l’acte chirurgical, de traiter le donneur et le receveur, si besoin avant la 

transplantation, pour prévenir le rejet ou induire la tolérance (Cascalho and Platt, 2001).  
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D’un point de vue psychosocial, la xénotransplantation représente là encore une 

approche thérapeutique intéressante puisqu’une étude suédoise (1999)  a révélé que 66% des 

personnes en attente d’une greffe de rein se disaient prête à accepter une xénotransplantation 

si les risques étaient équivalents à ceux d’une allotransplantation, contre 60% de la population 

générale. En revanche, le pourcentage descend à 16% lorsque les risques sont plus importants.  

   

 II.3.2. Les risques sanitaires  

A la différence de l’allotransplantation et à condition de maintenir les animaux dans 

des conditions exemptes d’organismes pathogènes spécifiques (EOPS), il est possible d’éviter 

la transmission de la plupart des agents infectieux, dont le cytomégalovirus (Gollackner et al., 

2003). Cependant, un risque majeur concerne les virus endogènes intégrés dans le génome 

porcin : les PERV (Porcin Endogenous Retrovirus). En effet, il a été montré que des PERV 

pouvaient être libérés de certaines lignées cellulaires porcines et infecter des cellules 

humaines in vitro (Patience et al., 1997; Weiss, 1999). Cependant, des analyses réalisées chez 

des patients ayant été en contact avec des tissus porcins n’ont révélé aucun signe d’infection 

dans les années qui ont suivi (Paradis et al., 1999) suggérant que cette transmission ne se 

produit pas in vivo. Certains auteurs suggèrent même que les PERV représenteraient 

davantage un risque théorique et politique qu’un risque réel. Néanmoins, la menace 

infectieuse pourrait augmenter avec l’utilisation de porcs transgéniques. Aussi, pour écarter 

tous risques de transmission il est envisagé de sélectionner des porcs dépourvus de PERV ou 

avec des PERV inactifs.   

 

 II.3.3. L’expérimentation animale 

Outre leur intérêt méthodologique, les cellules embryonnaires porcines ce sont 

révélées comme étant des outils efficaces dans les modèles animaux de maladies 

neurodégénératives. En effet, après les premières études ayant mis en évidence que les 

xénogreffes de cellules dopaminergiques dérivant du MV d’embryons de porc âgés de 21 à 26 

jours pouvaient survivre dans un cerveau de rat adulte parkinsonien immunodéprimé 

(Freeman et al., 1988; Huffaker et al., 1989), l’intérêt pour ces cellules s’est largement 

développé. Au-delà de cette survie à long terme, les xénogreffes de cellules neurales dans des 

modèles animaux de la MP présentent une capacité de croissance axonale sur de longues 

distances (Wictorin et al., 1990a; Wictorin et al., 1990b; Wictorin et al., 1992; Deacon et al., 

1994; Thompson et al., 2005). Isacson et ses collaborateurs ont montré que cette croissance 



 35 

était orientée vers les cibles cérébrales naturelles dans le cerveau adulte (Isacson et al., 1995). 

En effet, les cellules astrogliales en développement issues des embryons porcins et 

transplantées avec les cellules neuronales migrent vers la substance blanche, alors que les 

axones des cellules neuronales innervent préférentiellement la substance grise. De façon plus 

générale, des neurones isolés à partir de diverses aires cérébrales de fœtus porcins, 

transplantés dans des régions lésées homotypiques ou ectopiques du cerveau de rat  adulte, 

peuvent émettre des axones qui recolonisent les régions normalement afférentées par les 

neurones détruits pour reconstituer partiellement la cytoarchitecture (Isacson and Deacon, 

1996). Il semble donc que les neurones fœtaux porcins puissent utiliser les voies de guidage 

axonal dans le cerveau adulte pour atteindre sélectivement leurs cibles. Cette croissance 

axonale spécifique traverse donc la barrière inter-espèce suggérant que ce mécanisme de 

guidage est fortement conservé.  La croissance axonale spécifiquement ciblée et inter-espèce 

permet donc aux neuroblastes dopaminergiques d’embryons de porc de reconstituer, en 

quelques mois, une innervation dopaminergique efficace dans des modèles de rats 

parkinsoniens immunodéprimés. En effet, une récupération fonctionnelle significative a été 

observée chez les rats transplantés et le degré de récupération a pu être corrélé au nombre de 

cellules TH
+
 ainsi qu’à la taille du greffon (Galpern et al., 1996).  

 

 II.3.4. Les essais cliniques 

Les résultats encourageants obtenus chez les modèles animaux de la MP ont conduit 

les chercheurs à procéder aux essais cliniques afin d’étudier la faisabilité et l’efficacité d’une 

implantation de cellules embryonnaires porcines dans le striatum dénervé de parkinsoniens 

(Pakzaban and Isacson, 1994).  

 La première étude a été réalisée sur 12 patients parkinsoniens greffés unilatéralement ; 

6 ont reçu un traitement immunosuppresseur (ciclosporine A) et les 6 autres ont été 

transplantés avec des cellules préalablement traitées avec un anticorps anti-CMH I porcin. Les 

greffes ont été bien tolérées avec une amélioration des scores moteurs de 30% pour certains 

patients 1 an après l’opération. De plus, aucun PERV n’a été détecté dans la suspension 

cellulaire avant la greffe ni après la transplantation chez le patient. Cependant, l’amélioration 

motrice observée n’a pu être corrélée à une activité dopaminergique restaurée (Schumacher et 

al., 2000). L’analyse post-mortem d’un patient décédé 7 mois après l’opération d’une embolie 

pulmonaire, a révélé la présence de quelques neurones dopaminergiques porcins dans le 

greffon mais en nombre restreint (Deacon et al., 1997; Fink et al., 2000). Ceux-ci étaient 
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toutefois capables d’émettre des axones localisés à l’intérieur du greffon, mais susceptibles de 

coloniser également le parenchyme striatal de l’hôte.  Ces résultats ont montré qu’une fraction 

minime des neurones xénogéniques transplantés unilatéralement pouvait survivre et se 

différencier dans le striatum de patients parkinsoniens soumis à un traitement 

immunosuppresseur. On pense de nos jours que celui-ci était insuffisant. 

La seconde étude a consisté en l’analyse de l’effet des greffes xénogéniques bilatérales 

pour 10 patients parkinsoniens soumis à un traitement immunosuppresseur par la ciclosporine 

A versus 8 patients placebo (opération sans injection de cellules). De façon surprenante, les 

deux groupes de patients ont présenté des améliorations significatives de leurs symptômes 

moteurs. D’autre part, la moitié des patients transplantés ont développé des dyskinésies 

(Olanow et al., 2003).  

 

 

CONCLUSION II 

Malgré ces résultats décevants, la xénotransplantation intracérébrale ne doit pas être 

remise en question. Les paramètres expérimentaux tels que la quantité de cellules 

transplantées, l’utilisation d’une suspension cellulaire ou de pièces de MV, l’implantation 

unilatérale ou bilatérale et enfin l’application ou non de traitements immunosuppresseurs sont 

autant de questions qui doivent faire l’objet d’études approfondies puisque l’intérêt de cette 

thérapie a été largement démontré dans les modèles animaux de la maladie. Par ailleurs, outre 

les nombreux avantages logistiques, éthiques et de disponibilité que représentent les cellules 

xénogéniques, la xénotransplantation intracérébrale correspond à une stratégie de substitution 

de premier choix puisque l’intégration des cellules greffées est optimisée par les 

caractéristiques immunologiques particulières du SNC. En effet, celui-ci offre un terrain 

favorable à la xénotransplantation cellulaire en raison de sa spécificité immunologique qui lui 

a valu d’être longtemps considéré comme un site immunologiquement privilégié. Les bases de 

ce privilège immun seront détaillées dans le paragraphe suivant de ce manuscrit.  
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 III. LE SYSTEME IMMUNITAIRE DU CERVEAU 

 

C’est en 1953 que le terme de site immunologique privilégié a été proposé pour 

qualifier les régions anatomiques dans lesquelles une greffe pouvait survivre plus longtemps 

que dans les autres régions (Billingham and Boswell, 1953). Le cerveau à longtemps été 

considéré comme l’un de ces sites (Barker and Billingham, 1977) en raison d’une anatomie 

locale particulière. De ce fait, il était supposé qu’il était « plus bénéfique pour l’organisme de 

ne pas transformer le cerveau en un champ de bataille dans lequel la réponse immunitaire 

pouvait être plus endommageante que l’antigène qui l’a provoquée » (Leslie Brent, 1990).  

 

III.1. Caractéristiques anatomiques uniques du SNC 

Notre cerveau, comme pour témoigner de sa préciosité, est strictement délimité par des 

barrières qui l’isolent et le protègent. En effet, l’organe est protégé d’un point de vue 

anatomique par une barrière osseuse et une barrière conjonctive, mais il est également isolé 

d’un point de vue cellulaire et moléculaire par la barrière hématoencéphalique.   

 

  III.1.1. Isolement de l’environnement extérieur 

 

   III.1.1.1 La boîte crânienne  

 Le crâne constitue une boîte osseuse ovoïde avec une importante extrémité postérieure 

destinée à renfermer l’encéphale. La structure du crâne s’articule en huit plaques osseuses qui 

s’emboîtent les unes dans les autres à la façon d’un puzzle en trois dimensions pour constituer 

une véritable armure (Fig. 9). Ces plaques osseuses sont réunies par des sutures qui ne sont 

pas encore fermées après la naissance pour permettre la croissance du cerveau. En revanche, 

chez l’adulte, les plaques osseuses sont presque complètement soudées, seul persiste un 

espace quasi virtuel à la jonction inter plaque. L’intersection entre l’os frontal et les os 

pariétaux correspond à un point nommé bregma que l’on utilise en stéréotaxie pour calculer 

les coordonnées des sites d’injection dans le parenchyme cérébral.  
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Figure 9 : Organisation de la boite crânienne.  

La boite crânienne s’organise en huit plaques osseuses qui constituent une armure autour du 
cerveau. Il s’agit de l’os frontal qui constitue le front et la voûte orbitaire, de l’os occipital qui 

forme l’arrière et la base du crâne, des deux os pariétaux qui constituent la calotte crânienne et 

les parties latérales du haut du crâne, des deux os temporaux situés sous les pariétaux et qui sont 
les os les plus fragiles du crâne car les plus minces. (A) vue de face ; (B) vue de dessus ; (C) vue 

de dessus en section transversale ; (D) vue de dessous ; (E) vue de profil.   

 

   III.1.1.2.Les méninges 

Le cerveau n’est pas en contact direct avec la calotte osseuse du crâne, puisque trois 

couches de tissu protecteur recouvrent l’étendue du SNC. Ils sont regroupés sous le terme 

méninges (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Les méninges.  
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Sous le terme de méninges sont regroupées trois couches de tissu conjonctif : la dure-mère, 

l’arachnoïde et la pie-mère. 

 

La couche la plus externe est la dure-mère, ainsi appelée en raison de son épaisseur et 

de sa solidité. La méninge du milieu est l’arachnoïde, qui doit son nom aux filaments aussi 

fins que des toiles d’araignée qu’elle émet en direction de la troisième méninge, la pie-mère, 

couche fine de cellules étroitement appliquées à la surface du cerveau. L’espace compris entre 

l’arachnoïde et la pie-mère est appelé l’espace sous-arachnoïdien, rempli par le liquide 

céphalo-rachidien (LCR), qui contribue notamment à protéger l’encéphale contre les chocs 

qu’il pourrait subir à l’intérieur de la boîte crânienne. Parfois, ces gardiens peuvent faire 

l’objet de pathologies très graves parmi lesquelles les méningites ou atteintes inflammatoires 

des méninges. Elles sont le plus souvent d’origine infectieuse, bénignes lorsqu’elles sont 

virales (80% des cas) ou fongiques (rares cas), particulièrement graves et pouvant être 

fatales lorsqu’elles sont bactériennes (20-25% des cas).  

 

III.1.2. Isolement de l’environnement intérieur : la Barrière 

Hémato-encéphalique (BHE) 

 Le concept de barrière intracérébrale a été évoqué pour la première fois au début du 

XX
ème

 siècle par les expériences de Paul Ehrlich (1885 -1906) et d’Edwin Goldman (1909-

1913). Ces auteurs ont constaté que l’injection intraveineuse de bleu Trypan colorait tous les 

organes à l’exception du SNC, et inversement, seul le SNC était coloré lors d’une application 

sous-arachnoïdienne du colorant (Gregoire, 1990).   

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

sont isolés les uns des autres par des barrières spécifiques. L’épendyme et la pie-mère (Fig. 

11) constituent la barrière liquido-tissulaire, entre le LCR et le tissu nerveux. Les interfaces 

qui séparent le sang des deux autres compartiments sont regroupées sous le terme de barrière 

hémato-encéphalique (BHE). Il s’agit de la barrière hémato-liquidienne, constituée par le 

plexus choroïde et l’arachnoïde, entre le sang et le LCR et de la barrière hémato-tissulaire 

entre le sang et le tissu nerveux (Fig.11). 

Le terme de BHE est plus couramment appliqué à la barrière hémato-tissulaire 

constituée par les cellules endothéliales vasculaires du SNC qui délimitent le sang du 

parenchyme nerveux.  
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   III.1.2.1 Organisation de la BHE 

 La BHE est constituée de trois éléments cellulaires : les cellules endothéliales, les 

astrocytes et les péricytes (Ballabh et al., 2004) (Fig.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dure-mère

Arachnoïde

Pie-mère

Parenchyme nerveux

Ependyme

Ventricule

Plexus choroïde

Dure-mère

Arachnoïde

Pie-mère

Parenchyme nerveux

Ependyme

Ventricule

Plexus choroïde

Figure 11 : Localisation de la barrière 

hématoencéphalique dans le SNC. 
La BHE est présente dans trois sites 
principaux : (A) l’endothélium vasculaire 

cérébral, (B) l’épithélium arachnoïdien qui 

est constitué de plusieurs couches 

cellulaires dont la plus externe est 
constituée de cellules unies par des 

jonctions serrées. (C) l’épithélium du 

plexus choroïde qui représente l’interface 
entre le sang et le liquide céphalo-

rachidien (LCR). Sa surface est constituée 

d’une couche monocellulaire de cellules 
épithéliales cuboïdes, dont la base repose 

sur le stroma choroïdien et dont les 

microvillosités apicales flottent dans le 

LCR. Ces cellules sont également unies par 
des jonctions serrées qui empêchent les 

échanges passifs entre le LCR et le sang 

(D’après Abbott et al., 2006). 

 

Figure 12 : Constituants 

cellulaires de la BHE 
La barrière est formée par les 

cellules endothéliales formant les 

capillaires cérébraux et délimitées 
par une lame basale et des 

prolongements astrocytaires. Les 

astrocytes permettent d’assurer le 
lien cellulaire avec les neurones. 

Les péricytes font également partie 

de l’environnement cellulaire de la 

BHE.      
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Sur le plan structural, les cellules endothéliales de la BHE diffèrent des cellules des 

vaisseaux extracérébraux par l’absence de pores (fenestrations), un nombre réduit de vésicules 

de pinocytose (7 fois moins nombreuses que dans les capillaires musculaires) (Coomber and 

Stewart, 1985) et par la présence de jonctions intercellulaires serrées. Leur assemblage permet 

de maintenir les cellules étroitement connectées en formant une couche cellulaire continue qui 

limite les échanges. Les jonctions endothéliales sont constituées de multiples composants qui 

permettent de les classer en différentes catégories résumées figure 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La monocouche jointive de cellules endothéliales repose sur une membrane basale 

recouverte presque entièrement de pieds astrocytaires qui s’étalent approximativement sur 

85% de la surface du capillaire. Ce manchon d’origine gliale joue un rôle important dans 

l’induction (Rubin et al., 1991; Ramsauer et al., 2002) et dans le maintien des jonctions 

serrées (Davson and Oldendorf, 1967). Retenues dans l’espace périvasculaire par la 

membrane basale, les péricytes sont des cellules largement associées aux cellules 

endothéliales de la BHE. Leurs propriétés proches de celles des cellules musculaires lisses, 

leur confèrent un rôle important dans la croissance et la différenciation des cellules 
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Figure 13 : Les différents types de 

jonctions endothéliales  
(A) Les jonctions serrées typiques sont 

constituées de protéines transmembranaires 

telles que les claudines (-1, -5), l’occludine-1 

(Liebner et al., 2000) une protéine régulatrice,  

ou les molécules d’adhésion (appartenant à la 

superfamille des immunoglobulines) (Martin-

Padura et al., 1998). Ces molécules peuvent 

s’associer à des protéines accessoires, les 

zonula occludens (ZO-1, -2 et -3) (Furuse et al., 

1999). Ces dernières assurent le 

positionnement correct du complexe sur la 
membrane plasmique et procurent un support 

structural pour la transduction du signal grâce 

à leur association avec le cytosquelette d’actine 

(Cordenonsi et al., 1999). (B) Les jonctions 

d’adhérence sont constituées d’une protéine 

membranaire, la cadhérine, reliée à l’actine 

par l’intermédiaire de la caténine.  

Les composants protéiques cytoplasmiques de 

ces deux types de jonctions sont connus pour 

interagir (Matter and Balda, 2003) et induire 

une plasticité fonctionnelle, notamment sous 

l’effet de facteurs astrogliaux (Risau and 

Wolburg, 1990).  
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endothéliales (Hirschi and D'Amore, 1996) ainsi que dans la stabilité structurale de la barrière 

(Ramsauer et al., 2002).  

 

 

 

  III.1.2.2 Fonction 

Le rôle de la BHE est essentiellement centré sur la régulation du milieu environnant le 

cerveau, car son homéostasie est capitale pour le fonctionnement normal du tissu cérébral. 

Rapoport postulat en 1976 que « les cellules endothéliales unies par des jonctions serrées qui 

composent la BHE, forment une couche cellulaire continue qui possède les propriétés d’une 

membrane plasmique étendue ». Il s’est avéré, en effet, que le passage des molécules à travers 

les capillaires cérébraux, de la même façon que les échanges à travers la bicouche 

phospholipidique des membranes cellulaires, est un passage transcellulaire. Par conséquent, 

les échanges dépendent de l’hydro- ou de la liposolubilité des substances. Ainsi, les molécules 

liposolubles peuvent passer par diffusion passive alors que d’autres substances diffusent de 

façon facilitée par l’intermédiaire de transporteurs membranaires. C’est la cas du glucose, 

principale source d’énergie pour le cerveau, dont le passage est assuré par des transporteurs 

appelés GLUT-1 (Cremer et al., 1983; Gerhart et al., 1989; Bell et al., 1993) qui présentent 

une distribution asymétrique en fonction des régions du cerveau (Farrell and Pardridge, 1991; 

Dobrogowska and Vorbrodt, 1999). Les composées hydrosolubles et les ions nécessitent un 

transport actif qui se traduit par une quantité élevée de mitochondries dans les cellules 

endothéliales de la barrière (5 à 6 fois plus nombreuses que dans un capillaire normal) 

(Oldendorf et al., 1977).  

La BHE joue également le rôle de barrière enzymatique car les cellules endothéliales 

sont dotées d’enzymes capables de métaboliser des drogues et des nutriments permettant la 

régulation du transport vitaminique, hormonal et protéique. Par exemple, la présence de P-gp 

MDR (multidrug-resistance P-glycoprotein) assure une détoxification du SNC en contrôlant le 

transport de molécules thérapeutiques (ciclosporine), de certaines drogues (vinblastine) et 

pesticides (ivermectine) (Schinkel et al., 1994). Cette sélectivité est une caractéristique 

fâcheuse pour le traitement de la MP, puisque l’activité enzymatique de la DOPA-

décarboxylase empêche les traitements systémiques visant à acheminer directement la 

dopamine dans le cerveau et rend nécessaire son apport sous forme du précurseur, la L-DOPA 

(voir I.5.1). C’est également cette sélectivité de la BHE qui limite l’administration systémique 

des facteurs neurotrophiques dans la MP. 
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Les capillaires du SNC ne sont pas constitués partout par des cellules endothéliales 

unies par des jonctions serrées. On retrouve en effet des capillaires fenêtrés dans certaines 

régions qui ne partagent pas les fonctions inhérentes à la plus grande partie du cerveau. Ces 

régions nécessitent un contact direct avec le courant sanguin puisqu’elles secrètent des 

hormones dans le sang ou contiennent des hormones.  

En revanche, des modifications anormales ou pathologiques de l’étanchéité de la BHE 

peuvent jouer un rôle important dans la progression de certaines maladies du SNC 

(Andjelkovic and Pachter, 1998). En effet, des réactions inflammatoires dans le cerveau 

peuvent entraîner une rupture précoce de la BHE. Les caractéristiques histologiques des 

cellules endothéliales les rapprochent alors de celles des tissus extracérébraux : présence d’un 

plus grand nombre de vésicules de pinocytose, apparition de pores intercellulaires, diminution 

du métabolisme énergétique mitochondrial et perte d’expression des protéines constitutives 

des jonctions serrées (Jolliet, 2000). Certains médicaments sont connus pour atténuer les 

conséquences liées à une rupture de barrière. C’est notamment le cas de la minocycline, qui 

outre ses propriétés anti-inflammatoires précédemment décrites (voir I.5.3.1.b),  est une petite 

molécule lipophile capable de franchir la BHE (Tomas-Camardiel et al., 2004; Yenari et al., 

2006).  

 

 

 III.2. Un drainage lymphatique particulier 

 Dans les organes périphériques, la détoxification et la surveillance immunologique 

sont assurées par le drainage de la lymphe qui transite par les ganglions lymphatiques. Ces 

canaux lymphatiques sont absents dans le cerveau du rat ou de l’homme. Néanmoins, il existe 

des connections afférentes avec le système immunitaire qui lui permet d’assurer une 

surveillance partielle du SNC. En effet, la mise en évidence du drainage des ganglions 

lymphatiques cervicaux par le LCR (Widner et al., 1988; Cserr and Knopf, 1992) a permis 

d’attribuer à ce dernier un rôle fonctionnel dans le cerveau équivalent à la lymphe en 

périphérie (Weller et al., 1996). Le LCR est secrété selon un mécanisme actif, par 

l’épithélium du plexus choroïde (Strazielle and Ghersi-Egea, 2000), logé dans les cavités 

individuelles que forment les ventricules. Le LCR circule du système ventriculaire vers 

l’espace sous-arachnoïdien (Fig. 14), puis soit il pénètre dans le sinus veineux via les 

villosités arachnoïdiennes et gagne la circulation sanguine et la rate (Fig. 14 (1)), soit il passe 

par l’espace tissulaire extracrânien via les prolongements de l’espace sous-arachnoïdien le 
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long des nerfs craniaux (olfactif, optique, trigéminal et acoustique) pour atteindre les 

ganglions lymphatiques (Fig. 14 (2)) (Cserr and Knopf, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les macromolécules antigéniques solubles présentes dans le liquide interstitiel du 

parenchyme peuvent transiter vers le LCR via la substance blanche, grâce à des zones où les 

cellules épendymaires qui bordent les ventricules, sont dépourvues de jonctions serrées (Fig. 

15 (1)). Alternativement,  elles peuvent transiter à partir de la substance grise le long des 

1

2

1

2

Figure 14 : Le drainage lymphatique dans le SNC. 

(D’après Cserr et Knopf, 1992) 
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espaces péri-vasculaires (espaces de Virchow-Robin) (Fig. 15 (2)). Les antigènes sont alors 

drainés jusqu’aux tissus lymphoïdes où ils peuvent stimuler une réponse spécifique. Il a été 

montré que  selon le site d’injection, 14 à 47% des protéines injectées dans le cerveau de lapin 

se retrouvent dans les ganglions cervicaux dans les vingt heures qui suivent l’injection 

(Yamada et al., 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce mode de diffusion antigénique, s’il est significatif, n’est pourtant pas comparable 

au réseau lymphatique conventionnel. En effet, de nombreux facteurs physiques et 

géométriques, dus à l’architecture du parenchyme cérébral, freinent le drainage des molécules 

dans les espaces extracellulaires. Certains antigènes de taille importante peuvent ainsi 

persister dans le cerveau jusqu’à deux ans après leur injection (Zhang et al., 1992).  

 

 

III.3. Les cellules à potentiel immunologique du SNC 

 

  III.3.1. La microglie 

 

   III.3.1.1. Caractéristiques générales 
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Figure 15 : Circulation des antigènes dans le SNC. 
 (D’après Ransohoff et al., 2003). 
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Les cellules microgliales sont de petites cellules, relativement peu nombreuses 

(environ 10% des cellules gliales totales). C’est Nissl en 1899 qui suggéra que les cellules 

gliales pouvaient avoir des fonctions similaires aux macrophages présents dans les autres 

tissus. Mais c’est del Rio-Hortega qui en 1932 fut le premier à démontrer que la microglie 

pouvait avoir une origine mésenchymateuse. En effet, il a pu mettre en évidence la 

pénétration des monocytes dans le cerveau au cours de l’embryogénèse ainsi que leur 

migration post-natale dans tout le SNC (del Rio-Hortega et al., 1932). Par la suite, l’utilisation 

d’anticorps monoclonaux a permis à l’équipe de Perry de montrer leur appartenance au 

système immunitaire (Perry et al., 1985). Les cellules microgliales sont donc aujourd’hui 

définies comme étant les macrophages résidents du SNC. Néanmoins, dans un cerveau sain 

adulte, la microglie présente une structure ramifiée qui correspondrait à un état quiescent. 

D’un point de vue immunologique, il apparaît que les différents marqueurs leucocytaires ainsi 

que ceux restreints aux macrophages, ne sont pas ou peu retrouvés sur la microglie ramifiée 

(Matyszak et al., 1992). C’est le cas des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH), du récepteur au fragment Fc des immunoglobulines (Ig), des marqueurs CD4 murins, 

ou d’une tyrosine phosphatase CD45 caractéristique de la lignée mésenchymateuse qui 

colonise le cerveau (Sedgwick et al., 1991). Il semblerait même que cette population 

microgliale ramifiée secrète des cytokines immunosuppressives telle que le TGF 1 

(Transforming Growth Factor 1) (Kiefer et al., 1995).  

 

   III.3.1.2. Microgliose 

Les cellules microgliales sont considérées comme de véritables sentinelles du tissu 

nerveux. Cette sensibilité accrue est notamment due à la présence, au niveau de leur 

membrane, de récepteurs à l’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) (Langosch et al., 1994) et de 

canaux potassiques qui leur permettent de réagir rapidement aux variations de leur 

environnement. Dès lors, les cellules microgliales s’activent induisant de profondes 

modifications morphologiques incluant la taille (hypertrophie) et la forme des cellules qui 

adoptent un phénotype macrophagique dit amoeboïde. Ce processus d’activation résumé 

figure 16 est rigoureusement orchestré selon une cinétique précise. Ainsi, il a été montré que 

simultanément à l’hypertrophie cellulaire, on observe une augmentation de l’expression de 

certains récepteurs. Ces évènements apparaissent dans les vingt-quatre heures qui suivent 

l’inflammation. Deux à trois jours après, la microglie commence à proliférer et les cellules 

atteignent leur nombre maximal après quatre à sept jours. Les changements 

immunophénotypiques concernant le motif d’expression des molécules de surface ainsi que 



 47 

les cytokines et les facteurs de croissance synthétisés, débutent aux environs du septième jour 

post-lésion (Streit et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les étapes de l’activation microgliale. 
(A) Au repos la cellule microgliale est ramifiée. Puis, sous l’effet d’un signal d’activation, qui 

correspond à une modification de son environnement, la cellule se déforme par rétraction de ses 

ramifications (B). La cellule microgliale passe alors par un stade transitoire d’activation (C) qui 
se caractérise par l’acquisition de la mobilité et d’un phénotype arrondi dit amoeboïde. Celui-ci 

va ensuite s’accompagner d’un comportement phagocytaire (D). Dans son stade ultime 

d’activation, la microglie est dite réactive.  

 

De la même façon que des phagocytes professionnels, les cellules microgliales 

activées sont capables de détruire les micro-organismes, de supprimer les débris 

potentiellement délétères, de promouvoir la réparation tissulaire puis de faciliter le retour à 

l’homéostasie. Deux principales voies permettent à la microglie activée d’être cytotoxique : 1) 

par phagocytose grâce à un contact direct de cellule à cellule via l’expression des récepteurs à 

la fraction Fc des immunoglobulines ou du récepteur du complément (CR3 ou encore appelé 

CD11b) (Graeber et al., 1988). 2)  Par la libération de substances cytotoxiques telles que les 

radicaux libres oxygénés, l’oxyde nitrique (NO), produit de synthèse d’iNOS (inducible Nitric 

Oxide Synthase) (Tab.2), qui peuvent causer des dommages irréversibles sur les neurones 

avoisinants. Ces facteurs favorisent également le rôle pro-inflammatoire des cellules 

microgliales en induisant leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, 

l’IL-6, le TNF  et l’INF  et en inhibant leur production de cytokines anti-inflammatoires 

telles que le TGF  et d’IL-10 (Xiao et al., 1996) (Tab.2).  
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Tableau 2 : Les facteurs secrétés par les cellules microgliales activées. 
Les facteurs secrétés par la microglie activée sont regroupés en famille en fonction de leur 

spécificité. Ainsi, les cytokines sont les principales molécules de contrôle de la réponse immune et 
incluent les interleukines (IL) ; les chimiokines (cytokines chimiotactiques) ; les facteurs 

neurotrophiques qui protègent les neurones  et les radicaux libres qui sont cytotoxiques.  

(Block and Hong, 2005) 

 

Les cellules microgliales apparaissent comme la principale source de cytokines dans le 

SNC (Hanisch, 2002). Ces dernières favorisent ainsi l’entretien des réactions inflammatoires 

en induisant notamment l’augmentation de la perméabilité et du pool des molécules 

d’adhésion sur la surface endothéliale pour favoriser une adhésion renforcée des monocytes et 
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leucocytes circulants (Pober et al., 1986; Brett et al., 1989). Mais également en stimulant la 

sécrétion des chimiokines telles que MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) et MIP-1 

(Macrophage Inflammatory Protein-1) qui facilitent l’infiltration des leucocytes et des 

monocytes circulants dans le SNC (Calvo et al., 1996).  

De plus, la migration intracérébrale des leucocytes via le BHE, nécessite la présence 

d’enzymes, les métalloprotéinases matricielles (MMP). Or, il a été rapporté que les cellules 

microgliales activées pouvaient également secréter ces enzymes (Anthony et al., 1997; Cross 

and Woodroofe, 1999). Celles-ci sont notamment capables d’inhiber la protéine de défense -

1 antitrypsine (ou inhibiteur de la protéase -1) dont la fonction dans le cerveau sain est 

d’empêcher l’entrée des leucocytes activés en paralysant l’activité des leucocytes élastases 

(Ryan and Ashley, 1998). En synthétisant des MMP, les cellules microgliales activées 

favorisent donc la rupture de la BHE et l’invasion leucocytaire du SNC.  

Outre ses fonctions cytotoxiques et pro-inflammatoire, la microglie peut exercer un 

rôle protecteur via la synthèse de facteurs neurotrophiques variés tels que le NGF (Nerve 

Growth Factor), le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), le NT-3 et NT-4 

(Neurotrophine-3 et -4) in vitro et in vivo (Mallat et al., 1989). La microglie de rat peut 

également produire du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) in vitro, ouvrant la possibilité 

d’une contribution microgliale dans la régulation et le développement neuronal ainsi que dans 

la neurorégénération (Shimojo et al., 1991).   

 

Après avoir longtemps considéré la microglie activée comme ayant un phénotype 

unique, on l’observe désormais comme une cellule capable de présenter une étonnante 

plasticité. En effet, il semblerait qu’il existe un continuum dans l’activation microgliale avec  

d’une part, une réponse phagocytaire attribuée à l’immunité innée, c’est-à-dire une réponse 

aiguë non spécifique d’un agent infectieux et d’autre part, une fonction de présentation de 

l’antigène caractéristique de l’immunité adaptative, c’est-à-dire d’une réponse spécifique 

adaptée à l’agent pathogène. La voie d’activation dépendrait donc du type de stimulation 

perçue (Town et al., 2005). Ainsi, l’origine du stimulus déterminerait la synthèse d’un 

cocktail de facteurs spécifiques (cytokines, chimiokines, radicaux libres, MMP et facteurs de 

croissances) pour optimiser la réponse induite.  

 

  III.3.2. Les astrocytes 
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   III.3.2.1. Caractéristiques générales 

Les astrocytes représentent le compartiment cellulaire le plus important du cerveau, 

puisqu’ils sont environ dix fois plus nombreux que les neurones et qu’ils occupent le tiers du 

volume du cortex cérébral. La forme étoilée caractéristique de ces cellules gliales a été décrite 

dès 1865 par Dieters qui leur donna le nom de Sterzellen (cellules étoilées). Cette 

morphologie atypique et le réseau tridimensionnel qu’ils forment entre les neurones,  leur ont 

valu d’être longtemps assimilé à des cellules passives, dont la fonction était restreinte à un 

support physique. Cette conception des astrocytes a fortement évoluée puisqu’il est désormais 

admis que ces cellules sont impliquées dans de nombreux aspects du fonctionnement du SNC 

(Fig.17). Outre leur rôle reconnu dans le soutien neuronal et dans le guidage axonal au cours 

du développement, il semblerait que le réseau astrocytaire puisse se superposer au système 

neuronal pour jouer un rôle majeur dans la modulation de l’activité neuronale (Alvarez-

Maubecin et al., 2000; Rouach et al., 2000). De plus, par leur activité métabolique élevée, les 

astrocytes ont des fonctions neuroprotectrices via la recapture et le métabolisme du glutamate 

par la glutamine synthétase qui assurent la détoxification du milieu. Les astrocytes exercent 

donc un rôle essentiel dans l’homéostasie des neurones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les astrocytes contribuent également à l’intégrité structurale et fonctionnelle de la 

BHE. Observant les effets d’une lésion du parenchyme cérébral chez des souris déplétées en 

astrocytes, Bush et son équipe ont démontré que ces cellules étaient notamment impliquées 

dans la régulation du trafic leucocytaire à travers la BHE ainsi que dans la réparation de celle-
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Figure 17 : Les astrocytes et leurs fonctions. 
(A) Arrangement topographique des astrocytes avec les autres éléments du SNC. Les 
astrocytes se situent à l’interface entre la pie-mère, l’épendyme, les capillaires, les nœuds de 

Ranvier et les complexes synaptiques. (B) Illustration des différents rôles des astrocytes dans 

le SNC.  
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ci. En effet, le tissu cérébral lésé déplété en astrocytes présente une infiltration des leucocytes 

circulants fortement augmentée ainsi qu’une absence de réparation de la BHE avec formation 

d’œdème (Bush et al., 1999).  

 

 

 

III.3.2.2. Astrogliose 

Les astrocytes en raison de leur position stratégique à l’interface sang/parenchyme 

nerveux et de leurs interactions avec les neurones, peuvent très rapidement répondre aux 

variations de l’environnement. Cette réponse se traduit par une activation de la cellule 

également appelée astrogliose caractérisée par une hypertrophie cellulaire et, dans une 

moindre mesure, une prolifération. L’astrogliose se distingue également par l’augmentation 

de l’expression d’un filament intermédiaire spécifique des astrocytes, la GFAP (Glial 

Fibrillary Acidic Protein) (Amaducci et al., 1981; Aquino et al., 1988) et par l’induction d’un 

autre filament intermédiaire souvent exprimé par les cellules immatures en cours de 

prolifération, la vimentine (Schiffer et al., 1986; Petito et al., 1990). Outre ces modifications 

phénotypiques, les astrocytes activés vont exprimer de nombreuses molécules membranaires 

et secréter divers facteurs pro-inflammatoires tels que le G-CSF (Granulocyte colony-

stimulating factor) (Malipiero et al., 1990), le M-CSF (Macrophages-CSF) qui attire les 

cellules microgliales/macrophages (Calvo et al., 1998) et le GM-CSF 

(Granulocyte/Macrophages-CSF) qui induit notamment l’activation et la prolifération des 

cellules microgliales/macrophages (Lee et al., 1994).  

Par la sécrétion des cytokines proinflammatoires, les astrocytes activés participent à 

l’entretien de la réponse inflammatoire. Mais par de nombreux autres aspects ces cellules 

gliales se caractérisent davantage comme des régulateurs de l’inflammation. En effet, elles 

peuvent sécréter de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-  (Transforming Gorwth 

Factor- ) et participer aux mécanismes de neuroprotection. Il a été montré que les astrocytes 

activés pouvaient produire des facteurs neurotrophiques tels que le NGF (Neveu et al., 1992) 

et le GDNF. Plus récemment, Petrova et ses collaborateurs ont montré in vitro que les 

atrocytes pouvaient secréter un facteur trophique spécifique des neurones dopaminergiques, le 

MANF (Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor) (Petrova et al., 2004). 

Ainsi, les propriétés neurotrophiques des astrocytes associées à leur capacité 

d’élimination des substances neurotoxiques telles que les radicaux libres ou le glutamate, de 

même que leur sécrétion de substrats nécessaires pour la croissance axonale, donnent à ces 
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cellules un rôle plus bénéfique que délètère. Dès lors, les astrocytes sont devenus une cible 

thérapeutique privilégiée pour le traitement préventif de la MP (pour revue : Chen et al., 

2005).  

 

 

 III.4. Le trafic leucocytaire 

 Dans un cerveau sain, les cellules endothéliales de la BHE expriment très faiblement 

les molécules d’adhésion nécessaires à la migration des leucocytes dans le parenchyme. En 

dépit de ce bouclier hostile, il semblerait que certains lymphocytes T (LT) soient capables de 

pénétrer dans le SNC selon un mécanisme largement contrôlé. Ce mécanisme peut être divisé 

en différentes étapes qui sont décrites figure.18 (pour revue : Engelhardt, 2006). 

Ce processus permet l’entrée des LT mais en nombre très limité dans le parenchyme 

d’animaux sains (Hickey, 1999). La plupart des recherches réalisées sur cette surveillance 

immunologique du SNC révèlent que si l’entrée des LT nécessite une activation préalable de 

la cellule, la nature de l’antigène, le type de CMH utilisé et le phénotype de la cellule T ne 

semblent pas être déterminants pour l’accès au parenchyme. Une stimulation antigénique 

récente semble suffisante (Fritz et al., 2000). Les travaux réalisés par Hickey indiquent que 

des LT activés in vitro de façon non spécifique par la concavaline A peuvent pénétrer 

efficacement dans le SNC quelle que soit leur spécificité antigénique (Hickey, 1991). Les 

cellules T passant la BHE pourraient être assimilées à des chercheuses d’antigène et à ce jour, 

le concept de LT ayant un adressage spécifique pour le SNC n’a jamais été démontré. En 

effet, aucun récepteur d’hébergement ni de molécules d’adressage n’ont été identifiés pour un 

ciblage spécifique des leucocytes aux cellules endothéliales du SNC. Il semblerait au 

contraire, que les LT pénètrent de façon aléatoire dans le parenchyme. Toutefois, il existerait 

des disparités dans leur capacité à pénétrer le tissu nerveux, puisque les cellules T 

bénéficieraient d’une entrée facilitée au niveau de la moelle épinière alors que leur passage au 

niveau du cerveau serait plus difficile (Yeager et al., 2000).  

L’homme et l’animal possèdent naturellement des cellules T capables de reconnaître 

des antigènes cérébraux. On peut toutefois noter que les LT activés ayant pénétré le SNC sain 

sont généralement incapables de provoquer une réaction immune, ce qui suggère l’existence 

de mécanismes d’entretien de l’homéostasie cérébrale. En effet, les LT entrant dans le 

parenchyme nerveux se retrouvent dans un environnement non favorable à leur survie et à 

leur action. D’une part, le manque, voire l’absence, des molécules du CMH et des signaux de 
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costimulation dans le cerveau sain rendent impossible la restimulation intracérébrale des LT 

qui vont rapidement mourir via un mécanisme apoptotique (Bauer et al., 1998). Il a été 

suggéré que le récepteur Fas/Apo1 (CD95) présent sur les LT, reconnaitrait le ligand Fas 

Ligand (CD95L) présent sur la surface de nombreuses cellules du tissu nerveux (Bechmann et 

al., 1999; Lee et al., 2000) et que cette intéraction serait à l’origine de la mort des LT par 

apoptose (Flugel et al., 2000; Suvannavejh et al., 2000). D’autre part, l’expression constitutive 

de la cytokine anti-inflammatoire TGF, favoriserait l’environnement immunosuppresseur en 

empêchant notamment la prolifération des LT (Taylor and Streilein, 1996).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : La migration des leucocytes à travers la BHE. 
 La capture et le roulement. Les leucocytes circulants dans les capillaires roulent sur l’endothélium, 

entraînés par le courant circulatoire. Cette progression se poursuit jusqu’à leur passage au niveau des 
tissus inflammatoires qui se caractérisent par la sur-expression des molécules d’adhésion par les cellules 

endothéliales voisines. Le contact initial entre le leucocyte et les cellules endothéliales activées est médié 

par l’interaction entre les sélectines et leurs ligands glycoprotéiques. La P-sélectine apparaît dans les 
minutes et la E-sélectine dans les heures qui suivent une exposition aux cytokines (Granger and Kubes, 

1994) .Leur disposition permet aux molécules de sélectines d’établir le premier contact avec les cellules 

endothéliales, puis peu après ce contact initial, les microvillosités se rétractent, permettant le 
rapprochement entre les intégrines et leurs récepteurs présents sur les cellules endothéliales pour assurer 

l’étape suivante du passage transendothélial.  

 L’adhésion et l’activation. Pour stopper le roulement, l’interaction transitoire de faible affinité médiée par 

les sélectines doit être remplacée par une adhésion de haute affinité entre le leucocyte et la surface 
endothéliale. Cette liaison forte est induite par les chimiokines qui favorisent l’interaction entre les 

intégrines du leucocyte et les molécules d’adhésion de l’endothélium.  

La diapédèse. La diapédèse correspond au point de non retour. Le passage du leucocyte à travers 
l’endothélium est permis grâce à la dégradation locale de la membrane basale. Le leucocyte, par des 

modifications morphologiques via le remodelage de son cytosquelette, s’étend et émet des pseudopodes à 

travers l’endothélium pour finalement atteindre le parenchyme. Cependant, contrairement aux organes 
périphériques où le phénomène ne dure que quelques minutes, à travers la BHE ce phénomène peut prendre 
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plusieurs heures en raison de la présence des jonctions serrées (Vajkoczy et al., 2001; Laschinger et al., 

2002).  

 La migration intracérébrale. Une fois parvenu dans l’espace sous-endothélial, le leucocyte poursuit sa 
migration à travers le tissu, guidé par le gradient interstitiel de chimiokines qui lui permet de migrer 

jusqu’au site de production. Il semblerait que les chimiokines présentent une certaine spécificité d’action en 

fonction du type cellulaire.  
 

 

CONCLUSION III 

Comme nous venons de le détailler, le SNC représente un site immunologique 

particulier, isolé du reste de l’organisme par des barrières spécialisées qui favorisent le 

maintien d’un environnement immunosuppresseur. Toutefois, la présence constitutive de la 

microglie, une population cellulaire très réactive ainsi que l’adaptation du drainage 

lymphatique à l’anatomie locale,  sont autant de témoignages du potentiel cérébral à répondre 

à des agressions ou des modifications de l’environnement comme la transplantation cellulaire. 

Ainsi, la greffe de neurones d’espèce différente de l’hôte se conclut par un rejet quasi 

systématique du greffon. Cette réponse immunitaire est médiée par des agents 

immunologiques spécifiques tels que les lymphocytes témoignant de la capacité du SNC à 

développer une réponse immunitaire adaptative. Les paramètres immunologiques de la 

transplantation, l’immunosuppression ainsi que la distance phylogénétique entre l’hôte et le 

donneur, sont les principaux déterminants pour la survie des xénogreffes neuronales. La 

caractérisation de ce rejet et la compréhension de la neuroimmunologie du SNC sont autant 

d’étapes nécessaires pour concrétiser l’espoir thérapeutique que représente la 

xénotransplantation. 
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IV. CARACTERISATION DU REJET DES XENOGREFFES 

INTRACEREBRALES 

 

Malgré des études montrant que les xénogreffes neuronales dans le SNC sont capables 

de survivre sur une période prolongée sans l’emploi d’immunosuppresseur (Bjorklund et al., 

1982; Daniloff et al., 1985), la plupart des études récentes, y compris les nôtres, indiquent que 

les xénogreffes neuronales provoquent, dans une très grande majorité des cas et en quelques 

semaines, une réaction immune de l’hôte menant à la destruction du greffon (Finsen et al., 

1991; Duan et al., 1995; Wood et al., 1996; Larsson et al., 2000; Larsson et al., 2001(Remy et 

al., 2001). Cette réaction immune est résumée à la fin de ce paragraphe (Fig. 21). 

 

 IV.1. Absence de rejet hyper aigu 

 La xénotransplantation, définie comme la greffe de cellules entre espèces différentes 

peut être divisée en deux types. Les transplantations où le donneur et le receveur sont deux 

espèces relativement proches sont appelées xénogreffes concordantes et les transplantations 

entre espèces plus éloignées sont qualifiées de discordantes. Ces différences phylogéniques 

peuvent entraîner des variations immunologiques, notamment au niveau de la réponse innée. 

Ainsi, dans le cas des xénogreffes discordantes, on observe un rejet violent et rapide, appelé 

rejet hyper aigu qui fait intervenir des anticorps déjà présents chez le receveur, plus 

communément appelés xénoanticorps naturels (XAN). Dans le cas de l’homme et des singes 

les plus proches de l’homme, c’est essentiellement la présence de XAN dirigés contre le Gal 

(1-3) Gal, un épitope sucré exprimé par la plupart des autres espèces animales (Galili et al., 

1988), qui entraîne une activation de la cascade du complément et un rejet hyper aigü. Par 

exemple, la greffe de tissu porcin chez l’homme est considérée comme discordante.  

 Pourtant, les xénogreffes neuronales intracérébrales même discordantes ne paraissent 

pas provoquer de rejet hyper aigu (Mason et al., 1986; Wood et al., 1996; Larsson et al., 

1999). Ceci serait du au fait que les cellules placées dans le parenchyme cérébral seraient 

isolées des facteurs humoraux de l’immunité du fait de l’étanchéité de la BHE.  

 



 56 

 

 

 

 IV.2. Le rejet humoral 

 Le rejet humoral constitue la réponse immune innée médiée par des effecteurs 

humoraux correspondant à des molécules solubles. Il s’agit, plus particulièrement, des 

anticorps (ou immunoglobulines, Ig) et des facteurs du complément. Ainsi, suite à la 

transplantation de cellules ou d’organes en périphérie, les anticorps présents chez le receveur 

peuvent se fixer sur les antigènes du greffon. Puis, le complexe antigène-anticorps active le 

système du complément. Qu’en est-il de cette réponse dans la xénotransplantation 

intracérébrale ? 

 

IV.2.1. Le rôle des immunoglobulines (Ig)  

Les anticorps ou immunoglobulines (Ig) sont produits, soit comme une protéine 

intégrale de la membrane des lymphocytes B, où ils interviennent comme récepteurs pour 

l’antigène, soit sous une forme secrétée. Les Ig ont la capacité de reconnaître et de se fixer de 

manière spécifique sur un antigène. Cette spécificité est conférée par la présence de domaines 

extrêmement variables à leurs extrémités (Fig.19).  
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Figure 19 : Structure des immunoglobulines (Ig). 
(A) Les Ig présentent une structure de base de 4 chaînes polypeptidiques qui forment une structure 

en Y. Deux chaînes légères (bleues) identiques et deux chaînes lourdes (vertes) identiques stabilisées 

et liées par des ponts disulfures intra et interchaînes qui assurent la flexibilité de la molécule. Les 
régions constantes Fc sont caractérisées par une séquence en acides aminés très proche d'un 

anticorps à l'autre. Une Ig possède 4 domaines variables situés aux extrémités des 2 « bras ». 

L'association entre un domaine variable porté par une chaîne lourde (VH) et le domaine variable 

adjacent porté par une chaîne légère (VL) constitue le site de reconnaissance de l'antigène (B). Les 
Ig sont subdivisées en classes ou isotypes, selon la structure des domaines constants des chaînes 

lourdes : il s’agit des immunoglobulines IgG, IgA, IgM, IgE et IgD.  Au cours de la réponse 

immunitaire, les anticorps ont trois fonctions principales : se lier à l'antigène, activer le système du 
complément et recruter des cellules immunocompétentes.  

 



 57 

 

 

 

 Dans les premiers jours qui suivent la transplantation, les Ig secrétées peuvent 

librement pénétrer le parenchyme cérébral en raison de la rupture de la BHE occasionnée lors 

du geste chirurgical. Des études ont montré que la BHE peut rester ouverte jusqu’à une à deux 

semaines après l’opération (Brundin et al., 1989). Pourtant, l’absence de rejet dans les 

premières semaines suivant l’implantation cellulaire suggère que les anticorps n’exercent pas 

de rôle déterminant dans le processus de rejet. Cependant, leur présence ne doit pas être 

négligée dans une combinaison discordante puisque Harrower et ses collaborateurs ont montré 

que le tissu neural mésencéphalique issu des embryons de porcs de 28 jours exprime l’épitope 

-Gal (Sumitran et al., 1999b; Harrower et al., 2002). Ce dernier serait exprimé par les 

neuroblastes, les cellules souches, les cellules endothéliales ainsi que la microglie. Il est 

toutefois à noter que la déplétion en anticorps anti-Gal élimine toute cytotoxicité d’un sérum 

humain contre les cellules endothéliales aortiques porcines mais n’altère pas la cytotoxicité 

contre les cellules embryonnaires porcines issues du MV. Cette observation suggère 

l’existence d’autres anticorps naturels capables d’activer la cascade du complément et une 

implication des Ig dans le réponse immune a été confortée via l’utilisation de souris 

déficientes en Ig, qui présentent un retard de rejet (Larsson et al., 1999). Les Ig pourraient 

donc participer au rejet des xénogreffes de neurones selon un mécanisme qui reste à préciser.  

 

IV.2.2. Le rôle du complément 

 Le système du complément est un composant clé de la réponse immune innée 

puisqu’il joue un rôle central dans la défense de l’organisme contre des pathogènes 

notamment grâce à son action sur l’activation cellulaire et la phagocytose des cellules 

invasives (Frank and Fries, 1991). Le système du complément est impliqué dans l’activité 

cytotoxique et cytolytique via la formation du complexe d’attaque membranaire (CAM) 

également appelé C5b-9, sur les membranes des cellules cibles (Fig. 20). L’une des 

hypothèses avancées serait que les débris cellulaires ou les cellules apoptotiques possédant 

une molécule du système du complément (par exemple, C3) à leur surface pourraient être 

reconnus et éliminés par les cellules microgliales activées ou les macrophages exprimant des 

récepteurs du complément tels que CR3 (Gasque et al., 2000).   
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Il a été montré qu’in vitro, les facteurs du complément humain étaient capables de 

provoquer une lyse de tissu neural porcin suite à leur liaison à des anticorps préformés 

(Sumitran et al., 1999b). Toutefois, ces facteurs n’occuperaient pas de rôle primordial dans le 

rejet d’une xénogreffe neuronale, puisque les neurones transplantés ne survivent pas plus 

longtemps dans un cerveau de souris déficientes en complément. De la même façon, 

l’injection de venin de cobra, connu pour dépléter 95% des facteurs du complément, 

n’améliore pas la survie de xénogreffes neuronales porcines chez le rat (Barker et al., 2000). Il 

n’est cependant pas exclu que les facteurs du complément enclenchent des réponses 

cellulaires en agissant, par exemple comme chimioattractants et activateurs des cellules 

microgliales. Par ailleurs, le complément pouvant avoir un effet sur le mécanisme de 

présentation antigénique aux cellules T (Arvieux et al., 1988), il pourrait contribuer à 

déclencher l’infiltration leucocytaire (Pratt et al., 1996) et accroître l’immunogénécité du 

greffon (Dempsey et al., 1996). 
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Figure 20 : Le système du complément. 
La voie classique est activée par la liaison 

entre le complexe C1 et le complexe 

antigène-anticorps. Cette intéraction induit 

la dégradation de C1 en C1r et C1s. Puis, le 
C1s permet la lyse des complexes C2 et C4 

en C2a/C2b et C4a/C4b. Les fragments C2a 

et C4b s’associent pour former la C3 
convertase qui dégrade le complexe C3.  

Dans la voie alterne, des particules 

microbiennes peuvent directement induire la 
formation de la C3 convertase.  

Le complexe C3 est hydrolysé en C3a et C3b 

par la C3 convertase issue de la voie 

classique ou alterne. Le fragement C3b se 
fixe sur le complexe C5 qu’il clive. Enfin, le 

fragment C5b s’associe aux complexes C7, 

C8 et C9 pour former le complexe d’attaque 
membranaire. Ce dernier traverse la 

membrane de la cellule cible pour former un 

canal lytique qui provoque la mort de la 

cellule. 
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 IV.3. Le rejet cellulaire 

 Le rejet cellulaire fait intervenir des effecteurs tels que les phagocytes, les cellules T et 

les cellules NK. Il est le plus souvent associé à la réponse immune adaptive nécessitant 

l’intervention de cellules spécialisées qui vont permettre de répondre spécifiquement et de 

garder la mémoire de l’antigène. 

 

  IV.3.1. Le rôle des macrophages perivasculaires 

 Les macrophages périvasculaires (MPV) n’appartiennent pas au parenchyme nerveux 

mais sont très largement associés au réseau vasculaire du SNC puisqu’ils sont insérés dans la 

membrane basale qui entoure les vaisseaux et sont adjacents à l’endothélium. Ainsi, ils 

peuvent rapidement avoir accès au striatum transplanté suite à la rupture de la BHE 

occasionnée lors du geste chirurgical.  Les MPV sont des phagocytes professionnels qui 

partagent la même origine que les cellules microgliales, comme cela a été montré dans des 

expériences basées sur des moelles osseuses chimériques (Hickey and Kimura, 1988). Il 

semblerait en effet, que les monocytes migrant jusqu’au niveau du cerveau pendant 

l’embryogénèse, se différencient par la suite en cellules microgliales ou en macrophages 

périvasculaires en fonction des signaux adressés par leur microenvironnement (Jordan and 

Thomas, 1988). Ainsi, les origines communes avec les cellules microgliales, qui suite à leur 

activation adoptent des caractéristiques similaires aux MPV, rendent la distinction difficile 

lorsque les deux types cellulaires sont présents dans les greffons. C’est la raison pour laquelle 

dans la suite de ce manuscrit nous parlerons des cellules microgliales/macrophages pour 

qualifier la population cellulaire issue de la lignée myéloïde qui apparaît dans les xénogreffes.  

 

  IV.3.2. Le rôle des cellules microgliales 

 La transplantation cellulaire dans le SNC induit des bouleversements 

environnementaux favorisant l’activation rapide des cellules microgliales du striatum. Ainsi, 

dans les quelques jours qui suivent l’opération, elles adoptent leur phénoype macrophagique 

(voir III.3.1.2) et vont secréter différentes cytokines et chimiokines susceptibles de jouer un 

rôle déterminant dans la réponse immune et la réaction inflammatoire. L’un de ces facteurs est 

le MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein) (Melchior et al., 2002), une chimiokine qui 

favorise l’infiltration des leucocytes circulants dans le SNC (Calvo et al., 1996). Il a en effet 



 60 

été démontré que le trafic leucocytaire à travers le parenchyme dépendait de la cinétique 

d’expression de ces molécules chimioattractantes (Asensio and Campbell, 1999). Néanmoins, 

malgré cette synthèse précoce de chimiokines, les leucocytes ne sont pas détéctés dans le 

parenchyme cérébral de rat dans les premières semaines qui suivent la transplantation de 

neurones embryonnaires porcins (Barker et al., 2000; Remy et al., 2001; Melchior et al., 

2002).  

Entre 5 à 7 semaines après l’opération, le processus de rejet s’amorce et la disparition 

du greffon se produit très rapidement. La greffe est alors infiltrée par des cellules microgliales 

activées/macrophages qui expriment fortement les marqueurs Ox42 et ED1. Cette infiltration 

s’accompagne d’une forte accumulation des ARNm spécifiant diverses cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6, le TNF  et l’INF , ainsi que les chimiokines MCP-1 

et MIP-1 (Melchior et al., 2002). Les cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans 

l’initiation et la coordination de la réponse inflammatoire via l’IL-6 (Laurenzi et al., 2001), 

dans l’induction des molécules de CMH et le choix d’une réponse Th1 ou Th2 (voir IV.4.1.1), 

dans la prolifération des cellules T (Hanisch et al., 1996), dans la mort neuronale via l’ IL-1 

(Rothwell, 1997; Loddick et al., 1998) et le TNF  qui favorisent la libération de glutamate 

par les astrocytes (Bezzi et al., 2001). Le TNF  peut également induire l’augmentation de la 

perméabilité et du pool des molécules d’adhésion sur la surface endothéliale pour permettre 

une adhésion renforcée des monocytes et des lymphocytes circulants à la surface du capillaire 

(Pober et al., 1986; Brett et al., 1989) et favoriser leur infiltration dans le SNC. Dans ces 

conditions, l’activation microgliale est entretenue, sinon stimulée par les cellules T qui 

produisent de l’INF  (voir IV.4.1.1). 

 

Ainsi, les cellules microgliales/macrophages sont caractérisées par une double 

intervention dans la réponse immunitaire occasionnée lors de xénotransplantation 

intracérébrale. En effet, après une activation précoce consécutive au traumatisme chirurgical 

dont l’implication dans la réaction immunitaire est encore mal comprise, les cellules 

microgliales activées/macrophages réapparaisent massivement  au moment du rejet. A ce 

stade, il est probable que leurs sécrétions de cytokines, de chimiokines, de radicaux libres 

mais également de métalloprotéinases matricielles (MMP) favorisent l’entretien de la réponse 

inflammatoire ainsi que l’activation lymphocytaire (voir IV.4.3.1).  
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 IV.3.2. Le rôle des astrocytes 

La transplantation intracérébrale se caractérise également par une astrogliose 

observable dès les premiers jours qui suivent l’opération ainsi qu’au moment du rejet (Michel 

et al., 2006). Cette activation cellulaire peut se traduire par la libération de cytokines 

proinflammatoires telles que l’IL-1 et le TNF  qui vont fortement influencer les astrocytes et 

les cellules microgliales pour entretenir la réponse inflammatoire (Aschner, 1998). Par 

ailleurs, l’astrogliose induit également la libération de facteurs tels que le G-CSF 

(Granulocyte Colony-Stimulating Factor) et le GM-CSF (Granulocyte/Macrophage Colony-

Stimulating Factor) qui favorisent  l’activation et la prolifération des cellules microgliales.  

Par leur capacité à secréter des cytokines pro-inflammatoires d’une part et par leurs 

divers effets neuroprotecteurs d’autre part (voir III.3.2.2), le rôle précis des astrocytes dans la 

réponse immune induite lors de transplantation intracérébrale reste difficile à établir. 

Néanmoins, il est possible que par leur double propriété, ils jouent le rôle de régulateurs de la 

réponse inflammatoire.  

 

IV.3.3. Le rôle des cellules Natural Killer (NK) 

 Les cellules NK peuvent infiltrer le parenchyme cérébral sans maturation préalable. 

Cette infiltration se fait sous l’action de l’INF  mais surtout de l’IL-2 synthétisée par les 

lymphocytes T ce qui en font des cellules très souvent liées à l’immunité spécifique. Elles 

permettent une réponse rapide, et précèdent souvent de plusieurs jours la réponse cellulaire 

adaptative. Les cellules NK disposent de récepteurs qui leur permettent de reconnaître le 

fragment Fc des Ig. Ainsi l’intéraction entre la cellule NK et le complexe immun (complexe 

antigène-anticorps) induit une cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC : Antibody-

Dependant Cell mediated Cytotoxicity) qui passe par la sécrétion de perforines, molécules qui 

se polymérisent dans la membrane de la cellule cible pour former un canal lytique (Fig.23). 

Par ailleurs, les cellules NK peuvent également induire l’apoptose via la liaison Fas/Fas 

Ligand.  

 Leur rôle dans le rejet des xénogreffes intracérébrales est encore mal défini. In vitro, 

les cellules NK sont capables de lyser les cellules issues du mésencéphale ventral fœtal porcin 

mais uniquement en présence d’IL2 (Sumitran et al., 1999a). Bien que présentes dans la 

plupart des rejets de xénogreffes neuronales, le rôle des cellules NK ne semble pas essentiel 

puisque leur déplétion n’affecte pas significativement la survie des greffons porcins (Larsson 
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et al., 2001a). Toutefois, Sumitran et ses collaborateurs ayant montré une activité lytique des 

cellules NK vis à vis des neurones fœtaux porcins en présence d’anticorps naturels humains in 

vitro (Sumitran et al., 1999a), il est envisageable que leur rôle soit essentiellement lié à la 

présence des immunoglobulines.  

 

IV.3.4. Le rôle des lymphocytes T 

 Malgré une intervention limitée de la réponse humorale et des cellules NK, les 

xénogreffes de neurones n’en restent pas moins rejetées, suggérant l’implication d’un autre 

type cellulaire. S’ajoutant aux études in vitro selon lesquelles les cellules neurales porcines 

sont capables d’induire une réponse proliférative des cellules T humaines (Brevig et al., 

1997), plusieurs observations suggèrent un rôle essentiel des cellules T dans le rejet des 

xénogreffes intracérébrales. D’une part, le rejet des xénotransplants peut être prévenu par le 

traitement des animaux receveurs avec des anticorps dirigés contre les cellules T, tels que 

l’anti-fragment  du récepteur des cellules T (anti-TCR ) et l’anti-CD2 (Okura et al., 

1997), ou encore l’anti-récepteur à l’IL-2 (Honey et al., 1990). D’autre part, la survie des 

xénogreffes neuronales peut être augmentée par le traitement des animaux receveurs par des 

drogues immunosuppressives capables de limiter la réponse T, telle que la ciclosporine A 

(Brundin et al., 1989). Enfin, histologiquement, un infiltrat massif de cellules T est observé au 

niveau du site d’implantation des cellules fœtales neuronales porcines chez le rat quelques 

semaines après leur transplantation (Duan et al., 1995; Larsson et al., 2001b; Remy et al., 

2001; Michel et al., 2006).  

 Les cellules T semblent donc avoir un rôle essentiel dans le processus de rejet des 

xénogreffes intracérébrales. Aussi, le développement de la transplantation neuronale comme 

stratégie thérapeutique nécessite une meilleure compréhension des mécanismes immuns 

inhérents au SNC et plus particulièrement ceux responsables de l’apparition soudaine et 

massive des cellules T dans le parenchyme.  
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Figure 21 : Schéma récapitulatif sur le mécanisme de rejet des xénogreffes intracérébales 
La transplantation de la suspension cellulaire de neuroblastes porcins (1) induit la libération de xénoantigènes (2) 
dans le striatum de l’hôte. Puis, ces xénoantigènes peuvent soit migrer directement dans les ganglions cervicaux 

via le LCR (3), soit ils sont repérés par des CPA locales (4) qui peuvent les phagocyter ou les transporter dans les 

ganglions (5). Dans les ganglions il y a activation des cellules B par les xénoantigènes et activation des cellules T 

par les complexes CPA-xénoantigène (6). Les lymphocytes activés vont alors pouvoir franchir la BHE (7) et 
coopérer avec les autres médiateurs de la réponse immunitaire pour rejeter les cellules greffées (8). 

LT helpers (CD4
+
) : produisent des cytokines qui favorisent l’activation des cellules microgliales/macrophages, 

l’activité cytotoxique des LTc (CD8
+
) ainsi que la production d’anticorps par les cellules B plasmacytoides.  

 LT cytotoxiques (CD8
+
) : lysent les cellules ciblent  CMHI

+
. 

Cellules microgliales/macrophages : phagocytent, synthétisent des cytokines libèrent des radicaux libres et 

restimulent les LT. 
 Astrocytes : secrètent des cytokines et des facteurs neurotrophiques-  Cellules NK : tuent les cellules cibles 

présentants des fragments Fc des Ig à leur surface. 

 Molécules du complément : favorisent la réponse cellulaire en permettant la reconnaissance des cellules cibles 

par les cellules microgliales/macrophages. 
Cellules B plasmacytoides : secrètent des Ig.  
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IV.4. La réponse cellulaire T en xénotransplantation 

 

  IV.4.1. Les différents types de cellules T en périphérie 

 Les lymphocytes T sont divisés en deux sous populations majeures fonctionnellement 

différentes selon qu’elles expriment à leur surface et de façon mutuellement exclusive, les 

glycoprotéines CD4 ou CD8, appelées co-récepteurs. L’importance de ces deux populations 

de cellules T dans le rejet de greffe a été démontrée dans différents modèles expérimentaux.  

 

    IV.4.1.1. Les cellules T CD4
+  

Les LT CD4
+
 reconnaissent les peptides antigéniques présentés par les molécules de 

CMH de classe II exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigène (CPA). Ces 

cellules CD4
+
 ont une fonction auxiliaire dans la réponse immune, d’où leur nom de 

« lymphocyte T helper (Th) ». En effet, elles sont responsables de la production de la plupart 

des cytokines stimulant la réponse immune. Les cellules T CD4
+
 sont les premières à 

reconnaître l’intrus et via les signaux chimiques que sont les cytokines, elles donnent l’ordre 

aux cellules T CD8
+
 de tuer les cellules infectées, aux cellules B de produire des anticorps (ou 

immunoglobulines, Ig), exercent des effets paracrines sur les cellules 

microgliales/macrophages et des effets autocrines sur les cellules CD4
+
. Par leur capacité à 

recruter et activer de nombreuses cellules effectrices, les cellules CD4
+
 auraient, par 

conséquent, un rôle primordial lors du rejet de greffe. Effectivement, il a été montré que 

l’inactivation fonctionnelle (Okura et al., 1997) ou la déplétion des cellules CD4
+
 chez 

l’animal receveur (Wood et al., 1996), induisait la  survie prolongée d’une xénogreffe 

intracérébrale.  
 

 Lorsqu’elles sont activées, les cellules T CD4
+
 se divisent en deux sous populations 

distinctes appelées Th1 et Th2, chacune caractérisée par un profil particulier de production 

cytokinique résumé figure. 22 (Mosmann et al., 1986). Activées lors de la reconnaissance 

antigénique, les cellules Th « naïves ou précurseurs » prolifèrent, secrètent de l’IL-12, 

expriment le récepteur IL-12R 1 (sous unité 1 du récepteur à l’Il-12) et deviennent ainsi des 

cellules Th0. La polarisation de la cellule Th0 en Th1 ou Th2 est déterminée par des cytokines 

spécifiques. Alors que les cellules Th2 sont davantages associées à une réponse de type 

humorale via l’activation de la synthèse d’anticorps, les cellules Th1 favorisent la réponse 
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cellulaire. L’analyse quantitative des cytokines secrétées lors du rejet de neurones 

embryonnaires porcins après leur implantation intrastriatale chez le rat, semble révéler une 

contribution majeure des cellules Th1 (Melchior et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : La différenciation des cellules T CD4
+
 en Th1 ou Th2. 

La cellule T CD4
+
 est activée via le TCR lors de la rencontre avec un antigène présenté par une 

CPA. Une fois activée, la cellule Th commence à proliférer, à secréter de l’IL-2 et à exprimer le 

récepteur à l’IL-12 (IL12R). (A) La rencontre avec l’IL-12 et le contact avec une cellule 

dendritique CD8
+
, initie le programme de différenciation Th1. En règle générale, l’activation Th1 

stimule une réponse immune de type cellulaire. Les cellules Th1 sont ainsi impliquées dans les 

réactions inflammatoires de type hypersensibilité retardée médiées par les macrophages, avec 

libération par ces derniers, d’agents cytotoxiques tels que le monoxyde d’azote (NO), le TNF  ou 
de radicaux libres oxygénés (Tsicopoulos et al., 1992) (B) En revanche, l’IL-4 et le contact avec 

une cellule dendritique CD8
-
 induit la différenciation Th2 (Rengarajan et al., 2000). Cette réponse 

induit la production de nombreuses cytokines proinflammatoires telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, 

l’IL-10 et l’IL-13 (Rengarajan et al., 2000; Murphy and Reiner, 2002). D’autre part, les cytokines 

synthétisées sont associées à une réponse de type humorale (Mosmann et al., 1986; Gibb et al., 
1991). Elles interviennent dans la réponse allergique en favorisant la prolifération et l’activation 

des éosinophiles. 

  

 

IV.4.1.2. Les cellules T CD8
+
. 

Les LT CD8
+ 

reconnaissent les peptides présentés par les molécules du CMH de classe 

I. Bien que ces cellules soient également capables de produire de grandes quantités de 

cytokines, elles induisent, en général, la lyse directe des cellules cibles, d’où leur nom de 

« lymphocytes T cytotoxiques (Tc) ». Les cellules CD8
+
 peuvent également être divisées en 

deux sous populations, les Tc1 et les Tc2 qui dépendent du microenvironnement cytokinique 

(Fig. 23).  
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La fonction cytotoxique est  

 

 

 

La fonction cytotoxique des LTc est principalement caractérisée par la synthèse, 

calcium-dépendante, de granules de perforine et de granzymes (A et B) qui induisent la mort 

de la cellule cible par apoptose (Shresta et al., 1998) (Fig.24). Les LTc peuvent également 

induire le mécanisme d’apoptose via l’intéraction Fas/Fas Ligand (Mosmann and Sad, 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 23 : La différenciation des cellules T 

CD8
+
 en Tc1 ou Tc2. 

Comme pour les cellules CD4
+
, l’IL-12 

encouragt la différenciation des précurseurs en 

cellules CD8
+
 Tc1, alors que l’IL-4 induit la 

génération de cellules CD8
+
 Tc2. Les Tc1 et les Tc2 

diffèrent par leur profil d’expression cytokinique : les 

Tc1 secrètent de l’IL-2 et de l’INF  alors que les Tc2 
libèrent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-10. Il a été 

montré que les CD8
+
 Tc2 peuvent être aussi 

cytotoxiques que les Tc1 dans certains modèles 

(Croft et al., 1994; Sad et al., 1995), mais pas dans 

d’autres (Cronin et al., 1995).  

Figure 24 : Le système 

cytotoxique perforine/granzyme. 
Après exocytose des granules de 
perforine et de granzyme dans 

l’espace intercellulaire par la cellule 

T cytotoxique (A), la perforine se 

polymérise en présence de Ca
2+

 et 
forme un canal à travers la 

membrane de la cellule cible (B) qui 

permet le passage des granzymes 
dans cette dernière (C). Les 

granzymes peuvent ainsi entrer 

directement sous forme de granules 
(D) ou par un mécanisme poreux (E). 

Dans ce dernier cas, les granzymes 

seraient localisées dans une 

enveloppe cytoplasmique protectrice 
qui sous l’action de la perforine 

libèrerait les granzymes dans le 

cytoplasme (F). Les granzymes 
peuvent alors se diriger vers le 

noyau et induire l’apoptose de la 

cellule cible en activant notamment 
la cascade des caspases (Shresta et 

al., 1998). 
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L’expression des molécules de CMH I dans le cerveau sain étant quasi inexistante, il y 

a peu de cibles des Tc dans le cerveau à l’état normal. Les neurones sont particulièrement 

réfractaires à l’induction de l’expression des CMH I via la stimulation par des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’INF . Ils ne peuvent donc pas être détruits par les Tc, ce qui les 

rend sensibles aux infections virales persistantes (Joly et al., 1991). Cette absence d’induction 

ne concerne cependant que les neurones fonctionnels et électriquement actifs. En effet, le 

blocage de cette activité par la tétrodotoxine restaure la possibilité d’induction de l’expression 

de CMH I via l’INF  sur les neurones (Neumann et al., 1995; Neumann et al., 1997). Quant 

aux autres types cellulaires présents dans le SNC (oligodendrocytes, astrocytes et cellules 

microgliales), l’expression de CMH I n’a été observée que suite à des expositions importantes 

de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF  et l’INF (Vass and Lassmann, 1990).  

Il est à noter que bien qu’elles soient présentent au moment du rejet (Michel et al., 

2006), la déplétion des animaux receveurs en cellules CD8
+
 n’induit pas de survie prolongée 

d’une xénogreffe intracérébrale (Wood et al., 1996), indiquant un rôle mineur de cette 

population cellulaire dans le rejet de telles greffes. 

  

IV.4.2. Le mécanisme d‘activation des cellules T 

 L’activation des cellules T nécessite l’interaction avec une cellule présentatrice 

d’antigène (CPA). Le contact initial entre la CPA et la cellule T correspond à la liaison 

transitoire entre la molécule d’adhésion ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) 

exprimée sur les CPA et l’intégrine LFA-1 (Leucocyte Function associated Antigen-1) des 

cellules T. Ce rapprochement initie la formation d’une synapse immunologique entre les deux 

types cellulaires au sein de laquelle le mécanisme d’activation de la cellule T va se mettre en 

place. 

 

  IV.4.2.1. La reconnaissance antigénique  

 

   a. Les différents types d’antigènes 

 La conséquence de la transplantation intracérébrale est l’apparition de deux types 

d’antigènes au sein du SNC: les antigènes mineurs et majeurs.  

Les antigènes majeurs correspondent aux molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I et II (CMHI et CMHII) qui sont essentielles dans la 

reconnaissance par les cellules T (du même individu) des antigènes qu’elles leur présentent. 
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Le polymorphisme de ces molécules induit une grande disparité entre les molécules du CMH 

de deux individus étrangers puisque chacun dispose d’une molécule qui lui est spécifique. Les 

cellules T sont cependant capables de reconnaître chaque disparité de CMH et d’induirent le 

rejet de cellules porteuses d’un CMH qui lui est étranger. Cette caractéristique du système 

immunitaire correspond à un obstacle majeur à la transplantation pour l’acceptation du 

greffon (Dausset, 1981; Sherman and Chattopadhyay, 1993). 

Les antigènes mineurs regroupent des peptides dérivant de la dégradation des protéines 

ou de glycoprotéines issues des cellules greffées telles que les neurones, les astrocytes, la 

microglie ou encore les cellules endothéliales. Ils sont présentés par les molécules de CMH 

localisées sur les CPA du receveur.  

 

    b. Les voies de reconnaissances  

 Il existe deux voies de reconnaissance des antigènes en transplantation: la voie directe 

et la voie indirecte résumées figure 25.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Dans la voie directe, la suspension cellulaire transplantée peut renfermer des CPA qui, 

sous l’effet du traumastisme chirurgical s’activent et expriment les molécules de CMH 

spécifiques du donneur. Ces CPA peuvent alors migrer dans les organes lymphoïdes du 

receveur où les molécules du CMH de classe I et II qu’elles expriment seront reconnues 

respectivement par les cellules T CD8
+
 et CD4

+
 du receveur comme des antigènes majeurs.  

 Dans la voie indirecte, ce sont les CPA locales du receveur qui digèrent les molécules 

antigéniques issues de la transplantation. Après migration de ces CPA vers les organes 

lymphoïdes, les antigènes (mineurs) sont alors présentés via le CMH aux cellules T (Gould 

and Auchincloss, 1999; Le Moine et al., 2002; Tambur and Roitberg, 2005).  
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Figure 25 : Les voies de présentation antigénique  



 69 

 La reconnaissance directe, faisant intervenir des CPA étrangères, est une voie de 

réconnaissance spécifique à la transplantation. La voie normale de reconnaissance des 

microorganismes par le système immunitaire correspond à la voie indirecte. Cette dernière 

voie de reconnaissance semble d‘ailleurs majoritaire dans le processus de rejet des 

xénogreffes intracérébrales. 

 

IV.4.2.2. L’interaction TCR/CMH peptide 

 Les LT interagissent avec les molécules du CMH de classe I ou II et leurs peptides 

antigéniques grâce à un récepteur hautement polymorphe, le TCR (T-Cell Receptor). Il s’agit 

d’un complexe multi-protéique composé d’un hétérodimère clonotypique non covalent formé 

des deux chaînes  ou  Les LT  constituent une population mineure (<5%) des cellules 

T qui sont spécialisés dans la reconnaissance de macromolécules telles que les hydrates de 

carbone. Dans le processus de rejet d’une xénogreffe, les LT  restent très minoritaires 

(Michel et al., 2006) et l’essentiel de la population infiltrant appartient à la classe des LT  

dont le TCR permet la reconnaissance d’antigènes peptidiques présentés par une molécule de 

CMH. L’interaction de haute affinité entre le TCR et le complexe CMH-peptide (CMHp) se 

produit en coordination  avec les molécules accessoires CD4 ou CD8 des cellules T pour 

établir une région appelée la « synapse immunologique » (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 

1999). Le TCR est responsable de la spécificité de reconnaissance de l’antigène.  

Dépourvu de domaine intracellulaire, la transduction du signal est médiée par le 

complexe CD3, associé au TCR et constitué de plusieurs chaînes polypeptidiques 

(hétérodimères ,  et homodimère ).  L’interaction TCR-CMHp stimule CD3 qui en 

réponse provoque l’activation de nombreuses voies de signalisation notamment via diverses 

protéines kinases. L’intéraction TCR-CMHp est cependant insuffisante à elle seule pour 

induire l’activation des gènes spécifiques nécessaires à l’activation et à la prolifération des 

LT. 

 

   III.4.2.3. La costimulation 

Alors que la liaison TCR-CMHp dicte la spécificité antigénique de la réponse et joue 

un rôle essentiel dans l’initiation de l’activation des LT, un autre signal est indispensable pour 

compléter l’activation. Le modèle du « second signal », développé dans les années 70, 

postulait qu’une costimulation non spécifique de l’antigène devait être additionnée au signal 

initial généré par le couple TCR-CMHp, pour induire l’activation des cellules T naïves.  
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En effet, la liaison TCR-CMHp 

engendre l’expression de CD40 sur les CPA et 

de CD40 Ligand (CD154) sur les cellules T 

(Castle et al., 1993; Leveille et al., 1999). 

L’interaction CD40/CD40 Ligand induit la 

synthèse et l’expression par les CPA d’un 

récepteur de type B7 (B7.1 et B7.2), présent à 

leur surface et qui interagit avec la molécule 

CD28 exprimée de façon constitutive sur les 

cellules T (Fig. 26). Cette intéraction délivre 

un second signal qui complète le processus de 

présentation antigénique (Lenschow et al., 

1996; Lanzavecchia, 1997).  

 En accord avec le modèle du second signal, plusieures réponses distinctes résumées 

dans la figure 27 peuvent se produire suite à l’interaction entre la CPA et la cellule T. A) En 

présence des signaux de costimulation,  l’activation du TCR résulte en une expansion clonale 

des cellules T. B) En l’absence des signaux de costimulation, l’interaction de la cellule T 

avec le même antigène conduit à une anergie clonale. C) En l’absence des signaux de 

costimulation, la réactivation des cellules T déjà primées peut se produire par la simple 

interaction TCR-CMHp (June et al., 1994; Schwartz, 1996).  
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Figure 26 : Les molécules de costimulation  

 

CPACPA

Cellule TCellule T

CMH

TCR
Ag

B7.1/B7.2

CD28

Signal 1 Signal 2

Expansion clonale

Sécrétion de cytokines

…

CPACPA

Cellule TCellule T

CMH

TCR
Ag

CD28

Signal 1

Anergie clonale

Mort de la cellule T

CPACPA

Cellule T Cellule T 

ddééjjàà primprimééee

CMH

TCR
Ag

CD28

Expansion clonale

Sécrétion de cytokines

…

A. C.B.

CPACPA

Cellule TCellule T

CMH

TCR
Ag

B7.1/B7.2

CD28

Signal 1 Signal 2

Expansion clonale

Sécrétion de cytokines

…

CPACPA

Cellule TCellule T

CMH

TCR
Ag

B7.1/B7.2

CD28

Signal 1 Signal 2

Expansion clonale

Sécrétion de cytokines

…

CPACPA

Cellule TCellule T

CMH

TCR
Ag

CD28

Signal 1

Anergie clonale

Mort de la cellule T

CPACPA

Cellule T Cellule T 

ddééjjàà primprimééee

CMH

TCR
Ag

CD28

Expansion clonale

Sécrétion de cytokines

…

A. C.B.

Figure 27 : Les voies  de costimulation  
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IV.4.3. Les CPA potentielles dans le SNC 

 Pour pouvoir présenter l’antigène efficacement de façon à induire une réponse T 

spécifique, les cellules candidates au rôle de CPA doivent disposer de toute la machinerie 

nécessaire (CMH, molécules de costimulation…). Il est également important de différencier 

les CPA capables d’initier une réponse primaire par la présentation antigénique à des cellules 

T naïves, et les CPA ne permettant qu’une réponse secondaire,  par la présentation d’antigène 

à des cellules T qui ont déjà été exposées à des antigènes.  

 

  IV.4.3.2. La microglie  

 L’expression des molécules du CMH II à la surface des cellules microgliales 

correspond à l’un des premiers signes de leur activation. Mais outre l’apparition de ces 

molécules, la microgliose se caractérise également par l’expression de la molécule d‘adhésion 

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) qui rend le contact initial entre LT et CPA 

possible. Ainsi, de nombreuses études ont cherché à déterminer si les cellules microgliales 

pouvaient se comporter comme des CPA. 

Des analyses in vitro ont été réalisées sur des cellules microgliales humaines et 

murines stimulées par l’INF .  Elles ont révélé que ces cellules étaient capables de présenter 

des molécules d’adhésion et de costimulation à leur surface, de préparer l’antigène, d’activer 

des cellules T naïves (Aloisi et al., 1999) et plus particulièrement une réponse T CD4
+
 et de 

restimuler la réponse T (Ford et al., 1996). En revanche, il semble que les cellules 

microgliales de rat n’expriment que très faiblement les molécules d’adhésion et de 

costimulation (B7.1 et B7.2). Ce niveau basal d’expression induirait une présentation 

antigénique incomplète qui permettrait uniquement de maintenir les cellules T effectrices 

fonctionnelles (production des cytokines)  mais sans engendrer d’expansion clonale (Ford et 

al., 1995; Ford et al., 1996; Sedgwick et al., 1998). Par ailleurs, il a été rapporté que les 

cellules microgliales activées, par leur capacité à secréter la chimiokine MIP-1 , qui stimule 

les cellules Th1, ainsi que par leur sécrétion d’IL-12, pourraient favoriser la polarisation Th1 

des cellules T CD4
+
 ayant franchit la BHE et atteint le parenchyme nerveux. Dès lors, il y 

aurait une intensification de la réaction inflammatoire (Aloisi et al., 2000). 

En ce qui concerne les études in vivo, les résultats restent également controversés. Il a 

été montré que suite à l’injection intraparenchymale de l’antigène BCG (Bacille de Calmette 

et Guerin), les cellules microgliales étaient incapables d’initier une réponse cellulaire T 

(Perry, 1998). Cependant, une injection secondaire périphérique du BCG induisait une 
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réponse inflammatoire dans le SNC (Perry, 2000). Ces résultats suggèrent la possibilité d’une 

stimulation secondaire des LT activés ayant pénétré le SNC ainsi que l’intensification de la 

réaction inflammatoire par les cellules microgliales du SNC.  

 

  IV.4.3.1. Les astrocytes  

Les astrocytes activés expriment les molécules du CMH de classe II in vitro (Wong et 

al., 1984) ainsi que la molécule d’adhésion ICAM-1, in vitro et in vivo (Shrikant et al., 1994; 

Shrikant et al., 1995; Aloisi et al., 1998). Ces molécules sont des atouts essentiels pour un rôle 

des astrocytes en tant que CPA puisqu’elles sont nécessaires à l’établissement du contact 

initial avec la cellule T.  

Cependant, in vivo les résultats sont contradictoires. En effet, alors que l’expression de 

la molécule du CMH II sur les astrocytes avait été observée par Traugott et Lebon (Traugott 

and Lebon, 1988), celle-ci n’a pas été retrouvée par d’autres auteurs dans des contextes 

inflammatoires tels que l’injection intracérébrale de LPS ou de sclérose en plaque (Bo et al., 

1994; Montero-Menei et al., 1994). L’expression des molécules de costimulation B7 et CD40 

in vivo font également l’objet de nombreuses divergences. Ainsi, Soos et son équipe ont 

montré que les astrocytes de souris activés par l’INF exprimaient B7.2 (Soos et al., 1999), 

mais ces résultats n’ont pas été retrouvés par Aloisi chez la souris (Aloisi et al., 1998) ni par 

Satoh chez l’homme (Satoh et al., 1995). Les données concernant l’expression de CD40 sur 

les astrocytes sont également contradictoires (Tan et al., 1998 ; Aloisi et al., 1998; Nguyen 

and Benveniste, 2000).  

Il existe donc encore de nombreuses divergences dans la littérature concernant la 

capacité des astrocytes à exprimer les molécules de CMH II et de costimulation B7.1, B7.2 et 

CD40 in vivo. Cependant, il paraît peu probable qu’ils puissent initier une réponse 

proliférative de cellules T naïves, mais pourraient plutôt favoriser une réponse secondaire via 

leur sécrétion de cytokines proinflammatoires (Sedgwick et al., 1991; Matsumoto et al., 1992; 

Weber et al., 1994). Néanmoins, outre leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, les  

astrocytes produisent également des cytokines anti-inflammatoires (TGF- ) qui peuvent 

s’opposer à l’activation des LT. Le rôle précis des astrocytes reste encore une fois difficle à 

établir. 

 

   IV.4.3.3. Les cellules endothéliales 

 Résidant à l’interface entre la circulation sanguine et le parenchyme cérébral, les 

cellules endothéliales microvasculaires de la BHE ont longtemps été considérées comme des 
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CPA potentielles en raison de leur position anatomique unique entre les cellules T circulantes 

et les antigènes présents dans le SNC. Les cellules endothéliales expriment de façon 

constitutive la molécule du CMH I (Hoftberger et al., 2004). L’expression de la molécule du 

CMH II est uniquement induite (Jemison et al., 1993) et l’augmentation de leur quantité juste 

avant l’infiltration des cellules immunitaires dans le cerveau, suggère un rôle important des 

cellules endothéliales activées dans les réactions inflammatoires au sein du SNC (Sobel et al., 

1984). Par ailleurs, les cellules endothéliales humaines ou murines expriment in vitro la 

molécule de costimulation B7 suite à une stimulation à l’INF  (Prat et al., 2000). Ces 

observations suggèrent que les cellules endothéliales pourraient présenter des antigènes aux 

cellules T, dans un contexte pro-inflammatoire favorable. Cependant, des études de 

présentation antigénique effectuées sur des cellules endothéliales de souris (Risau et al., 1990) 

ou d’homme (Prat et al., 2000) n’ont montré aucune réponse proliférative des cellules T alors 

que CMH II et B7 étaient bien exprimés. Les cellules endothéliales de la BHE ne seraient 

donc pas des CPA efficaces. Elles pourraient en revanche intervenir dans la réaction 

inflammatoire en produisant des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-

8 (Fabry et al., 1993). Suite à une activation, les cellules endothéliales microvasculaires 

reviennent à leur état quiescent, mais une activation retardée/décalée est observée sur les 

cellules du SNC adjacentes à la BHE (astrocytes et cellules microgliales). Cette observation 

suggère que les cellules endothéliales pourraient correspondre à un point relais à partir duquel 

un second messager, modulateur de l’activation cellulaire intracérébrale, serait libéré. La 

sécrétion de l’IL-6 et de l’IL-8 par les cellules endothéliales, renforce cette hypothèse du fait 

de la capacité de ces cytokines à activer les cellules gliales (Lou et al., 1996). Il semble donc 

que la participation des cellules endothéliales à la réponse immune reste principalement 

caractérisée par leur rôle dans la perméabilité de la BHE, dans le trafic des lymphocytes dans 

le parenchyme cérébral et probablement par une sécrétion de cytokines.  

 

IV.4.3.4. Les macrophages périvasculaires 

Contrairement à la microglie au repos, les MPV ont une activité phagocytaire (Mato et al., 

1996) et expriment de nombreux marqueurs de type macrophagique tels que ED-2 (Graeber et 

al., 1989), CMH II (Streit et al., 1989), le co-récepteur CD4.   

Ces MPV ont fait l’objet de multiples études in vitro et in vivo qui ont permis de 

conclure que ces cellules sont des CPA compétentes. Chez le rat, par exemple, les 

macrophages périvasculaires ont la capacité d’induire une réponse proliférative des cellules T 

CD4
+
 significativement plus importante que la réponse induite par la population microgliale 
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résidente du parenchyme (Ford et al., 1995). En effet, à l’inverse de la microglie résidente qui 

n’est pas ou peu renouvelée, les cellules périvasculaires sont rapidement remplacées par des 

cellules circulantes. Les macrophages périvasculaires expriment des taux élevés de CMH II 

dans le SNC sain chez l’homme (Bo et al., 1994; Ulvestad et al., 1994) ainsi que les 

molécules de costimulation. Ces cellules sont également connues pour leur capacité à 

phagocyter, une propriété nécessaire pour la préparation de l’antigène. La capacité de 

migration de ces cellules, le long de l’espace périvasculaire, pour atteindre les ganglions 

lymphatiques et initier une réponse T spécifique reste encore à mettre en évidence. Toutefois, 

en raison de leur position stratégique entre l’endothélium et le parenchyme nerveux, les 

macrophages périvasculaires correspondent à des candidats idéaux pour la restimulation des 

cellules T préalablement activées en périphérie (Hickey and Kimura, 1988) 

 

 

CONCLUSION IV 

 Les xénogreffes de neurones embryonnaires induisent une réponse immunologique 

dont certaines caractéristiques restent encore à mettre en évidence. En effet, alors qu’une forte 

activation microgliale et astrocytaire se met en place dès les premiers jours qui suivent 

l’opération favorisant la sécrétion de nombreuses cytokines, la greffe semble ensuite tolérée. 

Cependant, autour de la sixième semaine post-transplantation une infiltration massive de LT 

CD4
+
 et CD8

+
 apparait dans le striatum associée au transplant. Or, ces cellules sont 

normalement absentes du parenchyme nerveux et les mécanismes responsables du 

recrutement des LT périphériques restent flous. La recherche de cellules pouvant jouer le rôle 

d’intiatrice de la réponse T fera l’objet des deux premières parties de mon travail de thèse.  

 

 L’obstacle majeur à la xénotransplantation de neurones embryonnaires est de nature 

immunologique. Or, divers travaux indiquent que les cellules souches neurales (CSN) seraient 

moins immunogènes et donc moins susceptibles d’être rejetées que des neurones 

embryonnaires. La troisième partie de mon travail de thèse a donc consisté à étudier l’intérêt 

d’utiliser des CSN en tant que source cellulaire pour des xénotransplantations dans le SNC. 

La dernière partie de mon introduction décrit les caractéritiques majeures de ces CSN.  
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V. LES CELLULES SOUCHES NEURALES 

 

  La caractérisation des cellules souches neurales a fait naître beaucoup d’espoir 

pour une utilisation thérapeutique dans les maladies neurodégénératives telle que la MP. En 

effet, cette source alternative de cellules, aux capacités de prolifération et de différenciation 

sans précédent, a ouvert de nouvelles voies de recherche concernant principalement la 

stratégie thérapeutique de substitution neuronale.  

 

 V.1. Définition 

 Les cellules souches se caractérisent 

par leur caractère indifférencié et leur capacité 

à s’auto-renouveler (Hall and Watt, 1989). 

Toutefois, on distingue différentes catégories 

de cellules souches selon leur potentiel de 

différenciation (Fig. 28): 1) les cellules 

souches totipotentes sont à l’origine de tous 

les tissus de l’organisme et peuvent conduire 

au développement d’un individu complet. 2) 

Les cellules souches pluripotentes offrent une 

spécialisation plus restreinte ; elles 

correspondent aux cellules de l’embryon 

pendant les premières divisions de l’ovule 

fécondé (cellules ES). 3) Les cellules souches 

multipotentes, résident dans les tissus 

différenciés et peuvent générer les différents 

types cellulaires de leur tissu originel. 

 

  Dans le SNC, les cellules souches multipotentes correspondent aux cellules souches 

neurales (CSN). Elles sont définies sur la base de deux propriétés fonctionnelles : une 

capacité d’auto-renouvellement et la possibilité de générer les différents types cellulaires du 

SNC à savoir les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes. Cette différenciation se fait 

par l’intermédiaire de progéniteurs neuronaux ou gliaux (Seaberg and van der Kooy, 2003) 

qui correspondent à des cellules prolifératives dont la capacité d’auto-renouvellement et le 

Figure 28 : La neurogénèse 
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potentiel de différenciation sont restreints (McKay, 1997). Les CSN sont présentes dans le 

cerveau embryonnaire (Kalyani et al., 1997) ainsi que dans certaines structures du cerveau 

adulte dans lesquelles la neurogénèse reste active (Palmer et al., 1997; Eriksson et al., 1998; 

Johansson et al., 1999).  

 

  V.1.1. Les cellules souches neurales chez l’embryon 

 Au cours du développement embryonnaire, le tube neural est constitué par une 

population cellulaire homogène appelée les cellules souches neuroépithéliales (Fig. 29) 

(Kalyani et al., 1997). Ces cellules prolifèrent et correspondent à la première population 

identifiable de CSN. Puis, elles se concentrent dans une zone de prolifération appelée la zone 

ventriculaire formée par une simple couche d’épithélium pseudostratifié. Cependant, la 

prolifération des cellules s’accompagne d’un phénomène d’apoptose qui maintient constant 

le pool de CSN (Li et al., 2002; Sommer and Rao, 2002). Ainsi, le nombre de CSN est défini 

par un équilibre entre prolifération, différenciation et mort cellulaire. 

 Les cellules neuroépithéliales communiquent entre elles via des jonctions Gap 

(Nadarajah et al., 1998) et elles sont à l’origine des neurones et des cellules gliales du SNC 

par l’intermédiaire de progéniteurs neuronaux et gliaux (Morrison et al., 1997; Gage, 2000).  
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Figure 29 : Neurogénèse 

embryonnaire 

Les cellules neuroépithéliales (CNE) 

localisées dans la zone ventriculaire 

se divisent rapidement, générant 

initialement de la glie radiaire puis 

des neuroblastes. Les CNE expriment 

des caractères de glie différenciée et 

émettent de longs prolongements qui 

leur permettent d’établir un contact 

avec le ventricule et la surface 

externe du tube neural, afin servir de 

support pour la migration des 

neuroblastes. Au cours de leur 

migration, les neuroblastes expriment 

des marqueurs de différenciation. 

Une fois la migration neuronale 

terminée, la glie radiaire se rétracte 

et se transforme en astrocytes 

(Clarke, 2003). 
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  V.1.2. Les cellules souches neurales chez l’adulte 

 La neurogénèse dans le SNC des mammifères adultes a longtemps été considérée 

comme improbable. Pourtant, dès 1965 Altman et Das avaient montré une synthèse active 

d’ADN dans des cellules présentant une morphologie neuronale, grâce à l’incorporation de 

thymidine tritiée (Altman and Das, 1965). L’utilisation plus récente de la bromodéoxyuridine 

(BrdU) dans les années 90 a confirmé l’existence d’une neurogénèse active dans certaines 

régions du SNC (Corotto et al., 1993; Seki and Arai, 1993). Le renouvellement neuronal chez 

l’adulte suppose que de nouvelles cellules sont produites à partir d’une zone germinative, 

puis acheminées et induites à se différencier en véritables neurones. Deux principales zones 

neurogéniques ont été mises en évidence (Fig. 30) : 1) la zone sous-ventriculaire (SVZ) du 

ventricule latéral (Morshead et al., 1994; Craig et al., 1996; Chiasson et al., 1999) qui donne 

naissance aux neurones du bulbe olfactif (BO) (Johansson et al., 1999) et 2) la zone sous-

granulaire (SGZ) du gyrus dentelé de l’hippocampe (Bayer et al., 1982; Kuhn et al., 1996; 

Gould et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Neurogénèse adulte  

(D’après Taupin and Gage, 2002) 

 

 Différentes observations suggèrent que la neurogénèse endogène adulte participe à 

certains processus dans le SNC, mais dans de nombreux cas, ce phénomène semble 

insuffisant pour promouvoir une réparation complète et efficace.  
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 V.2. Isolement et prolifération des CSN in vitro 

 C’est la mise en évidence d’une forte immunoréactivité pour l’EGF (Epidermal 

Growth Factor) et de son récepteur dans certaines régions du cerveau adulte, qui a permis à 

Reynods et à son équipe d’isoler une population  de cellules spécifiques répondantes à l’EGF. 

Ils ont montré que des cellules isolées du striatum de souris adultes et cultivées in vitro en 

présence d’EGF continuaient à se diviser sous forme de clusters. Par la suite, ces derniers se 

détachaient pour constituer des sphères de cellules prolifératives qui ont alors été appelées des 

neurosphères (Reynolds and Weiss, 1992). La caractérisation des ces neurosphères a révélé 

qu’elles étaient immunoréactives pour la nestine, un filament intermédiaire exprimé par les 

CSN (Lendahl et al., 1990) et qu’une cellule isolée de ces sphères était capable de reconstituer 

à elle seule une sphère secondaire également nestine positive. A cette caractéristique 

d’autorenouvellement est venue s’ajouter la multipotence puisqu’après transfert sur une 

surface d’adhésion et éviction de l’EGF, des cellules migraient en-dehors de la sphère et 

adoptaient des phénotypes gliaux ou neuronaux. Des études similaires réalisées à partir de 

cellules isolées du striatum de souris embryonnaires (E14) indiquent que ces cellules murines, 

en présence d’EGF, peuvent proliférer sous forme de neurosphères jusqu’à 10 passages 

(Reynolds and Weiss, 1996). Toutefois, 80 à 90% des cellules constituant les neurosphères 

primaires, secondaires et même après 10 passages, sont capables de générer les différents 

types cellulaires du SNC, mais seul 20% des cellules s’avèrent capables de former de 

nouvelles neurosphères. Il semble donc que les neurosphères soient constituées d’une 

population cellulaire hétérogène dans laquelle 20% des cellules auraient la capacité de 

reformer des sphères alors que les autres cellules présenteraient une capacité de prolifération 

limitée (Fig. 31).  
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Figure 31 : Composition des 

neurosphères dans les cultures 

de CSN. 
En présence d’EGF, les CSN 

génèrent une neurosphère composée 

de CSN et de progéniteurs. Après 
dissociation, seules les CSN sont 

capables de générer des 

neurosphères secondaires qui 

contiennent elles aussi des CSN et 
des progéniteurs qui vont se 

différencier en astrocytes, neurones 

et oligodendrocytes (Reynolds and 

Weiss, 1996). 
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 Par la suite, il a été montré que le FGF-2 possédait également des effets mitogéniques 

sur les CSN embryonnaires et adultes (Vescovi et al., 1993). En effet, les CSN issues du 

striatum de souris adultes sont capables de proliférer in vitro sous forme de neurosphères en 

présence de FGF-2 et de se différencier en astrocytes, oligodendrocytes et neurones (Gritti et 

al., 1996).  Par ailleurs, il a été observé que la présence des deux facteurs, EGF et FGF-2, 

avait un effet additif sur la prolifération des CSN puisque le FGF-2 stimule l’expression du 

récepteur à l’EGF dans une culture de cellules corticales d’embryons de rats (E12) (Lillien 

and Raphael, 2000).  

 

 V.3. Les cellules souches dans la MP 

  

  V.3.1. L’autotransplantation 

 Il existe à l’heure actuelle peu de données concernant des essais précliniques 

d’autotransplantation sur des modèles animaux de la MP. Néanmoins, la transplantation 

autologue de CSN adultes a été réalisée sur un patient parkinsonien. Les CSN ont été isolées 

à partir d’une biopsie de tissus corticaux puis cultivées in vitro durant plusieurs mois en 

présence de facteurs épigéniques. Au final, 15% des neurones présentaient un phénotype 

dopaminergique. Après transplantation unilatérale, le patient a vu ses symptômes moteurs 

améliorés de 88% avec une augmentation de l’incorporation dopaminergique de plus de 55% 

un an après l’opération. Malgré des résultats encourageants, des études supplémentaires sont 

nécessaires afin d’étudier les effets de telles greffes sur le long terme.  

Des expériences ont pu montrer que la transfection de cellules souches 

mésenchymateuses, issues de la moelle osseuse adulte, avec le domaine intracellulaire du 

gène Notch favoriserait leur différenciation vers un phénotype neuronal et des traitements par 

du GDNF in vitro permettrait une apparition du phénotype dopaminergique  (Dezawa et al., 

2004). Ces cellules souches mésenchymateuses semblent donc offrir une source potentielle 

de cellules autologues transplantables. Néanmoins, la différenciation neuronale et plus 

particulièrement la différenciation en neurones dopaminergiques de ces cellules n’est pas 

suffisante à l’heure actuelle pour envisager de telles auto-transplantations dans le cas de la 

MP.  
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  V.3.2. L’allotransplantation 

 Malgré le potentiel régénérateur intéressant des CSN adultes, les CSN prélevées chez 

l’embryon constituent, à l’heure actuelle, les meilleures candidates pour la transplantation 

dans la MP (Snyder and Olanow, 2005). En effet, ces dernières sont douées d’une grande 

capacité de prolifération et de longévité in vitro. Dans une séries d’études, Svendsen et ses 

collaborateurs ont transplanté des précurseurs neuronaux embryonnaires (PNE) humains dans 

le striatum de rats lésés avec de la 6-OHDA (Svendsen et al., 1996; Svendsen et al., 1997; 

Svendsen and Caldwell, 2000). Les résultats ont révélé une différenciation des PNE en 

neurones et en cellules gliales. Des neurones dopaminergiques fonctionnels ont également été 

mis en évidence et une amélioration motrice a été observée chez quelques animaux. Les PNE 

auraient donc la capacité de se différencier en neurones dopaminergiques in vivo. Néanmoins, 

il semblerait que cette différenciation soit largement influencée par l’environnement dans 

lequel ces derniers sont placés. En effet, la transplantation de PNE dans le bulbe olfactif, une 

des régions neurogéniques du cerveau adulte où les neurones dopaminergiques sont 

abondants, favorise une différenciation dopaminergique des cellules implantées (Suhonen et 

al., 1996; Fricker et al., 1999). Les PNE isolés du MV perdent rapidement leur capacité à se 

différencier spontanément en cellules dopaminergiques puisqu’un signal extrinsèque est 

nécessaire pour induire ce phénotype (Bouvier and Mytilineou, 1995; Hynes and Rosenthal, 

2000; Jain et al., 2003) et le striatum adulte ne produit pas ce signal (Sinclair et al., 1999). 

C’est pourquoi, de nombreuses études visent désormais à induire une pré-différenciation des 

PNE avant leur transplantation. Studer et son équipe ont ainsi cultivé pendant 8 jours des PNE 

en présence de FGF-2 et ils ont observé une amélioration de la différenciation 

dopaminergique après l’implantation (Studer et al., 1998).  

 Outre les résultats très encourageants que les recherches sur l’efficacité des CSN en 

transplantation ont apportés, l’avancement des études demeure, ici encore, contrarié par les 

problèmes éthiques liés à l’utilisation des embryons humains. En effet, l’utilisation des 

cellules souches embryonnaires suscite des débats éthiques, notamment pour certains groupes, 

religieux ou non, qui considèrent l’extraction de ces cellules comme une atteinte à l’intégrité 

de l’embryon. Cependant, des études récentes réalisées par l’équipe du Pr Lanza, semblent 

montrer que l’extraction de cellules souches embryonnaires sans destruction de l’embryon ni 

perturbation de son développement serait possible (Chung et al., 2006; Klimanskaya et al., 

2006). Cette nouvelle approche, si elle se confirme, permettrait effectivement de s’affranchir 

des problèmes éthiques, obstacles actuels majeurs pour la thérapie cellulaire via les cellules 

souches embryonnaires. 
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  V.3.3. La xénotransplantation 

 L’utilisation de CSN embryonnaires d’une autre espèce telle que le porc, permettrait 

de s’affranchir à la fois des problèmes éthiques liés à l’utilisation des embryons humains et 

de la réponse immunologique induite par l’individu hôte suite à la xénogreffe de tissus 

primaires. Différentes études suggèrent que ces cellules auraient une immunogénicité réduite 

(Armstrong et al., 2001). Par ailleurs, les CSN produisent des facteurs neurotrophiques tels 

que le NGF, le BDNF, le CNTF et le GDNF (Ourednik et al., 2002; Ryu et al., 2004; 

Richardson et al., 2005) qui pourraient être fort utiles pour favoriser leur survie et leur 

différenciation in vivo.  

 

 

CONCLUSION V 

 De part leur capacité de prolifération et leur multipotence, les CSN sont devenues un 

centre d’intérêt majeur pour les stratégies thérapeutiques restauratrices. Par ailleurs, la faible 

immunogénécité que leur prêtent certains auteurs, indique que ces cellules pourraient être plus 

facilement acceptées par les cellules de l’hôte en cas de xénogreffes intracérébrales. C’est 

pour cela que dans la troisième partie de ce manuscrit, nous avons étudié via une étude 

comparative, la réponse immune générée dans le cas d’une xénogreffe de neuroblastes ou de 

précurseurs neuronaux porcins.  
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Des études cliniques ont montré que les troubles induits par les pertes neuronales 

survenant notamment chez des patients atteints de la MP pouvaient être atténués suite à la 

transplantation de neurones fœtaux (Lindvall et al., 1990; Freed et al., 1992; Freeman et al., 

1995). Cependant, les contraintes liées à l’utilisation des neurones embryonnaires d’origine 

humaine, et plus particulièrement, les considérations éthiques liées à leur utilisation ont 

conduit à la recherche de sources cellulaires alternatives comme les neurones embryonnaires 

porcins. Ces derniers ont montré leur capacité à se développer et à émettre des extensions 

axonales lorsqu’ils sont transplantés tant chez le rat (Freeman et al., 1988; Wictorin et al., 

1990; Wictorin et al., 1992; Deacon et al., 1994; Galpern et al., 1996; Isacson and Deacon, 

1996) que chez des patients parkinsoniens (Pakzaban and Isacson, 1994; Deacon et al., 1997; 

Fink et al., 2000). Néanmoins, bien que le SNC présente un statut immunologique particulier, 

les xénogreffes sont rejetées en l’absence de traitement immunosuppresseur.  

Ainsi, depuis plusieurs années, notre laboratoire a entrepris d’étudier et de contrôler 

les mécanismes responsables du rejet d’une xénogreffe intracérébrale. Pour ce faire, nous 

avons choisi comme modèle la xénogreffe de neuroblastes porcins dans le striatum de rat. La 

réponse immunitaire responsable du rejet de telles greffes survient dans les 5 à 7 semaines et 

implique une composante humorale (Larsson et al., 1999; Barker et al., 2000) et cellulaire 

(Wood et al., 1996; Okura et al., 1997; Larsson et al., 2001a; Remy et al., 2001; Melchior et 

al., 2002). Plus particulièrement, notre laboratoire ainsi que d’autres ont montré que la 

réaction de rejet s’accompagne d’une infiltration dans le greffon de cellules microgliales 

activées/macrophages et d’une apparition soudaine et massive de lymphocytes T (LT) (Wood 

et al., 1996; Okura et al., 1997; Larsson et al., 2001a; Remy et al., 2001; Melchior et al., 

2002). Alors que de nombreuses études ont révélé le rôle critique des LT dans le rejet des 

xénogreffes via l’utilisation d’inhibiteurs de la fonction lymphocytaire, la vocation des 

cellules microgliales/macrophages dans le processus de rejet reste confuse. C’est la raison 

pour laquelle, dans un premier travail, nous avons voulu préciser le rôle de ces cellules 

présente de façon récurrente dans notre modèle d’étude. A cet effet, nous avons étudié les 

conséquences d’un traitement anti-inflammatoire, couramment utilisé en clinique et capable 

de franchir la BHE, sur la survie des xénogreffes intracérébrales.  

 

Les cellules microgliales activées/macrophages exprimant les molécules du CMH de 

classe II, sont susceptibles de jouer un rôle dans la présentation des antigènes des cellules du 

donneur aux LT de l’hôte. Toutefois, même si ces cellules sont effectivement capables 

d’induire une réponse immune secondaire en activant des LT déjà primés, elles sont 
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incompétentes pour initier une réponse primaire en primant des lymphocytes naïfs dans des 

tissus lymphoïdes. Pourtant, une étude réalisée dans notre laboratoire a récemment mis en 

évidence des modifications du répertoire des LT dans les ganglions cervicaux profonds suite à 

une greffe de neuroblastes porcins dans le striatum de rat (Melchior et al ., 2005). De telles 

modifications sont normalement dues à la mise en place d’une réponse immune spécifique 

dirigée contre certains antigènes. Elles sont donc caractéristiques d’une activation de LT 

naïfs.  

La seconde partie de mon travail de thèse avait donc pour objectif de rechercher les cellules 

susceptibles d’initier une telle réponse en cas de xénogreffe intracérébrale. 

 

Un autre point soulevé par les résultats de notre équipe concerne le phénotype des 

cellules greffées et le type de rejet observé. En effet, des cellules endothéliales issues d’aorte 

de porc sont rejetées dès la première semaine après leur greffe dans un striatum de rat, et ce, 

sans l’intervention de LT (Rémy, et al., 2001). La réaction est donc fort différente de la 

réponse observée après la greffe de neuroblastes porcins qui intervient après plusieurs 

semaines selon un mécanisme dépendant des LT. Il est donc parfaitement envisageable que 

l’utilisation d’une source cellulaire encore moins immunogène que les neuroblastes permette 

de prolonger la survie d’une xénogreffe dans le cerveau. Certains travaux suggèrent que les 

cellules souches ou les précurseurs neuraux seraient moins immunogènes que les neuroblastes 

(Armstrong et al., 2001; Harrower et al., 2006).  

La troisième partie de mon travail a consisté à étudier et à comparer les réponses immunes 

développées suite à la greffe de neuroblastes ou de précurseurs neuraux porcins dans le 

striatum de rats non lésés et non immunosupprimés.  
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La xénotransplantation intracérébrale, malgré les nombreux avantages thérapeutiques 

qu’elle peut représenter, fait l’objet d’une réponse immunitaire développée par le SNC hôte 

qui conduit au rejet des cellules transplantées. Cette riposte immunologique est 

principalement médiée par l’apparition soudaine dans le striatum greffé de cellules 

microgliales/macrophages et de LT dans les semaines qui suivent la transplantation. 

L’administration de drogues immunosuppressives agissant sur les LT permet une amélioration 

considérable des taux de survie des greffons. C’est notamment le cas de la ciclosporine A qui 

empêche les cellules T de produire des cytokines indispensables à leur prolifération (Brundin 

et al., 1989; Pedersen et al., 1995; Wennberg et al., 2001). Mais c’est également vrai lors de 

l’inactivation du TCR, du récepteur à l’IL-2, du co-récepteur CD4 et des molécules de 

costimulation via l’utilisation d’anticorps spécifiques (Wood et al., 1996; Okura et al., 1997; 

Honey and Shen, 1999; Larsson et al., 2002; Larsson et al., 2003). En revanche, le rôle des 

cellules microgliales/macrophages dans le processus de rejet demeure plus ambigu. Afin de 

comprendre la responsabilité de ce phénomène dans la réponse immune nous avons entrepris 

d’étudier quelles pouvaient être les conséquences d’une inhibition de l’inflammation via 

l’utilisation de la minocycline. 

La minocycline est un antibiotique de la famille des tétracyclines et connu depuis 

trente ans pour son application dans le traitement de l’acné juvénile. En plus de son action 

antimicrobienne, la minocycline a été récemment décrite pour ses propriétés anti-

inflammatoires (Yrjanheikki et al., 1998; Tikka et al., 2001; Kim et al., 2004). De plus, cette 

petite molécule de 495 kDa, très lipophile, peut aisément passer la BHE. Les conséquences 

d’un traitement minocycline sur des xénogreffes de neurones embryonnaires porcins dans le 

striatum de rat fait donc l’objet de cette première partie. 
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Abstract 

Intracerebral xenotransplantation of porcine fetal neurons (pNBs) is an interesting 

alternative to the use of human neurons for the treatment of neurodegenerative diseases. 

However, this restorative approach is limited by the requirement of high doses of 

immunosuppressors such as cyclosporine A that have harmful secondary effects, and often,  

grafted cells are finally rejected. So, alternative treatments that replace or allow a reduction in 

the doses of classic immunosuppressors have to be found. To this regard, minocycline appears 

as a promising drug. Indeed, this second-generation tetracycline derivative crosses the blood-

brain barrier and has good safety records. In addition, this molecule exhibits strong anti-

inflammatory properties and inhibit microglial activation in the CNS.  These properties are all 

the more interesting since microglial activation is clearly observed in case of intracerebral 

xenotransplantation and since most treatments are directed against T cells. To study the 

effects of minocycline on xenograft survival, porcine fetal neurons were grafted in untreated 

and in minocycline-treated rats. Graft survival was evaluated at 3, 8, 28, 42 and 63 days post-

surgery. Interestingly, porcine NF70
+
 grafts were observed in 40% of the treated-rats at day 

63 whereas at this stage, all the grafts were rejected in untreated animals. Further analyses 

using ED1 antibody indicate that minocycline does not prevent the chronic activation of 

microglial cells currently observed at early time points following intracerebral xenografting. 

However, the number of ED1
+
 cells was significantly lower at day 42 and 63 in untreated rats 

as compared to control group. We also observed a lower number of R7.3
+ 

cells in the striatum 

of treated rats as compared to treated one. Taken together, these results suggest that 

minocycline delays the rejection of porcine fetal neurons grafted into rat striatum by 

inhibiting microglia activation and T cell infiltration.  

Keywords: Xenotransplantation, Microglial activation, Minocycline, T cells, Immune 

Response 
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Introduction 

Transplantation of human foetal neurons is an attractive restorative approach for the 

treatment of focal central nervous system disorders such as Parkinson’s disease (Lindvall et 

al., 1990; Bjorklund et al., 2003). Indeed, in 1990, Lindvall and al, observed restoration of 

dopamine synthesis and functional improvements following the transplantation of 

mesencephalic allogeneic neurons into the putamen of patients affected by Parkinson’s 

disease (Lindvall et al., 1990; Bjorklund et al., 2003). Such an observation is encouraging, 

however, the limited availability of human foetuses and the ethical problems concerning their 

use indicate a need for alternative source of donor cells. To this regard, foetal neurons isolated 

from animals’ species such as pig offer several advantages, including availability in large 

quantities and ability to extend long neurites like human neurons. Studies performed on 

immunosuppressed animals confirmed the restorative potentials of porcine foetal neurons. 

Indeed, porcine ventral mesencephalic neural cells derived from 21 or 28-days-old embryos 

and transplanted into the striatum of immunosuppressed rat models of Parkinson’s disease 

differentiate, exhibit dopaminergic phenotype and promote behavioural improvements 

(Huffaker et al., 1989; Isacson et al., 1995; Galpern et al., 1996; Isacson and Deacon, 1996).  

One of the major problems concerning the use of xenogeneic neurons is the 

requirement of immunosuppressive treatment to prevent cell rejection even though the brain 

displays a special immune status, which is largely ascribed to the blood-brain barrier, to a 

scarce expression of major histocompatibility antigens (MHC) and to anti-inflammatory 

potential. In absence of immunosuppressive treatment, rejection occurs several weeks after 

the implantation of xenogeneic neurons and a large body of evidence points towards a 

cumulative involvement of both humoral factors (Larsson et al., 1999; Barker et al., 2000) and 

cell-mediated mechanisms, with a prominent role for T lymphocytes (Wood et al., 1996; 

Okura et al., 1997; Larsson et al., 2001; Remy et al., 2001; Melchior et al., 2002; Melchior et 
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al., 2005). Indeed, T cells strongly infiltrate the graft at the time of rejection and 

immunosuppressive treatment that inhibit critical functions of T lymphocytes do prolong graft 

survival. These immunosuppressive treatments included the use of cyclosporine A (Brundin et 

al., 1989; Duan et al., 1995; Galpern et al., 1996), as well as the employment of antibodies 

directed against the TCR, the IL-2 receptor, the CD4 co-receptor and the costimulatory 

molecules (Wood et al., 1996; Okura et al., 1997; Honey and Shen, 1999; Larsson et al., 2002; 

Larsson et al., 2003). The rejection process is also accompanied by a massive infiltration of 

the graft by activated microglial cells/macrophages. Surprisingly, little is known about the 

impact of these cells on the rejection process. However, the presence of these cells around the 

transplant may contribute to the rejection of the graft. In particular due to the secretion of 

molecules such as TNF  that facilitates monocytes and lymphocytes recruitment through the 

blood-brain barrier (Pober et al., 1986; Brett et al., 1989) (Calvo et al., 1996) or of IL-12 

which stimulate T cell proliferation (Aloisi et al., 2000). So, in an attempt to decipher the role 

of activated microglial cells in the rejection of xenogeneic neurons, we searched for anti-

inflammatory drugs that inhibit microglial activation. In this purpose, the minocycline 

appeared as an interesting drug. Indeed, this tetracycline antibiotic that cross the blood-brain 

barrier has recently been described as a potent inhibitor of microglial activation in vitro and in 

vivo (Yrjanheikki et al., 1998; Tikka et al., 2001; Tikka and Koistinaho, 2001; Kim et al., 

2004). The results revealed that treatment of the rats with minocycline extend the survival of 

foetal porcine neurons transplanted into the striatum. We also showed that the sustained 

survival was correlated to a lower number of activated microglial cells and T cell infiltrating 

the graft. 
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Materials and methods 

Cell preparation 

 Porcine foetuses were obtained from domestic Large White pigs 28 days after artificial 

insemination. Animals were obtained from the Institut National de la Recherche 

Agronomique (INRA, Nouzilly, France) and sacrificed in the institute’s accredited 

slaughterhouse. Foetuses were collected in hank’s balanced salt solution (HBSS; GibcoBRL) 

after hysterectomy. Ventral mesencephalons (VM) were collected and conserved into a 

hibernation medium at 4°C for up to 3 days. Just before cell grafting, porcine neuroblasts 

(pNBs) were prepared as previously described (Remy et al., 2001) and the cell suspension 

was adjusted to a concentration of approximately 2 x 10
5
 cells/µl.  

 

Surgical procedure 

 Male LEW.1A rats weighting around 250 g purchased from Janvier CERJ (Rouen, 

France) were anesthesized with an intramuscular injection of 2% Rompun and 50 mg/ml 

ketamine (1.6 ml/kg) (PanPharma, Fougères, France). Animals were placed in a stereotaxic 

frame (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) and a small cross-section of bone overlapping the 

appropriate coordinates was removed. Two sites intrastriatal injections were performed 

unilaterally at the following coordinates relative to the bregma: anterior, +0.7 mm; lateral,      

-2.8 mm; ventral, -5.4 mm and -5.8 mm; incisor bar, -3.3 mm. Each site received 1 µl of cell 

suspension delivered with a Hamilton syringe mounted on an automated microinjector 

(Phymed, Paris, France). After a delay of 4 min, the syringe was gently withdrawn, the pieces 

of cranial bone were replaced on the skull and the skin incisions were sewed.  
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Minocycline treatment 

 Minocycline (Zacnan, Merck) is dissolved in water and orally dispensed to the rats as 

follow. Two days before and after cell grafting, the animals receive a dose of 50 mg/kg of 

minocycline dispensed twice a day and then, administered once a day for the next 8 days. 

Subsequently, the treatment was reduced down to 25 mg/kg and was administrated once a day 

until the date of sacrifice (Ekdahl et al., 2003). 

 

Immunohistochemistry 

 At  days 3, 8, 28, 42 and 63 post-surgery (here after referred as D3, D8, D28, D42 and 

D63), the rats were anesthetized with intraperitoneal injection of 2% Rompun and 50 mg/ml 

ketamine (3.2 ml/kg) before transcardiac perfusion with 200 ml pre-wash (0.9% NaCl), 

followed by 200 ml of cold 4% paraformaldehyde (PFA). The brains were then removed from 

the skull and cryoprotected in 15% sucrose for 24h followed by a bathing in 30% sucrose. 

Brains were then frozen in cold isopentane and stored at -80°C. Sections of 20 µm were 

performed using a cryostat (Leica) and the slides were stored at -80°C.  

  After neutralization of the endogenous peroxydase 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 for one night at 4°C. A specific antibody directed against 

a specific 70 kDa porcine neurofilament (NF70, clone DP5; diluted 1:500; Université Paris 7, 

France) was used to reveal grafted neurons. Characterisation of dopaminergic phenotype was 

performed using an anti-tyrosine hydroxylase (TH) antibody (1:250; Pel Freeze, Rogers, Ark, 

USA). Immune cells were identified using monoclonal antibodies (mAbs) obtained from the 

European Collection of Cell Culture (ECCC, Salisbury, UK). ED1 and Ox42 were used to 

characterize macrophages/activated microglia. R7.3 directed against the TCR  chain was 
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used to detect T lymphocytes. After washing, slides were incubated for 1h 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-peroxydase complex 

for 1 h and revealed with the Vector very intense purple substrate (VIP, Vector ABC kit). 

After several washes in distilled water, slides were dehydrated and mounted using Eukitt 

(Labonord, Villeneuve d’Ascq, France). Brains sections were observed using an Axioskop 2 

plus microscope (Zeiss).  

 

Semi-quantitative histological scale 

 ED1 and R7.3 immunostaining was evaluated using a semi-quantitative scale 

described and modified from Armstrong and al. (2001). Briefly, histological criteria were 

divided as followed: 0, no immunopositive cells; 1, occasional positive cells in all the 

sections; 2, several immunopositive cells at the periphery of the graft and little perivascular 

distribution; 3, numerous cells within and around the graft and a perivascular distribution; 4, 

intense immunostaining inside the graft and in a large part of the grafted striatum; 5, only a 

scar remained with occasional immunopositive cells.  
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Results 

Minocycline treatment extends the survival of xenogeneic neuroblasts. 

 To define the role of activated microglial cells in the rejection of xenogeneic 

neuroblasts, rats were treated (n= 40) or not (n=37) with minocycline and grafted with porcine 

neuroblasts (pNBs) isolated from G28 foetus as described in the Materials and Methods. Rats 

were then sacrificed at different time-points from day 3 up to day 63 (D3, D8, D28, D42 and 

D63).  The impact of minocycline treatment on graft survival was investigated by assessing 

the presence of porcine neurofilament NF70. The percentage of rat displaying NF70 positive 

graft was reported in the figure 1a. Porcine NF70-expressing cells were detected in the 

striatum of all the rats at D8 and D28 post-grafting. At D42, the number of rats exhibiting a 

NF70
+ 

graft decrease in both untreated and treated rats but the biggest difference between the 

two groups was observed at D63. Indeed, at this stage, all the untreated rats had rejected their 

transplant (Fig. 1d), whereas 40% of the animals treated with minocycline exhibited a graft 

with porcine NF70
+
 neurons (Fig. 1b, e). These difference in the survival of porcine NF70

+
 

cells between minocycline-treated and non-treated rats at D63 were statistically significant 

(P< 0,05) .   

To control if the minocycline treatment interferes with dopaminergic differentiation, 

immunohistochemistry was performed using anti-tyrosine hydroxylase (TH) antibodies. TH
+
 

cells were detected in the grafted striatum of both minocycline-treated and non-treated rats 

from D8. At all stages examinated, we did not observe any particular differences between the 

two groups, in the number of positive cells or the intensity of TH staining as long as the graft 

contains NF70
+
 cells (data not shown). Interestingly, at D63 TH

+
 cells were still detected 

within the graft of minocycline-treated rats that had not rejected their transplant (Fig. 1c, f).  

 

 



 96 

Minocycline treatment reduces microglial activation  

 The impact of minocycline treatment on the activation of microglial cells following 

intracerebral xenografting was studied using ED1 and Ox42 antibodies. Cells immunopositive 

for these antibodies were detected in the grafted striatum in both minocycline non-treated rats 

(Fig 2a, b) and treated rats (Fig. 2c, d) at D28. In both groups, Ox42
+ 

(Fig 2a and c) and ED1
+
 

(Fig 2b and d) cells were mostly localised around and within the graft. The morphology of 

Ox42
+ 

and ED1
+
 cells was very different (Fig 2, insert): Ox42

+
 cells were more ramified 

while ED1
+ 

cells exhibit an amoeboid shape. At this stage, we did not observe major 

difference in microglial activation between the minocycline-treated and non-treated rats. 

However, at later stages such as D42 and D63, ED1 staining was much stronger in untreated 

rats as compared to treated one. As shown in the figure 3, ED1 immunostaining in treated 

animals that did not reject their graft was not very different at D42 and D63 (Fig. 3b and 3d) 

as compared to ED1 labelling at D28 (Fig. 2d). In contrast, in untreated animals, a strong ED1 

immunostaining is observed all over the graft at D42 (Fig 3a) while at D63, the labelling is 

mainly observed along the scar (Fig. 3c). To get an estimation of these changes, ED1 

immunostaining was evaluated using the semi-quantitative scale described by Armstrong and 

al., (2001). The results were reported on a graph presented in the figure 3e. They clearly show 

significant differences in ED1 staining at D42 and D63 (P< 0,05) between the minocycline-

treated rats and non-treated rats while ED1 staining was similar at earlier stages.  

Minocycline treatment reduces T cells infiltration 

 Since T cell infiltration is a major process in the rejection of neuronal xenograft, we 

evaluate the impact of minocycline on the recruitment of these cells using R7.3 mAb. As 

shown in the figure 4, R7.3
+
 cells were hardly found inside or around the graft at D28, in 

untreated or minocycline-treated rats (Fig. 4a and 4d). It is of note that, by this time, no sign 

of rejection was detected in any of the grafted rats (Tab 1). In contrast, at D42, a strong and 
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large immunostaining for R7.3 was observed but only in untreated animals. Indeed, while the 

graft was fully invaded by R7.3
+
 cells in untreated rats (Fig.4b), we did not detect any R7.3

+
 

cells inside or around the graft in most rats treated with minocycline (Fig.4e).  At D63, all the 

untreated rats had rejected their graft and rare R7.3
+ 

cells were detected around the scar 

(Fig.4c). Interestingly, in minocycline-treated animals that had not rejected their graft, we did 

not detect any R7.3
+
 staining (Fig. 4f) except in one case where sparse R7.3

+
 cells were 

detected. To get an estimation of these changes and these differences, R7.3 immunostaining 

was evaluated using the semi-quantitative scale mentioned above. The results were reported 

on a graph presented in the figure 4g. They clearly show significant differences in R7.3 

staining at D42 and D63 (P< 0,05) between the minocycline-treated rats and non-treated rats 

while R7.3 staining was similar at D28.  
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Discussion 

 
In the present study, we show that oral chronic treatment of rats with minocycline 

significantly enhances the survival of porcine mesencephalic neurons transplanted into the rat 

striatum without altering the apparition of neurons exhibiting a dopaminergic phenotype.  

Immunohistochemistry was performed to determine by which cellular and molecular 

processes, the minocycline delays the rejection of intracerebral xenograft.  As several works 

reported an inhibitory effect of minocycline on microglia activation in vitro (Suk, 2004) and 

in vivo (Lin et al., 2001), we first analysed its impact on markers of microglial activation 

following neuronal xenografting in the brain. The results indicate that the drug did not inhibit 

the chronic activation of microglial cells as shown by the presence of Ox42
+
 and ED1

+
 cells in 

the graft at different time-points post-grafting. Nevertheless, there was differences in the 

immune response between the two groups as in minocycline-treated rats, we did not observe 

the strong invasion of the graft by ED1
+
 cells and the settlement of the grafted striatum by 

Ox42
+
 cells occurring in untreated rats while the graft is undergoing rejection. In presence of 

minocycline, the chronic activation of microglial cells/macrophages seems to have difficulties 

to proceed further at least up to 6 or 7 weeks post-grafting. This blockage in the establishment 

of a full microglial activation process may due to a direct effect of minocycline on microglial 

cells/macrophages but also to the low number of T cells in the grafted striatum. Indeed, the 

number of R7.3
+
 cells inside or around the graft was extremely low in minocycline-treated 

animals as compared to untreated rats. This might due to an inhibition of T cell infiltration as 

minocycline was reported to inhibit enzymatic activity and the production of matrix 

metalloproteinases (MMPs) by leucocytes (Brundula et al., 2002; Power et al., 2003), which 

enzymes are essential for the transmigration of these cells through the blood-brain barrier 

(Yong et al., 2001).  In addition to its effect on cell transmigration, minocycline may affect 

the leucocytes by inhibiting their proliferation and the synthesis of several cytokines such as 
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IFN , TNF , and IL-2 (Kloppenburg et al., 1995; Kloppenburg et al., 1996). Inhibition of 

microglial and T cells activation might both contribute to the weak immune response 

observed in minocycline-treated rats as compared to untreated animals. However, the chronic 

administration of minocycline at the tested doses did not prevent completely the rejection of 

intracerebral xenograft since NF70
+
 neurons have disappeared in 60% of the rats at D63.  The 

dose that we tested was reported to be efficient to inhibit microglial activation in vivo in case 

of lipopolysaccharide-induced inflammation (Ekdahl et al., 2003) or in models of Parkinson’s 

disease (Wu et al., 2002). This does not mean that the tested protocol for minocycline 

administration is optimal and it would be interesting to perform a dose-response study. An 

increase in the posology is possible since this tetracycline derivative has a good safety record.   

In addition, it is necessary to test long-term administration of minocycline to see if 

minocycline prevents completely and not only delay cell rejection of some intracerebral 

xenografts. Finally, it would be interesting to test the efficiency of minocycline treatment with 

other immunosuppressive drugs. The combined administration of the drug with the 

cyclosporine A might be very informative as this immunosuppressive molecule delays by 

blocking T cell activation but does not prevent the rejection of intracerebral xenograft 

(Larsson et al., 2000). Co-treatment by the two drugs might increase the survival of 

xenogeneic neurons or might serve to decrease the dose of cyclosporine A. This last point is 

of great interest since this immunosuppressive molecule does not pass the blood brain-barrier 

and the high doses required to inhibit cell rejection in the brain lead to severe secondary 

effects, including renal failure (Rezzani, 2006). So, our present data indicates that 

minocycline is of great interest in restorative strategies based on cell transplantation. Even 

though the drug by itself does not inhibit totally the rejection of xenogeneic neurons, it co-

administration with other molecules might improve immunosuppressive strategies.  
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 J8 J28 J42 63 

 Mino - Mino + Mino - Mino + Mino - Mino + Mino - Mino + 

Number of rats 4 5 4 5 15 14 10 10 

NF70
+
/R7.3

-
 1 3 2 4 0 8 0 3 

NF70
+
/R7.3

+/-
 3 2 2 1 1 0 0 1 

NF70
+
/R7.3

+
 0 0 0 0 4 1 0 0 

NF70
-
/R7.3

+
 0 0 0 0 5 4 0 0 

Scar 0 0 0 0 5 1 10 6 

 

Table 1: Evaluation of the rejection status using R7.3 and NF70 staining  

 R7.3
+/-

 represents brain with 1-10 T cells per section. 
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A travers cette étude, nous avons pu montrer l’efficacité du traitement minocycline sur 

la survie des xénogreffes de neurones embryonnaires porcins dans le striatum de rat. En effet, 

nous avons montré que 63 jours après la transplantation, 40% des rats ayant reçus un 

traitement minocycline présentaient encore une greffe qui semblait en bonne santé dans 

laquelle des cellules TH
+
 ont été  observées.  

 

Minocycline et inflammation précoce 

 Il a déjà été postulé que les cellules microgliales activées/macrophages observés dans 

le striatum dans les quelques jours après la transplantation et dont la présence est 

probablement imputable au traumatisme chirurgical, pourraient jouer un rôle important dans 

l’initiation de la réponse immune via la présentation antigénique aux cellules T (Hickey and 

Kimura, 1988; Poltorak and Freed, 1989; Shinoda et al., 1996a; Shinoda et al., 1996b). 

Cependant, dans notre étude, l’administration d’un antibiotique aux propriétés anti-

inflammatoires ne semble pas influencer la réponse induite par le geste chirurgical. Ainsi, 

malgré l’administration orale d’un traitement préventif (débutant 2 jours avant l’opération) et 

relativement important (50 mg/kg 2 fois/jour) dans les premiers jours de l’expérimentation, la 

réponse inflammatoire précoce demeure chez tous les rats greffés. Cette observation ouvre 

plusieurs possibilités ; d’une part, la minocycline n’est peut-être pas suffisante pour pallier 

l’inflammation due au traumatisme chirurgicale ou elle n’est pas administrée suffisamment 

précocement avant la greffe. En effet, des études récentes ont révélé qu’une administration 

intraveineuse était la plus appropriée pour une disponibilité rapide et efficace de l’antibiotique 

(Szymanska et al., 2006). D’autre part, au vue de ces résultats on peut supposer que dans les 

premiers jours qui suivent la transplantation, l’activation microgliale demeure limitée mais 

que ce sont principalement les macrophages périvasculaires qui envahissent le striatum suite à 

la rupture de la BHE occasionnée par le geste chirurgical.  

 

Minocycline et activation microgliale 

 Quarante-deux jours après la greffe est la période critique à laquelle le processus de 

rejet se met en place chez les rats contrôles. Ce qui se traduit par une élévation de l’activation 

microgliale et une infiltration lymphocytaire. En revanche, chez les rats ayant reçu de la 

minocycline le phénomène de rejet est atténué. En effet, à partir de cette période, l’activation 

microgliale chez les rats traités est significativement moins importante et les cellules ED1
+
 

restent localisées sur la périphérie de la greffe. Cette tendance se confirme également à J63 

dans les greffes non rejetantes. Il a été montré que la minocycline pouvait inhiber la 
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prolifération et l’activation des cellules microgliales in vitro (Tikka et al., 2001; Kim et al., 

2004). Ainsi, elle empêcherait d’une part l’effet cytotoxique en réduisant l’expression de 

molécules telles que les radicaux libres (Chen et al., 2000) ou certaines cytokines (Kremlev et 

al., 2004; Lee et al., 2004 ; Amin et al., 1996). D’autre part, en inhibant l’activation 

microgliale, la minocycline pourrait également supprimer la fonction phagocytaire et ainsi 

favoriser la survie des cellules transplantées.  

 

Minocycline et lymphocytes T 

 L’une des conséquences du traitement par la minocycline est l’effet observé sur 

l’infiltration lymphocytaire. En effet, nous avons pu noter une diminution significative à J42 

des LT dans les greffes de rats ayant reçus de la minocycline comparativement au groupe 

témoin. Bien que l’on ne puisse exclure que cette observation soit une conséquence directe de 

l’inhibition microgliale, nous devons également prendre en compte le fait que la minocycline 

peut présenter d’autres propriétés inhibitrices notamment sur les leucocytes.  

 Dans un premier temps il a été montré que la minocycline pouvait avoir des effets 

directs sur l’activation des leucocytes. En effet, il semblerait que l’antibiotique puisse inhiber 

la prolifération des cellules T réduisant par la même occasion, leur production de cytokines 

(Kloppenburg et al., 1995; Kloppenburg et al., 1996). D’autre part, ce dérivé de la tétracycline 

a été décrite pour sa capacité à inhiber les métalloprotéinases matricielles (MMP) in vitro et in 

vivo (Brundula et al., 2002; Popovic et al., 2002; Power et al., 2003). Or, les MMP sont des 

enzymes essentielles pour le passage transendothélial des LT à travers la BHE. La 

minocycline, en inhibant les MMP, pourrait réduire la migration cellulaire, et plus 

particulièrement la migration lymphocytaire, dans le parenchyme nerveux. Enfin, il a 

également été démontré que l’antibiotique pouvait induire une diminution de l’expression de 

CD40 ligand sur les LT, molécule clé du contact entre cellule microgliale et LT (Giuliani et 

al., 2005). Or, il est admis que les LT doivent être restimulatés localement lors de leur 

pénétration dans le SNC pour procéder au rejet efficace des cellules transplantées. Il 

semblerait que les cellules microgliales activées disposent de la machinerie nécessaire pour 

remplir cette fonction de restimulation locale. Dès lors, l’absence de contact possible entre LT 

et microglie activée empêcherait la restimualtion locale des LT et induirait leur anergie.  
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Hypothèses sur l’effet  minocycline dans notre modèle 

Le spectre d’action très étendu de la minocycline résumé figure 32 ouvre plusieurs 

possibilités quant aux mécanismes mis en jeu pour retarder le rejet des xénogreffes. Bien qu’il 

soit fort probable que les multiples capacités inhibitrices de l’antibiotique s’associent pour 

conduire à la survie prolongée des xénogreffes, il est également envisageable que l’un des 

deux phénomènes observé, inhibition de l’activation microgliale ou inhibition de l’infiltration 

lymphocytaire soit à l’origine de l’autre. En effet, lors du rejet de xénogreffes, l’activation de 

la microglie et l’infiltration des LT sont deux phénomènes qui ne peuvent être dissociés 

puisque les cytokines exprimées par les cellules microgliales activées, telles que le 

TNF favorisent la prolifération et l’entrée des LT dans le parenchyme et qu’en retour, les 

LT en produisant de l’INF  stimulent l’activation microgliale. Ainsi, il est possible que la 

diminution de l’activation microgliale au moment du rejet, en altérant d’une part le profil 

d’expression des cytokines et d’autre part l’expression des molécules telles que CMH II ou 

B7 à leur surface, empêche l’accès au parenchyme et la restimulation locale des LT qui sont 

alors dans l’incapacité de proliférer. D’autre part, il est également possible que la minocycline 

en empêchant directement la prolifération des cellules T ainsi que leur passage à travers la 

BHE,  inhibe leur infiltration et, par conséquent, l’activation microgliale qui en découle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 32 : Les mécanismes de protection de la minocycline 
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Minocycline et apoptose 

La minocycline a également été décrite pour son rôle neuroprotecteur via son action 

anti-apoptotique (pour revue: Stirling et al., 2005). En effet, en stabilisant les membranes des 

mitochondries, l’antibiotique inhiberait la perméabilité mitochondriale et donc la libération du 

cytochrome c dans le cytosol (Zhu et al., 2002; Wang et al., 2004). Ce dernier, est un 

stimulateur des caspases 3 et 9 responsables de l’initiation du programme d’apoptose. Aussi, 

bien que l’on ait noté une diminution significative des cellules microgliales activées et des LT 

chez les rats ayant reçu de la minocycline, on ne peut exclure le rôle neuroprotecteur de cette 

dernière pour expliquer la survie prolongée des greffes. Plus particulièrement, il est admis que 

seuls 5 à 10% des neuroblastes survivent après leur transplantation intracérébrale et que les 

autres meurent par apoptose générant par la même occasion de nombreux antigènes 

susceptibles d’initier une réponse immune. Or, il est alors possible que la minocycline en 

inhibant l’apoptose diminue le nombre d’antigènes libérés. 

 

Mode d’action de la minocycline 

 Bien que la minocycline présente un large spectre d’action, son mode d’action reste 

encore mal compris. Néanmoins, des études réalisées via des inhibiteurs de MAPK p38 

(Mitogen-Activated Protein Kinase p38) ont révélé des effets similaires à ceux exercé par la 

minocycline (Lin et al., 2001; Tikka and Koistinaho, 2001). En effet, il a notamment été 

montré que la MAPK p38 joue un rôle important dans la transduction des signaux 

inflammatoires (Dong et al., 2002; Koistinaho and Koistinaho, 2002; Kumar et al., 2003) ainsi 

que dans l’initiation du programme d’apoptose (Kikuchi et al., 2000) suggérant que le mode 

d’action de la minocycline pourrait être lié à une inactivation de la protéine kinase.  

 

Finalement, le traitement minocycline s’est avéré être efficace pour la survie de notre 

modèle de xénogreffe. Bien que les mécanismes potentiellement responsables du rejet retardé 

demeurent variés, les répercutions du traitement sur les processus d’activation de la microglie 

et d’infiltration lymphocytaire suggèrent que les deux phénomènes sont liés au moment du 

rejet. Ainsi, nos résultats semblent évoquer un rôle important des cellules microgliales 

activées dans le maintien des cellules T effectrices dans le SNC via une synthèse cytokinique 

soutenue et/ou la restimulation locale des LT.   

 

Par ailleurs, l’inefficacité du traitement minocycline pour inhiber l’activation 

microgliale précoce survenant suite au geste chirurgical ne permet pas de conclure quant au 
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rôle potentiel de cette dernière dans l’initiation de la réponse T en périphérie. Néanmoins, il 

n’existe pour l’instant aucune donnée disponible concernant la capacité des cellules 

microgliales activées à migrer en-dehors du SNC en nombre significatif pour présenter 

l’antigène dans les organes lymphoïdes secondaires et initier une réponse spécifique. La 

recherche des cellules potentiellement responsables de cette initiation fera l’objet de la 

deuxième partie de mon travail de thèse.  
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La forte infiltration de LT observée dans les xénogreffes de neurones embryonnaires 

porcins transplantés dans le striatum de rat est synonyme de rejet définitif pour les 

neuroblastes implantés. Cependant, ces cellules immunitaires n’apparaissent que 5 à 7 

semaines après la xénotransplantation et les mécanismes responsables de leur recrutement ne 

sont pas connus. Bien qu’une forte activation des cellules microgliales ait été observée dans 

les jours qui suivent la greffe et au moment du rejet, il paraît peu probable que ces cellules 

soient capables de migrer et d’activer des LT naïfs. En revanche, les cellules dendritiques 

(CD), cellules sentinelles de l’immunité innée dans la plupart des organes, sont à ce jour les 

seules cellules capables d’induire une réponse spécifique des LT contre un antigène donné. 

Néanmoins, les caractéristiques immunologiques particulières du SNC rendent l’accès 

intracérébral des CD impossible si bien que celles-ci demeurent indétectables dans le 

parenchyme nerveux sain. Toutefois, dans les méninges et le plexus choroïde, des cellules 

dendriformes exprimant les marqueurs des CD tels que le CMH II et Ox62 ont été observées. 

C’est Vass qui a décrit pour la première, la présence de ces cellules dans les méninges de rat 

par analyses immunohistochimiques (Vass et al., 1986). Puis, elles ont été identifiées comme 

des CD par McMenamin (McMenamin, 1999). La présence de ces cellules a ensuite été mise 

en évidence au niveau du plexus choroïde (Matyszak and Perry, 1996). Cette localisation des 

CD au niveau du plexus choroïde et des méninges, qui correspondent respectivement aux sites 

de sécrétion et de circulation du LCR, leur permettent d’atteindre les ganglions cervicaux 

profonds où elles peuvent rencontrer les cellules T naïves. Il semble donc que les CD 

constituent une passerelle entre l’immunité innée et adaptative puisque d’une part, leur 

capacité de phagocytose et leur localisation stratégique à la périphérie du SNC dans le LCR 

leur permettent de jouer le rôle de sentinelles pour capturer les antigènes drainés par le LCR 

(McMenamin et al., 2003). D’autre part, elles peuvent initier la réponse adaptative en gagnant 

rapidement les ganglions cervicaux, via le LCR, où elles peuvent activer spécifiquement des 

cellules T naïves (Banchereau and Steinman, 1998).  

Les premières études descriptives sur les CD du SNC ont montré qu’elles pouvaient 

inhiber la réponse immune adaptative (Suter et al., 2003). De nouvelles analyses ont par la 

suite reporté que les CD permettent la réactivation des cellules T dans le SNC (Greter et al., 

2005) et que finalement comparativement à d’autres CPA du SNC, ce sont les seules à 

pouvoir activer efficacement les cellules T naïves (McMahon et al., 2005). Face au potentiel 

immunologique des CD concernant l’activation d’une réponse cellulaire T spécifique ainsi 

que leur localisation péri-parenchymale, nous avons entrepris de rechercher la présence de CD 

dans notre modèle de xénogreffes de neurones embryonnaires porcins dans le striatum de rat.  
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 En dépit du fait que les CD ne font pas partie des composants cellulaires du tissu 

nerveux sain, elles semblent jouer un rôle important dans la réaction immunitaire qui conduit 

au rejet des xénogreffes de neurones embryonnaires porcins transplantés dans le striatum de 

rat. En effet, nous avons observé que les CD sont présentes dans toutes les greffes étudiées 

dès 3 jours après l’implantation. 

 

L’origine des CD 

 La localisation ectopique intraparenchymateuse  des CD n’est pas clairement établie. 

Deux hypothèses concernant l’origine de ces cellules sont aujourd’hui avancées. 

1) Il à été montré in vitro que les cellules microgliales pouvaient se différencier en CD mais 

cette différenciation ne pouvait se produire qu’en présence d’astrocytes. En effet, il semblerait 

que le GM-CSF, synthétisé par la microglie et les astrocytes activés (Wada et al., 1997), 

induirait le phénotype de CD immatures et que le M-CSF, libéré par les astrocytes, assurerait 

l’apparition de la fonction de présentation de l’antigène (Fischer and Bielinsky, 1999). Bien 

que cette propriété n’ait été démontrée qu’en condition in vitro, la forte activation microgliale 

ainsi que l’astrogliose précoces observées dans notre modèle, deux phénomènes résultants du 

geste chirurgical, fournissent un environnement propice à cette différenciation en CD. 

Néanmoins, étant donné l’importance des phénomènes d’activation de la microglie et des 

astrocytes, on pourrait s’attendre à ce qu’il y ait davantage de CD à ce stade.  

2) Les CD retrouvées dans la greffe peuvent 

également provenir des méninges. En conditions 

normales non inflammatoires, les CD sont 

drainées par le LCR et sont localisées au niveau 

du plexus choroïde dans le système ventriculaire 

et dans l’espace sous-arachnoïdien de la barrière 

méningée. Aussi, bien que cette dernière soit 

retirée avant l’implantation intracérébrale, il est 

probable que quelques CD puissent gagner le site 

de greffe sous l’effet du geste chirurgical et de la 

rupture de la BHE. La mise en évidence de la 

présence de CD au niveau de la barrière méningée 

sur la surface corticale ainsi qu’au niveau du 

plexus choroïde 3 jours après l’opération conforte 

cette hypothèse (Fig. 33). 

Figure 33 : Localisation 

périparenchymateuse des CD 
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La migration périphérique des CD 

Par la suite, les CD tendent à 

disparaître de la greffe jusqu’au 

moment du rejet (Fig. 34). Cette 

disparation peut témoigner de leur 

migration périphérique, puisqu’il a 

été montré que des CD injectées dans 

le parenchyme pouvaient atteindre 

rapidement les ganglions 

lymphatiques cervicaux (Carson et 

al., 1999; Karman et al., 2004).  

Cependant, la voie de migration des CD du cerveau vers les ganglions pose encore de 

nombreuses questions. Plusieurs voies de migrations sont aujourd’hui avancées: d’une part, à 

travers la BHE pour atteindre la circulation sanguine. Cette hypothèse est née de la mise en 

évidence de la présence de ligands aux chimiokines sur la BHE, suggérant que le guidage 

initial des CD matures pourrait être médié par les cellules endothéliales cérébrales (Alt et al., 

2002). D’autre part, la rupture de la BHE probablement occasionnée lors du geste chirurgical 

ouvre une autre possibilité d’accès direct du parenchyme vers le sang périphérique. Toutefois, 

il est également probable que les CD puissent empreinter la voie de migration le long des 

nerfs craniaux qui permet un drainage direct du parenchyme vers les ganglions cervicaux via 

le LCR. En effet, il a été montré que suite à une xénogreffe de neuroblastes porcins dans le 

striatum de rat, la population lymphocytaire des ganglions cervicaux profonds et celle 

infiltrant le parenchyme cérébrale au moment du rejet présentaient des modifications de leur 

récepteur (TCR) caractéristiques de l’activation des LT (Melchior et al., 2005). En revanche, 

aucune altération du TCR n’a été observée dans les populations lymphocytaires de la rate et 

du sang suggérant que les LT présents dans les ganglions cervicaux pourraient jouer un rôle 

important dans le rejet d’une xénogreffe intracérébrale. Dès lors, il est possible que les CD 

localisées précocement dans les greffons puissent migrer le long des nerfs craniaux pour 

atteindre directement les ganglions cervicaux.   

 

L’initiation de la réponse T par les CD 

 La faculté des CD à migrer hors du SNC vers les ganglions lymphatiques, associée à 

leur phénotype CMH II
+
, leur confère la capacité de présenter les xénoantigènes aux cellules 

T naïves CD4
+
. Ces dernières sont les principales responsables du rejet puisque, d’une part, la 

Activation microgliale

J 28

semainesGreffe

Infiltration LTs

1ère 2nde 3ème 4ème       5ème      6ème

Infiltration des CDs

Activation microgliale

J 28

semainesGreffe

Infiltration LTs

1ère 2nde 3ème 4ème       5ème      6ème

Infiltration des CDs

Figure 34 : Cinétique d’infiltration de la greffe par les 

cellules immunitaires 
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déplétion de l’hôte en cellules CD4
+
 induit une survie à long terme dans des modèles de 

xénogreffes concordantes et discordantes (Wood et al., 1996; Duan et al., 2002). D’autre part, 

cette population CD4
+
 correspond à une large majorité des cellules T infiltrantes (72%) dans 

notre modèle.   

 Par ailleurs, le phénotype CD4
+ 

des CD renforce leur rôle potentiel d’activateurs de la 

réponse T périphérique puisqu’il a été montré que les CD CD4
+
 induisaient une forte 

prolifération ainsi que la différenciation Th1/Th2 des cellules T CD4
+
 et la différenciation 

Tc1 des cellules T CD8
+
 (Liu et al., 1998). Pourtant, contrairement aux CD CD4

-
, les CD4

+
 

produisent peu ou pas d’IL-12. En revanche, elles induisent la libération d’IL-13, d’INF-  et 

d’IL-2 par les cellules T CD4
+
, suggérant une capacité d’initiation de la réponse Th1 

indépendante de l’IL-12.  

Il a été précédemment montré que les CD CD4
+
 correspondent à une population 

hétérogène sur le plan morphologique et phénotypique qui circule des différents tissus vers les 

ganglions lymphatiques ou la rate. Il semblerait également qu’à l’instar des autres populations 

de CD, l’apparition du phénotype CD4
+
, dépendrait davantage des conditions 

environnementales de la CD que d’une programmation initiale de la cellule (Voisine et al., 

2002; Shortman and Naik, 2007). 

 

Le rôle tardif des CD  

 De la même façon que dans les organes 

périphériques, la présentation antigénique par les CD 

émigrantes du SNC est suffisante pour induire 

l’expression de molécules d’adhésion sur la surface 

des cellules T, leur activation et leur accumulation 

dans le SNC. Néanmoins, il semble que les CD 

pénètrent dans le SNC avec les cellules T activées 

comme en témoigne la forte corrélation observée 

entre les deux types de cellules. Leur localisation 

péri-vasculaire autour des néo vaisseaux qui 

apparaissent au moment du rejet dans le striatum 

conforte cette hypothèse (Fig. 35). 

 

 

Cellules 
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Cellules T

Cellules 
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Figure 35 : localisation péri 

vasculaire des LT et des CD 
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Néanmoins, on ne sait pas si les CD migrent simultanément aux LT depuis les 

ganglions ou si elles ont une origine tardive. En effet, d’une part il a été rapporté que les CD 

pouvaient diriger les cellules T qu’elles activent vers leur organe d’origine (Mora et al., 

2003), d’autre part, il a été montré que dans des conditions inflammatoires, le nombre de CD 

dans le LCR pouvait être largement accru (Pashenkov et al., 2001; Pashenkov et al., 2002). 

Cette augmentation aurait pour origine les précurseurs monocytaires circulant dans les 

espaces périvasculaires et qui sous l’influence de stimuli inflammatoires pourraient acquérir 

le phénotype de CD (Aloisi et al., 2000). On ne peut donc exclure la possibilité d’un 

recrutement locale des CD.   

Par ailleurs, il a récemment été rapporté que les CD sont capables de franchir la BHE 

via le développement de nombreux filopodes sans perturber l’intégrité de la barrière suggérant 

que la monocouche de cellules endothéliales cérébrales reste intacte pendant leur migration 

(Zozulya et al., 2007). Kouwenhoven et ses collaborateurs ont également montré que les CD 

immatures et matures expriment, produisent et secrètent des métalloprotéinases matricielles 

(MMP) fonctionnelles ainsi que des inhibiteurs de ces MMP (Kouwenhoven et al., 2001; 

Kouwenhoven et al., 2002). L’expression des MMP et de leurs inhibiteurs par les CD suggère 

qu’elles peuvent utiliser ces protéases pour altérer l’occludine (protéine des jonctions serrées) 

et traverser les microvaisseaux cérébraux (Rescigno et al., 2001; Osman et al., 2002).   

La migration simultanée des CD et des cellules T, le phénotype CMH II des CD 

infiltrantes tardives ainsi que la grande proximité entre les deux types cellulaires observée à 

de nombreuses reprises dans le striatum greffé, suggèrent la restimulation locale des cellules 

T par les CD.  En effet, il est postulé que les cellules T entrant dans le SNC, doivent 

rencontrer à nouveau leur antigène pour être restimulées. Par ailleurs, il a été récemment 

observé que le processus migratoire des CD à travers la BHE pouvait induire la sur régulation 

des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 sur les CD (Zozulya et al., 2007) 

renforçant l’hypothèse d’une restimulation locale des cellules T.  

Dans le système immunitaire périphérique, les CD correspondent à des cellules 

sentinelles de l’immunité innée qui peuvent également assurer la liaison entre l’immunité 

innée et adaptative en raison de leur capacité exclusive à activer les cellules T naïves. 

Finalement, notre étude associée à d’autres, confirme que les CD sont responsables de la 

présentation antigénique dérivant du SNC de la même façon que dans les autres organes.  
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 L’étude des caractéristiques cellulaires du processus de rejet d’une xénogreffe 

intracérébrale de neuroblastes porcins à fourni certaines connaissances nouvelles sur les 

réponses immunitaires dans le SNC. Or, plusieurs auteurs ont montré que la composition 

cellulaire de la suspension transplantée pouvait altérer le profil de rejet (Bartlett et al., 1990; 

Shinoda et al., 1996a; Belkadi et al., 1997; Litchfield et al., 1997; Remy et al., 2001). Dans le 

cas de xénogreffes porcines, par exemple, les mécanismes de rejet de neuroblastes fœtaux et 

de cellules endothéliales aortiques porcines paraissent différents (Remy et al., 2001). De 

même, Widner et ses collaborateurs ont montré que la présence de cellules immunogènes 

parmi les neuroblastes favorisait le rejet de ceux-ci même dans le cas d’allotransplantation 

(Duan et al., 1997). Dans ce contexte, par  leur capacité proliférative et leur immunogénicité 

réduite rapportée par certains auteurs (Odeberg et al., 2005; Wang et al., 2006), les cellules 

souches représentent une source de cellules à fort potentiel thérapeutique. Aussi, nous avons 

entrepris de réaliser une étude comparative entre des greffes de neuroblastes (NBp) ou de 

précurseurs neuronaux (PNp) porcins. 
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Abstract 

Intracerebral xenotransplantation of porcine fetal neurons (pNBs) is an 

interesting alternative to the use of human neurons for the treatment of 

neurodegenerative diseases. However, pNBs are systematically rejected, even in an 

immunoprivileged site such as the brain. In this context, neural precursor cells (NPC) 

which were suggested to exhibit low immunogenicity appear as an interesting source of 

xenogeneic cells. So, to determine whether the use of pNPCs may have any advantage 

over the use of pNBs in xenotransplantation, the two types of cells were grafted into the 

striatum of non-immunosuppressed rats. Animals were then sacrificed at 8, 28, 42 and 

63 days post-surgery to evaluate graft survival and to compare the immune response 

induced by pNBs and pNPCs. The analyses revealed a longer survival of pNPC grafts as 

compared to pNB transplants. Indeed, 40 % of pNPCs grafted rats exhibit a healthy 

graft at D63 whereas all pNBs grafts were rejected at this time point. Interestingly, in 

the surviving grafts, we did not observe any sign of inflammation as indicated by the 

absence of ED1 staining or any premise of T lymphocytes infiltration as revealed by the 

absence of R7.3
+
 cells. Furthermore, at the different time points analysed, R7.3

+
 cells 

were only found in two out of 22 pNPCs grafted rats whereas T cells were almost 

systematically found in pNB transplanted animals. These data suggest a difference in the 

immune response following intracerebral xenotransplantation of pNPCS and pNBs. 

Comparison of tyrosine hydroxylase staining revealed another striking difference 

between the two groups. Indeed, a large number of TH
+
 fibres were observed in pNPC 

grafts whereas only few TH
+
 cells with short process were detected in pNB grafts. These 

observations raise the possibility that pNPC exert neurotrophic effects on host 

dopaminergic neurons. Taken together, our data suggest that pNPC may have several 

advantages over the use of pNBs for restorative strategies based on the transplantation 

of xenogeneic cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 134 

Introduction 

 Cell replacement is a promising strategy to restore cell function in the human central 

nervous system (CNS). In patients affected by the Parkinson’s disease (PD), a diminution of 

the motor deficits was observed after the transplantation of human fetal mesencephalic 

neurons (Lindvall et al., 1989; Lindvall et al., 1990). However, cells derived from the 

mesencephalon of five or more embryos have to be grafted in the striatum to get a functional 

effect, raising logistical and ethical problems. So, alternative sources of cells have to be 

found, and among them, cells derived from pig embryos are of great interest (Isacson et al., 

1995; Isacson and Deacon, 1996). Porcine xenograft reveal that fetal pig neural cells survive 

and emit axons in the human brain ((Pakzaban and Isacson, 1994; Deacon et al., 1997; Fink et 

al., 2000), but the xenogeneic neurons are systematically rejected (Deacon et al., 1997) 

despite the brain is considered as an immunologically privileged site (Barker and Billingham, 

1977). Graft rejection could be delayed using immunosuppressors such as cyclosporine A but 

xenogeneic neurons are finally rejected and the cyclosporine A at the doses required to inhibit 

the rejection of intracerebral xenograft has strong secondary effects (Rezzani, 2006). Stem 

cells has been suggested to have a low immunogenicity (Odeberg et al., 2005; Wang et al., 

2006). So, in the present paper, we analysed whether neural stem/precursor cells (pNPCs) 

isolated from pig fetal brains and expanded in vitro survive longer than neuroblasts (pNBs) 

freshly isolated from fetal pig mesencephalon, following their transplantation into the striatum 

of an adult rat.  
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Materials and methods 

Preparation of porcine neural cells 

 Porcine foetuses were obtained from domestic Large White pigs 28 days after artificial 

insemination. Animals were obtained from the Institut National de la Recherche 

Agronomique (INRA, Nouzilly, France) and sacrificed in the institute’s accredited 

slaughterhouse. Foetuses were collected in hank’s balanced salt solution (HBSS; GibcoBRL) 

after hysterectomy. Embryos were then washed and tissues were dissected out of the 

developing brain.   

Preparation of porcine mesencephalic neuroblasts. Ventral mesencephalons were collected 

and conserved into a hibernation medium at 4°C for up to 3 days. Just before cell grafting, 

porcine neuroblasts (pNBs) were prepared as previously described (Remy et al., 2001) and the 

cell suspension was adjusted to a concentration of approximately 2 x 10
5
 cells/µl.  

Preparation of neural stem/precursor cells (pNPCs).  pNPCs  were prepared as rat NPC 

(Sergent-Tanguy et al., 2006). Cortical tissues were dissected, freed of meninges and 

incubated in 0,25% of trypsin for 15 min at 37°C. After addition of 10% fetal calf serum 

(FCS), tissues were exposed to 10 µg/ml of DNAse I for 10 min before mechanical trituration. 

Aggregates were removed by decantation and cells were further purified of small debris by 

centrifugation. Cells were resuspended and plated for one night in medium composed of 

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)/ Ham’s F12 (1/1, v/v), 33 mM glucose, 5 mM 

HEPES (pH 7.2), 5 µg/ml streptomycine, 5 UI/ml penicillin and supplemented with 10% FCS 

(serum-supplemented medium). The next day, the floating cells were recovered, washed and 

resuspended in a serum-free medium supplemented with N2 (Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France). The cells were then plated in uncoated dishes and expanded as neurospheres for 10 

days in presence of 25 ng/ml fibroblast growth factor-2 (FGF-2).  
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To analyse the fate of pNPCs in vitro, the neurospheres were collected, transferred to poly-L-

ornithine-coated (PORN) dishes and incubated in serum-supplemented medium for one night. 

The next day, the medium was changed and the cells were grown for 7 days in N2-

supplemented medium. To analyse the survival and the fate of pNPCs in vivo, the 

neurospheres mechanically dissociated and the cell suspension was adjusted to a 

concentration of approximately 2 x 10
5
 cells/µl.  

 

Transplantation of porcine neural cells 

 The transplantation was performed as previously described (Remy et al., 2001; 

Melchior et al., 2002). Male Lewis 1A rats weighting around 250 g were purchased from 

Janvier CERJ (Rouen, France). The animals were manipulated in compliance with the ethical 

rules and guidelines of our institute. Anaesthesia was performed with an intramuscular 

injection of 2% Rompun and 50 mg/ml ketamine (1.6 ml/kg) (PanPharma, Fougères, France). 

Deeply anesthetized rats were the placed in a stereotaxic frame (Stoelting, Wood Dale, IL, 

USA). After partial skull removal, pNBs or pNPCs were transplanted unilaterally at the 

following coordinates according to the Bregma: anterior, +0.7 mm; lateral, -2.8  mm; ventral, 

-5.4 mm and -5.8 mm; incisor bar, -3.3 mm. In both type of grafts, 4 x 10
5
 cells (2µl) were 

transplanted using a Hamilton syringe placed on an automated microinjector (Phymed, Paris, 

France) over a time period of 1 min. The needle was then left in place for a further 4 min 

before being slowly withdrawn.  

 

Minocycline treatment 

Minocycline (Zacnan, Merck) is dissolved in water and orally dispensed to the rats as follow. 

Two days before and after cell grafting, the animals receive a dose of 50 mg/kg of 

minocycline dispensed twice a day and then, administered once a day for the next 8 days. 
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Subsequently, the treatment was reduced down to 25 mg/kg and was administrated once a day 

until the date of sacrifice (Ekdahl et al., 2003).  

 

Immunochemistry  

Immunocytochemistry 

 Cells were washed and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS (PFA 4%) during 15 

min. Then, after  washing with phosphate-buffered saline (PBS), cells were incubated for 30 

min at room temperature (RT) in 1X PBS containing 4% bovine serum albumin (BSA; 

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 0.1% Triton and 10% normal goat serum 

(NGS). The cells were subsequently exposed overnight at 4°C to primary antibodies. Porcine 

neurons were stained with a monoclonal antibody (mAb) that specifically recognized the 70 

kDa pig neurofilament protein NF70 (clone DP5; diluted 1:500; Université Paris 7, France). 

Astrocytes were labelled with a mAb raised against the glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

diluted 1:800 (Sigma-Aldrich). The anti-tyrosine hydroxylase (TH) antibody (1:1000; Pel 

Freeze, Rogers, Ark, USA) was used to characterize dopaminergic neurons. After washing, 

cells were incubated for 1h at RT with fluorescein (FITC)-conjugated anti-mouse IgG or 

FITC-conjugated anti-rabbit IgG (1:500; Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, United 

Kingdom) diluted in PBS-4% BSA.  

 

Immunohistochemistry  

 At 8, 28, 42 and 63 days post-surgery, animals were anesthetized with intraperitoneal 

injection of 2% Rompun and 50 mg/ml ketamine (3.2 ml/kg) before transcardiac perfusion 

with 200 ml of 0.9% NaCl, followed by 200 ml of cold 4% PFA. The brains were then 

removed from the skull and cryoprotected in 2 successive solutions of 15% (24h) and 30% 

sucrose until the brains sink to the bottom of the pot (48h). Brains were then frozen in cold 
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isopentane and stored at -80°C. Sections of 20 µm were performed using a cryostat (Leica) 

and the slides were stored at -80°C.  

 Immunohistochemistry was performed as previously described (Michel et al., 2006). 

After neutralization of endogenous peroxydase with 0.3% H2O2 in PBS for 10 min, slides 

were incubated 45 min in 10% NGS diluted in PBS-4% BSA. Then, primary antibodies were 

deposed for one night at 4°C. Porcine neurons were detected using the antibody raised against 

the porcine NF70 (clone DP5). The dopaminergic neurons were analysed using the anti-TH 

antibody (Pel Freeze).  Reactive astrocytes were stained with the anti-nestin mAb (rat 401; 

diluted 1: 500; Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, IA). Immune cells were 

labelled with mAbs obtained from the European Collection of Cell Culture (ECCC, Salisbury, 

UK). ED1 and R7.3 was used to detect macrophages/activated microglia and T lymphocytes, 

respectively. After washing, slides were incubated for 1h at RT with biotinylated anti-mouse 

or anti-rabbit Abs. Sections were then washed and exposed to avidin-biotinylated-peroxydase 

complex for 1h. The revelation was performed using Vector very intense purple (VIP, Vector 

ABC kit) as substrat. After several washes in distilled water, slides were dehydrated and 

mounted with Eukitt (Labonord, Villeneuve d’Ascq, France). Double labelling was performed 

as described above except that the first immunostaining was revealed with diaminobenzidine 

(DAB, Vector) and NiCl (black staining) while the second immunostaining was revealed only 

with DAB (brown staining). Brains sections were observed using an Axioskop 2 plus 

microscope (Zeiss).  

 

Semi-quantitative histological scale 

ED1 and R7.3 immunostaining was evaluated using a semi-quantitative scale described and 

modified from Armstrong and al. (2001). Briefly, histological criteria were divided as 

followed: 0, no immunopositive cells; 1, occasional positive cells in all the sections; 2, several 
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immunopositive cells at the periphery of the graft and little perivascular distribution; 3, 

numerous cells within and around the graft and a perivascular distribution; 4, intense 

immunostaining inside the graft and in a large part of the grafted striatum; 5, only a scar 

remained with occasional immunopositive cells.



 140 

Results 

Analyses of the fate of pNPCs in vitro 

 Cells isolated from the forebrain of G28 porcine embryos were grown with 25 ng/ml 

bFGF in uncoated plates for 10 days, giving rise to floating neurospheres (Fig. 1a). To analyse 

the fate of cells in differentiating conditions, the neurospheres were transferred into poly-

ornithine coated plate and cultured in defined medium without bFGF for 7 days. 

Characterization of the cells by immunocytochemistry indicated that a large majority of the 

cells present in the neurospheres were immunopositive for the porcine neurofilament subunit 

NF70 (NF70
+ 

cells) expressed by pig neurons (Fig 1b) and for the glial fibrillary acidic 

protein (GFAP
+
 cells) expressed by astroglial cells (Fig. 1 c). TH

+
 cells were occasionally 

detected (Fig. 1d).  

Comparison of pNBs and pNPCs survival in case of intracerebral xenotransplantation 

 pNBs freshly isolated from the ventral mesencephalon of G28 porcine embryos or 

pNPCs isolated from G28 porcine forebrain and grown for 10 days in presence of bFGF, were 

transplanted into intact rat striatum. The rats were sacrificed at days 8, 28, 42 and 63 post-

grafting (D8, D28, D42 and D63) to analyse survival of these two types of cells in case of 

intracerebral xenotransplantation. Over time, we observed an increase in the volume of grafts. 

This was observed in both cases but as shown in the figure 2, the increase in size occurred 

earlier in case of pNBs grafting (Fig. 2a-c) as compared to pNPCs transplantation (Fig. 2e-h). 

To evaluate cell survival of porcine neurons, we used a specific antibody directed against 

porcine NF70, a neurofilament subunit expressed by most differentiated neurons. 

Immunohistochemistry analyses of pNB grafts indicate the presence of numerous NF70
+ 

cells 

by D8 post-grafting (Fig. 2a). At D28 and D42, a dense network of NF70
+
 fibres was 

observed in non-rejected graft (Fig. 2b and 2c). In contrast, very few NF70
+
 cell bodies were 

detected in pNPC transplants at D8. The NF70
+
 cells were scattered throughout the graft and 
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did not extend process (Fig. 2e and insert). At later time-points such as D28 or D42, some 

NF70
+
 fibres were observed (Figs. 2 f-g) but it is mainly at D63, that an heavy network of 

NF70
+
 fibres invade the graft (Fig 2h). 

Since NF70
+
 fibers were observed in all the healthy pNPCs and pNBs grafts at day 28, 

the percentage of graft survival was estimated by counting the number of graft exhibiting 

NF70
+
 cells.  The results were reported on a graph in figure 2i. At D28 and D42, NF70

+
 cells 

were not detected in 20% and 60 % of the rats grafted with pNBs, respectively.  At the same 

time-points, 100% and 70% of the rats transplanted with pNPCs still exhibited NF70
+
 graft. 

At D63, there was no more NF70
+
 cells in the striatum of rats grafted with pNBs while 

porcine neurons were still observed in 4 out of ten rats transplanted with pNPCs. At this stage, 

the difference in graft survival between the two groups was statically significant (P<0,05). 

As a first attempt to characterise the phenotype of porcine neurons, we analysed the 

presence of TH
+
 neurons inside the grafts. TH

+
 staining was present at D28 in the striatum of 

rats transplanted with pNBs or pNPCs. Major differences in the staining profiles were 

observed. In case of pNB transplant, TH
+
 neurons were mostly observed at the periphery of 

the graft (Fig. 3a). The cells exhibited a characteristic neuronal morphology and the cell 

bodies were clearly observed inside the graft (Fig. 3c). In case of pNPC transplant, TH
+
 fibres 

were present inside the graft (Fig. 3b) but we were not able to detect any TH
+
 cell body within 

or outside the graft, at any time-points. In fact, the TH
+
 fibres that were present in the graft 

seemed to come from the striatum (Fig. 3d). This may explain why TH
+
 fibers were mostly 

observed at the periphery of the graft at D28 while the whole graft were invaded by at a dense 

network of TH
+
 fibres at D63 (Fig. 3b).  

Characterization of the inflammatory and immune responses 

 In case of inflammatory reaction in the brain, immune cells are activated but neural 

cells such as astroglial cells also become reactive. To evaluate the impact of pNBs or pNPCs 
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grafting on rat astrocytes, we analysed the expression of nestin known to be expressed in 

reactive astroglial cells. For this purpose, we used the rat 401 antibody which recognises the 

nestin derived from rat but from pig (Fig. 4). In the rats grafted with pNBs, nestin 

immunostaining was undetectable in the host striatum as long as the graft was not rejected. 

Only a limited number of nestin
+
 cells was found inside the graft (Fig. 4d). In contrast, a 

strong nestin staining was observed in the whole striatum and in the graft as the rejection 

occurred (Fig. 4e). The staining has almost completely disappeared when the scar has 

replaced the graft (Fig. 4f). In the rats grafted with pNPC, nestin
+
 cells were present within 

the graft at D28 (Fig. 4a), however, their number strongly decreased at later time-points and 

almost no immunopositive cells were observed at D42 and D63 (Fig. 4b, c). In animals 

rejecting their graft, a strong immunostaining for nestin was found all over the grafted 

striatum and inside the graft as in the case of pNBs (data not shown). 

In case of intracerebral grafting, the microglial cells/macrophages are strongly activated after 

the surgery and at the moment of cell rejection. To compare activation of these cells following 

the transplantation of pNBs and pNPCs, ED1 immunostaining was performed (Fig. 5). At 

early time-points such as D8, ED1 staining was very strong in rats grafted with pNPCs (Fig. 

5a) as we previously observed in pNB graft (data not shown). Then, we observed a diminution 

in the staining intensity and the ED1
+
 cells were mostly observed at the periphery of the graft 

at D28 (Fig. 5b). In pNPCs grafted rats that did not reject their transplant, ED1 labelling 

further decreased becoming very weak at D42 and being almost undetectable at D63 (n = 

4/10; Fig 5c and 5d). In contrast, a strong increase in ED1 staining was observed in the 

grafted striatum of rats rejecting the pNPCs (Fig. 5e) and some ED1
+
 cells were still observed 

in the scar at D63 (Fig. 5f) as observed in case of pNB graft.  

All the studies performed on intracerebral xenotransplantion suggest a main role of T cells in 

the rejection of pNBs. So, we examined T cell infiltration following the transplantation of 
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pNBs and pNPCs in rat striatum. At early time-points such as D8, T cells were rarely detected 

in the grafted striatum whatever was the cell type transplanted. In contrast, at later time-points 

such as D28 or D42 a massive infiltration of R7.3
+
 cells was observed in numerous pNBs 

grafted rats (Fig. 6b). This massive invasion of the graft by T cells is strongly correlated to the 

rejection of the graft and at D63, only a scar with few R7.3
+
 cells persisted (Fig. 6d). The 

presence of T cells in the striatum of pNPC grafted rats was rarer at D42 (Fig. 6a) and D63 

(Fig. 6c). Indeed, we did not detect R7.3
+
 cells in most pNPC grafted rats at day 28, 42 and 63 

post-grafting (Fig. 6e). R7.3
+
 cells were only found in two animals. The T cells were observed 

in one rat at D42 while its graft was undergoing rejection. In the second rat, T cells were 

detected at D63 while the graft was almost rejected. (Fig. 6e). A double labelling CD8 /R7.3 

indicated that these R7.3
+ 

cells correspond to both CD8
+ 

and CD4
+
 T cells (Fig. 6f).  

As previously suggested (Michel et al., 2006), dendritic cells may have a major role in the 

rejection process by inducing a specific T cell response against xenoantigens and by 

restimulating T cells locally following their infiltration into the brain. So,  we examined the 

presence of dendritic cells in the grafted striatum using Ox62 antibody. As previously 

described for pNBs, few dendritic cells were already present at D8 after pNPC transplantation 

(data not shown). 

 

Effect of the minocycline on the survival of  pNPC grafts 

 As treatment of the rats with minocycline delayed the rejection of pNBs (manuscript 

n°1), we examined whether the administration of this tetracycline derivative extend graft 

survival in case of xenotransplantation with pNPCs. 25 adults rats were treated with the drug 

as described in the Materials and Methods and pNPCs were grafted into their striatum. In 

contrast to what has been observed for pNBs, the analyses did not reveal a longer graft 
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survival in treated rats as shown by the number of NF70
+
 graft that did not vary significantly 

from the control group (Fig 7).  
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Discussion 

 In this study, we showed that cortex-derived pNPCs survived longer than pNBs 

isolated from the ventral mesencephalon, following their transplantation into the striatum of 

non immunosuppressed rats. Analyses of the immune response reveal a lower frequency of T 

cell infiltration into the striatum of pNPCs grafted rats since R7.3
+
 cells were only detected in 

two of these rats. This contrast with the large number of rats presenting T cell infiltration at 

28 and 42 days following pNBs grafting  (Mason et al., 1986; Barker et al., 2000; Remy et al., 

2001; Melchior et al., 2002; Michel et al., 2006). As the same type of cellular response is 

observed in pNB grafted rats and in two of the pNPC transplanted animals, pNBs and pNPCs 

may induce the same immune response. In such case, additional time-points between day 42 

and day 63 may reveal the presence of T cells in a larger number of pNPC. However, we 

clearly observed a delay in the rejection of pNPC as 4 animals out of 10 exhibited a healthy 

graft at day 63 post-grafting without any sign of inflammation. Indeed, ED1 staining indicates 

an absence of residual inflammatory reaction which was always observed at the site of pNB 

graft, even before the starting of rejection process. Taken together, these observations suggest 

differences in the immune response induced by NBs and NPC. In support of this hypothesis, 

Armstrong et al., show an absence of humoral response following intraperitonal injection of  

pNPC while pNB do so (Armstrong et al., 2001). In addition, we showed administration of 

minocycline clearly extends graft survival in case of pNBs grafting (manuscript n°1) while 

the treatment has no effect on pNPCs transplant. Further studies will be necessary to clearly 

define the differences in the immune response induced by pNBs and pNPCs in case of 

intracerebral xenotransplantation. In particular, it would be interesting to find out whether the 

longer survival of pNPC graft in 40% of the rats is due to a lower amount of immunogenic 

molecules in the cell suspension or to an active tolerogenic or immunosuppressive action of 

the pNPCs. On the other hand, longer time-points than day 63 should be analysed to 
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determine whether some grafted NPCs might be tolerated in the brain in case of 

xenotransplantation or if the rejection of NPCs will systematically occur and is only delayed 

as compared to NBs.  

So, our results highlight the fact that pNPCs as a cellular source for 

xenotransplantation may have interesting advantages as compared to pNBs, in particular in 

term of graft survival. They also draw attention to several interesting points. First, there was 

clearly a delay in the differentiation of pNPCs as compared to pNBs. Indeed, the neuronal 

network as revealed by NF70 staining was very weak in pNPCs grafted rats up to 42 days 

post-grafting while a huge amount of numerous NF70
+
 fibres were observed in pNBs grafted 

rats as soon as day 28. This difference is most probably due to the undifferentiated state of the 

NPC at the time of the grafting.  Pretreatment of the cells or particular microenvironment may 

however favour their differentiation as pNPC grown in bFGF/EGF and grafted in a rat model 

of Parkinson’s disease differentiate earlier (Armstrong et al, 2001). Whatever is the rapidity of 

NPCs differentiation, the most important thing is the presence of a strong neuronal network 

inside the graft at day 63 post-grafting. A second interesting point is the invasion of the pNPC 

graft by numerous TH
+ 

fibres. Indeed, in pNB grafted rats, few TH
+
 cells with short process 

were observed at the periphery of the transplant while in pNPCs transplanted animals, 

numerous TH
+
 fibres were already present in the graft at day 28, invading almost the entire 

graft at late time point such as day 63. The low number of TH
+
 cells in culture of NPCs and 

the absence of TH
+
 cell bodies in pNPC graft inside the graft raise the question of the origin 

of these TH
+ 

fibres. In addition, these fibres appear relatively early and are present in huge 

number while NF70 staining indicates a late differentiation of the pNPCs in vivo. So, the most 

probable hypothesis is that the TH
+
 fibers come from the host. Double staining using anti-TH 

and anti-NF70 antibodies were tried but the two antibodies never labelled the same cell, even 

in cultures of porcine neurons derived from the ventral mesencephalon. Further experiments 
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will be required to demonstrate the exact provenance of the TH
+
 fibres but their absence in 6-

OHDA-treated rats grafted with pNPC  (Armstrong et al., 2002; Armstrong et al., 2003) is in 

favour of an host origin. Indeed, the injection of 6-OHDA induces the death of host 

dopaminergic neurons. If our hypothesis is confirmed, this would mean that pNPC graft exerts 

a strong neurotrophic action on host dopaminergic neurons, promoting their axonal 

outgrowth. This is fully possible as NPCs produce various trophic factors such as BDNF or 

GDNF  (Lu et al., 2003) and in fact, the most surprising point would be that the grafting of 

pNBs does not have a similar effect on host TH neurons. Further studies are required to 

explain such discrepancy but whatever is the case, our present data highlight the fact that in 

addition to the advantage of using pNPCs in term of cell survival, grafting of pNPCs instead 

of pNBs may also have beneficial effects by promoting neurite outgrowth from surviving host 

dopaminergic neurons.  
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 L’étude comparative qui a été réalisée a mis en évidence une survie significativement 

prolongée des greffes de PNp, comparativement aux greffes de NBp après transplantation 

intrastriatale chez des rats non lésés et non immunosupprimés.  

 

La différenciation neuronale des PNp 

 L’apparition du phénotype NF70, témoignant de la différenciation neuronale des 

cellules transplantées, est retardée chez les rats ayant été greffés avec des PNp 

comparativement à ceux ayant reçu des NBp. De plus, nous avons constaté que les greffes de 

PNp saines à J63 étaient massives avec un volume bien plus important que celui des greffes 

de NBp saines à J28. Cette observation suggère que les PNp sont implantés dans un 

environnement qui leur est favorable. Par ailleurs, il a été rapporté que lors de la 

transplantation de NBp, de nombreuses cellules mouraient suite au stress opératoire (Barker et 

al., 1996; Emgard et al., 1999; Remy et al., 2001) alors que les PNp présenteraient une 

susceptibilité moindre à ce même stress et qu’ils continueraient à proliférer temporairement 

après leur implantation (Ostenfeld et al., 2000).  

 La différenciation neuronale des PNp greffés ne fait aucun doute au vue des 

marquages NF70. Néanmoins, contrairement à ce qui se passe avec des PNp humains ou de 

rats qui, transplantés dans un cerveau en développement ou dans des régions neurogéniques 

de cerveau adulte adoptent un phénotype adapté à leur site d’intégration (Snyder et al., 1992; 

Suhonen et al., 1996; Rosser et al., 2000), il semble que la morphologie des neurones dérivant 

des PNp soit plus hétérogène (Armstrong et al., 2002). Il a été montré que les PNp dérivant de 

différentes régions du cerveau en développement étaient équivalents dans leur capacité à 

adopter un phénotype neuronal. Cependant, l’acquisition du phénotype dopaminergique restait 

rare même lorsque les PNp étaient issus du mésencéphale ventral (Daadi et al., 1998; Fricker 

et al., 1999; Armstrong et al., 2003). Cette observation coïncide avec nos résultats in vitro qui 

indiquent une pauvre différenciation TH
+
 des PNp. En revanche, dans les greffes de PNp nous 

avons remarqué dès J28 la présence de nombreuses fibres TH
+
 qui envahissent le greffon. 

Etant donné les faible taux de différenciation TH
+
 recensé in vivo et observé in vitro dans 

notre étude, il est probable que les fibres qui envahissent la greffe proviennent du striatum de 

l’hôte. Cette théorie concorde avec la récente mise en évidence, in vitro et in vivo des effets 

trophiques des cellules souches (Akerud et al., 2001; Lu et al., 2003). En effet, outre leur forte 

caractéristique proliférative in vitro et leur capacité à générer les principaux types cellulaires 

du SNC, les PN pourraient également être utilisés comme des outils intéressants pour délivrer 

des facteurs neurotrophiques tels que le GDNF, le BDNF ou le NGF. Il sera donc important, 
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pour vérifier ces hypothèses, de démontrer que l’innervation TH
+
 qui colonise le greffon est 

effectivement dérivée de l’hôte et que les PNp sont capables d’exprimer in vivo des gènes 

spécifiques de facteurs neurotrophiques en particulier le GDNF.  

 Dans les greffes de NBp, en revanche, les cellules TH
+
 ont un phénotype différent 

avec un corps cellulaire bien visible et situé dans le greffon. Cette observation associée au fait 

que les neurones dopaminergiques ont leur corps cellulaire dans la SN, suggère que les 

cellules TH
+
 observées dans la greffe sont d’origine porcine.  

 

Cas des greffes non rejetées  

 Les PNp ont la capacité de survivre plus longtemps que les NBp lorsqu’ils sont 

transplantés dans le SNC d’un hôte xénogénique. En effet, dans 40% des rats greffés avec des 

PNp, le greffon est toujours présent 63 jours après l’opération. Par ailleurs, à ce stade, alors 

que toutes les greffes de NBp sont rejetées, l’analyse des différents composants cellulaires de 

la réponse immune a révélé l’absence de lymphocytes, de cellules microgliales/macrophages 

et d’astrocytes activés dans les greffes de PNp non rejetées. Dans ce contexte, plusieurs 

hypothèses peuvent expliquer la survie prolongée observée.  

Dans un premier temps, des analyses réalisées en cytométrie de flux ont révélé que la 

suspension de PNp n’exprimait pas les molécules du CMH de classe II mais qu’en revanche, 

dans la suspension de NBp cette molécule était exprimée (Armstrong et al., 2001). Cette 

absence d’expression du CMH dans la suspension de PNp peut être imputable à 1) une 

immunogénicité réduite des PNp. En effet, il est possible que les PNp en raison de leur 

phénotype indifférencié n’expriment pas encore les molécules du CMH. Leur apparition sur 

les PNp transplantés, de la même façon que l’apparition du phénotype NF70, se trouverait 

alors retardée par rapport à leur expression dans des greffes de NBp. 2) L’absence de cellules 

immunogènes dans la suspension de PNp.  En effet, il a été montré que dans les suspensions 

de NB de rat (Shinoda et al., 1996a; Shinoda et al., 1996b) et de porc (Brevig et al., 1999) des 

composants des lignées atrocytaires et macrophagiques pouvaient être présents. De même, des 

études réalisées dans notre laboratoire ont révélé que la suspension de neuroblastes 

transplantée pouvait contenir des cellules endothéliales porcines (Martin et al., 2005). Ainsi, 

la transplantation intracérébrale, en favorisant la synthèse de cytokines proinflammatoires, 

induirait l’induction de molécule du CMH sur ces cellules contaminants les tissus donneurs et 

pourrait ainsi cautionner le processus de rejet. Il est probable que la phase de prolifération in 

vitro sous forme de neurosphères des PNp favorise la survie des cellules neurales au mépris 
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des cellules plus immunogènes. La suspension cellulaire transplantée serait alors purifiée de 

tout « contaminant » potentiellement CMH
+
.  

Dès lors, que ce soit la faible immunogénicité des PNp ou l’absence de cellules immunogènes 

dans la suspension cellulaire ou les deux, la transplantation de PNp semble se caractériser par 

une diminution et/ou un retard de l’induction des molécules du CMH et par conséquent une 

absence et/ou un décalage de leur reconnaissance par les cellules immunitaires de l’hôte.  

Dans un deuxième temps, on ne peut exclure la possibilité que la survie prolongée 

observée des greffes de PNp puisse résulter d’une capacité incomplète du système 

immunitaire de l’hôte à rejeter les cellules transplantées. Il a notamment été montré que les 

PN issues de la souris ou du rat pouvaient exprimer in vitro des récepteurs aux chimiokines 

(Tran et al., 2004; Dziembowska et al., 2005) suggérant qu’il pourrait exister des interactions 

entre les PN et la réponse immune. De plus, il a récemment été rapporté que l’injection 

systémique de PN dans des modèles murins d’inflammation chronique du SNC était 

rapidement suivie par leur migration intracérébrale jusqu’au site inflammatoire où ils auraient 

des effets immunomodulateurs via l’induction de l’apoptose des cellules T, et plus 

particulièrement des cellules de polarité Th1 (Pluchino et al., 2005). Depuis d’autres études 

sont venues confirmer des effets immunomodulateurs des PN (Ben-Hur, 2006; Einstein et al., 

2006) 

 

Cas des greffes rejetées  

 Bien que les greffes de PNp survivent significativement plus longtemps que les greffes 

de NBp, à 63 jours post-greffe, 60% des rats greffés avec des PNp n’ont plus de greffon et ne 

présentent plus qu’une cicatrice. Or, excepté dans deux cas, l’un à 42 jours et l’autre à 63 

jours, les LT demeurent complètement absents du striatum. Cette observation semble suggérer 

que la réaction de rejet via l’infiltration lymphocytaire suit un processus rapide. Il sera donc 

nécessaire, pour vérifier cette hypothèse, de réaliser une étude plus restreinte à cette période 

avec davantage de dates de sacrifice. Toutefois, il est également possible que le rejet des PNp 

puisse être principalement médié par d’autres composants de la réponse immunitaire. Dès 

lors, une forte activation des cellules microgliales ayant été observée chez certains rats, il est 

possible que ces dernières puissent jouer un rôle important via la phagocytose. Néanmoins, les 

études réalisées avec la minocycline n’ont révélé aucune différence significative entre les rats 

traités et non traités. Il sera toutefois intéressant d’observer les effets de cet antibiotique sur le 

plus long terme.   
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Par ailleurs,  Armstrong et son équipe ont pu montrer que de nombreuses 

immunoglobulines (Ig) et plus particulièrement des IgM, se fixaient sur les cellules à 

morphologie neuronale et gliale dans les greffes de PNp rejetantes (Armstrong et al., 2001). 

Cette observation  suggère que les anticorps pourraient constituer un élément important de la 

réponse immune.  
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DISCUSSION 

 

Les études réalisées au cours de ce travail de thèse nous ont permis de progresser dans 

la compréhension des mécanismes intervenants dans le rejet des xénogreffes intracérébrales. 

Plus particulièrement, la mise en évidence de la présence de cellules dendritiques dès 3 jours 

après l’intervention, a ouvert de nouvelles perspectives concernant les événements précoces 

susceptibles d’être à l’origine d’une réponse cellulaire T spécifique. En effet, les cellules 

dendritiques sont les seules cellules immunitaires connues pour leur capacité à activer des 

lymphocytes T naïfs. Leur présence au niveau du site de greffe dans les jours qui suivent 

l’intervention ouvre la possibilité d’un rôle essentiel de ces cellules en tant que CPA pour 

induire une réponse indirecte dirigée contre les cellules neurales xénogéniques. Les   

xénoantigènes libérés notamment suite à la mort d’une partie des cellules greffées lors de 

l’intervention, pourraient être directement phagocytés par les cellules dendritiques présentes 

dans le parenchyme. Celle-ci migreraient ensuite vers les tissus lymphoïdes pour activer les 

lymphocytes T naïfs (Bradbury et al., 1981; Harling-Berg et al., 1989; Knopf et al., 1998; Ni 

et al., 2000). Les xénoantigènes étant susceptibles d’être drainés vers les tissus lymphoïdes 

périphériques via le LCR, il est également possible que les cellules dendritiques 

périparenchymateuses, c’est-à-dire celles localisées dans le LCR au niveau des méninges et 

du plexus choroïde, ou les cellules dendritiques présentes dans les ganglions lymphatiques 

profonds,  participent à la mise en place d’une réponse T spécifique.  

 Dans le cas où les cellules dendritiques auraient effectivement un rôle essentiel dans la 

mise en place d’une réponse T spécifique, la minocycline  pourrait non seulement  intervenir 

en inhibant directement l’activation des cellules microgliales/macrophages et des lymphocytes 

T mais également en perturbant l’étape de préparation (ou processing) des antigènes par les 

cellules dendritiques. En effet, les travaux de Kalish et Koujak  indiquent que l’addition de 

minocycline entraîne une inhibition de la réponse T  due à une perturbation du processing de 

l’antigène par les CPA (Kalish and Koujak, 2004). Cet effet encore très peu connu de ce 

dérivé de la tétracycline pourrait contribuer à la faible réponse T observée chez les rats greffés 

traités par la minocycline.  

  Outre un rôle dans les phases précoces de la réponse immune, les cellules 

dendritiques pourraient également jouer un rôle critique dans l’étape de rejet. En effet, après 

leur priming dans les tissus lymphoïdes, les lymphocytes ont besoin d’être restimulés par les 

CPA pour être pleinement actifs. Or, nous avons effectivement observé que la colonisation de 

la greffe par les lymphocytes T était corrélée à une invasion du greffon par les cellules 
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dendritiques. Cette observation ajoutée au fait qu’au sein du striatum greffé, les deux types 

cellulaires sont très souvent retrouvés à proximité l’un de l’autre et que les cellules 

dendritiques expriment les  molécules de costimulation, rendent tout à fait plausible un rôle 

essentiel des cellules dendritiques au moment du rejet. Une restimulation locale des LT par les 

cellules dendritiques pourrait notamment expliquer la rapidité de la réaction de rejet observée 

après quelques semaines de latence.  

A ce propos, il est intéressant de noter que si la réaction de rejet intervient après 5 à 7 

semaines de latence lors d’une xénogreffe de NBp, les PNp survivent, quant à eux,  

significativement plus longtemps. Ces résultats confirment l’importance de la composition 

cellulaire du greffon sur la réponse immune engendrée. Plusieurs hypothèses sont 

envisageables pour expliquer cette différence de réponse. D’une part, il semblerait qu’il y ait 

moins de mortalité cellulaire suite à la transplantation de PN comparativement à une greffe de 

NB (Ostenfeld et al., 2000). Si tel est le cas, alors une plus grande quantité de xénoantigènes 

est susceptible d’être libérée en cas de xénogreffes de NBp, engendrant une réaction de rejet 

plus forte et/ou plus rapide. D’autre part, il est probable que les PNp par leur nature ou leurs 

caractéristiques phénotypiques, correspondent à des cellules moins immunogènes que les NBp 

(Armstrong et al., 2001). Enfin, le procédé de préparation des cellules en cas de greffe de 

NBp et de PNp est très différent. Alors que les NBp sont préparés après une simple 

dissociation de tissus fœtaux fraîchement prélevés, les PNp sont cultivés pendant 10 jours en 

présence de FGF-2. Cette étape qui a pour but une amplification du nombre de PNp, permet 

très certainement l’élimination de nombreuses cellules potentiellement plus immunogènes que 

les NBp, comme par exemple les cellules microgliales/macrophages ou les cellules 

endothéliales. De plus, la récente mise en évidence d’effets potentiellement 

immunomodulateurs, est une nouvelle caractéristique des PN qui pourrait également favoriser 

leur survie à long terme (Pluchino et al., 2005) ; (Ben-Hur, 2006; Einstein et al., 2006). Ainsi, 

il est fort possible que l’ensemble de ces particularités contribuent à favoriser la survie des 

PNp comparativement à des NBp lors de xénogreffes intracérébrales.  
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PERSPECTIVES 

 

 Face à l’évolution de la fréquence de la maladie de Parkinson, la transplantation 

cellulaire reste aujourd’hui la seule stratégie thérapeutique aspirant à une restauration 

fonctionnelle. Or, dans le contexte très restrictif de l’allotransplantation en clinique 

neurologique, l’utilisation de  neurones embryonnaires porcins présentent de nombreux 

avantages si l’on parvient à comprendre et à contrôler la réaction de rejet. Les expériences que 

j’ai réalisées durant ma thèse nous ont permis de mieux comprendre certains des mécanismes 

immuns mis en jeu lors d’une xénogreffe neurale dans le cerveau. Elles devraient ainsi ouvrir 

de nouvelles perspectives pour de futures expériences visant notamment à prolonger la survie 

de greffes intracérébrales. 

 

La minocycline en  traitement préventif des maladies neurodégénératives (ou MP) 

L’inflammation qu’elle soit cause ou conséquence de la mort neuronale, semble jouer 

un rôle important dans la progression de la maladie de Parkinson. Outre ces effets délétères 

via la libération de molécules telles que les radicaux libres, certaines cytokines comme l’IL-6, 

peuvent également altérer la neurogénèse dans le SNC in vivo (Monje et al., 2003). Ainsi, une 

inflammation dans le SNC serait susceptible de provoquer un dysfonctionnement de la 

neurogénèse qui pourrait alors potentiellement jouer un rôle dans l’apparition de maladies 

neurodégénératives (telles que la maladie de Parkinson) (Martino and Pluchino, 2006). Or, il a 

été montré que la minocycline en inhibant l’inflammation, pouvait restaurer cette neurogénèse 

(Ekdahl et al., 2003). Une inhibition de la réaction inflammatoire et en particulier 

l’administration de minocycline utilisée dans notre modèle pour atténuer le rejet de 

xénogreffe, pourrait donc être bénéfique pour les patients atteints de maladie de Parkinson. 

Des études cliniques réalisées sur des patients pré-parkinsoniens n’ayant encore reçu aucune 

médication ont effectivement montré des effets bénéfiques d’un traitement par la minocycline 

(NINDS NET-PD Investigators, 2006). Si ces effets sont confirmés, la minocycline pourrait 

également être utile pour ralentir le processus neurodégénératif chez des patients présentant 

un stade plus avancée de la maladie et être administrée avec la L-DOPA. 

 

Favoriser la survie des neurones embryonnaires greffés 

 La transplantation intracérébrale de neurones embryonnaires est notamment 

compliquée par le faible taux de survie des cellules implantées. En effet, seules 5 à 10% des 

cellules greffées survivent aux opérations de prélèvement, de dissociation puis de 
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transplantation. En effet, ces étapes induisent la production de radicaux libres oxygénés. Or, 

les neurones dopaminergiques sont particulièrement sensibles au stress oxydatif. Aussi, une 

grande partie de ces derniers ainsi que de nombreux autres neurones présents dans la 

suspension cellulaire entament un programme d’apoptose après leur transplantation 

intracérébrale. Ceci a pour conséquence une diminution drastique du nombre de neurones 

survivant ainsi que la libération de nombreux antigènes susceptibles d’initier une réaction 

immune de l’hôte. Dès lors, la minocycline par ses propriétés anti-apoptotiques (Stirling et al., 

2005) et anti-inflammatoires pourraient constituer un pré-traitement intéressant pour favoriser 

la survie des neurones lors d’allo- ou de xénogreffe intracérébrale. En effet, elle pourrait 

d’une part, empêcher l’activation des cellules microgliales et d’autre part, atténuer l’apoptose. 

Ces actions protectrices pourraient être d’autant plus efficaces si elles étaient associées à un 

pré-traitement par des facteurs neurotrophiques, tels que le GDNF ou le BDNF (Helt et al., 

2001; Hoglinger et al., 2001) qui ont déjà montré leur efficacité, ou encore le MANF 

(Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor) facteur secrété par les astrocytes du 

mésencéphale et dont l’action semble cibler les neurones dopaminergiques (Petrova et al., 

2004).  

Atténuer la réponse immunitaire en cas de greffe intracérébrale 

Mon travail de thèse a permis de mettre en évidence la présence de cellules 

dendritiques dans les greffes striatales lors de xénotransplantation de cellules neurales. Leur 

observation précoce ainsi que leur infiltration dans le striatum, simultanément aux 

lymphocytes T lors de la réaction de rejet, suggèrent une probable implication de ces cellules 

dans la réponse immune initiée par la présence de xénoantigènes. Dès lors, les cellules 

dendritiques correspondent à une nouvelle cible pour tenter de prolonger la survie des 

greffons et il serait intéressant d’étudier les conséquences d’une inhibition spécifique de ces 

cellules dendritiques. Or, des études réalisées dans notre laboratoire indiquent que la tolérance 

d’allogreffe cardiaque chez le rat induite par l’administration de LF15-0195 (un analogue du 

déoxyspergualine) (Chiffoleau et al., 2002) serait principalement due à l’inhibition de la 

maturation des cellules dendritiques. Certaines molécules importantes pour la présentation des 

antigènes comme les molécules du CMH II et les molécules de costimulation CD40 et CD86 

ne serait pas exprimées par les cellules dendritiques en présence de LF15-0195 (Yang et al., 

2003). L’administration du LF15-0195 pourrait donc favoriser la présence de cellules 

dendritiques tolérogènes incapables de présenter les xénoantigènes et d’initier une réponse 

primaire cellulaire T.  
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La minocycline en inhibant le processing des antigènes par les cellules dendritiques, 

l’activation et/ou la migration de différentes cellules immunes comme les cellules 

microgliales/macrophages ou les lymphocytes T, pourrait être également utile pour prévenir le 

rejet en cas xénogreffe intracérébrale. La mise en évidence, lors de mon travail de thèse, 

d’une survie prolongée de neuroblastes porcins greffés chez le rat, confirme les effets 

bénéfiques de ce dérivé de la tétracycline. Toutefois, à l’heure actuelle, la ciclosporine A reste 

le principal immunosuppresseur utilisé chez des patients transplantés. Ce dernier, en inhibant 

spécifiquement la réponse T, a montré son efficacité pour la survie à long terme des greffons 

(Huffaker et al., 1989; Galpern et al., 1996). Néanmoins, la cyclosporine A favorise la 

libération de radicaux libres oxygénés pouvant être toxiques pour les reins, le foie ou le cœur 

(Rezzani, 2006). Elle  peut également favoriser l’apparition de l’ostéoporose (Cipriani and 

Farias, 2005). L’utilisation de ciclosporine, surtout à fortes doses, a donc des effets 

secondaires alors que la minocycline est quant à elle, bien tolérée en clinique notamment lors 

de traitement de l’acné juvénile et de l’arthrite rhumatoïde. Cette bonne tolérance associée à 

son large spectre d’action, encouragent son utilisation. Il serait notamment intéressant 

d’étudier dans quelle mesure l’administration de minocycline en co-traitement ne permettrait 

pas de diminuer les doses de ciclosporine à administrer pour prévenir la réaction de rejet.  

 

Diminuer l’immunogénicité de la suspension de neuroblastes 

 La suspension de neuroblastes porcins constitue une source de xénoantigènes pouvant 

être reconnus par les cellules immunitaires du rat. Lors de la préparation et de l’implantation 

de la suspension cellulaire, non seulement les molécules du CMH sont surexprimées mais 

divers antigènes porcins, tels que l’intégrine 1, pourraient constituer des éléments très 

immunogènes pour le système immun du receveur (Martin et al., 2005). Dès lors, la 

neutralisation de certains xénoantigènes connus pour leur forte immunogénicité pourrait être 

un moyen pour diminuer l’immunogénicité du greffon.  

Il est également à noter que l’utilisation du rat comme receveur dans notre étude nous a 

affranchit du problème des xénoanticorps naturels (XAN) dirigés contre l’ -Gal puisque cet 

antigène est exprimé tant chez le donneur (le porc) que chez le receveur (le rat). Pourtant 

l’éventuelle utilisation de tissu porcin dans des essais cliniques devra prendre en compte la 

présence de ces XAN présents chez l’homme. C’est la raison pour laquelle des porcs 

transgéniques n’exprimant pas l’ -Gal ont été générés (Phelps et al., 2003; Kolber-Simonds et 

al., 2004). Même si une réponse humorale contre cet épitope ne semble pas être l’élément 
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déterminant dans le rejet des xénogreffes intracérébrales, il a été montré que sa neutralisation 

réduisait la réponse immune de l’hôte lors d’une greffe de cellules porcines chez l’homme 

(Brevig et al., 2001). Ainsi, la neutralisation de certains xénoantigènes en association avec des 

immunosuppresseurs de la réponse T et des anti-inflammatoires pourrait prolonger de façon 

significative la survie de xénogreffes intracérébrales. 

 

Transplanter des cellules potentiellement moins immunogènes 

Comparativement à la greffe de neuroblastes, l’utilisation de précurseurs neuronaux 

porcins (PNp) semble présenter un avantage certain d’un point de la réponse immune induite. 

De plus, même nos observations restent à confirmer, les PNp greffées semblent favoriser 

l’innervation du greffon par les fibres TH
+
 de l’hôte. Un tel effet n’est pas observé chez un rat 

dénervé (Armstrong et al., 2002; Armstrong et al., 2003) et il serait essentiellement du à la 

capacité des PNp à secréter des facteurs trophiques (Lu et al., 2003). Dès lors, il serait 

intéressant d’étudier dans quelle mesure la greffe des PN dans des modèles de MP à des 

stades précoces ne permettrait pas une protection des neurones dopaminergiques non encore 

affectés par la maladie ainsi que la persistance ou l’induction d’une réinnervation du striatum 

par les neurones encore sains de la substance noire. Il serait également intéressant dans des 

modèles plus avancés de la maladie, de réaliser des doubles greffes visant à transplanter des 

NB (susceptibles de générer davantage de neurones TH
+
) dans la substance noire et des PN 

dans le striatum pour analyser la possibilité d’une croissance axonale médiée par des effets 

trophiques sur de longues distances. Par ailleurs, la récente mise en évidence des effets 

immunomodulateurs des PN, notamment sur les cellules T infiltrant le parenchyme, renforce 

l’intérêt thérapeutique de ces cellules. A ce jour, la faible différenciation des PN en neurones 

dopaminergiques in vitro et in vivo, limite leur utilisation en tant que source cellulaire pour 

remplacer les neurones affectés par la maladie de Parkinson, toutefois, les différentes 

caractéristiques trophiques et immunomodulatrices de ces cellules permettent de considérer 

les PN comme des cellules intéressantes pour des co-greffes avec par exemple, des 

neuroblastes issus de mésencéphale ventral. Il est à noter que d’autres cellules que les NP 

pourraient être intéressantes pour leur effets trophiques et immunomodulateurs. Ce sont les 

cellules souches mésenchymateuses (CSM) qui sont plus facilement disponible que les PN et 

qui pourraient même permettre d’envisager des autogreffes. Une première série d’expérience 

menée au sein de notre groupe semble indiquer un effet bénéfique des CSM sur la survie de 

NBp greffés dans un striatum de rat. 
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Les réactions immunes dans les xénogreffes intracérébrales : mécanisme et prévention. 
La transplantation de neurones fœtaux d’origine humaine est une des stratégies thérapeutiques 
envisagées pour compenser les pertes cellulaires survenant lors de maladies neurodégénératives. Les 

problèmes éthiques et l’accès limité à ces neurones limitent le développement de cette approche et font 

apparaître la transplantation de neuroblastes porcins (NBp) comme une alternative intéressante, même 

si  les problèmes de rejet restent à maîtriser. Pour comprendre et tenter de contrôler ce phénomène, 
nous avons utilisé comme modèle la greffe de NBp dans le striatum de rat. Dans ce modèle, le rejet 

des NBp intervient 5 à 7 semaines post-greffe et est accompagné d’une infiltration massive du greffon 

par des cellules microgliales/macrophages et des lymphocytes T (LT). La survie prolongée des NBp 
observée après un traitement par la minocycline suggère un rôle important du processus inflammatoire 

dans le rejet. Cet antibiotique pourrait notamment intervenir en limitant l’activation de certaines 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) dans les jours qui suivent la greffe. Outre les cellules 
microgliales activées, nos analyses ont révélé la présence d’autres CPA au sein de la greffe. Ces 

cellules appelées cellules dendritiques (CD) sont présentes dès 3 jours après l’opération. Les CD étant 

les seules cellules capables d’initier une réponse immune spécifique via l’activation de LT naïfs, elles 

pourraient jouer un rôle majeur dans l’initiation du processus de rejet. De plus, la co-localisation des 
CD et des LT  au sein de la greffe à J42 ouvre la possibilité d’une restimulation locale des LT par les 

CD pour induire un rejet rapide des cellules greffées. Un des derniers points étudiés concerne l’intérêt 

des précurseurs neuraux porcins (PNp) comme source cellulaire. La survie prolongée des PNp dans un 
striatum de rat comparativement à des NBp suggère que la greffe de ces précurseurs permettrait de 

minimiser la réaction de rejet lors d’une xénogreffe dans le système nerveux central en plus de 

traitements immunosuppresseurs locaux ou systémiques.  
MOTS CLES : Xénotransplantation, Maladie de Parkinson, Réponse immunitaire, Cellules 

souches, lymphocytes T, cellules microgliales, cellules dendritiques. 

 

Immune response in case of intracerebral xenografts : mechanism and prevention 

Transplantation of human fetal neurons is an interesting restorative approach for central 

nervous system (CNS) disorders such as Parkinson’s disease. However, the limited 

accessibility to human embryonic neurons and the ethical problems regarding their use impair 

the development of this approach. In this context, porcine neuroblasts (pNB) appear as an 

interesting source of transplantable cells, even if the rejection problems remain to be solved. 

To understand and control the rejection mechanisms occurring in the CNS, we used as a 

model, the transplantation of pNB into the rat striatum. In this model, the pNB are rejected 

within 5 to 7 weeks and the phenomenon is accompanied by T cell infiltration and microglial 

cell activation. The long survival of pNB in case of treatment of the rats with minocycline 

suggests an important role of the inflammatory reaction in the rejection processes. This 

antibiotic may intervene by reducing the activation of antigen presenting cells (APC) just after 

cell grafting. Besides the activated microglial cells, our analyses reveal the presence of other 

APC inside the graft. These cells called dendritic cells (DC) are present as soon as 3 days 

post-grafting. Since they are the only cells capable of initiating a specific immune response by 

priming naïve T cells in deep cervical ganglia, they may have a major role in the initiation of 

rejection processes.  In addition, the co-localisation of DC and T cells in the graft at day 42 

raises the possibility of a local restimulation of T cells by DC, inducing a rapid rejection of 

xenogeneic cells. In the last point our studied concerns the advantage of using porcine neural 

precursor cells (pNPC) as a source of transplantable cells. The longer survival of pNPC in the 

rat striatum as compared to pNB suggests that the transplantation of these precursors might be 

one way to reduce the rejection process in case of intracerebral xenografting in addition to 

local or systemic immunosuppressive treatments.  

KEY WORDS: Xenotransplantation, Parkinson’s disease, Immune response, Stem cells, T cells, 

microglial cells, dendritic cells. 
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