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Nétrine et cellules souches,
attirance ou répulsion ?

Audrey Petit

> On dénombrerait a I"échelle de la
planete quelque 2,5 millions de per-
sonnes atteintes d’une [ésion handi-
capante de la moelle épiniere (ME)
causée par un accident. Chaque année,
on compte plus de 130000 nouvelles
victimes, principalement de jeunes
adultes. Les handicaps fonctionnels
varient selon le niveau de la blessure.
Malgré des progrés importants dans
la compréhension des mécanismes de
ces lésions, celles-ci demeurent per-
manentes, offrant tres peu d’espoir de
réhabilitation [1].

Un traumatisme de la ME produit un
kyste, c’est-a-dire une zone nécro-
sée remplie de liquide, isolée du tissu
sain par une cicatrice gliale, barriere
physique et moléculaire formée par les
astrocytes réactifs qui s’opposent a
la régénération axonale et au rempla-
cement des cellules neurales perdues
[2]. Les recherches actuelles visent &
neutraliser les actions inhibitrices de
la cicatrice gliale et @ combler la zone
cystique par la création d’un substrat
permissif [3].
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Cellules souches neurales

dans le systéme nerveux central

et la moelle épiniére

La découverte de I’existence de cellules
souches neurales (CSN) dans la ME des
mammiferes adultes, y compris I’espéce
humaine, a suscité de nouvelles pers-
pectives thérapeutiques [4, 5]. Les CSN,
douées d’autorenouvellement, peuvent,
in vitro, donner naissance aux trois prin-
cipaux types cellulaires composant le
systeme nerveux central (SNC) : les neu-
rones et les cellules gliales, astrocytes
et oligodendrocytes (Figure 1A). Dans
la ME, ces CSN sont localisées autour
du canal épendymaire et elles se diffé-
rencient exclusivement en cellules glia-
les. Les études effectuées chez I"animal
démontrent que les CSN ont la faculté
de se reproduire a I’épicentre d’une
hémisection de la ME, mais ne se fixent
pas dans cette zone inhospitaliere et
vont plutdt s’en éloigner [6], obstacle
de taille a I'usage de ces cellules en
médecine régénérative.

Chez les rongeurs adultes, ces cellules
ont une migration tres limitée in vivo.
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Dans le systeme nerveux central, seules
deux voies de migration ont été défi-
nies: les cellules progénitrices nées
des CSN de la zone sous-ventriculaire
migrent suivant le courant de migra-
tion rostrale, route unidirectionnelle
menant aux bulbes olfactifs, et celles
nées de la zone sous-granulaire migrent
sur une courte distance dans la couche
de cellules granulaires du gyrus dentelé
[7]. Les mécanismes et les signaux qui
orientent la migration des CSN adul-
tes sont peu connus. Toutefois, lors du
développement du SN, la migration des
neuroblastes est régulée par I'intégra-
tion spatiotemporelle de signaux molé-
culaires attractifs ou répulsifs, dont
les protéines des familles nétrines, slit,
éphrines et sémaphorines [8, 91. Or ces
molécules continuent d’étre exprimées
chez I’adulte.

Guidage et migration des cellules

souches neurales de la moelle épiniére
Dans notre laboratoire, nous avons
cherché a analyser la réponse des CSN
de la ME adulte a ces signaux de guidage

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/201026125
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A Cellules souches nerveuses adultes
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qui interviennent lors du développement
neural [10]. Uexpression de plusieurs
de ces molécules varie en réponse a
une lésion, mais leurs fonctions et les
conséquences de ces variations restent
méconnues. La plaque du plancher (PP)
du tube neural (TN) est une région clé
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de Iexpression de ces signaux au cours
du développement. Nous avons établi un
modele simple de coculture de tranches
organotypiques du TN embryonnaire de
la souris et de CSN adultes pour tester
les réactions de celles-ci aux signaux
endogenes (Figure 1B). Les CSN adultes
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Figure 1. Différenciation et migration des cel-
lules souches neurales adultes. A. Les CSN sont
isolées a partir de la moelle épiniére de sou-
ris transgéniques adultes exprimant la protéine
fluorescente verte (GFP). Les CSN proliférent en
présence des facteurs de croissance EGF (epider-
mal growth factor) et FGF (fibroblast growth fac-
tor). Elles sont multipotentes et, cultivées dans
les bonnes conditions, elles se différencient en
neurones, astrocytes ou oligodendrocytes. B. Le
tube neural d’embryons de souris de 12 jours
a été coupé suivant la ligne médiane dorsale
et ensuite sectionné pour obtenir des tranches
organotypiques. Les CSN ont été positionnées
au niveau de la plaque du plancher (PP) ; apres
5 jours in vitro (IV), elles migrent de chaque

c6té de la PP. C. Lorsque des

Astrocyte Oligodendrocyte explants de la PP sont placés
- 0 jour IV 5 jours IV dans des positions ectopi-
5 jours IV ques (ecto), les CSN éta-

blissent invariablement un
nouveau chemin de migra-
tion. D.Lles CSN cultivées
sur un substrat de nétrine-1
(Ntn-1) disposé en rayures
alternantes sont repous-
sées lorsqu’elles entrent en
contact avec cette protéine.

Echelle: 100 pm.

étudiées ont été isolées a partir de la
ME complete de souris transgéniques
exprimant la protéine fluorescente verte
(GFP). D’emblée, nous avons observé
dans ce systeme que les CSN s’éloi-
gnaient de la PP, en suivant un chemin
de migration invariable, latéral ala PP.



Figure 2. Un modéle in vitro

de lésion de la moelle épiniére

A (ME). A. Aprés hémisection de
Hémisection la ME de souris adultes, la ME
a été disséquée et section-
née pour obtenir des tranches
organotypiques en coupe
transversale. Les CSN sont
positionnées au niveau du
0 jour IV 3 jours IV 6 jours IV cordon dorsal et migrent hors
I L | de la zone de Iésion. B. Apres
I L 1 L. . )
1 Hémisection de la ME Ajouter les CSN adultes Fixation hémisection, un tm'te_ment
0) Saastiiar o sanis au cordon dorsal et IHC des tranches organotypiques
3 Préparer les tranches organotypiques avec des ARN interférents
(si-ARN) contre Ntn-1 bloque
la répulsion des CSN par la
1 Traitement T 2 CSN zone lésée, région délimitée
siARN par les astrocytes réactifs
B Hémisection (glial fibrillary acidic pro-
tein) et I’expression de chon-
droitine sulfate (chondroitin
sulfate proteoglycan, CSPG).
U'absence de répulsion dans
la situation témoin est en
. . . accord avec notre démons-
0jour/V Ljour IV 2 jours [V 3 jours IV 6 jours [V . , . .
i i i i i tration d’une intervention
' ¥ L AL e de Ntn-1 dont I’expression
1 Hémisection de la ME Traitement Traitement Ajouter Fixation ) e
9 Sacrifier la souris SIARN Ntn-1 GARN Ntn-1  les CSN adultes et HC augmente au site de la [ésion
) o e es tramEies au cordon dorsal aprés une hémisection. IHC:
organotypiques immunohistochimie. €chelle :
4 Traitement siARN Ntn-1 100 pm.
Hémisection
Témoin Hémisection +siARN

Nous proposons deux explications a
cette migration : soit les CSN sont sou-
mises a une action répulsive de la PP,
soit elles sont attirées par le neuroépi-
thélium ventral. €n placant les explants
de la PP dans des positions ectopiques,
nous avons démontré que I"hypothese de
la répulsion des CSN par la PP doit étre
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retenue (Figure 1C). Les CSN répondent
donc a un signal répulsif exprimé dans
la PP.

Identification de la nétrine

a origine d’un signal répulsif

Afin d’identifier les molécules en cause,
nous avons perturbé I’expression de

molécules de guidage dans la PP, dont
la Nétrine-1 (Ntn-1), Slit2, I’éphrine-B3
et Sonic hedgehog, ou bien celle de leurs
récepteurs, DCC (deleted in colorectal
cancer), Néogénine, UNC5, Robo, EphBl
et EphB3, par les CSN. Les stratégies de
perturbation utilisaient des anticorps,
des ARN interférents et des tranches
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organotypiques de tissus transgéniques.
Parmi ces signaux, seule la Ntn-1 s’est
avérée capable de provoquer I'effet
répulsif recherché (Figure 1D). Ntn-1 est
reconnue pour son role majeur dans le
guidage axonal au cours du développe-
ment neural. Plus récemment, de nou-
velles fonctions lui ont été attribuées
dans I'expression de diverses propriétés,
adhérence, motilité, prolifération, dif-
férenciation, survie cellulaires et angio-
genese et, plus récemment, migration
des CSN [11].

Ntn-1 s’est révélée étre I’élément clé de
la migration des CSN puisque son inhibi-
tion, a elle seule, freine la formation du
chemin de migration des cellules, latéral
au PP. Serait-il possible que Ntn-1, dont
I’expression augmente au site de la lésion
lors d’'une hémisection de la ME, parti-
cipe a la migration des CSN hors du site
de la lésion [12] ? Notre modéle in vitro
de tranches organotypiques préparées a
partir de la ME Iésée de souris adultes et
mises en coculture avec des CSN de la ME
reproduit le microenvironnement d’une
lésion (Figure 24). Les CSN ont reproduit
le comportement observé in vivo, migrant
hors de la région Iésée. Si 'on diminue

I’expression de Ntn-1 ou si I"on bloque
la fonction de I'un de ses récepteurs, les
CSN restent au niveau du site de la Iésion
démontrant une action directe de Ntn-1
(Figure 2B).

Ces résultats établissent clairement le
role de Ntn-1 en tant qu’agent répul-
sif des CSN. Nous proposons donc une
approche novatrice pour remodeler le
centre de la Iésion chez les souris : blo-
quer I’expression de Ntn-1 afin de per-
mettre aux CSN de demeurer au site de
la lésion. Le centre de la Iésion serait
alors occupé par des CSN ayant la capa-
cité de se différencier en cellules gliales
créant un microenvironnement favorable
a la survie neuronale et a la régéné-
ration axonale. Dans I’ensemble, nos
travaux contribuent a mieux comprendre
les mécanismes d’action des molécules
de signalisation endogéne qui affectent
la mobilité des CSN adultes dans le SNC
sain ou lésé. ¢

Netrin-1 and stem cells,

attraction or repulsion?
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Les antibiotiques

induisent la capture de géenes
de résistance par les bactéries

Emilie Guérin, Guillaume Cambray, Sandra Da Re,

Didier Mazel, Marie-Cécile Ploy

> Les bactéries multirésistantes (BMR)
aux antibiotiques ont été découver-
tes dans les années 1950 avec la mise
en évidence des plasmides, vecteurs
génétiques hébergeant plusieurs génes
de résistance aux antibiotiques et pou-
vant diffuser entre bactéries. Pendant
de nombreuses années, la découverte
réguliéere de nouvelles molécules anti-
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biotiques a permis de contrdler ce phé-
nomene. Nous connaissons aujourd’hui
une période plus critique avec I'aug-
mentation de la résistance des bacté-
ries a de nombreux antibiotiques, avec
parfois de véritables « monstres » résis-
tants a toutes les molécules disponibles,
conduisant les cliniciens dans de véri-
tables impasses thérapeutiques [1]. Ce

phénomeéne de multirésistance est donc
désormais un véritable enjeu de santé
publique. Pour lutter contre ce fléau, les
mesures d’hygiene et des regles de bon
usage d’utilisation des antibiotiques
sont nécessaires pour limiter la sélection
de ces BMR et leur dissémination. Cepen-
dant, compte tenu du faible nombre de
molécules antibiotiques innovantes pour



