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> Combinant une connaissance grandissante des
processus de neurogenese et de spécification

neuronale aux découvertes récentes des

mécanismes moléculaires et épigénétiques

qui gouvernent l'acquisition et le maintien

de Pidentité cellulaire, les approches de

programmation de cellules pluripotentes et
de reprogrammation de cellules somatiques
en neurones a des fins thérapeutiques se
multiplient. Dans cette synthese, nous revenons
sur les travaux qui ont permis I'obtention de
neurones a partir de cellules cérébrales en
culture, et discutons les tres récents résultats de
conversion directe de cellules neurales in vivo,
qui constituent désormais les fondements de la
régénération induite du systeme nerveux central
par ses propres cellules. <

Caractérisé par une impressionnante diversité cellu-
laire et I’extréme complexité de ses réseaux neuro-
naux, le systéme nerveux central (SNC) se définit éga-
lement par son incapacité quasi totale a se régénérer.
Les sources de dommages sont pourtant nombreuses :
vieillissement, traumatismes, accidents vasculaires,
pathologies neurodégénératives et démyélinisantes.
A Pissue du développement, la neurogenése foison-
nante des premiers temps subit de telles contraintes
(quantitatives, qualitatives, anatomiques) qu’on I'a
longtemps crue complétement éteinte chez I'adulte.
Deux régions restreintes du cerveau adulte continuent
néanmoins de produire une quantité limitée de neu-
rones : la zone sous-ventriculaire, qui borde le ven-
tricule latéral et géneére les interneurones des bulbes
olfactifs, et la zone sous-granulaire du gyrus denté,
qui génére les neurones granulaires hippocampiques
[1]. La mobilisation de ces cellules souches neurales
a des fins régénératives reste cependant extrémement
limitée [2]. Dans ces conditions, de nouvelles straté-
gies thérapeutiques visant a remplacer les neurones
perdus ont récemment vu le jour. Combinant une
connaissance grandissante des processus de neuro-
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genése et de spécification neuronale aux découvertes plus récentes
des mécanismes moléculaires et épigénétiques gouvernant I’identité
cellulaire, les approches de programmation de cellules pluripotentes
(cellules souches embryonnaires ou cellules pluripotentes induites)
et de reprogrammation de cellules somatiques sont a présent en
plein essor. L’évolution rapide de cet axe de recherche émergent
permet d’ores et déja d’induire la génération de neurones, in vivo,
par reprogrammation de cellules cérébrales endogenes. Ici, nous
proposons une synthése des études les plus récentes qui permettent
aujourd’hui d’envisager une thérapie cellulaire basée sur la géné-
ration, au sein méme du SNC, de populations neuronales d’intérét
thérapeutique a partir de cellules somatiques endogenes : vers une
« régénération induite » du SNC.

Différenciation, reprogrammation et conversion directe

De la cellule souche au neurone, du fibroblaste a la cellule souche

La génération de neurones a des fins thérapeutiques a vu le jour au
cours des deux dernieres décennies du xx® siecle. Ces premiers travaux
ont notamment permis de tester divers modes (suspension, mono-
couche, gouttes, etc.) et milieux de culture, pour induire la généra-
tion de cellules au phénotype neuronal, a partir de cellules souches.
C’est au tout début des années 2000 que la premiére différenciation
in vitro de motoneurones spinaux (MNS) & partir de cellules souches
embryonnaires a été rapportée [3]. Hynek Wichterle et Tom Jessell
se sont servis des mémes signaux extracellulaires qui, au cours du
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développement, instruisent la spécification des MNS a partir des
progéniteurs de la moelle épiniére [3]. Rapidement, les facteurs de
transcription ont pris le relais des signaux extrinseques pour program-
mer les cellules souches embryonnaires en divers types neuronaux [4,
5]. Dans le méme temps, Kazutoshi Takahashi et Shinya Yamanaka
découvraient la reprogrammation nucléaire, démontrant que I’expres-
sion forcée de combinaisons de facteurs de transcription suffisait a
reprogrammer une cellule somatique, en I"occurrence un fibroblaste,
en une cellule pluripotente induite (iPSC, induced pluripotent stem
cell) [6]. Couronnés par le prix Nobel de médecine, ces travaux ont
contribué a faire germer I'idée qu’une cellule pleinement différenciée
garde la possibilité de changer d’identité, et potentiellement d’acqué-
rir, en réponse a des facteurs intrinseques forts, les caractéristiques
d’un autre type cellulaire, sans nécessairement repasser par un stade
de pluripotence. Le concept de conversion directe/reprogrammation
dirigée était né. Historiquement pourtant, I'idée n’était pas neuve. &n
effet, I’équipe d’Harold Weintraub avait, des la fin des années 1980,
rapporté la conversion directe de divers types de cellules somatiques
(fibroblastes et autres types cellulaires) en myoblastes et myocytes
contractiles in vitro, en réponse au facteur de transcription MyoD
[7-9]. Dans la méme veine, mais plus récemment, les travaux de
Thomas Graf ont démontré le réle des facteurs de transcription C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein) alpha et béta et PU.1 (purine-rich
DNA sequence) dans la conversion de lymphocytes B et fibroblastes en
macrophages [10, 11].

Du fibroblaste au neurone

Dans leur ensemble, ces travaux pionniers ont permis d’envisager la
génération de neurones a partir de cellules somatiques, par conver-
sion/reprogrammation directe. C’est en 2010 que I"équipe de Marius
Wernig a rapporté I'obtention des premiers « neurones induits » a
partir de fibroblastes. €n testant méthodiquement divers facteurs de
transcription connus pour leur rdle neurogénique, I’équipe a identifié
trois génes, Ascll (Achaete-scute homolog 1), Brn2 (Pou3f2, POU
domain, class 3, transcription factor 2) et Mytll (myelin transcrip-
tion factor 1-like), dont Iexpression combinée suffit a reprogram-
mer directement les fibroblastes en neurones [12]. Depuis cette
étude pionniere, les approches de conversion directe de cellules
somatiques en neurones, en réponse a divers cocktails de facteurs
de transcription (et plus récemment de microARN) se sont rapide-
ment multipliées, & partir de cellules murines et humaines [13]. A
I’heure actuelle, si la génération de divers sous-types neuronaux,
et non plus d’un phénotype pan-neuronal, est rapportée de plus en
plus souvent, il reste encore a définir les critéres précis qui permet-
tront de compléter I’analyse de ’identité de ces neurones induits : a
I’interface des marqueurs moléculaires, des profils électrophysiolo-
giques et des connexions axonales [14].

Ces tout premiers travaux de programmation et reprogrammation
orientées vers la génération de neurones in vitro ont démontré le
role incomparable des facteurs de transcription dans I’établissement
d’une identité cellulaire donnée, et permis d’identifier les meilleurs
candidats a induction d’un phénotype neuronal a partir de cellules
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non neurales. Pour I’heure, la génération de neurones
a partir de cellules pluripotentes induites, basée
majoritairement, mais pas uniquement, sur I'utili-
sation de facteurs extrinseques, reste plus efficace
que la reprogrammation directe de fibroblastes en
neurones, et permet d’obtenir une plus large gamme
de sous-populations neuronales, notamment des
neurones corticaux [15, 16]. Le domaine plus récent
de la génération directe de neurones a partir de
fibroblastes, basée sur I'utilisation de facteurs intrin-
seques (facteurs de transcription en majorité, mais
aussi microARN), a néanmoins permis I"obtention de
sous-types neuronaux d’intérét thérapeutique a partir
de cellules de patients [17-19]. Uidentification d’un
plus grand nombre de ces facteurs de transcription
clés (ou de combinaisons de ces facteurs) d’une part,
et des mécanismes moléculaires, notamment épigé-
nétiques, qui sous-tendent ou a I’inverse bloquent
le processus de reprogrammation directe d’autre
part [20], permettront & terme d’élargir le panel de
sous-types neuronaux dérivés de fibroblastes. Ces
méthodes, directes ou indirectes, ont d’ores et déja
permis I"obtention de populations neuronales d’inté-
rét thérapeutique, et offrent la possibilité d’étudier,
de maniére simplifiée in vitro, les mécanismes molé-
culaires responsables de leur vulnérabilité, spécifique
au processus de neurodégénérescence.

Cependant, I"application de telles approches a des
fins régénératives semble encore difficile a mettre
en place. La transplantation de neurones obtenus
in vitro n’est en effet pas synonyme de survie, d’inté-
gration et de restauration des fonctions neuronales
perdues, surtout lorsqu’elle est envisagée dans le
contexte extracellulaire du cerveau adulte patho-
logique. Si cette stratégie s’est avérée bénéfique
dans un modeéle murin de maladie de Parkinson [21,
22], I'approche chirurgicale apparait plus délicate
a mettre en ceuvre chez ’homme. Dans le cas de la
maladie de Parkinson, la transplantation de tissu
mésencéphalique ventral (enrichi en progéniteurs
dopaminergiques), provenant de feetus humains, a
produit des résultats mitigés mais néanmoins pro-
metteurs [23]. Uun des enjeux majeurs d’une telle
approche réside donc, dans un premier temps, dans
la survie de cellules pleinement différenciées puis
transplantées (par exemple des neurones dopa-
minergiques obtenus in vitro), la ol des progé-
niteurs neuronaux (par exemple des progéniteurs
dopaminergiques feetaux) peinent & survivre a long
terme, en dépit des traitements immunosuppresseurs
utilisés pour prévenir les rejets d’allogreffes. Une
maniere de contourner les difficultés inhérentes a



Cellule d’origine Facteurs de transcription
Astrocyte murin Pax6
Neurog?

DIx2
DIx2, Ascll

Ascll, Lmx1b, Nurrl

NeuroD1
Astrocyte humain NeuroD1
Cellules gliales NG2 murines Neurog?

NeuroD1
Péricyte humain Ascll, Sox2

Phénotype des neurones induits Références
Sans phénotype caractérisé [26, 27]
Glutamatergique [28, 29, 31]
GABAergique [28, 29]
GABAergique [28,29]
Dopaminergique [32]
Glutamatergique [33]
Glutamatergique [33]
Glutamatergique [31]
Glutamatergique et GABAergique [33]
GABAergique [34]

Tableau I. Conversion directe de cellules gliales et péricytes en neurones in vitro.

la transplantation de neurones induits in vitro est d’identifier les
cellules qui, au sein méme du SNC adulte, pourraient servir de point
de départ a la génération de nouveaux neurones.

Les glies, candidats favoris a la reprogrammation neuronale

Parmi les candidats potentiels a une reprogrammation in situ en
neurones, les cellules gliales arrivent en téte de liste. Les glies (astro-
cytes, oligodendrocytes et microglies) représentent prés de 90 % des
cellules du SNC, et en peuplent toutes les structures. €n outre, elles
sont les seules cellules neurales différenciées adultes encore capables
de se diviser, méme si leurs mitoses restent peu fréquentes dans le SNC
sain. A Pinverse, la plupart des conditions pathologiques affectant
le SNC, accidents vasculaires cérébraux, traumatismes, gliomes et
pathologies neurodégénératives, s’accompagnent d’une gliose réac-
tionnelle, une activation des glies qui se traduit par une prolifération
et une hypertrophie [24, 25]. Si la gliose réactionnelle constitue un
systeme de défense contre les microorganismes et les toxines libérées
par le tissu endommagé, elle ne peut pour autant se résumer a ses
aspects bénéfiques. La « cicatrice gliale » qui en résulte constitue en
effet un frein a la repousse axonale et au rétablissement des fonctions
nerveuses lésées. Reprogrammer les glies réactionnelles apparait donc
doublement prometteur : limiter la cicatrice gliale tout en régénérant
les neurones perdus.

Pionniéres depuis plus de dix ans dans le domaine de la reprogramma-
tion de cellules gliales en neurones, les équipes de Magdalena Gétz et
de Benedikt Berninger ont initialement démontré la faisabilité d’une
telle approche in vitro (Tableau 1). Leur premiére étude rapportait
la génération de neurones immatures a partir d’astrocytes isolés du
cortex de jeunes souris en réponse a I’expression d’un seul facteur
de transcription, Pax6 [26]. Les facteurs de transcription neurogé-
niques Neurog2 (Neurogenin-2) et Ascll se sont par la suite avérés
plus efficaces que Pax6, permettant I'obtention de neurones capables
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de générer des potentiels d’action [27]. Depuis, nos
travaux ont montré que 'utilisation sélective de Neu-
rog2 d’une part et d’Ascll et/ou DIx2 (distal-less
homeobox?2) d’autre part, permet d’obtenir respective-
ment des neurones glutamatergiques ou GABAergiques
fonctionnels, présentant toutes les caractéristiques
électrophysiologiques de neurones adultes, capables
en particulier de recevoir et d’émettre des connexions
synaptiques [28-30]. Ces résultats ont été reproduits a
partir d’astrocytes de jeunes rats en réponse a Neurog?
[31]. Par ailleurs, nous avons observé que I’efficacité
de la reprogrammation astrocyte-neurone peut encore
étre augmentée par "addition du facteur de transcrip-
tion Sox2 [28]. A Pinstar des études menées sur les
fibroblastes, d’autres groupes ont rapporté I'obtention
sélective de populations de neurones dopaminergiques
ou glutamatergiques a partir d’astrocytes primaires de
souris ou d’une lignée d’astrocytes humains, en réponse
a différentes combinaisons de facteurs de transcription
[32,33] (Tableau 1). €n paralléle de ces travaux ciblant
les astrocytes, d’autres ont décrit I’obtention de neu-
rones glutamatergiques et GABAergiques par conversion
directe de cellules gliales NG2 (NG2 glia, progéniteurs
d’oligodendrocytes immunoréactifs pour NG2) de sou-
ris et de rats [31, 33] (Tableau 1), faisant des divers
sous-types de glies autant de candidats potentiels a la
génération de néo-neurones in vivo.

Afin de valider notre approche chez I’homme, nous
avons tenté de reproduire la conversion astrocytes-
neurones sur des cellules de cortex humain cultivées a
partir de prélévements chirurgicaux [34]. De maniére
inattendue, les cellules cultivées se sont avérées étre
des péricytes, une population cellulaire non gliale,
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localisée au niveau des capillaires sanguins et impliquée dans le
controle du débit sanguin, de ’homéostasie de la barriere hémato-
encéphalique et de la formation du tissu cicatriciel en réponse a une
Iésion traumatique [35]. Nous avons ainsi démontré que les péricytes
humains peuvent également donner naissance a des neurones en
réponse & Ascll et Sox2 [34] (Tableau I).

Astrocytes, cellules gliales NG2 et péricytes, tous présents dans le
cerveau adulte, présentent donc la capacité, en culture, de donner
naissance a des neurones induits lorsqu’ils sont correctement manipu-
|és. Ces travaux ont permis en outre d’identifier les facteurs de trans-
cription susceptibles d’induire la conversion de cellules somatiques en
neurones fonctionnels in vivo.

Régénération induite du SNC ou reprogrammation directe
glie-neurone in situ

La génération de neurones d’intérét thérapeutique par conversion
directe in situ, au sein du SNC en est encore a ses débuts. Cepen-
dant, les tout premiers travaux publiés au cours de I'année 2013
apportent la preuve de concept qui valide cette approche, non
seulement dans le cerveau sain, mais également dans des modeles
de cerveaux lésés. L'équipe de Malin Parmar a démontré que des
astrocytes quiescents du striatum pouvaient adopter, in vivo,
une identité neuronale en réponse a Ascll, Brn2 et Mytll [36], la
combinaison de facteurs de transcription initialement décrite par
I’équipe de Wernig dans le processus de conversion fibroblaste-
neurone [12]. Parallélement, Chun-Li Zhang et son groupe ciblaient
les mémes cellules avec Sox2 [37], un facteur de transcription neu-
rogénique dont I’expression est maintenue dans les cellules souches
neurales [38]. Les auteurs rapportent que Sox2 permet, a lui seul,
d’induire la reprogrammation in vivo d’astrocytes quiescents en
neuroblastes (exprimant le géne codant pour la doublecortine, une
protéine impliquée dans la migration des jeunes neurones post-
mitotiques), mais que le maintien de son expression empéche leur
maturation en neurones pleinement différenciés. Celle-ci requiert
encore deux étapes : la répression subséquente de Sox2, et I'ajout
de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (brain derived neu-
rotrophic factor), ou le valproate de sodium (VPA, originellement
décrit comme inhibiteur de la GABA transaminase et prescrit comme
anti-épileptique, reconnu depuis également pour son action épi-
génétique comme inhibiteur d’histone déacétylases). Les auteurs
ont ainsi pu obtenir, in situ, des neurones fonctionnels capables
non seulement de générer des potentiels d’action, mais également
de recevoir des connexions synaptiques de leurs homologues endo-
génes [37]. Cette étude démontre la capacité des neurones dérivés
d’astrocytes a intégrer un réseau déja formé, condition sine qua non
de leur survie a long terme et de leur potentiel a assurer les fonc-
tions relatives a leur identité nouvellement acquise. Si I’étude de
Zhang conduite sur les astrocytes du striatum a permis I’obtention
de neuroblastes en réponse a Sox2, nos propres travaux, réalisés
dans le cortex cérébral avec ce méme facteur de transcription, n’ont
pas permis la conversion d’astrocytes ou de cellules gliales NG2
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[39] (Figure 1A). Cela suggere un role non négligeable
du microenvironnement, et/ou révele I’existence de
sous-types astrocytaires spécifiques des différentes
structures cérébrales, plus ou moins @ méme d’étre
reprogrammeés.

Bien que les études de Parmar et de Zhang rapportent
avoir ciblé des astrocytes quiescents, il est intéres-
sant de noter qu’elles sont toutes deux basées sur une
approche chirurgicale, et ’emploi inévitable d’une
canule pour injecter les virus encodant les facteurs de
transcription choisis. €n d’autres termes, les auteurs
ont réalisé une lésion pour délivrer ces agents, et il
est possible que cette [ésion, si minime soit-elle, ait
induit I"activation de cellules gliales avoisinantes. De
fait, les néo-neurones ont en majorité été retrouvés
le long de la ligne de passage de la canule [36, 37].
Il est donc tout a fait envisageable que les cellules
reprogrammées aient eu pour origine des astrocytes
réactionnels plutét que quiescents. C’est en utilisant
une approche chirurgicale identique que I’équipe de
Mataso Nakafuku rapporte I’obtention de néo-neu-
rones dans un cerveau cette fois décrit comme lésé,
en réponse au facteur de transcription Neurog? et a
I’addition des facteurs de croissance FGF2 (fibrobalst
growth factor) et EGF (epithelial growth factor) dans
le cortex et le striatum [40]. Si les auteurs n’ont pas
identifié I"origine cellulaire des candidats a la repro-
grammation, I’hypothese des glies réactionnelles
vient immédiatement a I’esprit. De maniére intéres-
sante, ils observent que la reprogrammation est plus
efficace dans le striatum que dans le cortex, et que
I’identité des neurones générés varie en fonction de
la structure ciblée : GABAergique dans le striatum,
glutamatergique dans le cortex [40] (Figure 1A). Ceci
révele a nouveau I'influence de I’environnement sur
la production et la spécification des néo-neurones,
et suggere que de nouvelles stratégies devront étre
mises en place pour garantir I'efficacité des fac-
teurs intrinséques et minimiser la variabilité due
aux facteurs extrinséques. L’étude plus complete du
groupe de Gong Chen démontre la conversion directe
d’astrocytes et de cellules gliales NG2 corticales en
neurones, en réponse a un seul facteur de transcrip-
tion, NeuroD1 (neurogenic differentiation 1), dans
un modele de lésion induite par P’utilisation d’une
canule pour délivrer un virus encodant NeuroD1 [33].
Ces néo-neurones expriment en outre les marqueurs
corticaux Tbrl (T-box, brain, 1) et Ctip2 (Bclllb, B
cell leukemia/lymphoma 11B), et sont capables de
générer des potentiels d’action et de recevoir des
connexions synaptiques de neurones endogénes voi-
sins [33].
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Figure 1. Premiers exemples de conversion directe de cellules neurales en neurones in vivo.

C Conversion directe de neurones

A. Reprogrammation d’astrocytes et de cellules gliales NG2 dans le striatum et le cortex cérébral en
conditions de lésion Iégére, uniquement induite par la canule utilisée pour injecter les virus encodant
les facteurs de transcription. B. Génération de neurones en conditions de gliose réactionnelle massive
induite par une Iésion chirurgicale ou dans un contexte neurodégénératif. C. Conversion directe de neu-
rones calleux postmitotiques des couches supérieures du cortex cérébral, ou de neurones stellaires de
la couche IV, en neurones corticofugaux des couches corticales profondes en réponse a la surexpression

du facteur de transcription Fezf2, in vivo.

Reprogrammation directe des glies

mais également que I'efficacité
de reprogrammation augmente
avec I’dge des animaux, c’est-
a-dire avec le nombre de glies
réactionnelles présentes dans le
cortex des animaux mutés [33].
C’est également dans un contexte
de gliose réactionnelle massive
que nous avons, pour notre part,
converti les cellules gliales NG2
en neurones fonctionnels dans le
cerveau de souris adultes [39].
Pour induire une réactivité gliale a
grande échelle, nous avons réalisé
une lésion traumatique sévére par
incision chirurgicale dans le cortex
cérébral. Nous avons ensuite pro-
cédé a la reprogrammation directe
des cellules gliales activées en
injectant, trois jours plus tard, un
rétrovirus encodant les facteurs
de transcription Ascll et/ou Sox2.
Dans ces conditions, I’expression
du seul facteur Sox2 permet la
reprogrammation neuronale de
cellules gliales activées [39].
Uinefficacité de Sox2 dans le cor-
tex non lésé souligne encore I'im-
portance de 'activation des glies
dans I’établissement d’un « état
reprogrammable » [39]. Lutilisa-
tion du tracage génétique (fate
mapping) nous a permis d’identi-
fier les cellules gliales NG2 comme
la population cellulaire répondant
aux facteurs de transcription. Les
neurones ainsi induits sont fonc-
tionnels, capables de générer des
potentiels d’action et de s’intégrer
dans le réseau neuronal cortical,
et ce, en dépit de I’environne-
ment réfractaire que représente la
cicatrice gliale [39]. De maniére

en conditions pathologiques in vivo similaire, dans un modéle murin de Iésion sévére de la
moelle épiniére, I’équipe de Chun-Li Zhang rapporte

Faisant un pas de plus vers 'approche régénérative, Guo et al. ont que de nouveaux neurones peuvent étre générés a partir

testé la reprogrammation directe d’astrocytes par NeuroDl dans le  d’astrocytes, en réponse a une expression transitoire
cortex de souris 5XFAD, un modéle de maladie d’Alzheimer notamment  de Sox2 (sous contrdle du promoteur de la Gfap [glial

caractérisé par une gliose réactionnelle massive [33]. De maniére fibrillary acidic protein]) in vivo [41]. La maturation de

remarquable, ils démontrent non seulement que la reprogrammation  ces néo-neurones est lente (par comparaison au déve-

d’astrocytes réactionnels en neurones corticaux fonctionnels et inté-  loppement) mais efficace, et se traduit notamment par

grés est effectivement possible en conditions neurodégénératives, I’expression de Synapsin-1, un marqueur de terminaison
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présynaptique, et I'acquisition d’une identité GABAergique ou gluta-
matergique [41]. Cette maturation est rendue encore plus efficace
par un traitement par le VPA [41] (Figure 1B). Si I’identité moléculaire
exacte et le profil de projection axonale des neurones ainsi obtenus
restent a élucider, ces tout premiers travaux, dans leur ensemble,
valident la stratégie de génération de neurones fonctionnels a partir
de cellules gliales réactionnelles in vivo, qu’il s’agisse de conditions
traumatiques ou neurodégénératives. Les prochaines études devront
en outre s’attacher a démontrer les bénéfices fonctionnels cette pre-
miére approche in situ.

Conversion directe neurone-neurone,
premiéres évidences in vivo

Si les cellules gliales apparaissent comme les candidats évidents a une
conversion directe in situ, qu’en est-il des neurones eux-mémes ? L'idée
peut paraitre a priori choquante, puisque ces cellules sont notoirement
fragiles, ne se divisent plus et représentent la quintessence méme des
cellules pleinement différenciées. Sur le plan conceptuel cependant,
cibler des neurones sains permettrait de contourner plusieurs problémes.
Si Pon considere le processus de reprogrammation et les changements
épigénétiques et transcriptionnels drastiques requis, il apparait pro-
bable que la conversion d’un neurone de type A en neurone de type B
serait plus directe, plus rapide, et plus efficace que la conversion d’une
cellule d’une autre lignée en neurone. D’autre part, il est clairement
établi que les maladies neurodégénératives, pour des raisons encore
inconnues, ciblent préférentiellement certains sous-types neuronaux,
laissant les populations neuronales voisines, au sein d’une méme struc-
ture, relativement saines et non affectées. Cibler ces populations neu-
ronales saines permettrait de garantir aux neurones reprogrammés un
environnement cellulaire identique a celui de leurs homologues décimés
par la maladie, et minimiserait de fait les problemes de survie, d’inté-
gration et de connectivité, tout en optimisant les chances de ces neu-
rones induits de prendre en charge les fonctions neuronales souhaitées.
A notre connaissance, il nexiste aucun exemple de conversion directe
in vitro entre deux sous-types neuronaux. €n revanche, deux exemples de
conversion directe in vivo viennent d’étre rapportés.

’équipe de Denis Jabaudon et nous-mémes avons testé simultanément
la reprogrammation neurone-neurone in vivo [42, 43], en réponse a
Fezf2 (Fez family zinc finger 2). Ce facteur de transcription est exprimé
par tous les neurones corticofugaux (& projection sous-corticale) des
couches V et VI du cortex cérébral, du début de la corticogenese a
I’dge adulte [44], et son expression est nécessaire a la spécification
des neurones corticospinaux de la couche V [45-47]. Nous avons
précédemment montré que I’expression de Fezf2 suffit a induire la
génération ectopique de neurones corticofugaux in vivo, a partir de
progéniteurs de neurones cortico-corticaux des couches supérieures
du cortex [45] ou de progéniteurs de neurones du striatum et du bulbe
olfactif [48]. Les neurones ainsi générés expriment les marqueurs
typiques des couches corticales V et VI, développent une morpholo-
gie et une connectivité similaires a leurs homologues corticaux, et
adoptent une identité glutamatergique [48]. Ces premiers travaux
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suggerent que Fezf2 se comporte comme un « diffé-
renciateur terminal », capable a lui seul de conférer a
un progéniteur neuronal toutes les caractéristiques qui
définissent précisément un sous-type neuronal donné.
€n utilisant des formes plasmidiques conditionnelles
et/ou inductibles de Fezf2, nous avons sélectivement
ciblé in vivo les neurones calleux des couches corticales
[I/11I @ un stade de neurones postmitotiques embryon-
naires, ainsi qu’a un stade de neurones matures post-
nataux (P3) [43]. Nous montrons que Fezf2 suffit a
reprogrammer les neurones calleux postmitotiques en
neurones corticofugaux, exprimant en combinaison les
marqueurs spécifiques des couches corticales V et VI,
et capables de projeter leurs axones vers des cibles
sous-corticales (thalamus) et sous-cérébrales (moelle
épiniére), typiques des neurones des couches VI et V
du cortex, au détriment des connexions corticales (via
le corpus calleux) normalement établies par les neu-
rones ciblés [43] (Figure 1C). ’équipe de D. Jabaudon
a, quant a elle, choisi de cibler les neurones stellaires
de la couche IV du cortex de souriceaux dgés de un
jour (P1), démontrant que la surexpression de Fezf2
est capable d’induire, dans ces cellules, I’acquisition
d’une morphologie, d’un profil électrophysiologique et
de connexions émises et regues typiques des neurones
de la couche V [42].

Ces deux études montrent que le neurone, archétype
de la cellule différenciée, est beaucoup plus plastique
qu’initialement envisagé et peut, a 'instar des cellules
gliales, reprogrammer son identité, sa fonction et ses
connexions en réponse a des signaux intrinseques forts.
€n outre, les résultats obtenus avec Fezf2 suggerent
qu’il est possible d’induire, avec un seul et méme fac-
teur de transcription, toutes les caractéristiques qui
définissent spécifiquement une sous-population neuro-
nale donnée, a partir d’'une cellule d’une autre identité.
Uidentification de tels « différenciateurs terminaux »
pour d’autres sous-types neuronaux d’intérét théra-
peutique permettrait de concevoir des stratégies de
reprogrammation garantissant I'obtention d’un sous-
type neuronal voulu, & partir de cellules (par exemple
des glies) rendues capables d’y répondre par une
expression transitoire de facteurs neurogéniques plus
généraux tels Sox2, Ascll ou encore Neurog?.

Conclusions et perspectives

Si le tout jeune domaine de la reprogrammation directe
dans le SNC semble déja en pleine effervescence, il
lui reste encore a apporter les réponses a un certain
nombre de questions fondamentales qui jalonnent les
étapes de sa transition du laboratoire de recherche



au chevet des patients. Quelles cellules cibler ? Quels facteurs de
transcription utiliser ? Quelles seraient les conséquences de la perte
des cellules recrutées sur ’homéostasie tissulaire ? Quelle méthode
employer pour transférer les genes adéquats au sein des régions
d’intérét chez les patients, et ce, de maniere inoffensive ? Comment
stimuler maturation, survie et activité des néo-neurones dans un
microenvironnement non permissif, voire potentiellement nocif ?
Comment permettre I’établissement, par les neurones reprogrammeés,
des connexions appropriées et la restauration des fonctions endom-
magées ?

Il apparalt naturellement nécessaire de poursuivre I’effort mené in vitro,
afin de déterminer les meilleures combinaisons de facteurs de transcrip-
tion permettant d’obtenir, a partir de cellules cérébrales, les sous-types
neuronaux les plus significatifs d’un point de vue thérapeutique. Il est
probable que cela nécessitera la combinaison de facteurs proneuro-
géniques, capables d’induire une identité neuronale générale, a des «
différenciateurs terminaux », capables de conférer les caractéristiques
spécifiques d’un sous-type neuronal donné. Il nous reste encore beau-
coup a apprendre des processus de spécification neuronale au cours du
développement pour identifier de tels facteurs.

Les prochaines études in vivo devront, quant a elles, s’atteler a identifier
la population cellulaire la plus appropriée pour la reprogrammation. |l
est probable que la réponse varie en fonction des pathologies. En effet,
si la réactivité gliale est immédiate en conditions traumatiques, elle met
plus de temps a s’installer en conditions neurodégénératives, et il est
possible qu’un nombre conséquent de candidats a la reprogrammation
ne soient atteints qu’'a des stades trop avancés de la pathologie. Dans
de telles conditions, les glies ne seraient peut-étre pas les cellules de
choix, et les neurones, a 'inverse, pourraient s’avérer d’une grande aide.
Enfin, il reste encore a estimer le pourcentage de conversion neuronale
optimal, celui qui permettra de restaurer les fonctions perdues sans pour
autant créer de nouveaux symptémes neurologiques.

Les efforts de recherche poursuivis dans le domaine de la thérapie
génique ont permis d’identifier diverses méthodes d’administration
de génes. Notamment, I'utilisation de virus adéno-associés (AAV),
délivrés localement, a permis d’améliorer les symptomes de patients
souffrant de cécité congénitale, ou encore de maladie de Parkinson
[49]. Parallélement, le développement de vecteurs non viraux permet
a présent d’envisager des méthodes alternatives, potentiellement
moins nocives car moins @ méme de déclencher une réponse inflam-
matoire. De nombreux vecteurs non viraux font actuellement I'objet
d’études cliniques portant sur des pathologies congénitales, cancers
et infections virales [50]. Le choix minutieux des méthodes et voies
d’administration de facteurs de transcription capables de convertir
une population cellulaire donnée en neurones d’intérét thérapeutique
représentera, inévitablement, un élément clé dans le succes de telles
approches chez ’homme.

Si le chemin vers I’application thérapeutique de la reprogrammation
directe in situ appliquée au SNC semble encore long, des précédents
existent déja dans d’autres organes. Dans I'oreille interne, les cel-
lules de soutien peuvent étre converties en cellules ciliées et restaurer
P’audition de cochons d’Inde sourds [51]. Les cellules béta du pancréas
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peuvent €tre régénérées chez la souris a partir de cel-
lules exocrines et sécréter de I'insuline, corrigeant ainsi
les symptdmes du diabéte [52, 57]. Derniérement, c’est
dans le cceur de souris que cette stratégie s’est révélée
gagnante, avec la reprogrammation directe de fibro-
blastes cardiaques en myocytes contractiles, améliorant
les fonctions cardiaques suite a un infarctus [53, 54].
L'un des grands défis de I"application de telles approches
dans le SNC réside non seulement dans la capacité des
neurones reprogrammés a survivre a long terme, mais
aussi et surtout a intégrer un réseau neuronal préexis-
tant et a y établir les connexions axonales, souvent sur
de trés longues distances, nécessaires a la restauration
des fonctions nerveuses Iésées. Les études menées au
début des années 2000 dans le laboratoire de Jeffrey
Macklis [55, 561, corroborées par nos résultats récents
de reprogrammation induite par Fezf2 [43], suggerent
que le cerveau maintient, au-dela du stade du dévelop-
pement, la possibilité d’établir de nouvelles connexions
nerveuses, notamment vers la moelle épiniére. La régé-
nération du SNC par conversion directe de ses cellules
n’appartient plus au registre des utopies, mais apparait
au contraire comme une approche thérapeutique alter-
native prometteuse et en plein développement. ¢

SUMMARY

Inducing brain regeneration from within:

in vivo reprogramming of endogenous somatic cells
into neurons

In order to overcome the quasi-total inability of the
mammalian central nervous system to regenerate in
response to injuries, and in parallel to the studies
dedicated to prevent neuronal loss under these cir-
cumstances, alternative approaches based on the pro-
gramming of pluripotent cells or the reprogramming of
somatic cells into neurons have recently emerged. These
uniquely combine growing knowledge of the mechanisms
that underlie neurogenesis and neuronal specification
during development to the most recent findings of the
molecular and epigenetic mechanisms that govern the
acquisition and maintenance of cellular identity. Here,
we discuss the possibility to instruct the regeneration of
the central nervous system from within for therapeutic
purposes, in light of the recent works reporting on the
generation of neurons by direct conversion of various
cerebral cell types in vitro and in vivo. ¢
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