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Introduction générale

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies cérébrovasculaires font
parties des principales causes de mortalité en France et dans le reste du monde (1).
L’atteinte majeure est I'accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique. Avec une
incidence comprise entre 100 000 a 145 000 AVC par an en France (2), 'AVC se
révele donc central dans le domaine de la santé publique.

Ces données sont a considérer avec importance face aux conséquences des AVC. On
recense, a ce jour, 15 a 20 % de déces au terme du premier mois suivant un AVC. Et
lorsque les personnes victimes d’AVC survivent, 75 % d’entre elles conservent des
séquelles fonctionnelles (motrices, sensitives, cognitives, sensorielles) modérées a
séveres, durables (2). L’AVC ischémique s'impose ainsi comme la premiére cause de
handicap sévére acquis chez l'adulte. Les répercussions de cette atteinte sont
chroniques, accompagnées souvent de faibles espoirs de récupération. Par ailleurs,
les thérapeutiques développées ces derniéres années, la thrombolyse intravasculaire
et la thrombectomie endovasculaire d’'urgence, ne concernent que les quelques 10 a
15% des patients arrivant dans les 6 heures a I'hopital (3) et ne permettent de répondre
gue partiellement aux conséquences de la maladie. De plus, ils ne permettent pas de
garantir 'absence de survenue de déficits sensorimoteurs ou cognitifs et n’envisagent
pas de promouvoir une amélioration de la récupération a long terme. L’unique
perspective de rétablissement en phase chronique repose actuellement sur les
médecines complémentaires, et notamment la rééducation, unigue option
thérapeutique.

Du fait de lincidence et de la sévérité de I'AVC, l'urgence de proposer d’autres
thérapeutiques est donc palpable. Les études pré-cliniques et cliniques ceuvrent a la
mise en place d’un traitement pouvant harmoniser récupération structurelle, et motrice.
Le projet présenté ici s’inscrit dans cette derniere démarche, en intégrant les travaux
de recherche de I'équipe iDREAM, de l'unité ToNIC (Tolouse Neurolmaging Center),
UMR 1214, Inserm/UPS. Il aborde le concept de thérapie cellulaire, inclus dans le
domaine prometteur de la médecine régénérative. A ce jour, il faut noter que de
nombreuses modalités, faisant varier les sources et les types cellulaires, sont
explorées dans I'élaboration de transplantations (4). Pourtant, aucune thérapie
cellulaire n’est actuellement disponible pour une utilisation effective en clinique (5). Les

protocoles restent encore insatisfaisants d'un point de vue thérapeutique ou
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nécessitent encore le temps de la validation de leur efficacité et de leur innocuité chez

’homme (6).

Le présent projet envisage ainsi une nouvelle source de cellules, issues du systeme
nerveux entérique. Ce dernier, considéré comme le « second cerveau » (7) contient
des cellules gliales semblables a celles du cerveau (astrocytes, microglie,
oligodendrocytes) (8), et présentant un potentiel neurogénique et neurotrophique (9,
10). Ces cellules sont donc les candidates idéales pour une thérapie cellulaire dans
un contexte d’'ischémie cérébrale, en alliant remplacement cellulaire et régénération
tissulaire. Ces cellules gliales entériques seront exploitées par le biais d’'une greffe
intracérébrale. In fine, les répercussions structurelles et fonctionnelles seront
estimées, par imagerie cérébrale (Imagerie par Résonance Magnétique) et évaluation
sensorimotrice (échelle neurologique et tests comportementaux), respectivement,
dans le cadre d’'un modéle de Iésion cérébrale focale chez le marmouset (Callithrix
jacchus). Pour la réalisation de ce projet, de nombreux avantages sont associés a
'emploi d’'une espéce de primates non-humains, notamment en termes de proximité
phylogénétique a 'homme (similitudes anatomo-structurelles et comportementales)
(11) et d’aisance dans la gestion zootechnique. Par ailleurs, pour le modéle de lésion
cérébrale, des études antérieures de I'équipe de recherche ont permis d’en établir sa
validité (12, 13). Il consiste en linjection intracérébrale de malonate. Ce dernier,
neurotoxine inhibitrice du mécanisme mitochondrial de la respiration cellulaire (14),
permet de reproduire des lésions cérébrales focales, significatives, répétables et
rémanentes en phase chronique (12, 13). De plus, afin de faciliter I'évaluation des
déficits fonctionnels et leur évolution, le modéle a été exploité dans un contexte de
Iésion unilatérale du cortex moteur primaire, contrélant la motricité du membre
antérieur controlésionnel. Ce modéele fait ainsi écho a la situation chez ’'homme, ou les
infarctus cérébraux surviennent majoritairement dans ce territoire cérébral (15), et sont

a l'origine de dépendance fonctionnelle et de dégradation durable de la qualité de vie.

Dans une premiere partie, selon les données de la littérature, seront évoqués
guelques éléments de la neuroanatomie cérébrale, les mécanismes
physiopathologiques de I'AVC ischémique, et les processus de récupération
spontanée. Un point sera aussi fait sur les stratégies thérapeutiques disponibles, en
mettant I'accent sur I'état d’'avancement de la thérapie cellulaire. Par la suite, les

différents avantages du modéle animal (marmouset) et du modele de |ésion cérébrale
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(malonate) seront abordés, ainsi que les moyens d’évaluations des déficits
sensorimoteurs. Enfin, seront considérées les propriétés des cellules gliales

entériques, investies dans ce projet.

Dans une seconde partie, seront développés le protocole de travail et les résultats
obtenus dans le cadre de la xénotransplantation intracérébrale de cellules gliales
entériques dans un modéle marmouset de Iésion cérébrale. Une discussion suivra afin

d’établir les apports de ce projet, d’'une part, et les limites associées, d’autres part.

Le second cerveau sera-t-il en mesure de sauver le premier ?
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1 Neuroanatomie fonctionnelle de la motricité manuelle
1.1 Systéme moteur : structure, organisation et fonctions
1.1.1 Structure du systeme nerveux central

1.1.1.1 Composition cellulaire du systeme nerveux central

Le systéme nerveux central (SNC) est composé de neurones et de cellules
«support», les cellules gliales (16). Brievement, les neurones exécutent
principalement les fonctions nerveuses, et les cellules gliales jouent un role de support
mécanique et fonctionnel, et de protection des neurones. On distingue morpho-
fonctionnellement trois catégories de cellules gliales: (1) les oligodendrocytes,
participant a la formation de la gaine de myéline autour des axones, (2) la microglie,
assurant des fonctions comparables aux macrophages systémiques, (3) et les
astrocytes, assurant ’'homéostasie de I'environnement dans lequel se trouvent les
neurones (régulation des concentrations ioniques, des concentrations en

neurotransmetteurs, des pressions osmotiques du milieu extracellulaire) (16).

1.1.1.2 Organisation structurelle générale

Le SNC présente une premiéere subdivision anatomique avec I'encéphale et la moelle
spinale (17). L’encéphale est constitué du cerveau, du cervelet et du tronc cérébral.
Une autre subdivision morphologique est celle de la substance blanche et de la
substance grise. La substance blanche est constituée des axones et des cellules
gliales formant des faisceaux nerveux. Quant a la substance grise, cette derniere
regroupe I'ensemble des dendrites et des corps cellulaires des neurones. En surface

des hémisphéres cérébraux, la substance grise correspond au cortex cérébral (Figure
1).

D’autre part, concernant les structures internes du cerveau, les corps cellulaires des
neurones peuvent étre regroupés et former des structures fonctionnelles, les
« noyaux » (16) (Figure 1). Parmi eux, se trouvent le noyau lentiforme et le noyau caudé
qui forment le ganglion de la base. Le thalamus, servant de relais entre le cortex
cérébral et les régions plus caudales de I'encéphale, est également composé de
plusieurs noyaux. Ces structures sont séparées par la capsule interne, appartenant a

la substance blanche.
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On retrouve également de nombreuses fibres nerveuses qui connectent les différentes
parties d’'un hémisphére cérébral entre elles ou les deux hémispheres cérébraux entre

eux. Le corps calleux illustre ce dernier (Figure 1).

____— Substance grise
Substance blanche

; Corps calleux
Noyau caudé
2 — Putamen

(1)

A
Substance grise _

cortex » g %Globus pallidus
Substance blanche & ‘&5 A N —
_ | & .5 . Thalamus
Substancegrise—— | »
noyaux R
| N
SO = \
v | . Cervelet
i
\%\

Figure 1 Représentation schématique de I'anatomie structurelle interne des hémisphéres
cérébraux en coupe coronale (1) et axiale (2). Le cortex cérébral (B), appartenant a la substance
grise (A), contient les dendrites et les corps cellulaires des neurones (C, D). (2) Le noyau lentiforme est
composé du putamen, latéralement et du globus pallidus, médialement. Le putamen et le noyau caudé

forment, ensemble, le striatum. Adapté de (16).

1.1.2 Organisation fonctionnelle corticale

A l'échelle macroscopique, le cortex cérébral peut étre subdivisé en quatre lobes
distincts : le lobe frontal, le lobe pariétal, le lobe temporal, et le lobe occipital (Figure 2)
(16, 18). Les reliefs de la surface corticale délimitent ces régions. Le cortex cérébral
présente également une subdivision fonctionnelle. La région de la circonvolution
précentrale coincide avec le cortex moteur primaire (M1), qui est la région impliquée
dans I'exécution du mouvement. La circonvolution post-centrale est nommée cortex
somatosensoriel primaire (Sl). Elle réceptionne les informations sensitives (tactiles et

proprioceptives) provenant des différentes parties du corps (Figure 2).

26



Scissure centrale

Gyrus précentral Gyrus postcentral

LOBE PARIETAL
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— LOBE OCCIPITAL

\

LOBE TEMPORAL

Figure 2 Organisation structurelle de la surface des hémispheres cérébraux (face latérale). Adapté
de (16).

Plus précisément, I'analyse de 'ensemble du cortex cérébral permet de distinguer 50
régions fonctionnelles corticales différentes sur chacun des deux hémisphéres
cérébraux (16, 19). Dans la nomenclature de Brodmann, M1 correspond a l'aire 4.
Cette derniére est délimitée caudalement par les aires 1, 2, et 3 (Sl) et antérieurement

par I'aire 6 (cortex prémoteur (PM)) (Figure 3).

Cortex prémoteur Cortex moteur
et moteur supplémentaire primaire (aire 4)
(aire 6)

Cortex somatosensoriel
primaire (aires 1, 2, 3)

Cortex pariétal
postérieur (aire 5)

Figure 3 Représentation de la carte des aires corticales de Brodmann. Adapté de (19).

Enfin, a I'échelle microscopique, le cortex cérébral fait apparaitre une répartition des
corps neuronaux en 6 couches, paralléles a la surface corticale, et numérotées de 1 a
6 de la surface vers la profondeur (16). En particulier, la couche 5 contient les corps
cellulaires des « neurones pyramidaux », qui projettent leur axone vers les neurones

de la moelle spinale. Elle est particulierement bien développée au niveau de M1.
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1.1.3 Systéme moteur

1.1.3.1 Le systeme moteur cortical

Le systeme moteur cortical inclut trois régions : le cortex moteur primaire (M1), le
cortex prémoteur (PM), et le cortex moteur supplémentaire (MS) (20). La surface de
M1 est organisée topographiquement en territoires spécialisés dans I'exécution du
mouvement d’une région particuliere du corps (21). Dans cette organisation
somatotopique (Figure 4), la contraction des membres pelviens, des membres
thoraciques et des muscles de la face est représentée de I'aspect médial vers I'aspect
latéral de M1 (16). Et la superficie du territoire cortical correspondant a chacune des
parties du corps est proportionnelle aux contrdles fins et complexes nécessaires a leur
contraction (exemple de la représentation étendue de la main sur M1 et la capacité a

réaliser des mouvements fractionnés des doigts).

Une organisation comparable est retrouvée au sein de Sl et de PM (21).

&)

(4L

Figure 4 Organisation somatotopique du cortex moteur primaire. La répartition des différents

muscles du corps est représentée en surface de M1. Réalisation personnelle (BioRender ©), inspirée de (16, 22).

1.1.3.2 Voies descendantes

Dans la suite du systéme moteur, I'on retrouve le faisceau pyramidal ou faisceau
corticospinal (FCS), correspondant a I'une des voies nerveuses reliant le cortex
cérébral aux neurones de la moelle spinale (Figure 5). Les fibres du FCS naissent
principalement au niveau de M1 et secondairement au niveau des régions adjacentes
(PM, MS, SI, cortex pariétal postérieur (aire 5)) (Figure 3). Elles empruntent ensuite une

voie descendante passant notamment par la capsule interne et le bulbe rachidien,
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situé entre le cerveau et la moelle spinale. Une majorité de fibres (75 — 85 %) réalisent
une décussation puis se poursuivent au niveau de la moelle spinale (Figure 5). Dans le
cas des membres thoraciques, les muscles distaux (poignée, main, doigts) sont
intégralement concernés par cette décussation, a la différence des muscles proximaux
(épaule). Par conséquent, par le biais des fibres corticospinales, M1 contrble les
mouvements intentionnels de la main qui lui est controlatérale (23) (Figure 5).
Fonctionnellement, le FCS intervient notamment dans deux composantes majeures de

la motricité manuelle : la force et la dextérité (24).

Cortex moteur primaire \ | v’ /

Figure 5 Représentation schématique de la voie descendante du faisceau corticospinal. Les
fibres du FCS réalisent une décussation caudalement au bulbe rachidien, engendrant l'innervation des
muscles controlatéraux a I'aire corticale de départ. Les motoneurones sont les neurones de la moelle

spinale provenant du cortex moteur. Adapté de (16).

1.2 Réalisation d’'un mouvement volontaire du bras et de la main

L’exécution d’'un mouvement nécessite la participation de M1 (23, 25). Toutefois, la
réalisation d'un mouvement volontaire est un mécanisme complexe passant par une
boucle motrice, impliquant plusieurs régions ceérébrales. Ainsi, un mouvement de
précision de la main (préhension) passe par l'intégration d’'informations provenant : (1)
du cortex visuel primaire (lobe occipital) pour la localisation et la visée de I'objet, (2)
du cortex préfrontal pour la planification et I'organisation du mouvement intentionnel

(23), (3) du cortex pariétal puis (4) de PM pour la préparation du mouvement
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intentionnel permettant avec (5) M1, son exécution. Enfin, (5) Sl intervient également
pour un « feedback » sensitif permettant I'ajustement du mouvement (16). M1 est ainsi
a comprendre comme la région corticale ayant une influence directe sur le groupe
musculaire concerné par le mouvement volontaire. De plus, les connections entre M1
et les motoneurones spinaux sont monosynaptiques (absence d’interneurones,
intermédiaires entre des neurones) chez ’homme, a la différence des autres régions
corticales motrices. Une atteinte de M1 est donc susceptible d’'induire un déficit moteur

des régions musculaires concernées.

2 L’accident vasculaire cérébral ischémique

2.1 Données épidémiologiques

Le terme « accident vasculaire cérébral » (AVC) regroupe un ensemble hétérogéne
d’atteintes cérébrovasculaires (26). Il est défini, selon I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), comme le « développement rapide de signes cliniques localisés ou
globaux de dysfonction cérébrale avec des symptdmes durant plus de vingt-quatre
heures, pouvant entrainer la mort, et sans autre cause apparente qu’'une origine
vasculaire » (27). Il s’agit d’'une définition reposant sur les aspects principalement
cliniues de 'AVC. En 2013, '’American Stroke Association s’est proposée de préciser

cette définition en incluant les outils de diagnostic par imagerie (28).

Le terme AVC recouvre classiquement deux types distincts : les AVC ischémiques,
comprenant les infarctus cérébraux ; et les AVC hémorragigues (2). Les AVC

ischémiques sont majoritaires et représentent prés de 85% des AVC (29).

A nouveau, selon 'OMS, 'AVC représenterait la seconde cause de mortalité dans le
monde (1). De plus, il correspond a la troisieme cause d’invalidité non traumatique
(30). Selon la sévérité de 'AVC, les déficits fonctionnels acquis peuvent représenter
un risque majeur de dépendance (30). Selon la Haute Autorité de Santé (HAS), 40%
des patients victimes d’AVC conservent des séquelles fonctionnelles de gravité
minime a sévere, avec 25 % des patients gardant des séquelles lourdes au-dela d’un
an (30).

Concernant les parametres épidémio-cliniques des AVC ischémiques (15), la

prévalence des AVC a connu une forte augmentation entre 1990 et 2005, avant de

30



décroitre entre 2005 et 2013. L’augmentation des maladies cardiovasculaires au cours
des dernieres décennies contrecarrée par la suite par I'amélioration et la diffusion des
mesures préventives est mise en cause. Toutefois, a I'échelle globale, la prévalence
des AVC ischémiques demeure en accroissement depuis 1990 (31). L’incidence des

AVC devrait continuer a accroitre d’ici 2030, selon les estimations de 'OMS (32).

En France, la prévalence des AVC serait de 1,6% dans la population globale et de
l'ordre de 3,2% dans la population agée de plus de 50 ans (33). Concernant

l'incidence, celle-ci est estimée a 130 000 cas par an (29) (Figure 6).
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Figure 6 Situation épidémiologique des accidents vasculaires cérébraux ischémiques.
Répartition mondiale des incidences des AVC. En France, I'incidence est estimée a 130 000 cas par

an. Les données sont extraites de I'analyse du Global Burden of Disease Study (2017). Adapté de (31).

2.2 Facteurs de risque

Il est possible de distinguer deux grands types de facteurs de risque de 'AVC : les

facteurs de risques « non modifiables », et les facteurs de risque « modifiables ».

Les facteurs de risque non modifiables incluent, notamment, I'dge, le genre, les
facteurs génétiques et les antécédents familiaux (31). Ces facteurs représentent des
variables inhérentes aux individus, auxquelles ils ne peuvent se soustraire. Pour
exemple, les hommes seraient davantage touchés par les AVC ischémiques que les

femmes (34).
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Quant aux facteurs de risque modifiables, ces derniers renvoient aux facteurs sur
lesquels peuvent agir les individus concernés (31). |l s’agit du principal bras de levier
des mesures préventives. Selon INTERSTROKE (étude internationale de cas-témoins
sur les facteurs de risque de 'AVC (35)), 10 facteurs seraient impliqués dans plus de
90% du risque de survenu d’'un AVC ischémique (35). Parmi ces facteurs, I'on retrouve
notamment : I'hypertension artérielle, les cardiopathies (infarctus du myocarde,
valvulopathies), la consommation de tabac et d’alcool, le diabéte sucré, ou encore la
sédentarité (31). L’hypertension artérielle demeure le facteur de risque le plus

important (36).

2.3 Etiologie

L’étiologie de I'AVC est vaste et variée (26). L’'AVC ischémique correspond a
l'interruption du débit sanguin cérébral, suite a une occlusion artérielle cérébrale, le

plus souvent par une plaque d’athérome, ou par un embole (2).

Les principales causes d’AVC ischémique sont l'athérosclérose artérielle, les
cardiopathies emboligénes (fibrillation atriale, endocardite bactérienne), et les
vasculopathies (lipohyalinose, vascularite) (26).

Dans les cas fréquents d’athérosclérose, 'AVC peut se manifester a la suite d’'une
atteinte proximale ou distale. En effet, les thrombi peuvent se former suite a I'érosion,
par des phénoménes inflammatoires ou ulcératifs, de I'enveloppe formant la plague
d’athérosclérose, puis I'exposition du cceur de I'athérome a la circulation sanguine
(31). Les thrombi ainsi formés occluent alors le vaisseau athérosclérotique ou
atteignent des régions a distance par embolisation. Les AVC ischémiques surviennent

le plus fréquemment au niveau de I'artére cérébrale moyenne (ACM) (37).

2.4 Physiopathologie

2.4.1 Unité cérébrovasculaire

La barriere hémato-encéphalique (BHE) s’établit en intermédiaire dynamique entre le

SNC et le reste de la circulation systémique (38). Elle permet de maintenir
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I’lhoméostasie de I'environnement cérébral (38). Elle est ainsi incluse anatomiquement
et fonctionnellement dans I'unité neurovasculaire (UNV) (16) (Figure 7). Cette derniere
comprend les principaux constituants du SNC, dont les neurones, les interneurones,
la glie (astrocytes, microglie, oligodendrocytes et épendymocytes), les péricytes, les
cellules endothéliales, les myocytes et les composants de la matrice extracellulaire
(39, 40) (Figure 7).

Pour maintenir leur niveau intense d’activité métabolique (16), les neurones présentent
de nombreuses mitochondries qui réalisent la « respiration cellulaire », au cours de
laquelle est produit I'énergie cellulaire sous forme d’ATP (adénosine triphosphate).
Toutefois, 'ATP n’est produit par les neurones qu’en condition aérobique (présence
d’'oxygéne) et a partir du glucose, substrat préférentiel (16). Dans cette situation, les
neurones jouent alors un réle de « senseurs » des variations d’apport en nutriments et
oxygene. lls retranscrivent ces informations aux astrocytes (41) ou interneurones
adjacents (40). De Ia, TUNV enclenche les ajustements de la microcirculation cérébrale

par vasomodulation (vasoconstriction, vasodilatation) (42).

Ainsi, les astrocytes assurent le maintien du tonus vasculaire (40).
lls modulent également la plasticité cérébrale et la transmission synaptique neuronale
(43), par le biais de gliotransmetteurs excitateurs ou inhibiteurs (44), tels que 'acide y-
aminobutyrique (GABA), le glutamate, ou le facteur neurotrophique dérivé du cerveau
(BDNF) (45).

Par ailleurs, les péricytes correspondent aux cellules murales assurant le soutien
physique des cellules endothéliales et participent a 'angiogenése (46). Grace a leur
capacité contractile (47), et tout comme les myocytes (40), ils modulent le diamétre

vasculaire afin d’ajuster le débit sanguin a I'activité neuronale (48).
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Figure 7 Schémade I'organisation structurale de I'unité neurovasculaire. (A) Le réseau vasculaire
cérébral définit la BHE et est formé par les cellules endothéliales. La BHE est incluse dans la notion
d’'UNV. (B) Les éléments clés de cette UNV sont les neurones, les cellules gliales, les péricytes, les
cellules endothéliales, les myocytes et la matrice extracellulaire (non représentée). (C) L’endothélium

est enveloppé par les péricytes, et directement ou indirectement par les pieds astrocytaires (16).

Réalisation personnelle (BioRender®©).

2.4.2 Mécanismes physiopathologiques
2.4.2.1 Physiopathologie de ischémie

2.4.2.1.1 Au niveau tissulaire

Les acteurs de 'UNV sont donc en premiére ligne lors d’'un phénoméne d’ischémie-
reperfusion, au cours duquel ont lieu I'effondrement de 'UNV, et la rupture de la BHE

(Figure 8).

Suite a la formation d’'une thrombo-embolie a 'origine d’un infarctus cérébral (26), les
mécanismes physiopathologiques de lischémie cérébrale correspondent aux
conséquences du déficit énergétique induit (16). Ce dernier engendre I'incapacité pour
les neurones a maintenir I'équilibre de leur gradient électrolytique transmembranaire.
Ce déséquilibre ionique est alors a l'origine d'une perturbation des voies de
signalisation neuronale (31), et d’'une dépolarisation neuronale anoxique, favorisant la
libération d’acides aminés excitateurs (glutamate). Etant également atteintes via
I'activation des récepteurs 5 métabotropiques du glutamate (mGIuR5), les cellules

gliales n’assurent plus la clairance extracellulaire des neurotransmetteurs. Ceci
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renchérit ainsi 'augmentation de la concentration extracellulaire en glutamate (Figure
8). Or, les neurones présentent des récepteurs N-meéthyl-D-aspartate (NMDA),
impliqués dans les mécanismes de transmission synaptique (49). Dans cette situation
pathologique, ces récepteurs NMDA sont suractives par le glutamate. On parle alors
de phénoméne d’excitotoxicité, correspondant a une dégénérescence neuronale

secondaire a I'’hyperactivation de ces récepteurs (50).

De plus, le déséquilibre du gradient ionique induit I'entrée intracellulaire importante de
calcium Ca?* (51, 52), a l'origine d’autres processus délétéres, comme I'activation de
I'oxyde nitrique synthase (NOs) produisant des espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
(comme les radicaux libres) (53). Il est également a l'origine de linitiation des
mécanismes de nécrose et d’apoptose (31) (Figure 8). D’autre part, les astrocytes
présentent des aquaporines (AQP), qui sont des canaux transmembranaires actifs, et
qui permettent les échanges de molécules d’eau avec le milieu extracellulaire (16).
Lors du déséquilibre du gradient électrolytique, I'entrée d’eau au sein des cellules
engendre une turgescence pathologique, a l'origine d’'un ocedéme cérébral, dit

cytotoxique (16).

Par la suite, d’autres astrocytes activés, proliferent (« astrogliose ») et acquiérent un
phénotype, soit pro-inflammatoire, soit immunomodulateur dans les 48-96 heures
post-ischémie (54). Et certains forment alors une « cicatrice gliale » hermétique et

inhibitrice de la régénération neuronale (54).

Parmi la glie, les oligodendrocytes participent au phénoméne de dégénérescence
wallérienne correspondant a la dégénerescence retrograde des fibres nerveuses (13,
31) (Figure 8).

Y

Par ailleurs, la rupture de la BHE tend a la rendre permissive aux cellules
inflammatoires périphériques (31). Un processus inflammatoire s’initie donc et est
caractérisé par l'activation rapide de la microglie résidente, suivie de l'afflux de
macrophages, de polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes d’origine systémique
(31, 55, 56). En périlésionnel, les macrophages et la microglie activée sécrétent
notamment des cytokines pro-inflammatoires INF-y (interféron gamma) et IL-1
(interleukine-1) et les macrophages réalisent la phagocytose des débris nécrotiques
(56) (Figure 8).

35



:'Ihmm?}s_ e Artére cérébrale o - @ Endothélium @ = - L4 - - ® -
ey : SO S R S —r—r— S S VS S S S SR e e ey e ey i .

h Hypoxie [ac. aminés :emosj_'
[schémle | et déficit en glucose —>| Déficits énergétiques —| excitateurs]

|, B

b

S/ Dépolarisation
anoxigue
—— Libération ytes - -,
Rupture facteurs IN " ™ G2+ L, (uNos)
de la tromhiaues Régulation de la Maintenance | [E‘.a2+ accrue = ,
. BHE ﬁ tques formation de la homéostasie accrue | h :
: cicatrice gliale | ionique | mGhR ‘ .
¥ : . Protéines My
anormales | -
= - | Nécrose |
| Anomalies |~ 7
4 . . ‘qrrosquelette\_} l
ANOS Libération cytokines pro-inflammatoires —_— "
" Ré infl | 1 T ROS et/ou radicaux
_ Réponse inflammatoire libres |
t . !
Cytokines pro- - - "y ki ; S
| inflammatoires Excitotoxicité - Légmm]mfochmldnes s
. . . 1 z .

f

" Réponse initale K Dysfonctionnement

) R

y al'ischémie | " Act * \
. e - ctivation caspases

. Libération Démyélination Ferte . P /

" [CaZ+] accrue | facteurs g / substance +

Libération cyt C

trophigues Dégénérescence| blanche . | Fragmentation ADN
Mo Microglie """7, 777 Wallérienne | | . : ) . ) .
il ) = = | [Ca2+] | [ac. aminés = b
= _accrue | 7Y | excitateurs] ._Apoptose
" Acides aminés excitateurs | Oligodendrocyte | oo | Neurone

Figure 8 Mécanismes physiopathologiques de I’accident vasculaire cérébral. L’'occlusion d’'une
artere cérébrale par un thrombus est le premier événement a l'origine du phénoméne d’ischémie
cérébrale. (2) Celle-ci s’accompagne d’un défaut d’'oxygéne et de substrat énergétique (glucose) a
lorigine d’'une altération du métabolisme cellulaire et d’'une déficience énergétique pour toutes les
cellules du territoire concerné (neurones, glie, endothélium). (3) La dépolarisation anoxique et le défaut
de clairance ménent a 'augmentation de la concentration extracellulaire d’acides aminés excitateurs,
notamment le glutamate. (4) Les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDAR ou NMDA) et les récepteurs
métabotropiques du glutamate (mGIuR) favorisent alors I'augmentation de la concentration
intracellulaire calcique via un flux entrant et la libération a partir de réserves calciques intracellulaires.
(5) La rupture de la BHE et la libération de cytokines pro-inflammatoires par la glie sont a I'origine de
linitiation d’une réponse inflammatoire. (6) L'’ensemble cumulatif des conséquences de lischémie

résulte en la mort neuronale, via différents mécanismes dont la nécrose, et 'apoptose. eNOS : oxyde nitrique

synthase endothéliale ; nNOS : oxyde nitrique synthase neuronale ; iNOS : oxyde nitrique synthase inductible ; mGIuR :
Récepteur métabotropique du glutamate ; NMDAR : Récepteur du N-méthyl-D-glutamate ; [CA2+] : concentration calcique ; [ac.

Aminés excitateurs] : concentration en acides aminés excitateurs ; cyt C : cytochrome C. Adapté de (31).

2.4.2.1.2 Au niveau vasculaire

Suite a I'altération de l'intégrité de la BHE pres du site Iésionnel, 'cedéme cytotoxique

est accompagné par la formation d’'un cedéme vasogénique (16). Celui-ci survient
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généralement dans les 3 a 5 jours post-AVC chez 'lhomme et constitut 'une des

complications les plus fréquentes (31).

Des modifications de la microvascularisation apparaissent également en périphérie et
a distance du site d’infarctus. Suite a un AVC, il est possible de définir deux zones
ischémiques distinctes : le coeur ischémique et la pénombre ischémique (57) (Figure
9). Le cceur ischémique est le territoire directement atteint par l'infarctus, ou les
neurolésions sont irréversibles. La pénombre ischémique correspond aux territoires en
périphérie du cceur ischémique, recevant une perfusion déficiente mais suffisante pour

les cellules pour conserver un niveau métabolique minimal (26).
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Figure 9 Représentation schématique des artéres collatérales lors d’un accident vasculaire
cérébral. Lors de I'occlusion proximale de I'ACM, le territoire cérébral 1ésé tend a évoluer en deux
zones distinctes : le coeur ischémique et la pénombre ischémique. Distalement au cercle de Willis, un
relais vasculaire est alors permis par les collatérales (leptoméningées) issus de l'artere cérébrale
antérieure (ACA) et postérieure (ACP). Cette suppléance vasculaire apporte un soutien au

métabolisme de base des cellules des territoires atteints. ACA : Artére cérébrale antérieure ; ACP : Artére

cérébrale postérieure. Adapté de (31).

Ces deux zones sont identifiables électrophysiologiquement et histologiquement : mort
cellulaire et infiltration neutrophiligue au niveau du cceur ischémique, et viabilité
cellulaire accompagnée d’une impotence électrique neuronale et une infiltration

microgliale au niveau de la pénombre ischémique (31, 58). La reprise d’une perfusion
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normale améliore les Iésions tissulaires éventuelles de la pénombre ischémique. Elle
est réalisable notamment grace a l'adaptation dynamique de la vascularisation
cérébrale (Figure 10). Le cercle de Willis est une structure vasculaire pouvant générer
des arteres collatérales en cas d’occlusion artérielle cérébrale (31), via les
anastomoses leptoméningées (31) (Figure 9). Ces derniéres atteignent
préférentiellement la pénombre ischémique, limitant I'étension du coeur ischémique
(59) (Figure 9, Figure 10).

A  Débit sanguin
A

Pénombre ischémique

Coeur ischémique L
Lésion finale

d'infarctus

» Temps

Figure 10 Représentation graphique de I’évolution spatiotemporelle de la Iésion d’ischémie
cérébrale en phase aigtie. (A) Le coeur ischémique (orange) s’étend progressivement aux dépens de
la pénombre ischémique (vert). La cinétique d’évolution est variable, entre autres, en fonction de la
suppléance vasculaire (collatérales), des mécanismes de neuroprotection (voir ci-dessous), et de la
reperfusion spontanée et thérapeutique. La lésion finale de linfarctus (gris), généralement moins
étendue que la pénombre ischémique, caractérise I'extension du coeur ischémique. (B) Examens de

tomodensitométrie ou d’'IRM, permettant d’estimer le volume lésionnel. Inspiré de (58).

2.4.2.2 Physiopathologie de la reperfusion

Les mécanismes physiopathologiques de 'AVC se poursuivent au-dela de I'ischémie
cérébrale. Un phénomene délétere d’'«ischémie-reperfusion» peut survenir suite a la

reperfusion, notamment thérapeutique, des territoires Iésés. Il n’est alors pas

38



impossible de voir une dégradation clinigue du patient (31). Ce phénoméne est
favorisé par l'ischémie prolongée engendrant le collapsus des capillaires distaux, dont

la reperfusion rapide peut résulter en des hémorragies secondaires (31, 60).

L’ensemble des événements présentés ci-dessus s’enchaine dans le temps avec une
cinétigue qui est propre au mécanismes impliqués (dépolarisation, inflammation, mort
cellulaire). Le graphique suivant replace donc ces mécanismes dans la chronologie de
'AVC (Figure 11).
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Figure 11 Cinétique des mécanismes physiopathologiques de I'ischémie cérébrale. Les données

temporelles ne sont pas a I'échelle. Réalisation personnelle. Inspirée de (39).

2.5 Mécanismes de récupération

2.5.1 Plasticité cérébrale et mécanismes de compensation

De nombreux mécanismes de récupération se mettent en place a la suite d’'une

ischémie cérébrale. Quelques-uns seront présentes ici.

Ces mécanismes peuvent étre géenerés par la « plasticité cérébrale », qui se définie
comme la capacité pour le cerveau a développer, modifier ou constituer des
connexions neuronales alternatives a celles Iésées (31). La plasticité cérébrale peut
impliquer, par exemple, la modification de I'efficience synaptique ou la synaptogenése

(formation de synapses) (31). La « vicariance » est un processus qui fait appel a la
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plasticité cérébrale. Elle implique I'existence de circuits nerveux capables de suppléer
la fonction des zones cérébrales déficientes (61). Pour exemple, il peut s’agir du
recrutement de régions cérébrales adjacentes, ipsilatérales ou controlatérales non
lésées pour la réalisation d’une fonction motrice (Figure 12). A I'opposé, on peut
retrouver la compensation, qui suppose l'exécution d’'une fonction par d’autres
mécanismes (62). Cliniquement, la compensation impliquerait, par exemple, d’utiliser

le membre thoracique sain lorsque I'autre membre est impotent.

Cortex moteur

primaire (M1) Jambe
ou
faisceau i
cortico-spinal Main
e
‘ Face
AVC
Ipsilésionnel Controlésionnel

Figure 12 lllustration du mécanisme de vicariance. Recrutement des régions motrices
controlésionnelles (vert) ou ipsilésionnelles (bleu) dans le cas d’'un AVC au niveau de la région de M1,

modulant I'activité motrice de la main. M1: Cortex moteur primaire ; FCS: Faisceau cortico-spinal. Réalisation

personnelle (BioRender ©). Inspiré de (63).

Par ailleurs, a l'inverse des exemples précédents, un phénoméne de « plasticité
maladaptative » (64) peut également survenir (Figure 13). Pour exemple, lorsqu’un
membre thoracique déficitaire n’est plus utilisé au profit du membre sain a long terme,
I’'hémisphére cérébral controlésionnel (sain) est donc recruté pour réaliser les fonctions
de I'hémisphére cérébral ipsilésionnel (Iésé). Dans ce cas, les communications
interhémisphériques via le corps calleux peuvent engendrer une augmentation de
I'excitabilité de 'hémisphére cérébral sain et l'inhibition de 'hémisphere lésé (65). Or,
l'activité cérébrale est trophique pour tous les territoires cérébraux. Ainsi, cette « non-
utilisation » acquise du membre thoracique déficitaire est susceptible d’aggraver ses

déficits moteurs.
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2.5.2 Mécanismes de régénération spontanée

Des mécanismes régénératifs interviennent également en phase de récupération. Au
sein du SNC adulte, les cellules souches de la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus
denté de I'hippocampe et de la zone sous-ventriculaire (ZSV) des ventricules latéraux
ont une capacité proliférative illimitée et un potentiel de différentiation en cellules
neuronales, gliales ou endothéliales (39, 66). Dans un contexte pathologique, la
neurogenése est stimulée et les neurones néoformés migrent jusqu’au site lésionnel

ou ils pourront réaliser un remplacement cellulaire (67).

Toutefois, si un potentiel neurogénique et gliogénique ont pu étre mis en évidence
dans certaines régions du cerveau, dans ce contexte, ils demeurent relativement
faibles par rapport aux mécanismes de plasticité cérébrale. De plus,
expérimentalement, ces neurones restés dans la pénombre ischémique seraient
davantage impliqués dans la modification du micro-environnement par la synthése de
facteurs trophiques (31, 68). Associés aux facteurs de croissance synthétisés par les
astrocytes (BDNF, et facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF)), ces
facteurs trophiques permettent l'initiation des processus d’angiogenése, de croissance

axonale, puis de synaptogenese (39, 58).

Ainsi, les mécanismes de plasticité cérébrale et de régénération tissulaire s’effectuent
successivement sur plusieurs mois. Le graphique suivant retranscrit la chronologie des
grands évenements ayant lieu au cours de la phase aiglie et chronique de la

récupération (Figure 13).
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Figure 13 Représentation des mécanismes physiopathologiques, protecteurs et régénératifs lors
de la phase de récupération fonctionnelle d’'une ischémie cérébrale. Les deux niveaux de la

plasticité (adaptative et maladaptative) sont également représentés. Réalisation personnelle. Inspirée de (63).

3 Stratégies thérapeutiques actuelles et futures

Les approches thérapeutiques dans le domaine des maladies cérébrovasculaires sont
de mieux en mieux guidées (Figure 14). En prémisses de leur mise en place, elles
bénéficient notamment des recommandations du groupe STAIR, Stroke Therapy
Academic Industry Roundtable (69), rassemblant chercheurs académiques et
industriels dévolus a I'amélioration des essais pré-cliniques et cliniques dans ce
domaine. Ces recommandations ciblent toutes les étapes du développement d’'une

stratégie thérapeutique (69).

Les procédures thérapeutiques disponibles actuellement comprennent des traitements
pharmacologiques (agents thrombolytiques, agents neuroprotecteurs), chirurgicaux
(thrombectomie mécanique, stent, angioplastie, craniectomie décompressive) et
alternatifs (physiothérapie). Hormis la prise en charge d’'urgence, aucun consensus
sur la thérapeutique a adopter n’est établi, a ce jour. La gestion médicale du patient se
détermine, entre autres, en fonction des objectifs thérapeutiques et de la période post-

ischémique (Figure 14).

42



Ischémie

:\
@
2 ) —
@ | | EXcitotoxicité
§ Stress oxydant
8 Caz2+
¢ | | Glutamate .
£ Inflammation
2 Réponse vasculaire
3 Nécrose
= | |[Dépolarisation
~ |coeur ischémique Apoptose m
— Temps
Minutes Heures Jours Semaines
Prévention
8 Thrombolyse
v T
§ E Neuroprotection et thérapies combinées
- @
Q 9
- § Neuroréparation et récupération

Figure 14 Profil de la cinétique des mécanismes physiopathologiques et approches
thérapeutiques. Avant toute thérapeutique curative, se trouvent les moyens de prévention (facteurs
modifiables) permettant de limiter au mieux la survenue d’'un épisode dischémie cérébrale. Les
techniques de gestion thérapeutique se déterminent, par la suite, en fonction de la phase post-
ischémique. La prise en charge d’urgence vise a limiter 'aggravation des Iésions, en favorisant la
reperfusion cérébrale (thrombolyse). Des techniques de neuroprotection permettent de limiter les
répercussions tissulaires de l'ischémie, en phase subaigué. Enfin, la régénération tissulaire et la

plasticité cérébrale sont ciblées en phase chronique. Réalisation personnelle, inspirée de (39).

3.1 Possibilités thérapeutiques

3.1.1 Thérapeutiques d’urgence

La thrombolyse intraveineuse et la thrombectomie mécanique correspondent aux deux
traitements de reperfusion actuellement validés pour la gestion en urgence lors d’un
AVC ischémique (70).

3.1.2 Lathrombolyse intraveineuse

La thrombolyse intraveineuse correspond a un traitement fibrinolytique, a I'aide de
I'Altéplase ou rt-PA (ACTILYSE®) (2). Son action cible la dissolution du thrombus (31),
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afin de restaurer la perfusion du territoire cérébral atteint et limiter 'extension de la

Iésion ischémique (39).

Toutefois, la thrombolyse doit étre initi€e dans un délai recommandé de 4 heures 30
(maximum 9 heures) suivant le début de l'ischémie cérébrale (3). Cette fenétre
thérapeutique étant restreinte, seul 10% des patients présentés en urgence peuventy
prétendre (70). De plus, les risques hémorragiques et de survenue du phénomeéne
d’ischémie-reperfusion ne sont pas négligeables (71).

3.1.3 La thrombectomie mécanique

La thrombectomie endovasculaire consiste en la canalisation (coil retrievers, stent
retriever, aspiration) de la partie proximale de 'artére intracranienne occluse (3) (artére
basilaire, carotide interne intracranienne et ACM) (2). A l'instar de la thrombolyse, la
thrombectomie mécanique est a initier dans les 6 heures (maximum 24 heures) suivant
le début de 'AVC. Elle constitut une alternative (fibrinolyse inaccessible, contre-

indications), ou un complément thérapeutique a la thrombolyse (2).

Toutefois, ces deux traitements présentent de nombreuses limites non négligeables,
dont le faible nombre de patients éligibles. Et leur effet thérapeutique n’inclut pas la

résolution des Iésions ischémiques et des déficits fonctionnels.

3.1.4 Autres thérapeutigues médicamenteuses

Outre les antiagrégants plaquettaires et antithrombotiques (72), un nombre important
de traitements médicamenteux tente de faire les preuves de leur efficacité afin de
répondre a la demande de restauration fonctionnelle. Quelques exemples seront

présentés, ci-dessous.

3.1.4.1 Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine

L’une des complications fréquente d’'un AVC est la dépression (30 a 50 % des patients
arisque). Cette derniére pourrait étre consécutive a la répercussion psychologique des

déficits moteurs, ou a la dégradation de l'estime de soi lors de dépendance
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fonctionnelle a un tiers. Le phénomeéne dépressif post-infarctus cérébral assombrirait
non seulement le pronostic fonctionnel mais également vital. C’est dans ce contexte
gue les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) ont été envisagés
dans la prise en charge de 'AVC. lls ont démontré actuellement leur efficacité et leur
tolérance chez les patients (73). Pour exemple, dans un essai clinique en double
aveugle contre placebo et combinant évaluation clinique et fonctionnelle en IRM, une
corrélation a été établie entre la prise d’'une monodose de fluoxétine (20 mg) et
'amélioration des performances motrices chez des patients hémiplégiques en phase
aigué (74). En plus de leffet préventif des phénomenes dépressifs, la fluoxétine

module ainsi la plasticité cérébrale (IRM fonctionnelle) (75).

3.1.4.2 Facteurs activateurs/inhibiteurs

Une autre approche thérapeutique est envisageable par I'abord de l'inhibition ou la

promotion des mécanismes cellulaires endogenes.

Les facteurs de croissance neurotrophique sont susceptibles d’apporter une action
neuroprotectrice et de favoriser la récupération structurale et fonctionnelle (76). Pour
exemple, le facteur de croissance des fibroblastes (bFGF) aurait un effet bénéfique
sur la croissance axonale, la synaptogeneése, la prolifération gliale et I'angiogenése.

Une réduction du volume lésionnel est également constatée (77).
Cependant, ces traitements restent encore au rang d’essais cliniques.
3.1.5 Thérapeutiques alternatives ou complémentaires

Al'inverse, sachant la plasticité cérébrale relativement faible et lente dans ce contexte
pathologique, une modulation de cette plasticité cérébrale par des techniques
alternatives et la rééducation (39) est de plus en plus envisagée dans la prise en
charge globale des patients (73).

Parmi les techniques disponibles se trouvent I'imagerie motrice (répétition mentale
d’'une tache motrice) (78), la kinésithérapie (79) et la kinésithérapie par contrainte
induite visant a limiter le phénoméne de « non-utilisation acquise » du membre

parétique (immobilité contrainte du membre sain) (80).
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3.2 Thérapies cellulaires

3.2.1 Objectifs thérapeutiques

De plus en plus de travaux de recherches se focalisent sur la thérapie cellulaire. Cette
derniére tente notamment d’associer intégrité tissulaire (protection, réparation) et
récupération fonctionnelle (4, 39). Différents types cellulaires sont employés et pour
chacun, des modalités d’administration y sont spécifiques (voie d’administration,

posologie, moment et durée de la thérapie).

La thérapie cellulaire repose sur deux mécanismes principaux : le remplacement
cellulaire et/ou la libération de facteurs trophiques (81, 82). Dans son aspect pratique,

cela permettrait de limiter la multiplicité des traitements, pour n’en employer qu’un seul.

3.2.2 Sources et types cellulaires

Plusieurs sources cellulaires existent. Selon des méta-analyses, la moelle osseuse
(MO) s'impose comme source cellulaire optimale (83, 84). Toutefois, d’autres sources
semblent plus profitables, notamment d’un point de vue pratique. Pour exemple, le
tissus adipeux (AD) est intéressant (85), par sa disponibilité, et son accessibilité par

des méthodes peu invasives (lipoaspiration) (86).

Toutefois, au-dela de I'aspect pratique, la nature du tissu d’origine influence la nature
des facteurs tissulaires associés aux cellules. Ces facteurs constituent une limite dans
le choix de la source cellulaire. Pour exemple, en 2011, dans un modéle rongeur d’AVC
ischémique, Ikegame et al. ont mis en évidence une amélioration clinique (réduction
du volume lésionnel et de 'cedeme, augmentation de la concentration en cytokines
pro-angiogéniques) chez les individus ayant recu une greffe de cellules souches
mésenchymateuses (CSM) provenant du tissu adipeux (AD-CSM), par rapport a ceux
ayant recu une greffe de MO-CSM (87). Et cette variabilité s’observe également pour

les effets secondaires (par exemple, AD-CSM et risque thrombo-embolique (88)).

D’autre part, le type de cellules détermine le mécanisme d’action, et préfigure les effets
de la thérapie. Le type cellulaire doit donc étre fonction des obijectifs thérapeutiques

ciblés (phase aigué ou chronique) (89).
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A ce jour, les études précliniques et cliniques ont permis de tester différents types
cellulaires (89), tels que les cellules souches embryonnaires (CSE), les cellules
souches pluripotentes induites (iPSC, en anglais), les CSM, les cellules progénitrices
adultes multipotentes (MAPC, en anglais), les cellules progénitrices endothéliales
(CPE), et les cellules mononucléaires (CMN) (Figure 15). Toutefois, ces études ne

permettent pas de faire consensus sur le type cellulaire le plus efficace (85).

Les iPSC correspondent a des cellules somatiques reprogrammeées pour retrouver un
état embryonnaire (89) et exprimer les génes de pluripotence (Oct4, Klf4, Sox2 et c-
Myc) (90, 91). Bien que potentiellement intéressantes pour la réalisation de
transplantation autologue, les iIPSC présentent un risque tumorigene non négligeable
(89).

Par ailleurs, un grand nombre de source de cellules souches est actuellement exploité
(tissu neural adulte, sang périphérique, AD, MO, cordon ombilical, pulpe dentaire) (89).
Les plus fréiguemment exploitées sont les CSM. Elles peuvent donner lieu a des
greffes autologues ou allogéniques (89), sachant leur faible immunogénicité (85). Elles
ne présentent pas de risque tumorigéne (89). De plus, transitoirement
neurotransplantées, elles tendent a fournir de nombreux facteurs trophiques,
favorisant neurogenése, synaptogenése et angiogeneése (89). Toutefois, leur innocuité
reste, a ce jour, débattue. De plus, la rémanence de cellules souches au site d’injection

serait limitée (environ 5%) dans les jours qui suivent leur transplantation (92).

Enfin, dernier exemple, avec les cellules progénitrices neurales (CPN). Ces derniéres
participent a la régénération neuronale endogéne du cerveau adulte (93). Pour la
thérapie cellulaire, elles peuvent provenir de tissu embryonnaire, foetal ou adulte et
étre aisément amplifiées en culture (94, 95). De plus, elles présentent des capacités
de migration et de pluripotence (96). Toutefois, leur utilisation reste controversée en
raison de considérations éthiques (origine embryonnaire et foetale) et de leur risque

tumorigéne (85).
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3.2.3 Voies d’administration

A ses débuts, la thérapie cellulaire s’abordait par voie intraparenchymateuse.
Actuellement, les essais explorent d’autres voies d’administration (intraveineuse, intra-

artérielle, intrathécale) (89, 97).

A nouveau, aucun consensus n’est établi concernant la voie d’administration. Celle-ci
est a définir en fonction des autres modalités de la thérapie (type cellulaire, effets et
objectifs thérapeutiques, etc.). Pour exemple, la voie intraveineuse est facilement
accessible, peu invasive et rapide. Elle n’en demeure pas moins limitée par un effet-
dilution, un risque de répartition systémique, une atteinte non prévisible de I'organe
cible et une possible filtration pulmonaire et rénale (98). Devant la nature de l'atteinte,
la voie intracérébrale (ou intraparenchymateuse) stéréotaxique conviendrait donc

davantage malgré le caractére invasif (89).

3.2.4 Modalités d’administration

Par ailleurs, I'échéance de la thérapie cellulaire doit étre déterminée en fonction des
objectifs thérapeutiques (89). La thérapie cellulaire en phase aigué (< 3 semaines) a
subaigué (|3 semaines — 6 mois]) (99) est réalisée préférentiellement afin de limiter la
perte cellulaire par le biais d’effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires (85), ou de
réaliser un remplacement cellulaire. La thérapie cellulaire en phase chronique (> 6
mois) (99) vise, quant a elle, la récupération fonctionnelle (89), par le biais de facteurs

trophiques, par exemple (85).

De plus, 'ensemble des modalités d’administration doit étre déterminé avec précision

afin d’assurer la reproductibilité des résultats (effets thérapeutiques) (92).

3.2.5 Mécanismes thérapeutiques

3.2.5.1 Remplacement cellulaire
Les premiers essais ayant ciblé en particulier le remplacement cellulaire ont exploité
les CPN d’origine humaine ou porcine fcetale (xénotransplantation) (94, 100). Une

amélioration fonctionnelle associée a une survie et une différentiation cellulaire

modestes a été rapportée dans des modéles AVC sur rongeurs (95). Toutefois, les
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problématiques éthiques, les risques (zoonotique, tumorigene) et les effets

secondaires (thrombophlébite) mitigent les résultats (85, 100).

Certains essais se focalisent plus spécifiquement sur la reconstruction de 'UNV (85).
Parmi les premiéres études, on peut retrouver les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) ou les cellules progénitrices endothéliales (CPE) exploitées sur modele rongeur
d’'ischémie cérébrale (85). Les CPE peuvent s’intégrer au réseau vasculaire

préexistant et initier une neurogenése (101).

3.2.5.2 Effets paracrines

De nombreux types cellulaires peuvent modifier favorablement leur micro-

environnement via la libération de facteurs.

Pour exemple, les cellules souches de la pulpe dentaire (CSPD) (102) présentent des
propriétés immunomodulatrices, neuroprotecteurs et des effets neurogéniques, via
notamment la sécrétion de facteurs neurotrophiques (facteur de croissance nerveuse
(NGF), neurotrophin-3, BDNF, GDNF, facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire (VEGF)) (103). Néanmoins, leur innocuité n’est pas encore établie et leur

efficacité reste a étre prouvée (98).

Par ailleurs, en raison de l'atteinte généralisée a 'ensemble des cellules du territoire
concerné (neurones, astrocytes, cellules endothéliales, etc.) (4), la thérapie optimale
se veut étre au plus exhaustive sur les effets régénératifs (81), en incluant
neurogenese, angiogenese, synaptogenéese, gliogenese (4). C'est notamment le cas
pour les cellules souches neurales (CSN), apportant une neuroprotection (prévention
de I'apoptose neuronale), des effets immunomodulateurs locaux et systémiques, une
stimulation de la neurogenése et 'angiogenése endogénes et limitant la formation de
la cicatrice gliale (104). Toutefois, leur innocuité reste aussi a étre validée en phase

clinique (85).

3.2.6 Développement translationnel

Le groupe « Stem cell Therapeutics as an Emerging Paradigm in Stroke » (STEPS) a

établi les principales lignes directives sur le développement translationnel d’'une
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biothérapie (105). Ces recommandations rejoignent celles sur I'expérimentation
animale (STAIR) (69), au regard des précautions a prendre vis-a-vis de la transposition

d’un protocole thérapeutique au domaine clinique.

Le schéma de développement de toute stratégie thérapeutique s’appréhende de la
maniére suivante. La commercialisation sur le marché d’un traitement nécessite de
passer par un ensemble de 4 phases. La phase 0 correspond a la découverte ou la
recherche du futur traitement et ses essais précliniques (in vitro et in vivo sur modéle
animal) (106). Les phases suivantes (I-1ll) sont dites cliniques, et réalisées avec des
patients humains. Les recommandations STEPS sont alors, en partie, axées sur les
objectifs de chacune de ces phases cliniques. Les premieres phases (phases l/lla)
doivent montrer I'innocuité et la faisabilité de la transplantation dans un contexte
d’'ischémie cérébrale. Ce dernier inclut de recruter un large panel de patients,
représentatif de 'ensemble des sous-types de 'AVC ischémique et des intensités de
séverité variées (107). Une fois les deux parametres (sécurité et faisabilité) vérifiés, la
phase suivante (phases lIb) peut se focaliser alors sur I'efficacité de la thérapie. Cette
phase implique de restreindre au mieux les participants a un groupe homogéne de
patients (déficit fonctionnel comparable). Enfin, les phases plus tardives (phases Il/III)
devront adopter la méthodologie standard des essais cliniques (randomisation,

contrdle, en aveugle) pour confirmer I'efficacité de la thérapie (107) (Figure 15).

3.2.7 Essais cliniques

Une des difficultés de la transposition d’'une thérapie cellulaire chez 'lhomme réside
dans la détermination d’un protocole d’administration adapté, et la reproductibilité de
I'effet thérapeutique (107, 108).

De nombreux essais sont en cours et tentent de développer la stratégie thérapeutique
la plus satisfaisante, d’'un point de vue régénératif, en majorant I'innocuité. En 2019,
Negoro et al. ont réalisé I'analyse des données d’enregistrement des essais cliniques
a travers le monde (a I'aide des banques de données : ClinicalTrials.gov, tenue par la
bibliotheque ameéricaine de meédecine (NLM), et le Systéme d'enregistrement
international des essais cliniques (ICTRP) de TOMS). Une certaine tendance ressort
de l'analyse (5). En phase aigie, les CSM sont utilisées de maniére préférentielle, par

voie intraveineuse, a forte dose, apportant notamment leur effets immunomodulateurs.

50



En phase chronique, diverses sources cellulaires sont employées, notamment par voie
intracranienne, a plus faible dose (5). Les transplantations sont davantage autologues
(52%), a mettre en relation avec le risque minoré de rejet immunitaire (5). De plus, les
CSM et les CMN composent majoritairement les transplantations, et proviendraient
principalement de la MO (60% des études).

Les essais cliniques se répartissent généralement entre la phase | et les phases Il.
Pour exemple, le projet de Steinberg et al., mené entre 2011 et 2016 correspond a un
essai de phase l/lla, non randomisé, constitué d’'un groupe (n = 18) bénéficiant d’'une
transplantation allogénique de cellules stromales modifiées provenant de la MO (2,5,
5, ou 10 x 10°) par voie intracranienne. L’évaluation fonctionnelle a été réalisée sur
deux ans par le biais d’échelles neurologiques (NIHSS et mRS) (voir 5 Méthodes
d’évaluation structurelle et sensorimotrice). Les résultats font état de la faisabilité,
linnocuité de la greffe, et de 'amélioration des scores fonctionnels (a I'exception du
score mRS) (109).

Quelques études parviennent aux derniéres phases cliniques. Pour exemple,
MultiStem® Administration for Stroke Treatment and Enhanced Recovery Study
(MASTERS-2) est une étude randomisée, en quadruple aveugle, avec groupe
contrdle, ayant débutée en 2018 et employant des MO-CSM allogéniques, dans le cas
d’AVC ischémiques (110).

A ce jour, aucune thérapie cellulaire pour 'AVC n’est disponible pour un usage en
clinique. La poursuite des recherches se rend donc indispensable, afin notamment
d’établir les modalités les plus satisfaisantes de la thérapie cellulaire. La figure suivante

illustre le schéma de développement scientifique dans le contexte des AVC (Figure 15).
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Figure 15 Développement d’une thérapie cellulaire pour la gestion de I'accident vasculaire
cérébral chez 'homme. (A) Déroulement du concept « du laboratoire a la cliniqgue ». La phase
préclinique inclut notamment les étapes expérimentales in vitro et in vivo (modéle animal). Elle permet
d’établir 'innocuité et I'efficace des cellules utilisées dans le cadre d’un protocole thérapeutique. Elle
aboutit sur I'élaboration des modalités de la thérapie pour sa transposition chez 'homme (phases
cliniques). (B) Les sources principales de cellules : la moelle osseuse, le tissu adipeux, le sang du
cordon ombilical, le sang périphérique. (C) Le choix peut alors se porter sur différents types de cellules,
ayant des propriétés variées (pluripotence, multipotence). (D) Le choix de la voie d’administration est
inclus dans la stratégie thérapeutique. Différentes voies sont accessibles. (E) La phase pré-clinique
permet la conception d’'un protocole répondant aux objectifs thérapeutiques. La thérapie cellulaire peut
ainsi étre réalisée en phase aigué et cibler les mécanismes de neuroprotection et de modulation de
linflammation. Les thérapies en phase chronique ciblent davantage les processus de régénération
tissulaire (neurogenése, gliogenése, angiogenése) et les phénoménes de plasticité cérébrale
(synaptogenese). (F) Enfin, le développement clinique permet de confirmer ou infirmer la faisabilité et

I'efficacité de la thérapie cellulaire chez 'lhomme. CSM: cellule souche mésenchymateuse ; CMN : cellule
mononucléaire ; CPM : cellule progénitrice neurale ; CSH : cellule souche hématopoiétique ; CPAM : cellule progénitrice adulte
multipotente ; CSE : cellule souche embryonnaire ; iPSC : cellule souche pluripotente induite ; CPE : cellule progénitrice
endothéliale ; CPML : cellule progénitrice du muscle lisse ; VSEL : petite cellule souche embryonnaire-like ; IC : intracrénienne ;

IN : intranasale ; IA : intra-artérielle ; IV : intraveineuse. Réalisation personnelle (BioRender ©), inspiré de (85, 98, 106).
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4 Le modele animal et le modeéle de |ésion cérébrale
4.1 Marmouset : modele de primate non-humain

4.1.1 Ecologie et biologie

Le ouistiti ou marmouset commun (Callithrix jacchus (Linnaeus, 1758)) est un petit
primate du « Nouveau Monde », appartenant a la famille des Cébidés et au genre
Callithrix.

Il s’agit d’'une espéce endémique du nord du Brésil (11), qui possede une grande
capacité d’adaptation a de nouveaux environnements (forét atlantique tropicale

humide, et foréts épineuses de Caatinga) (11, 111).

C’est un primate de petite taille, mesurant en moyenne entre 14 et 18 cm. Le poids
corporel moyen en milieu sauvage est d’environ 322 g, variant notamment selon I'age
et le genre (112). C’est une espéce diurne, arboricole, dont les individus se réunissent
et vivent en groupes sociaux de 3 a 17 individus dans le milieu naturel (11). De maniére
générale, la communication intraspécifique est riche et se réalise grandement par le

biais de signaux visuels, auditifs, olfactifs et tactiles.

Parmi les critéres de diagnose de I'espéce de marmouset commun, I'on peut retrouver
de longues houppes auriculaires blanches (3 cm) ou grisatres, une tache pileuse
blanche au niveau du front, un pattern strié du pelage sur le tiers caudal du dos, et un
pattern annelé de gris clair (anneaux étroits) et noir (anneaux larges) sur le pelage de

la queue (Figure 16).

Figure 16 Critéres de diagnose du marmouset commun (C. jacchus). Les critéeres morphologiques
de diagnose incluent : (1) une houppe auriculaire blanche, (2) un pelage strié en région dorso-caudale,

(3) et une longue queue annelée. Image de Wild Kratts Wiki, 2019.
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Ainsi, le marmouset se présente comme une espéce adaptative écologiquement.
Toutefois, il comprend également une richesse de comportements sociaux, qu’il est
indispensable de reconnaitre et d’inclure dans le cadre de la captivité, notamment dans

le domaine de la recherche.

4.1.2 Présence dans le domaine expérimental

Dans le domaine expérimental, le marmouset se révéle étre un compromis idéal entre
les rongeurs et les grands primates, vis-a-vis de la fiabilité scientifigue du modele et

des considérations éthiques (113).

Tout d’abord, en tant que primates non humains (PNH), le marmouset présente
'avantage d’une proximité phylogénétique a I'homme plus grande que celle des

modeles rongeurs (114).

Le monde des sciences le convoite également pour sa grande compliance. Le
marmouset est une espéce de primate de petit gabarit, dont la contention et les
manipulations peuvent se faire assez aisément. Il présente également une période de
gestation courte, une maturité sexuelle tot et un taux de reproduction relativement
élevé, maintenu en captivité (113). D’autre part, il tire 'avantage non négligeable de
présenter moins de risques zoonotiques, en comparaison aux autres PNH (par
exemple, Herpesvirus simiae et macaques) (113). De plus, le marmouset commun
présente une grande diversité de comportements sociaux, proche de celle de 'lhomme
(115). Il devient alors plus aisé d’anticiper leur gestion technique en captivité, d’'une
part et d’exploiter des techniques semblables a celles utilisées chez 'homme (par

exemple, I'évaluation comportementale), d’autre part.

Concernant le domaine des neurosciences, une base de données sur sa
neuroanatomie est actuellement disponible aux  scientifigues  (115).
Comme les rongeurs, le marmouset est une espéce lissencéphale, c’est-a-dire dont le
cortex cérébral est dépourvu de circonvolutions (116). D’'un point de vue technique,
cette particularité en fait un modéle de laboratoire intéressant pour les études

intervenant au niveau cortical (exemple de I'implantation de microélectrodes).

D’autre part, de nhombreuses recherches dans différents domaines ont recours au

marmouset. Ce dernier intervient, entre autres, dans le cadre d’études sur le systéme
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auditif (117) ou visuel (118). Les marmousets sont aussi employés en tant que modeéle
dans I'étude de la moelle spinale (119). En effet, ce sont des animaux dextres (116),
adaptés aux études de récupération fonctionnelle de la motricité manuelle dans le cas
de lésions neurologiques. De plus, les marmousets montrent des capacités
d’apprentissage et une curiosité qui facilitent les entrainements de comportements
itératifs en I'absence de restriction alimentaire (116). Enfin, ils sont de plus en plus
inclus dans la recherche sur le vieillissement, les maladies liées a 'age et les maladies

neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson (120).

4.1.3 Considérations éthiques quant a son emploi expérimental

Les marmousets présentent une facilité de régie qui n’est effective que si des mesures

de précautions a 'emploi des PNH sont prises.

Dans le cadre de détention en animalerie, les marmousets sont a apparier au minimum
par deux au sein d’'une cage (121). Les groupes sont alors formés d’individus de genre
et de statut social compatibles avec une cohabitation paisible. Cette disposition offre
la possibilité a cette espéce sociale de pouvoir exprimer une partie importante de ses
comportements sociaux. De plus, il est préférable de placer les cages des marmousets
cbte-a-cbte et/ou en face avec la possibilité pour chacun de pouvoir communiquer

visuellement et vocalement avec d’autres individus (121).

Concernant l'alimentation, les marmousets regoivent quotidiennement une ration
adaptée a leur besoins, mise a disposition de maniere libre et de I'eau ad libitum (111).
Des restrictions alimentaires sont a imposer uniquement lors de la réalisation
d’anesthésie générale en vue d’opérations chirurgicales, d’examens d’imagerie et

éventuellement d’évaluations comportementales (122).

Une surveillance de I'état de santé générale est réalisée quotidiennement a bi-
guotidiennement par le personnel zootechnique. Et un contrdle clinique, voire
paraclinique si nécessaire, est réalisé régulierement par le vétérinaire référant du

laboratoire.
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4.1.4 Avantages du modéle marmouset dans I'évaluation de déficits moteurs
d’origine cérébrale

En comparaison au rat, le marmouset présente un ratio substance blanche/substance
grise élevé, proche de 'lhomme, et un cerveau de taille 4 fois supérieure a celle du rat

(Figure 17).

Marmouset Souris

Figure 17 Comparaison anatomique entre ’lhomme, deux autres espéeces de primates (macaque,

marmouset) et une espéce de rongeur (souris). Adaptée de (20).

Par ailleurs, de nombreuses similitudes existent entre le systéeme moteur des
marmousets et celui de 'lhomme. Ainsi, Walker et al. ont permis de mettre en évidence
une organisation générale des aires motrices corticales conservée entre les
marmousets, les hommes et les macaques (116), a commencer par le cortex moteur

primaire (M1, aire 4) (Figure 18).

Cortex moteur primaire

A Cortex moteur primaire B ol
aire

(aire 4)

Figure 18 Carte des aires corticales chez le marmouset (A) et 'homme (B). L’'organisation corticale
et la répartition du cortex moteur primaire (M1 ou aire 4 de Brodmann) chez 'homme et le marmouset

sont semblables. (a, c) Face latérale du cortex cérébral, (b, d) face médiale du cortex cérébral. Adapté de
(19, 115).
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Par ailleurs, malgré une variation interindividuelle, le marmouset présente une
organisation somatotopique de M1 comparable a celle de ’'homme. Les muscles des
membres pelviens, axiaux (cou, tronc, queue), des membres thoraciques et de la face

sont représentés de la face médiale vers la face latérale de M1 (Figure 19).

HL EL s

nembre pelvien nembre thoracique Face

Figure 19 Organisation somatotopique du cortex moteur primaire chez le marmouset. La
représentation des muscles des membres pelviens, des membres thoraciques et de la face est
représentée sur M1 avec une disposition medio-latérale. Cette organisation somatotopique chez le

marmouset se retrouve chez 'lhomme. Réalisation personnelle, illustrations extraites de (123).

Enfin, les fibres des voies descendantes reliant M1 aux motoneurones spinaux
subissent également une décussation. Les mouvements des muscles d’'un hémicorps

sont donc bien initiés par les territoires corticaux (M1) controlatéraux (124).

L’ensemble de ces caractéristiques, complété par celles de I'anatomie cérébrale
structurelle et fonctionnelle, font du marmouset un modéle animal adéquat pour

I'exploration de déficits moteurs d’origine cérébrale (20, 115).
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4.2 Malonate : modéle de lésion cérébrale

Dans le cadre de I'étude, les Iésions induites par 'AVC ischémique doivent pouvoir
étre simulées de maniere fiable afin de pouvoir valider la stratégie thérapeutique

proposée.

Le modele AVC utilisé ici repose sur I'injection de malonate. Ses modalités d’action

sont rapportées dans les parties suivantes.

4.2.1 Données moléculaires

Le malonate est un composé acide dicarboxylique, servant de substrat a 'enzyme
malonyl-CoA synthétase (ACSF3), synthétisant la coenzyme malonyl-CoA, au sein du
métabolisme mitochondrial des mammiféres. Cette coenzyme est un composé majeur,

impliqué dans la synthése et 'oxydation des acides gras (125).

4.2.2 Propriétés chimiques

Le malonate est un inhibiteur compétitif réversible de I'enzyme succinate
déshydrogénase (SDH) (126, 127). Cette derniére est une enzyme mitochondriale et
participe a la respiration cellulaire synthétisant I'énergie cellulaire, sous forme d’ATP
(adénosine triphosphate) (128). Intégrée a la chaine de transfert des électrons, la SDH
intervient plus précisément dans le cycle de Krebs et les voies de phosphorylation
oxydative (129), ou elle oxyde le succinate en fumarate (126) (Figure 20). Cependant,
certaines substances, telles que le malonate qui est un analogue structural du

succinate, peuvent aussi se fixer a 'enzyme et 'inactiver (130).
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Figure 20 Fonction oxydative de la succinate déshydrogénase. Les sous-unités de la SDH (A-D)
forment le complexe Il de la chaine de transfert des électrons. Le succinate, intermédiaire du cycle de
Krebs, est oxydé en fumarate. Les électrons et les hydrogénes sont transférés a une co-enzyme (QH>),

intervenant dans les mécanismes antioxydants (clairance des ROS). Inspiré de (126).

En interférant avec les mécanismes de la respiration cellulaire, le malonate exerce
donc un déficit énergétique, a I'origine d’effets cytotoxiques (14). En effet, a I'instar des
mécanismes physiopathologiques de I'ischémie, la déplétion en ATP engendrée par
l'inhibition de la SDH induit une dépolarisation membranaire a long terme des cellules,
a l'origine d’'une accumulation d’acides aminés excitateurs (glutamate, GABA) (131).
Ceci favorise donc le phénomeéne d’excitotoxicité secondaire via la suractivation des
récepteurs NMDA (132). L'entrée massive de calcium Ca?" dans I'espace
intracellulaire (133), entraine avec elle, 'augmentation de I'eau intracellulaire,
responsable de la turgescence et potentiellement de la mort de ces cellules. A cela,
s’ajoute également I'activation d’enzymes protéolytiques lors de 'augmentation de la
concentration intracellulaire de Ca?* (16). Ce sont ainsi autant de mécanismes menant

a la mort neuronale et gliale (134).

De plus, ces altérations métaboliques sont renforcées par la défaillance du systéme
anti-oxydant des mitochondries, le glutathion (GSH), ou encore la coenzyme
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH/NAD+) (135). Ainsi, en présence de
malonate, provoquant une augmentation des ROS, et une réduction de la synthese
des composants anti-oxydants, un stress oxydatif survient et peut étre a l'origine de la
mort des cellules (127, 135, 136).
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4.2.3 Méthode non vasculaire de Iésions cérébrales

Les modéles vasculaires d’AVC ont montré leur preuves, comme ceux, par exemple,
employant la technique de pMCAo0, occlusion mécanique permanent de lartére
cérébrale moyenne chez le modele rongeur (137). Toutefois, I'hnétérogénéité des
Iésions cérébrales induites pousse a adopter de nouveaux modeles, davantage
reproductibles (16, 138).

Au cours des années 1990, quelques modeles lésionnels tentent de mettre en
évidence les effets toxiques du malonate in vitro et in vivo. En 1993, Beal et al. évaluent
les lésions induites suite a des injections intrastriatales de malonate sur un modele rat
(139). lls mettent ainsi en évidence la formation de lésions d’excitotoxicité dose-
dépendants (134).

Si le corps cellulaire est atteint initialement suite a l'inhibition par le malonate, les
axones ne sont pas épargnés par les phénomeénes d’excitotoxicité et de stress oxydatif
(134). De plus, I'évolution des Iésions fait apparaitre des Iésions dont la configuration
est proche du cceur et de la pénombre ischémique, rencontrées lors d’'un AVC (140)

(voir 2. L’accident vasculaire cérébral ischémique).

4.2.4 Validation du modéle malonate

A ce jour, de nombreuses études analysent les effets du malonate sur les neurones
du striatum (131, 134) et plus largement, du systeme dopaminergique nigrostrié (141),
en raison de la sensibilité accrue des neurones dopaminergiques a la déficience
énergétique. Le malonate est alors inclus dans les essais précliniques comme modéle

de lésions cérébrales (maladies neurodégénératives, et AVC).

Le modele d’AVC sur marmouset développé dans le cadre de ce projet s’inscrit dans
la continuité des travaux de recherches entrepris par Loubinoux et al. (12, 13, 142). Le
modeéle de lésion cérébrale choisiici repose sur l'utilisation du malonate, dont les effets
ont été évalués sur le long terme. Il a ainsi été validé, tout d’abord, sur un modele
rongeur (Rattus norvegicus, rat) (142) avant d’étre transposé pour la premiére fois sur
un modele de PNH (Callithrix jacchus, marmouset), en 2015 (12, 143). Le protocole

expérimental initial a été mis en place par Demain et al. (2015). Il consistait en la
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réalisation d’une injection stéréotaxique de malonate au niveau de M1, controlatéral
au membre thoracique dominant de chaque marmouset. Dans un premier temps, un
volume de malonate de 4 pL a 3 mol/L a été envisagé pour la réalisation d’une lésion
corticale chez le marmouset (n = 1). Toutefois, si ce volume a été extrapolé a partir de
'étude princeps sur le modele rat (142), cette dose de malonate s’est révélée
insuffisante pour générer une lésion étendue de M1 (0,07 cm?® ), et engendrer des
déficits moteurs associés. Par conséquent, la dose a été ajustée a 8 uL (3 mol/L). Il en
a resulté des lésions suffisamment étendues de M1 et des déficits fonctionnels
conseécutifs. Un animal contrble négatif a regu une injection stéréotaxique intracorticale
de PBS (solution tampon) a un volume identique (8 uL). L’évaluation clinique des
déficits fonctionnels a été réalisée par le biais de tests comportementaux : le
«dynamometric pull test » (DPT) pour I'évaluation de la force de traction, et les tests
de staircase pour I'évaluation de la préhension et de la dextérité. De plus, une
évaluation sensorimotrice est établie par le biais d’'une échelle neurologique. Enfin, le
site de lésion induite par le malonate est caractérisé par le biais d’examen d’imagerie
(IRM, in vivo), et d’analyses histologiques (immunohistochimie, post-mortem). Les
résultats montrent ainsi I'apparition de Iésions cérébrales focales de volume important
(0,31 £ 0,07 cm3, n = 11), a l'origine de déficit de force et de dextérité du membre
thoracique controlésionnel. Les examens d'IRM permettent de confirmer la présence,
la localisation de la Iésion cérébrale, I'étendue du volume Iésionnel et son évolution au
cours du temps. De plus, les analyses immunohistochimiques permettent de
caractériser les lésions induites : Iésion cavitaire, atrophie hémisphérique, corticale et
du noyau caudé, destruction axonale et dégénérescence wallérienne a distance du
site d’injection. Une certaine corrélation est établie entre les structures cérébrales
atteintes et la sévérité des déficits moteurs. De plus, ces derniers sont évaluables dés
48 heures post-lésion et persistent jusqu’a 3 mois, minimum, associés a une

récupération fonctionnelle spontanée (12, 143).

Concernant la dose de malonate, celle-ci doit étre déterminée sommairement selon
deux criteres. Le premier renvoie a la concentration de malonate permettant de
déplacer le point d’équilibre des concentrations du malonate et du succinate, en
favorisant la fixation préférentielle du malonate a la SDH. De plus, les Iésions induites
par le malonate sont doses-dépendantes (134, 144). Par conséquent, il est

indispensable d’administrer une dose suffisante pour induire une altération
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fonctionnelle (12), en incluant le phénomene de clairance physiologique du malonate

a l'origine de la réversion des effets recherchés.

En somme (144), le malonate est considéré comme un modéle fiable de Iésions
cérébrales (12, 13, 132) pour I'évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques. La
procédure est peu invasive et simple. Et les lésions cérébrales associées sont

reproductibles, quantifiables, et persistantes en phase chronique.

5 Meéthodes d’évaluation structurelle et sensorimotrice
5.1 Imagerie cérébrale : Imagerie par Résonance Magnétique

5.1.1 Fonctionnement général

Les technologies d’'imagerie ont permis de réaliser de nombreux progrés dans le
domaine de la recherche et de la médecine. Suite a la tomodensitométrie, utilisant les
rayons-X, il a été possible d’étudier le SNC a l'aide de l'imagerie par résonance
magnétique (IRM) (16), reposant sur les principes de la résonance magnétique
nucléaire (RMN) (145). Plus précisément, les techniques non invasives d’IRM reposent
sur les signaux émis par les protons de I'eau lorsqu’ils sont exposés a un champ
magnétique (champ radiofréquence) (145). Les images obtenues apparaissent alors
en nuance de gris, selon la densité de protons caractérisant les tissus (substance
blanche et substance grise) et selon les caractéristiques des spins (moment cinétique)
du tissu (16).

Dans I'ensemble, les techniques d’'IRM permettent de mettre en évidence les
différentes caractéristiques structurales et fonctionnelles du tissu nerveux (31), avec
une résolution élevée selon les paramétres d’acquisition (16). Ce sont les anomalies
de couleurs et de formes au sein d’'une structure, induisant un contraste plus ou moins
prononcé, qui permettent d’identifier la présence d’une Iésion cérébrale (hémorragie,

infarctus, tumeur) (16).
5.1.2 Intéréts dans I’évaluation Iésionnelle de 'AVC

Chez ’lhomme, une suspicion clinique est faite avant tout diagnostic d’'un AVC
ischémique. Elle est appuyée sur lidentification d’'un déficit fonctionnel focal ou

asymeétrique d’apparition suraigué (hémiparésie, aphasie, héminégligence spatiale,
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etc.) (31). En milieu hospitalier, le diagnostic de certitude se fait ensuite de maniere
précoce par imagerie cérébrale (IRM) (2), avec des anomalies détectables des les
premieres minutes suivant 'AVC (146). La Haute Autorité de la Santé (HAS)
recommande alors la réalisation systématique de séquences IRM pondérées en
diffusion, T2*, Flair, angiographie en temps de vol ou time-of-flight (TOF) (Figure 21)
(147). La neuroimagerie doit permettre de remplir certains objectifs, tels que (147): (1)
confirmer l'infarctus, préciser sa localisation et son étendue, (2) localiser le siege de
I'occlusion artérielle, (3) rechercher les causes de l'infarctus, (4) évaluer I'étendue de

la pénombre ischémique.

Dans les cas fréquents d’infarctus au niveau de I'artere cérébrale moyenne (ACM), un
score ASPECTS (Alberta Stroke Program Early CT Score) peut également étre
attribué (147). Ce dernier est relatif a I'étendue de la Iésion cérébrale au niveau des
territoires desservis par 'ACM (score de 10 : aucune atteinte ; score de O : atteinte
ischémique généralisée a tout le territoire considéré). Le score ASPECTS conditionne
notamment la prise en charge. Toutefois, ce systéme reste imprécis et incomplet. Par
conséquent, une évaluation du volume lésionnel par des méthodes de quantification

semi-automatique y est donc souvent associée.

Figure 21 Séquences IRM (en diffusion, FLAIR, T2* angiographie en temps de vol) incluses dans

un protocole classique d’urgence en médecine humaine. (A) La séquence en diffusion permet de
visualiser la lésion cérébrale, de maniere précoce, par rapport a la (B) séquence en FLAIR. Cette
derniére permet de confirmer une modification du flux artériel du territoire atteint (C) La séquence T2*
permet l'estimation de I'étendue du thrombus ou de I'hémorragie. (D) L’angiographie confirme
I'occlusion artérielle. Adapté de (147).

Par ailleurs, au-dela de sa valeur diagnostique, la neuroimagerie permet de réaliser

I'évaluation et le suivi de l'intégrité des tissus cérébraux au cours du temps.
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Ainsi, dans le cadre du présent projet, cet outil de neuroimagerie fournit de nombreux
avantages a son utilisation. Tout d’abord, il s’agit d’'une technique accessible, non
invasive, et réalisable in vivo. De plus, peu de limitations s’opposent a son recours
chez I'animal a I'exception de celles imposées par les contre-indications a I'anesthésie
générale. Par conséquence, I'IRM s’accorde avec un suivi paraclinique a long terme.
Elle tendrait a se rendre indispensable en I'absence d’autres techniques accessibles
pour le suivi structural du SNC in vivo, a savoir : détermination du volume Iésionnel,
évaluation des lésions dégénératives primaires (tissus lésés) et secondaires (tissus a
distance), établissement de liens de corrélation Iésion-clinique. Par ailleurs, cité
précédemment, 'IRM est I'examen de choix dans le cadre du diagnostic et de
I'exploration d’'un AVC chez le patient. Dans le cadre de cette étude préclinique ayant
pour ambition d’évoluer vers un essai clinique, 'IRM permet donc de s’approcher au
mieux des démarches cliniques usuelles, actuellement en place dans le domaine

hospitalier.
5.2 Tests comportementaux : protocoles hospitaliers en médecine humaine

Par ailleurs, I'évaluation quantitative de I'état d’'un patient victime d’'un AVC est réalisée
par le biais de tests ou d’échelles neurologiques. Elle permet ainsi de renforcer le
diagnostic, d’apporter les éléments de sévérité et d’évolution de I'ischémie cérébrale

et d’orienter les modalités de prise en charge du patient (2).

De nombreuses échelles d’évaluation sont actuellement disponibles. Cependant
I'utilisation d’'un nombre restreint est recommandé par 'HAS afin de standardiser la

prise en charge des patients (2).
Parmi ces tests et échelles, I'on retrouve (2) :

- Le score National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) : il permet
'évaluation de la sévérité de 'AVC. Le score est compris entre 0 (patient
normal) et 42 (gravité maximale).

- Le Score de Rankin modifié (mRS) : il permet I'évaluation de la sévérité des
déficits fonctionnels, en définissant le degré d’autonomie/dépendance du
patient en période post-infarctus. Le score est compris entre 0 (absence de
symptdmes) a 6 (décés). Au cours des essais cliniques, il est possible d’évaluer

I'effet d’'une stratégie thérapeutique a l'aide de I'’échelle mRS. Le succés d’un
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traitement est considéré lorsqu’une indépendance fonctionnelle est retrouvée,
associée a un score mRS compris entre 0 et 2 (31).

- Index de Barthel : ce test permet I'évaluation de I'indépendance fonctionnelle
du patient. Le score est compris entre 0 (état grabataire), 60 (dépendance
modérée, retour au domicile envisageable), et 100 (indépendance complete)
(148).

- European Stroke Scale (ESS) : cette échelle neurologique permet de définir
la sévérité de l'ischémie cérébrale et d’estimer I'évolution dans le cas d’un AVC
au niveau de I'ACM. Le score est compris entre 0 (sévérité maximale,

dépendance fonctionnelle) et 100 (absence de symptémes) (149).

Les fonctions motrices des membres supérieurs chez 'lhomme doivent faire I'objet
d’'une attention particuliére, en ce qu’elles constituent le facteur impactant le plus la
qualité de vie et la dépendance fonctionnelle des patients victimes d’AVC. Notamment,
la dextérité, la force et la coordination peuvent étre séverement détériorées. Ainsi, de
maniére translationnelle, il est nécessaire d’établir des protocoles d’évaluation
fonctionnelle sur modéles animaux permettant d’apprécier les déficits moteurs et leur
évolution (récupération, dégradation) (64), et pouvoir estimer I'efficacité de la stratégie

thérapeutique étudiée (37).

5.3 Tests disponibles en expérimentation animale

A ce jour, de nombreux tests d’évaluation fonctionnelle sont proposés dans le cadre
de modeéle AVC chez le PNH. Les tests comportementaux doivent étre inclus dans le
protocole d’étude comme un outil complémentaire des examens d’imagerie (IRM

structurale) et des analyses immunohistochimiques (150).

Pour une majorité, les tests proposeés respectent les qualités de dispositifs écologiques
vis-a-vis des animaux les exploitant. De plus, un nombre croissant de tests tente de
limiter les contentions des animaux et converge vers les préceptes éthiques de
'expérimentation animale. Les marmousets sont réputés, en particulier, pour étre

aisément sujets au stress lié a leur environnement (nouveaux opérateurs ou
dispositifs) (151).
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5.3.1 Test de stimulation tactile

Ainsi, en 1992, Annett et al. proposent un test équivalent au Von Frey hair test (152)
(modéle rongeur) adapté a son utilisation chez le marmouset, plus particulierement
dans un modéle de maladie de Parkinson (153). Ce test permet d’identifier des déficits
sensoriels en fonction de la réponse motrice fournie a la suite d’'un stimulus tactile
cutané. Ce dernier est réalisé par le biais d’un pinceau au niveau de la région du corps
a tester, en prenant soin d’intervenir en dehors du champ visuel de l'individu. Chaque
partie du corps est généralement soumise a 3 tentatives. Un score entre 0 (aucune

réponse) et 2 (réponse marquée) est attribué a chacune des tentatives (154).

Toutefois, si ce test de stimulation tactile permet d’établir la présence d'un déficit
somatosensoriel a la suite d’'une neurolésion, il semble manquer de sensibilité. En
effet, suite a plusieurs séances d’entrainement, les marmousets montrent une moindre
propension a répondre, en I'absence ou présence de déficits sensorimoteurs (151,
153).

5.3.2 Extinction tactile

Une alternative a ce test, le « marquage adhésif » ou « extinction tactile » (153),
consiste en la fixation d’'un morceau de ruban adhésif sur une partie du corps de
'individu, de maniére bilatérale puis laisser l'individu dans la cage, ou un retrait
volontaire est attendu. Ce test permet d’évaluer, en particulier, les déficits
sensorimoteurs chroniques. Le temps de latence, entre le retour en cage et le retrait
du ruban adhésif est mesuré. Un score selon l'intensité de la réponse (absence de
réponse, réponse modérée ou réponse marquée) est la aussi attribué a chaque essai.
Ce test repose sur la notion d’extinction, c’est-a-dire la capacité a percevoir un stimulus
seul mais a ne plus le percevoir lorsqu’un autre stimulus est réalisé simultanément
(155). Il permet ainsi de révéler la présence éventuelle d’'une héminégligence
sensorimotrice, caractérisée par une diminution ou l'absence d’utilisation de

I'hémicorps controlésionnel (156).
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5.3.3 Grip test

Par ailleurs, le « grip test » ou « test de préhension » permet d’évaluer les réflexes de
saisie et la force musculaire des membres thoraciques (et pelviens) (151). Ce test est
fréquent en expérimentation. Une adaptation pour une utilisation chez le marmouset a
été proposée par Virley et al. en 2004 (157). Le test consiste en la proposition d’un
pinceau ou d’un stylo a I'individu. Chaque membre est testé a plusieurs reprises (2 a
3 fois). Un score entre 0 (aucune saisie) et 2 (forte saisie et résistance a la traction)
est attribué a chaque tentative et pour chaque membre. Une amélioration de ce test
est possible par élaboration d’un dispositif relié a un dynamometre (12), quantifiant la
force motrice des membres thoraciques lors de 'action de traction. Toutefois, quel que
soit le dispositif employé, ce test reste fortement dépendant de la motivation de
l'individu, stimulée au mieux par la mise a disposition de récompenses alimentaires
(Figure 22) (12, 13, 151).

Dispositif fixé
a la cage

Fente (marmouset)

Poignée

Distributeur de
récompenses

Dynamometre

Figure 22 Dispositif du grip test ou test de préhension. Il permet d’évaluer la capacité de
préhension et la force motrice des membres thoraciques chez le marmouset dans un modéle de Iésion
cérébrale. Le dispositif est doté d’'une poignée que le marmouset saisit. Cette poignée est associée a
un distributeur de récompenses alimentaires (billes de pain d’épice), enclenché lors de la traction de la
poignée. Enfin, cette derniére est reliée a un dynamomeétre par le biais d’un ressort, permettant
I'évaluation quantitative de la force de traction des membres. L’évaluation se fait de maniéere

individuelle sur chague membre. Images extraites de (13).
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5.3.4 Tache de récupération d’objets contrainte par des déviations

D’autres dispositifs permettent I'évaluation de la motricité des membres antérieurs
chez le PNH. En 2016, McEntire et al. ont notamment développé un systeme
comportemental d’évaluation de la motricité fine, de la coordination manuelle et des
fonctions cognitives sur un modéle d’AVC chez le grivet d’Afrique (158, 159). Ce
systéme comprend des taches de récupération d’objets contraintes par des déviations
(ORTBD, object retrieval task with barrier-detour). Il s’agit d’'une adaptation du
dispositif développé par Taylor et al. en 1990 (160). Pour la réalisation des taches, les
primates sont disposés face a une boite de plexiglass au sein de laquelle se trouve
une récompense alimentaire. L’accés a cette derniére est soumis a des niveaux de
difficulté accrue, générés par l'orientation de la boite et le type de déviation contrainte
par la main de l'individu lors de la phase de récupération. Le score de performances
est noté a partir de trois points incluant (1) la capacité de récupération des
recompenses dans les différents niveaux de difficulté, (2) le choix du membre

thoracique utilisé, (3) et I'issu de la récupération de la récompense (succes ou échec)

(Figure 23).
B
(Mt gauche |- IR
C
' ' ' ’ marmouset
I 717 B Dt T e dispositif
N I N =
) T boite en
plexiglass
>

Niveaux de difficulté croissante

Figure 23 Dispositif d’évaluation cognitive et motrice établi par Taylor et al (1990). Le systeme
ORTBD (object retrieval task with barrier-detour) permet notamment I'évaluation de la dextérité chez un
modéele de PNH. Le marmouset est présenté devant une boite de plexiglass contenant une récompense.
Le dispositif est concu de sorte a permettre son emploi par les deux membres thoraciques, droit (A) et
gauche (B), de maniére individuelle. (C) La disposition et I'orientation de la boite permettent de définir

des niveaux de difficulté différente. Mt : Membre thoracique. Réalisation personnelle, images adaptées de (158).
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La sensibilité du dispositif est satisfaisante (159). Toutefois, a nouveau, les scores
comportementaux sont a confronter aux résultats des examens d’imagerie et des

analyses immunohistochimiques.

5.3.5 D’autres tests

Bien d’autres méthodes d’évaluation sensorimotrice chez le marmouset sont
proposées. Parmi elles, I'on retrouve les échelles neurologiques, et les dispositifs
« d’escalier » ou « staircase » vallée et colline (161) qui ont été retenus pour ce projet.
lls seront présentés dans la partie expérimentale (voir Partie Il : A. Marmouset : modéle

animal).

6 Le systeme nerveux entérique

6.1 Systeme nerveux entérique

Les prémisses de connaissances concernant le systeme nerveux entérique (SNE)
remonteraient aux travaux de Starling et Bayliss, en 1899, décrivant les mécanismes
d’innervation de l'intestin gréle (162). Les différentes caractéristigues du SNE seront
dévoilées progressivement, au cours des décennies qui suivent. Une nouvelle

discipline associée se créée alors, la neurogastroentérologie (163).

6.1.1 Anatomie

Le SNE constitut 'un des systémes nerveux les plus étendus et complexes du systeme
nerveux périphérique (SNP) (164). L’activité du SNE demeure indépendante du SNC
(165) (Figure 24).
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Figure 24 Organigramme des systémes nerveux. Le systéme nerveux entérique (SNE) fait partie

‘ Systéme nerveux ‘

d’'une des divisions du systéme nerveux périphérique (SNP). Plus précisément, la subdivision motrice
du SNP se ramifie en systéme nerveux somatique (activité volontaire) ou autonome (activité
involontaire). Ce dernier comprend le systéme nerveux sympathique, parasympathique et entérique

(166). Réalisation personnelle (BioRender ©).

Toutefois, le SNE s’approprie des caractéristiques structurelles et fonctionnelles
proches de celles du SNC (164). Tout comme le SNC, il est composé de deux grands
groupes de cellules, les neurones (NE) et les cellules gliales entériques (CGE) (167).
Ces cellules sont regroupées sous forme de ganglions entériques, interconnectés.
L’ensemble constitut les réseaux intrinséques de neuroglie du tractus gastro-intestinal
(167), dont les deux principaux réseaux continus sont : le plexus myentérique et le
plexus sous-muqueux (167, 168). Le plexus myentérique ou « plexus d’Auerbach » est
le plus étendu, localisé entre la couche musculaire circulaire et longitudinale, et
parcourant l'intégralité du tube digestif (de I'cesophage au sphincter anal interne)
(167). Quant au plexus sous-mugueux ou « plexus de Meissner », ce dernier est moins
étendu. Il est situé entre la couche musculaire circulaire et la sous-muqueuse
intestinale, et est localisé principalement au niveau de l'intestin gréle et du gros intestin
(167, 169) (Figure 25).
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Figure 25 Représentation schématique du systéme nerveux entérique. Les neurones et cellules
gliales entériques sont regroupés en ganglions au sein de deux plexus principaux : le plexus sous-

mugqueux (interne) et le plexus myentérique (externe). Adapté de (170).

Les plexus se distinguent également par la densité de leurs structures neuronales et
gliales. Le plexus sous-muqueux présente moins de neurones par ganglion et in toto
mais également des connections interganglionnaires plus éparses que le plexus
myentérique (164, 167, 170) (Figure 26).

Plexus myentérique

Plt‘XllS sous-muqueux

Figure 26 Analyse immunohistochimique du plexus myentérique et du plexus sous-muqueux
chezlerat. Les cellules gliales entériques (CGE) (rouge) sont identifiées par le marqueur cytoplasmique
S100B. Les neurones entériques (NE) (vert) sont identifiés a l'aide du marqueur nucléaire Hu. La
superposition des images d'immunomarquage (sup) permet de révéler la structure ganglionnaire des
plexus. Les ganglions entériques sont connectés par le biais de fibres interganglionnaires. La structure
du plexus myentérique apparait plus dense que celles du plexus sous-muqueux. Barre d’échelle : 100 pm.
Adapté de (163).
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Chez certaines espéces de mammiferes, le nombre de plexus entériques peut s’élever
a plus de neuf, tel que chez ’'homme (163). Toutefois, le nombre de plexus principaux,
dominant par leur composition en neurones et en glie et par leur importance dans les
fonctions digestives, se maintient a deux, avec le plexus myentérique et le plexus sous-
mugqueux (164, 169, 171).

6.1.2 Organogenese

Au cours de 'embryogenése chez les vertébrés, la mise en place du SNE est initiée
par I'invasion du mésenchyme de I'cesophage par les précurseurs entériques dérivant
des cellules de la créte neurale (CCN), appelées cellules pré-entériques de la créte
neurale (PENCC) (168). Par la suite, ces derniéres migrent dans le sens rostro-caudal
du tube digestif et colonisent la région myentérique. Quelques jours plus tard, elles
subissent une migration radiale en direction de la région sous-muqueuse du tractus
gastro-intestinal. Les précurseurs dérivant de la créte neurale rostro-troncale
colonisent I'cesophage et I'extrémité proximale de I'estomac (164, 172). Ceux de la
créte neurale vagale colonisent la majorité du tractus intestinal (164, 169). Enfin, ceux

de la créte neurale sacrale colonisent la partie distale de I'intestin (173) (Figure 27).

A ce stade, les pENCC deviennent ainsi les cellules entériques de la créte neurale
(ENCC) (174). Ces derniéres proliferent et effectuent une derniére migration rostro-
caudale, afin de coloniser l'intégralité du tube digestif de maniére uniforme (175).
Durant cette phase, un pool de ENCC initient de maniére simultanée la différentiation
neuronale et gliale (165). L'ontogenése du SNE se cléture par la configuration des
cellules en ganglions entériques interconnectés (165, 167) et la formation de circuits

neuronaux (168).
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Figure 27 Migration des progéniteurs de la créte neurale lors de I’embryogenése. Les progéniteurs
de la créte neurale (pENCC) migrent vers le tube digestif depuis le niveau vagal (vert, rouge) et sacral

(175) (violet). Adapté de (166).

Le développement normal du SNE est assuré par de nombreuses molécules
régulatrices (166, 176, 177), dont le facteur de transcription Sox10 et le récepteur
tyrosine kinase RET (166). Lors de I'embryogenése, I'expression de Sox10 par les
ENCC est nécessaire pour leur survie et le maintien de leur multipotence, entre autres
(166). Quant a RET, ce dernier est un récepteur des facteurs neurotrophiques dérivant
de la lignée cellulaire gliale (GDNF) (165, 166). Ce dernier est indispensable au
chimiotactisme des ENCC le long et en profondeur de la paroi du tube digestif (178).
De plus, il intervient comme signal de prolifération (178) et de différentiation neuronale

des précurseurs entériques (165), et dans la survie neuronale (173, 179).

De nombreuses études in vitro ont permis de mettre en évidence la modulation de
I'expression du facteur de transcription Sox10 et du récepteur RET par les progéniteurs
entériques (9) lors de leur différentiation. En substance, la régulation négative de
I'expression de Sox10 et le maintien de celui de RET favorisent la formation des NE
(Sox-/Ret+) et celle des différents sous-types neuronaux. A contrario, le maintien de
I'expression de Sox10 et la régulation négative de I'expression de RET promeuvent la
formation de CGE (Sox10+/Ret-) (166, 180).
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6.1.3 Physiologie et fonctions

Le SNE n’est pas un systéme isolé structurellement et fonctionnement. Il entretient de
nombreuses interactions dynamiques avec les composants des autres systemes
nerveux, mais également avec |'épithélium intestinal, le microbiote, les cellules
musculaires, endocriniennes, endothéliales et immunitaires, entre autres (171, 181)

(Figure 28).
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Figure 28 Interactions entre le systéme nerveux entérique et les autres structures digestives.
(A) Schéma en coupe longitudinale de [lintestin gréle. L’épithélium présente de nombreuses
invaginations, appelés vili, marqués par des cryptes en profondeur. (B) Schéma en coupe du colon. (A,
B) Le tractus gastro-intestinal regoit une innervation intrinséque composée des neurones et cellules
gliales intraganglionnaires du plexus sous-muqueux (jaune) et myentérique (orange). (C) Analyses
d'immunofluorescence d’'une couche longitudinale de colon. Le marqueur DAPI permet le repére des
cellules (bleues, cellules épithéliales), Le marqueur HUC/D permet d’identifier les neurones (verts) et
PGP9.5, les prolongements neuronaux (magenta). (D) Section longitudinale d’un ganglion (cercle jaune)

issu du plexus myentérique. Barre d’échelle : 50 um. ICC : cellule interstitielle de Cajal, CGE : cellule gliale entérique,
SNE : systéme nerveux entérique. (1) Adapté de (181).
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Le tractus gastro-intestinal réalise de nombreuses fonctions indispensables a la vie,
telles que la digestion, I'absorption, la sécrétion, les mouvements péristaltiques, et
I'émonctoire (164, 165, 171). Pour cela, le tractus est sous le contrble d’'une double
innervation. Une premiére innervation est dite innervation intrinséque, et établie par
les neurones et les cellules gliales du SNE. Une seconde innervation ou innervation
extrinseque est réalisée par les neurones du systeme sympathique et
parasympathique (via le nerf vague et le nerf pelvien), entre autres (171, 173) (Figure
29).
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Figure 29 Innervation extrinséque du tractus digestif. Cette innervation extrinséque est composée

du systéme sympathique et parasympathique (via le nerf vague et le nerf pelvien). Réalisation personnelle,
illustration adaptée de (182).

6.1.4 Composition cellulaire : neurones et glie

Au sein du SNE, il existerait prés de 15 types de neurones au niveau de I'intestin gréle,
et prés d’'une vingtaine au niveau du gros intestin chez 'homme (171). Les NE sont

regroupés en 3 grandes catégories différentes de neurones : les neurones afférents
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primaires intrinseques (IPAN), les interneurones, et les neurones intestinofugaux
(IFAN). Les IPAN régulent I'état de la lumiére intestinale et 'homéostasie de la paroi
du tube digestif (168). Les interneurones réalisent I'interface entre les NE des différents

ganglions. Enfin, les IFAN contrélent I'activité des couches musculaires (168).

Par ailleurs, le SNE inclut une population de CGE, qui domine en nombre la population
de NE (183). Par exemple, chez 'homme, le nombre de CGE est environ 7 fois plus
important que celui des NE (167). Cette observation reste valable chez d’autres
especes de mammiféres (184, 185).

Au sein des ganglions entériques, les NE et les CGE présentent des contacts
membranaires étroits (186) et forment un ensemble cohérent en I'absence de cellules
cohésives ou de fibres de collagéne, comme observés au sein des autres parties du
SNP. Ces caractéristiques font ainsi écho a celles du SNC entre les neurones et les

astrocytes (164) (Figure 30).

B
Cellules gliales entériques - Neurones

Figure 30 Comparaison entre configuration des astrocytes et des cellules gliales entériques chez
un modeéle rongeur. Les cellules gliales entériques intraganglionnaires et les astrocytes partagent des
caractéristiques morphologiques communes. (a) Les astrocytes du SNC (vert), identifiés par le
marqueur GFAP, présentent une morphologie en étoile bordant les cellules neuronales (magenta),
identifiées par le marqueur NeuN. (b) Les CGE du plexus myentérique (vert), identifiées par le marqueur

GFAP, sont également disposées autour des NE (magenta), identifiés par le marqueur Hu. Barre d’échelle :
20 um. GFAP : Glial Fibrillary Acidic Protein (protéine acide fibrillaire gliale). Adapté de (187).
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6.2 Les cellules gliales entériques

6.2.1 Unicité du type cellulaire

C’est en 1899 que Dogiel observe et décrit pour la premiére fois les CGE. Pourtant, il
aura fallu plusieurs décennies avant de voir fleurir un intérét particulier pour ces
cellules dans le monde de la recherche. C’est notamment le cas des travaux de
Gabella (1972) (184). Les CGE étaient initialement définies comme des cellules de
Schwann (177). Mais Gabella établit enfin l'unicité des CGE en 1972 (183, 184). Les
CGE sont dorénavant reconnues comme distinctes phénotypiquement et
fonctionnellement de toutes les autres cellules gliales connues (184) (Figure 31).
Toutefois, elles n’excluent pas de présenter une combinaison particuliere de
caractéristiques partagées avec les cellules de Schwann, les astrocytes, les

oligodendrocytes et, étonnamment, les neurones (188) (Figure 31).

Astrocyte , Oligodendrocyte
Cellule gliale
entérique
Cellule de
Neurone
Schwann

Figure 31 Profil transcriptionnel des cellules gliales entériques. Les CGE partagent des
caractéristiques morpho-fonctionnelles avec le phénotype neuronal et ceux des cellules gliales du SNC

(astrocyte, oligodendrocyte) et du SNP (cellule de Schwann). La représentation n’est pas a I'échelle.

Réalisation personnelle, inspiré de (170).

6.2.2 Types et localisations

De récentes études ont permis de mettre en évidence la plasticité et I'hétérogénéité
des CGE. Celles-ci proviennent d’'un unique pool de cellules de la créte neurale (168).
Pourtant, ce sont les conditions de leur micro-environnement qui déterminent le
phénotype de chacun des types et sous-types de CGE (172). De plus, grace a
l'identification du profil d’expression de marqueurs cellulaires et du profil d’activité, il a

été possible de caractériser plusieurs sous-populations de CGE (189).
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Ainsi selon leur localisation et leur morphologie, les CGE sont regroupées en 4 types
différents (187, 189). En 1994, Hanani et Reichenbach décrivaient le type |
intraganglionnaire ou « glie entérique protoplasmique » et le type Il ou « glie entérique
fibreuse », localisée au sein des faisceaux de fibres nerveuses (190). En 2012,
Gulbransen et Sharkey démontraient I'existence de deux autres types de CGE, le type
lIl ou « glie entérique muqueuse », localisé au niveau de I'espace sous-épithélial, et le
type 1V ou « glie entérique intramusculaire », étroitement lié aux fibres nerveuses des
couches musculaires (Figure 32). Toutefois, dans un souci de cohérence, Gulbransen
et Sharkey proposent une classification des CGE en lien de préférence avec leur
localisation au sein du tube digestif. Ainsi, 'on parlera de la glie entérique du plexus
myentérique (CGEpwm), la glie du plexus sous-muqueux (CGEpswm), la glie de la

muqueuse (CGEmugueuse) €t la glie intramusculaire (CGEmv) (187).

(a) Type | (b) Type Il (c) Type llI (d) Type IV

Figure 32 Les quatre types morphologiques de cellules gliales entériques. (a — d) lllustrations
schématiques (A — D) Observation microscopique (immunomarquage) et modélisation
tridimensionnelle. (a et A) Type | ou «glie entérique protoplasmique » : glie intraganglionnaire
présentant un aspect étoilé, associé a des prolongements cytoplasmiques courts, irréguliers. (b et B)
Type Il ou « glie entérique fibreux » : présente au niveau des faisceaux interganglionnaires. (c et C)
Type lll ou « glie entérigue muqueuse » : sous-épithéliale, présentant de nombreux prolongements
cytoplasmiques longs. (d et D) Type IV ou « glie entérique intramusculaire » : allongée, présente le long

des fibres nerveuses intramusculaires. Adapté de (187, 189).
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A ce jour, aucune donnée confirme explicitement que ces différents types de CGE ont
des roles fonctionnels réellement distincts. Les CGE de type | détiendraient une
fonction intégrative des informations paracrines issues des NE et une fonction
modulatrice de I'activité neuronale au sein du plexus myentérique (191). Les CGE de
type Il et Il pourraient refléter un phénotype davantage immature (189). L’expression
de récepteurs, de canaux transmembranaires ou encore la combinaison de marqueurs
cellulaires sont également des points de divergence entre les différents types de CGE.
Toutefois, malgré cette variabilité morphologique, les CGE demeurent une population
cellulaire qui semble globalement homogéne sur le plan moléculaire, physiologique et
fonctionnel (191). Elles seraient dotées d’'un méme pool de fonctions cellulaires

diverses, exprimées en fonction des caractéristiques de leur micro-environnement.

6.2.3 Fonctions physiologiques

Les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale forment une barriere physique,
contrélant le passage de nutriments, de fluides, et limitant les phénomenes de
translocation bactérienne et le passage d’éléments toxiques (163). Les CGE jouent un
réle fondamental dans lintégrité de cette barriére intestinale, en contrélant la
prolifération des cellules épithéliales intestinales (CEI) et leurs adhérences cellulaires
(192).

D’autre part, le tractus gastro-intestinal est soumis a de nombreux stress mécaniques.
Le SNE s’adapte par le biais de variations de I'épaisseur et de la profondeur des
ganglions, entre autres, réalisées par les CGE intraganglionnaires. Ces dernieres
structurent les ganglions au sein des plexus pour le maintien de leur intégrité et celle

des neurones, lors de ces stress physiques (183).

Par ailleurs, les CGE et les astrocytes partagent de nombreuses fonctions. A l'instar
de l'unité neuro-vasculaire du SNC, le tractus digestif présente son homologue
fonctionnel, nommé « unité neuro-glio-épithéliale digestive » (UNGE) (163) (Figure 33).
Dans ce systéme, les CGE s’apparent aux astrocytes et la barriére épithéliale (BEI) se
rapproche de la barriere hémato-encéphalique (BHE) (163). Les astrocytes et les CGE

régissent la perméabilité de leur barriére respective (193) (Figure 33).

79



BHE

Cerveau Astrocyte

““* ¥ Péricyte
;' O e Cellule
" / endothéliale
| : N

Systéeme
nerveux BEI
entérique
Entérocyte
\{?/
| Neurone
i

%i . Glie entérique

Figure 33 Comparaison entre la distribution des astrocytes et celle des cellules gliales
entériques. La barriere hémato-encéphalique (BHE) est formée par les cellules endothéliales, les
péricytes et les terminaisons des astrocytes. La barriere épithélio-intestinale (BEI) comprend la

proximité d’entérocytes, de neurones et de la glie entérique. BHE : Barriére hémato-encéphalique ; BEI : Barriére

épithélio-intestinale. Réalisation personnelle (BioRender ©).

6.2.4 Marqueurs cellulaires spécifiques

De nombreuses cellules entériques partagent des marqueurs en commun, dont la

combinaison particuliere permet d’identifier le phénotype cellulaire (188) (Figure 34).
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Figure 34 Représentation schématique de la différentiation des cellules souches neurales

entériques. Chaque type cellulaire exprime une combinaison spécifique de marqueurs. Adapté de (165).

Chez les mammiferes, les marqueurs des CGE matures et des ENCC les mieux décrits
sont les suivants (194): la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) (195), la protéine S100
de liaison du calcium intra-cytosolique (S100B) (196), et la protéine de liaison des
acides gras de type cérébral (BFABP). L'un des plus fréquemment rencontrés est le
facteur GFAP. Ce dernier est un filament intermédiaire (185) et un marqueur
dynamique des CGE (189). Plus spécifiquement, I'expression du marqueur GFAP
reflete simultanément la maturité des CGE et leur réactivité (197). Cependant, si les
marqueurs GFAP, mais également S1008 sont les plus fréquents, toutes les CGE ne

les expriment pas systématiquement (197, 198) (Figure 35).

D’autres marqueurs sont également disponibles a lidentification des CGE et des
progéniteurs entériques, tels que les facteurs de transcription-2/8/9/10 a domaine SRY
(Sex determining region Y) (Sox 2/8/9/10) (187, 199). En particulier, les génes sox2 et
sox10 codent pour les marqueurs des CGE les plus fréequemment employés
actuellement. Le facteur de transcription Sox10 fait notamment partie des marqueurs

non-astrocytaires (200, 201).
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Figure 35 Sous-populations de cellules gliales entériques. (A) Observation microscopique de CGE
associées a un double marquage d’'immunofluorescence, dont le marqueur S1008 (rouge) et GFAP
(vert). L'immunomarquage de CGE permet de mettre en évidence I'existence de deux types de glie
entérique : GFAP+ (rouge, téte de fleche) et GFAP- (vert, fleche). (B) Ces deux types de glie entérique
présentent une morphologie semblable et établissent des contacts via leurs prolongements

cytoplasmiques. Source (197).

En 2015, Rao et al. identifient un marqueur largement exprimé par les CGE chez la
souris, la lipophiline ou protéolipide de la myéline de type 1 (PLP1) (188). Les CGE,
identifiées par I'expression des marqueurs GFAP et/ou S100B, coexprimeraient
également le marqueur PLP1 (188), protéine structurale fondamentale de la myéline
(202). Ainsi, dans I'étude de Rao et al., les marqueurs S1008 et PLP1 semblent
appropriés en tant que marqueurs de la population gliale entérique par I'étendue de
leur expression dans la population de CGE (188, 203) (Figure 36, Figure 37). Cependant,
les CGE GFAP+ se concentrent majoritairement au niveau des ganglions du plexus
myentérique et sous-muqueux (188). Par conséquent, le marqueur GFAP permet

également d’identifier les CGE intraganglionnaires.

Mais bien que PLP1, GFAP, S1008 ou Sox10, soient considérés comme des
marqueurs gliaux entériques, ils ne représentent individuellement que partiellement la
population gliale entérique (188). A ce jour, il n’existe donc pas de réel consensus

concernant les meilleurs marqueurs d’identification des CGE (170).
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Figure 36 Analyse immunohistochimique d’une coupe transversale d’intestin gréle révélant la
population de cellules gliales entériques PLP1+/GFAP+ (souris transgéniques). Les marquages
des CGE PLP1+ (rouge) et des cellules GFAP+ (vert) se superposent au niveau d’'un certain nombre

de CGE. Barre d’échelle (A-C) : 50 ym, (A’-C’) : 20 um. Source (188).

Ileum

Figure 37 Analyse immunohistochimique d’'une coupe transversale d’intestin gréle révélant la
population de cellules gliales entériques PLP1+/S100B+ (souris transgéniques). Les marquages
des CGE PLP1+ (vert) et des cellules S100B+ (rouge) se superposent également au niveau d’un certain

nombre de CGE. Barre d’échelle (A-C) : 50 um. Source (188).

6.2.5 Potentiels pour des neurogreffes

Avant la réalisation d’une neurogreffe de CGE, il est nécessaire de s’interroger sur la
faisabilité d’'une telle procédure. Ainsi, sur la base des données de la littérature, les
prochaines parties se consacreront aux propriétés des CGE permettant d’anticiper les

apports et les éventuelles limites de leur transplantation.

Tout d’abord, sera ici envisagé le scénario inverse.
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Dans le concept contemporain de '« axe cerveau-intestins », le tube digestif est
considéré comme un « second cerveau » (164) ou un « petit cerveau intestinal » (204),
a la fois indépendant fonctionnellement et éminemment lié a I'activité cérébrale (Figure
38). Tout comme le SNC, le SNE est soumis au risque de survenue de neuropathies
congénitales ou acquises. Dans le cas d’'une neuropathie caractérisée par une
déficience neuronale, il est alors possible d’envisager le SNC comme une source de
cellules pour la réalisation de greffes entériques. Ces dernieres participeraient au
remplacement neuronal entérique, afin de favoriser la restauration fonctionnelle du

tube digestif.
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Figure 38 Représentation schématique de la communication cerveau-intestins. Le systéme
nerveux entérique (SNE) est autonome. Toutefois, ses fonctions sont régulées et modulées a différents
niveaux du systeme nerveux. Le SNE est notamment « connecté » au SNC, fonctionnellement et
structurellement, définissant un axe de communication bidirectionnelle, « cerveau-intestins » et

« intestins-cerveau ». Réalisation personnelle (BioRender ©).

En 2005, Micci et al. ont mis en évidence [lefficacité d’'une transplantation
intrapylorique de cellules souches neurales (NSC) sur des modéles de souris
déficientes en neurones nitrinergiques, qui sont connus pour intervenir dans la

relaxation des muscles lisses du sphincter cesophagien inférieur et du sphincter
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pylorique (205, 206). Les NSC ont été initialement isolées a partir de la zone
subventriculaire issue du cerveau d’embryons de souris (205). Une analyse
immunohistochimique et une évaluation fonctionnelle du tube digestif ont été réalisées
une semaine apres la transplantation (205). Elle révéle la différentiation des NSC-
GFP+ transplantées en neurones nitrinergiques fonctionnels (expression de I'oxyde
nitrique synthase (NOS)), et en moindre effectif, en cellules gliales. Ces deux types
cellulaires adoptent méme une configuration semblable a celle des ganglions du
plexus myentérique. Et surtout, une reprise fonctionnelle significative du tube digestive
est constatée chez les animaux ayant recu la greffe (205).

Cette étude méne a la conclusion suivante : le SNC est une source potentielle de
cellules pour la réalisation de transplantations au sein du tube digestif afin de rétablir
les fonctions lors de neuroentéropathies. La question qui émerge alors de ces

observations est de savoir si 'expérience inverse méne a des résultats comparables.

A ce jour, les études portant sur les transplantations de tissus entériques
neurogéniques sont encourageantes. On peut notamment citer celles de Belkind-
Gerson et al. (207). En 2016, leurs travaux ont permis de confirmer la faisabilité d’'une
transplantation de cellules souches neurales entériques (ENSC) dans le parenchyme
cérébral de modéles de rongeurs cérébrolésés. La réalisation de la thérapie cellulaire
par voie locale ou systémigue a montré une survie des ENSC transplantées, leur
prolifération et leur différentiation en cellules neuronales et gliales. De plus, les cellules
transplantées sont capables de stimuler localement la neurogenése endogéne de

maniére significative (207).

Il est donc réaliste d’envisager des résultats comparables pour une thérapie cellulaire

a partir de CGE dans le cadre d’atteintes cérébrales.

Au-dela du potentiel neurogénique attendu, plusieurs propriétés des CGE peuvent étre

recherchées.
6.2.5.1 Effets trophiques
Au sein du SNE, les NE exerceraient une dépendance trophique vis-a-vis des CGE

(208). Dans les études reposant sur des modeles animaux ayant subis une ablation

des CGE, la résultante en est I'atrophie voire la perte des NE (209).
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A linstar des cellules gliales du SNC, les CGE régulent la formation, le maintien et le
fonctionnement des synapses neuronales (208). De plus, dans le cas de lésions du
SNE, Joseph et al. ont mis en évidence une étroite association entre les CGE et les

fibres nerveuses, leur permettant de participer a la croissance axonale (210).

6.2.5.2 Effets neuroprotecteurs

Les CGE exercent une action neuroprotectrice en limitant le stress oxydatif,
directement par le biais de la sécrétion de glutathion, molécule antioxydante (211) et
indirectement, par le biais de la 15-deoxy-A'?'4-prostaglandine J2 (15d-PGJ2) (212).

Cette derniere favoriserait a son tour la synthése et la sécrétion de glutathion (212).

De plus, les CGE assurent également une neuroprotection contre un effet
excitotoxique par le biais de la clairance des substances neuroactives, telles que 'ATP

et le glutamate au niveau de I'espace synaptique (213).

6.2.5.3 Effets supports mécaniques

Au sein du SNE, les CGEmp et CGEswp sont connues pour constituer un support

physique aux neurones (9, 187).

De méme, I'étude de Micci et al. qui avait permis de mettre en évidence l'efficacité
fonctionnelle de la transplantation intrapylorique de NSC dans un contexte de
neuropathie entérique (205), a aussi révélé que les cellules gliales néoformées étaient
principalement retrouvées en périphérie des neurones. L’étude suggere la formation
d’'un support physique par les cellules gliales, permettant aux neurones de s’ancrer

plus solidement au sein de la paroi digestive (205).

6.2.5.4 Effets supports fonctionnels

Il existe de nombreux contacts contigus entre les CGE et les NE, au niveau desquels
les CGE interviennent pour moduler I'activité neuronale de différentes manieres (187).
D’une part, elles approvisionnent les neurones en précurseurs de neurotransmetteurs
(ex. glutamine), et sécretent des médiateurs neuroactifs (214) (Figure 39). D’autre part,

sur le modele des astrocytes, elles prennent part au fonctionnement synaptique (208,
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215). L’excitabilité des CGE se manifeste par le relargage de leur glutamate,

permettant de moduler la transmission synaptique et I'excitabilité neuronale.
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Figure 39 Diverses fonctions des cellules gliales entériques intraganglionnaires. (a) Présence de
plusieurs sous-populations de CGE a différentes localisations et de fonctions distinctes. (b) Diverses

fonctions des CGE intraganglionnaires. a2-AR: a2 récepteur adrénergique; 15d-PGJ2: 15-deoxy-A12,14-
prostaglandine J2; GAT2: Transporteur GABA de type 2 sodium- et chlorure-dépendent; mGIuR5 : Récepteur glutamate
métabotropique de type 5; NTPdase?2 : Diphosphohydrolase triphosphate ectonucléoside de type 2; PAR1/2 : Récepteur activé a
la protéase de type 1/2; PEPT2 : Transporteur de peptide de type 2 ; CGE : Cellule gliale entérique. Adapté de (187).

Par ailleurs, le potassium K * relargué dans le milieu extracellulaire lors de l'activité
neuronale est pris en charge par les canaux et transporteurs transmembranaires des
CGE (216), limitant I'effet délétere de son accumulation sur I'excitabilité neuronale

(187), et potentialisant I'action post-synaptique (208, 213).

6.2.5.5 Effets immunomodulateurs

En conditions physiologiques, les CGE participent a I’'homéostasie immunitaire de la
paroi gastro-intestinale (217). Elles seraient investies notamment lors d’entéropathies

inflammatoires, telles que la maladie de Crohn (217).
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Dans le cadre de leurs travaux d’étude, Kermarrec et al. ont mis en évidence en 2016
le potentiel immunomodulateur des CGE (217). lls ont ainsi révélé les capacités
inhibitrices des CGEwmp sur la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T, in
vitro. Un des mécanismes implique le récepteur de la protéine de mort cellulaire
programmée 1 (PD-1), exprimé par les lymphocytes T (218), et son ligand (PD-L1),
protéine de surface des cellules gliales (219). L’interaction récepteur/ligand (PD-1/PD-

L1) engendre alors I'inhibition de la prolifération des lymphocytes T activés (220).

6.2.5.6 Effets modulateurs de I'inflammation

Les CGE répondent au stimuli pro-inflammatoires et participent de maniere active aux
processus inflammatoires (198) (Figure 40). Elles sécretent, par exemple, des

meédiateurs inflammatoires, dont les interleukines (IL)-1, et IL-6 (187, 221).

Par ailleurs, au cours d’un processus inflammatoire, I'expression de la protéine de
liaison, S100pB, tend a augmenter. A la maniére d’une cytokine pro-inflammatoire, cette
derniére engendre une modulation des signaux de l'inflammation aigué par les CGE
(198). A des concentrations nanomolaires, S100p présente un effet neurotrophique,
en participant a la croissance, la survie et la différentiation des neurones (222). A des
concentrations  micromolaires, S1008 intervient dans les  processus

neuroinflammatoires et neurodégénératifs du SNE (222).

Le potentiel anti-inflammatoire des CGE est également appréhendé dans le cas de
certaines études in vivo ou l'inhibition de I'activité des CGE induit des effets déléteres.
Ainsi, en 1998, Bush et al. mettent en place un modele de souris exemptes de cellules
gliales GFAP+. La perte de CGE se traduit par une augmentation de la perméabilité
de I'épithélium intestinal, I'induction d’une réaction inflammatoire sévére et une
nécrose hémorragique de lintestin gréle. Au niveau cellulaire, la perte de CGE a
entrainé une atrophie neuronale du plexus myentérique (209). Bush et al. parviennent
ainsi a demontrer les effets anti-inflammatoires importants des CGE, par exemple,
induits indirectement par l'inhibition de la synthése de facteurs pro-inflammatoires
(192) (Figure 40).
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Figure 40 Synthése schématique des réponses cellulaires des cellules gliales entériques dans
un contexte inflammatoire. Le contexte inflammatoire est distingué selon les deux catégories d’effets :
pro-inflammatoire (rouge) ou anti-inflammatoire (bleu). Ces derniers peuvent également donner lieu a

l'interaction entre les CGE et d’autres types de cellules (lymphocyte, entérocyte) (blanc). GDNF : facteur
neurotrophique dérivé de lignée cellulaire gliale ; GSNO : S-nitrosoglutatione; d’origine gliale, 15d-PGJ2 : 15-deoxy-12,14-
prostaglandin J2; ILC : Lymphocyte innée, MHC : complexe d’histoimmunocompatibilité majeure. Adapté de (223).

6.2.5.7 Effets neurogéniques

L’effet neurogénique des CGE est principalement recherché dans le cadre de cette

étude.

Chez les mammiferes adultes, les lignées cellulaires de la glie périphérique (cellules
de Schwann, glie du corps carotidien), peuvent se dédifférencier et retrouver les
propriétés des cellules souches de la créte neurale (224, 225), a la suite d’'un stress
tissulaire (Iésion, infection, dissociation tissulaire) (224). Quant aux CGE, de récentes
études sur les CGEpm ont permis de mettre en évidence un potentiel neurogénique
inductible dans des conditions similaires (inflammation aigue, infection bactérienne),
in vitro (177, 210, 226).

In vivo, ce sont notamment les travaux de Laranjeira et al. qui ont permis de révéler la

neurogenese des CGE (Sox10+/GFAP+) en réponse a des stimuli chimiques nocifs
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(9). A lissue de leur étude sur modéles rongeurs, Laranjeira et al. démontrent
'existence chez les CGE d’un potentiel de transformation en cellules progénitrices
neurales, a l'origine de NE et CGE (9) (Figure 41). De plus, in vitro, selon le micro-
environnement de culture, les CGE sont susceptibles de donner des sous-types variés
de neurones (9). Ces travaux ont également permis de révéler la compétence
fonctionnelle de ces neurones néoformés, qui est notamment caractérisée par une

excitabilité et des synapses effectives (9).

En explorant les caractéristiques et les potentiels des CGE, Laranjeira et al. anticipent
également l'intérét de ces cellules pour la thérapie cellulaire dans le contexte de

neuropathies (9).
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Figure 41 Représentation schématique de I'origine et du devenir des cellules gliales entériques.
Les CGEpwm proviennent de la différentiation de progéniteurs de la créte neurale. Par la suite, elles
acquérent progressivement leur phénotype mature. A I'dge adulte, selon les conditions de leur micro-
environnement, elles peuvent alors se dédifférencier, et donner des cellules pluripotentes (potentiel

neurogénique et gliogénique). Adapté de (170).

Les mécanismes mis en jeu au cours de la neurogenése in vivo restent encore a
découvrir. Toutefois, de récentes études permettent de fournir les premiéres réponses.
En 2009, Liu et al. ont révélé une neurogenése entérique chez I'animal adulte induite
par la présence d’agonistes du récepteur sérotoninergique 5-hydroxytryptamine 4 (5-
HT4) (227).

Concernant le potentiel neurogénique et gliogénique des CGE, Joseph et al. ont

evalué le devenir des CGE (CD49b+), en conditions normales puis mises en présence
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de différents stimuli in vivo (210). lls ont ainsi mis en évidence qu’une neurogenése et
une gliogenese a partir de ces cellules étaient présentes en conditions physiologiques
et pathologiques. Toutefois, les analyses immunohistochimiques révelent une
neurogenese de faible intensité, y compris en conditions pathologiques. Cette
observation constitut tout de méme une preuve supplémentaire du potentiel
neurogénique des CGE (177, 228).

Par la suite, en 2017, Belkind-Gerson et al., apportent des précisions sur ce potentiel
neurogénique et gliogénique, sur un modéle de souris transgéniques. Des analyses
immunohistochimiques ont révélé I'existence de deux sous-populations de CGE. En
réponse a des stimuli inflammatoires, 'une de ces deux sous-populations prolifere afin
d’assurer le maintien d’un pool constant de CGE, et l'autre subirait une « trans-

différentiation », ou différentiation neuronale (226).

Par ailleurs, en 1991, les travaux de Dulac et al. ménent a supposer que la pluripotence
des CGE est conservée in situ mais est exprimée préférentiellement en fonction de
leur environnement physique (jonctions serrées) et chimique (172, 229) (Figure 42). La
neurogenese constitutive par les CGE est possible mais n’est pas initiée de maniéere
spontanée (9, 210). Ce sont 'ensemble des signaux de I'environnement, émis par les
neurones, les autres CGE, le microbiote, ou encore les cellules immunitaires qui

oriente le phénotype dynamique des CGE (228).

Par ailleurs, dans le cadre de la greffe de CGE, le potentiel neurogéniqgue des CGE
doit s’accompagner du potentiel gliogénique pour pouvoir étre exploité de maniéere
optimale et durable (170). En effet, les neurones nécessitent inévitablement le soutien
mécanique et fonctionnel des cellules gliales pour permettre leur bon fonctionnement

et leur survie (208) (Figure 43).
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Figure 42 Potentiel neurogénique des cellules gliales entériques intraganglionnaires. L’initiation
de la neurogenése peut se réaliser a la suite de la rupture des jonctions serrées entre les CGE. (A)
Schéma de la structure d’'un ganglion du plexus myentérique. Les neurones entériques (rouges) sont
identifiés a I'aide du marqueur immunohistochimique HUC/D. Les CGE (vert) forment un réseau dense
autour des neurones, et sont identifiées a I'aide du marqueur S1008. (B) Le réseau ganglionnaire est
ensuite dissocié et les cellules neuronales et gliales sont mises en culture. Une sous-population de CGE
est alors a 'origine d’un processus de neurogenése. (C) Le phénomene est envisageable in vivo. Une
Iésion du SNE, a l'origine de la rupture partielle du réseau glial induit alors la gliogenése dont une sous-
population isolée structurellement de CGE initie la neurogenése. Source (228).
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1 mois 3 mois

Figure 43 Génération de neurones et de lagliein vivo chez des modéles de souris transgéniques.
(A) Observation microscopique de préparation de plexus myentérique et sous-muqueux de tube digestif
issus de souris transgéniques. Les territoires ciblés ont subi une ablation des cellules neuronales
(HuC/D*, rouge) et gliales (S1003*, bleu). (B) Représentation schématique d’un plexus entérique au
niveau d’'un territoire ayant subi I'ablation de NE et CGE. (C — H) Observations microscopes des
préparations de plexus myentérique et sous-muqueux au hiveau de régions, a distance (C et F),
adjacentes (D et G) ou au centre de la zone aganglionique (E et H). Les préparations ont été analysées
a 1 mois (C-E) ou 3 mois (F-H). L’analyse confirme une neurogenése et une gliogenése au niveau du

site aganglionique et a distance a 3 mois. Source (9).

6.2.6 Biosécurité des cellules gliales entériques

Le choix des cellules a utiliser dans le cadre d’'une thérapie cellulaire doit se baser sur
le potentiel et les propriétés bénéfiques que peuvent apporter les cellules. Toutefolis, il
est indispensable de connaitre et reconnaitre les risques sanitaires a 'emploi de ces
cellules. Ainsi, en dehors des maladies infectieuses zoonotiques, seront ici abordées
les maladies neurodégénératives susceptibles d’étre véhiculées et « transmises » par
les CGE.

Tout d’abord, la maladie de Kreutfield-Jacob est une maladie neurodégénérative
progressive et irrémédiablement Iétale, due a la dissémination d’isoformes
pathologiques de la protéine prion (PrP¢) (230). La maladie atteint également les
astrocytes, de maniére précoce. Et ces derniers seraient responsables de la
transmission du prion a la population neuronale (231). Par conséquent, dans une

démarche d’extrapolation de ces observations, il est Iégitime de s’interroger sur le réle
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potentiel de vecteur de prion des CGE. Ces dernieres exprimeraient cette protéine
(PrP°) de maniere constitutive, et sont des cibles potentielles du prion infectieux (232).
De récentes études ont démontré la présence de sites de réplication de cette protéine
au sein du plexus myentérique, en précédant toute réplication au niveau du SNC (233).
Toutefois, si ces observations sont constatées expérimentalement sur modeles
rongeurs (232, 234), aucune preuve n’a actuellement été établie concernant la

présence et la potentielle transmission de la protéine du prion par les CGE humaines.

Par ailleurs, la maladie de Parkinson est caractérisée par le dépbt d’agrégats de
synucleine-a, appelés corps ou neurites de Lewy, au niveau de neurones du SNC
(235). De récentes études ont mis en évidence des corps de Lewy au niveau du tractus
gastro-intestinal, lors des stades pré-symptomatiques chez 'lhomme. En 2003, Braak
et al. émettent ainsi 'hypothése d’une atteinte précoce du SNE a l'origine d’'une
diffusion en direction du SNC par le biais des fibres préganglionnaires vagales (236).
Cette hypothese est renforcée par les observations de Shannon et al. en 2012, mettant
en évidence la présence de corps de Lewy au sein de NE et CGE coliques. Toutefois,
de méme que pour la maladie d’Alzheimer (plaques amyloides), aucune transmission

directe a partir des CGE n’a été démontrée chez 'homme (164).

Enfin, les CGE sont actuellement classées en cellules humaines de niveau de

biosécurité 1, donc autorisées a étre manipulées en animalerie conventionnelle (237).

En définitive, les CGE semblent présenter une certaine sécurité biologique qui conforte

leur utilisation dans le cadre d’'une thérapie cellulaire.
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Partie Il : Etude expérimentale
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1 Matériels et méthodes
1.1 Marmouset : modeéle animal

1.1.1 Etude pilote : choix du marmouset

Le projet présenté ici correspond a une étude pilote. Cette derniere consiste en
I'application, a faible échelle, d’un protocole de recherche afin de vérifier 'adéquation
de sa conception. Pour cela, les criteres d’admissibilité des sujets, et les procédures
du protocole sont évalués (238). Ce projet visera donc a affirmer la faisabilité mais

également la sécurité d’'une neurogreffe de CGE dans un contexte de Iésion cérébrale.

La population animale est, ici, réduite a un individu, correspondant a I'animal
bénéficiant de la greffe de CGE. Les résultats obtenus pour ce marmouset seront alors
compares avec les résultats obtenus chez 6 autres marmousets cérébrolésés dans le
cadre d’'un méme protocole de lésion cérébrale, et recrutés lors d’études antérieures
de I'équipe. Les marmousets (Callithrix jacchus) ont été sélectionnés, entre autres, sur
la base de leur bonne santé, I'absence de contre-indications a I'anesthésie générale
et leur aptitude a utliser de maniére satisfaisante les dispositifs des tests
comportementaux. En respectant le principe « Réduire » de la régle des 3R, le projet
s’insere au mieux dans une démarche éthique de I'expérimentation animale sur des
PNH.

Tous les animaux sont détenus selon les directives européennes (EU Directive
2010/63). Le protocole a été approuvé par la direction départementale de la Protection
des Populations (DDPP) de la Haute-Garonne et le Comité d’éthique pour
I'expérimentation animale Midi-Pyrénées (autorisation du Ministere n°8873 dans une
animalerie agréée, autorisation n°B3155501). Tous les efforts ont été fournis afin de

minimiser le nombre d’animaux utilisés et les souffrances imposées.
1.1.2 Choix pour I'évaluation sensorimotrice

Il est indispensable d’évaluer les déficits sensorimoteurs des marmousets. Ces
évaluations permettent, d’'une part, de confirmer I'absence de déficits antérieurs a la
lésion induite, a l'origine de biais potentiels. Par ailleurs, elles permettent d’attester

cliniquement le type et lintensité des déficits induits par la lésion. Enfin, elles
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permettront de constater I'absence ou la présence d’effets, bénéfiques ou déléteres,

du protocole thérapeutique sur la récupération fonctionnelle.

Pour cela, les dispositifs exploités doivent remplir certaines conditions. Dans une
démarche pratique, ils doivent permettre de réaliser un suivi au long court. Ainsi, le
choix s’oriente vers des méthodes, a fortiori, réalisables in vivo, adaptées aux objectifs
d’évaluation, dont les résultats sont exploitables, comparables et d’intérét clinique
significatif. D’autre part, dans une démarche éthique, ils doivent intégrer les principes
du bien-étre animal et de la gestion éthique des animaux de laboratoires. S’impose
donc a eux le fait d’étre le moins invasif possible, de limiter le stress, et de ne pas
compromettre l'intégrité physique au-dela du modéle AVC défini. Les dispositifs
exploités, ici, adoptent les principes d’entrainement par renforcement positif et se

basent sur la motivation et le volontariat des marmousets entrainés.
1.1.2.1 Echelle neurologique : évaluation somatosensorielle et motrice

Les déficits fonctionnels engendrés par la lésion cérébrale sont principalement
moteurs. Toutefois, des déficits sensoriels peuvent étre constatés, et influencer
I'évaluation fonctionnelle globale. Une échelle neurologique est ainsi employée pour
chaque marmouset. Elle est extraite du protocole d’étude de Le Friec et al. (2020)
(143), élaboré dans le laboratoire TONIC (Tableau 1). Cette échelle modifiée inclut les
capacités a utiliser les tests comportementaux (escaliers), et I'évaluation de la
sensibilité des membres thoraciques et pelviens. Un score est attribué de maniére
séparée pour chacun des c6tés de I'animal, avec un score maximal de 22 points par
hémicorps. Un score de référence est établi en période pré-opératoire. Puis les

marmousets sont évalués deux fois par semaine en période post-opératoire.

MOTRICITE /10 Date
Membre thoracique G D
Saisie de pince Absence de contact 0

Contact sans saisie 1

Saisie moins forte 2

Saisie aussi forte 3
Utilisation volontaire Absence d'utilisation du dispositif 0

Utilisation avec le membre non déficitaire 1

Utilisation spontanée 2
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Visée Anormale 0
Normale 1

Marche Anormale 0
Normale 1

Membre pelvien

Debout Impossible 0
Déséquilibre 1
Normal 2

Marche Anormale 0
Normale 1

SENSIBILITE 17

Membre thoracique

Support du poids (au sol) Boiterie de soutien 0
Boiterie d’appui ou déficit proprioceptif 1
Normal 2

Fréquence Jamais 0
Moins que la patte saine 1
Autant que la patte saine 2

Sensibilité Anormale 0
Normale 1

Membre pelvien

Support du poids (au sol) Anormal 0
Normal 1

Sensibilité Anormale 0
Normale 1

Tronc

Statique Déséquilibre 0
Normale 1

Sauts Absents 0
Réduits 1
Normaux 2

Mastication Ne mange pas 0
Anormale 1
Normale 2

Tableau 1 : Echelle neurologique : évaluation de la motricité et de la sensibilité des hémicorps.
Le statut neurologique final intégre I'utilisation des dispositifs de comportement ("Utilisation volontaire")
et de la proprioception ("Support du poids"). Un score maximal de 22 points est attribuable a chaque

hémicorps. Adaptée de Le Friec et al. (2020) (143).
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1.1.2.2 Staircases colline et vallée

La dextérité manuelle est définie par I'habilité motrice des membres thoraciques. Elle
est ici évaluée par le biais des tests de staircase « colline » et « vallée » (12, 13),
d’aprés l'adaptation des dispositifs proposés par Marshall et Ridley (2003) (161), ou
les marches ont été creusées pour augmenter la difficulté. Les marmousets effectuent
une série d’actions consécutives : saisie, maintien et déplacement d’'une récompense

alimentaire (Figure 44).

Dans son ensemble, le dispositif correspond a une plaque de Plexiglas, suspendue a
la cage des marmousets lors de la réalisation des tests et présentant deux unités de 5
marches. Le staircase colline est pourvu de deux fentes latérales, celui en vallée est
pourvu d’une fente centrale, permettant le passage et I'évaluation individuelle des deux

membres thoraciques. Le test est réalisé comme suit :

- Le marmouset est convié a se rapprocher du dispositif.

- Enquéte des récompenses, il introduit le membre thoracique adéquat au niveau
de la fente correspondante.

- Une récompense alimentaire est alors disposée et accessible sur chacune des

marches.

Dans le cadre de I'’évaluation, les marches sont associées a des niveaux de difficulté
croissante de la marche la plus basse vers la plus haute (cinquieme marche). Des
points sont attribués de la premiére marche (1 point), & la cinquiéme (5 points) (Figure
44). Chaque test est chronométré. L’intervalle de temps d’un test est défini entre la
récolte de la premiére récompense et la récolte de la cinquiéme récompense a l'aide
d’'un unique membre. Une durée maximale par test de 5 mins/membre a été établie.
Ainsi a chaque test, les marmousets regoivent un score correspondant a la somme
des points cumulés par la récupération des récompenses, avec un total maximal de
15 points par membre. Toutefois, a la différence du systéme de Marshall et Ridley, des
points sont aussi attribués lors de la récupération d’'une récompense, qui est tombée
sur une marche inférieure. Le point correspond alors a celui de la marche associée
(d’apres la thése d’Alice Le Friec (13)).

Par ailleurs, en raison de la difficulté de ségrégation entre déficit moteur et déficit

visuospatial, le test staircase colline est donc complété par le test staircase vallée. Par
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ce dernier, le champ visuel controlésionnel, potentiellement sous héminégligence est
géré par le membre thoracique ipsilatéral (sain) et inversement. Ceci permet la

détection de tout déficit visuospatial.

Staircase colline |

Staircase vallée

Figure 44 Dispositif du staircase colline (A) et vallée (B). Les récompenses sont ici disposées de

sorte a pouvoir évaluer le membre thoracique gauche. images extraites de (12, 13).

1.1.3 Entrainements

1.1.3.1 Programme d’entrainement et d’évaluation pré et post-lésionnelle

Les marmousets sont entrainés durant les deux mois précédents la chirurgie, a raison
de 3 a 5 fois par semaines aux différents dispositifs comportementaux. La fin des
entrainements est rendue effective a la suite de I'établissement d’'un plateau de
performances pour chacun des membres thoraciques. Une valeur de référence, définie
comme étant la moyenne des scores obtenus pour chaque test et pour I'échelle
neurologique la semaine précédant la procédure chirurgicale, est ainsi attribuée a
chaque membre. Le membre dominant (meilleurs scores) deviendra alors le futur
membre controlésionnel (ou membre déficitaire). L'intérét est de pouvoir augmenter la

sensibilité des évaluations fonctionnelles (12).

Pour la réalisation des entrainements, une restriction alimentaire (12 h) est imposée,
avec un acces a I'eau maintenu. Les récompenses consistent en de petits morceaux
de pain d’épice, adaptés a l'utilisation des dispositifs par les marmousets, et de taille
raisonnable pour limiter les écarts au régime alimentaire normal des animaux.
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Suite a la simulation de la Iésion cérébrale (voir : 1.2 Modéle de Iésion cérébrale), les
animaux sont testés sur les dispositifs a raison de 2 fois par semaine durant un mois,
puis 2 fois durant la premiere semaine de chaque mois suivant, jusqu’a la fin de la

réalisation du projet (9 mois) (Figure 45).

IRM IRM
Culture CGE o %
pré-lésionnelle Post-lésionnelle
Entrainement Evaluation motrice
Exercices moteurs (Staircases) Tests moteurs (staircases,

scorage neurologique)

Figure 45 Programme d'entrainement et d'évaluation sensorimotrice des marmousets. Les
marmousets sont entrainés au préalable des chirurgies a raison de 3 fois par semaine, jusqu’a atteindre
un seuil de performances maximales. Les évaluations par tests moteurs et échelle neurologique sont
réalisées dés 48 heures suivant la simulation de la Iésion cérébrale. Les marmousets sont ensuite
évalués a raison de 2 fois par semaine (S) durant le premier mois puis 2 fois par semaine, la premiére

semaine de chaque mois (M) qui suivent.

1.2 Modeéle de lésion cérébrale

1.2.1 Protocole de préparation

Les animaux sont mis a jeun 12h précédent la chirurgie, avec un maintien de I'accés
a I'eau. Deux a trois heures avant I'anesthésie, une antibioprophylaxie est initiée par
voie intramusculaire (IM) a l'aide d’antibiotique longue action (oxytetracycline, 20
Ma/kg, Terramycine longue action®, Pfizer). Dix minutes avant I'anesthésie, une
injection de glycopyrrolate (20 ug/kg, IM, Robinul-V®, Vetoquinol) est réalisée afin de
limiter le ptyalisme. Dans un méme temps, un traitement anti-inflammatoire est
administré afin de limiter la formation d’un cedéme cérébral (dexaméthasone, 2 mg/kg,
IM, Dexadreson®, Intervet). Les marmousets sont ensuite anesthésiés a laide
d’alfaxalone (7 mg/kg, IM, Alfaxan®). Un relais de maintenance par isoflurane (& 1-
3%) est instauré. La saturation en oxygene (SpO:2) associée a été maintenue
supérieure a 95%, la température rectale proche de 37,5°C par le biais de coussins

thermiques.

102



Les parametres vitaux (fréquence cardiaque, fréquence respiratoire, température), en
relation avec les signes de narcose et d’analgésie sont régulierement évalués tout au
long de la procédure chirurgicale. Les valeurs usuelles considérées pour I'espéce
marmouset sont les suivantes : fréquence cardiaque supposée comprise entre 200 et
300 battements par minutes (bpm), fréquence respiratoire comprise entre 10 et 30

mouvements par minutes (mpm) (239).

1.2.2 Protocole de réalisation de la lIésion cérébrale

La lésion cérébrale est induite via une injection intracorticale de malonate (voir
Malonate : modéle de Iésion cérébrale). La procédure est réalisée sur sept marmousets
communs dont deux femelles et cinq males agés d’environ 5,1 ans et pesant environ
390 g. Les marmousets ont été placés dans un cadre stéréotaxique, en décubitus
ventral, la téte maintenue en place par le biais de barres d’oreille. Les conditions
chirurgicales aseptiques sont appliquées au niveau de la zone d’intervention, le cuir
chevelu. Une anesthésie locale est réalisée par infiltration sous-cutanée de lidocaine
(15 pl en deux points d’injection de part et d’autre de la future ligne d’incision,
Laocaine®, Intervet). Le cuir chevelu est incisé, 5 a 10 minutes plus tard. Un trou de
trépanation est ensuite réalisé (2 x 2 mm) sous irrigation d’une solution isotonique
salée de NaCl 0,9% stérile. La dure-mére est alors incisée, permettant un acces a la
surface du cerveau. L’injection intracorticale de 8 pl de malonate (Sigma®) a la
concentration de 3 mol/L dans une solution tampon de phosphate de Dulbecco (DPBS,
Gibco®) est initiée. Les injections sont réalisées a I'aide d’'une seringue de 10 pL
(Hamilton 701N Series, Phymep, gauge : 0.485 mm, diamétre interne : 0,22 mm), a un

débit d’administration de 1 uL/min.

Les coordonnées stéréotaxiques sont déterminées afin de cibler le cortex moteur
primaire (cranio-caudal + 6 mm, médio-latéral = 4,5 mm, dorso-ventral — 2,5 mm par
rapport au bregma, selon 'Atlas Stéréotaxique du cerveau du marmouset) (Figure 46)
de 'némisphére cérébral contrélant la motricité du membre thoracique dominant. A la
suite de I'injection, I'aiguille est maintenue en place durant 5 minutes supplémentaires

afin de limiter tout reflux de malonate.

La reconstruction cutanée est ensuite réalisée par points simples cutanés a l'aide d’un

fil résorbable (Vicryl, décimale 3, 75 mm, section ronde). Le réveil post-anesthésique
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complet est effectué en salle de préparation avant la remise en cage, ou l'accés a

I'aliment et 'eau est rétabli.

Une surveillance quotidienne est réalisée durant toute la durée de la convalescence.
Une reprise motrice partielle sans assistance est observée en moyenne 2 a 3 jours

post-postopératoires.

L’analgésie et la prise en charge d’'un cedéme cérébral post-opératoire sont assurées
par 'administration d’'une corticothérapie a I'aide de dexaméthasone (1 mg/kg, une fois
par jour, pendant 3 jours puis 0,5 mg/kg, une fois par jour pendant 3 jours, en IM,

Dexadreson®, Intervet).

4mm /

re==@ ———p J: O
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Figure 46 Localisation stéréotaxique de la zone d’injection intracérébrale. Le bregma (bleu), point
d’intersection entre la suture coronale et sagittale, est le point de repére stéréotaxique pour la
détermination du site de ponction du crane et d’injection intracorticale (malonate). Le point de forage
(rouge) est situé au niveau de M1 contrlant la motricité du membre thoracique dominant
(controlésionnel). Adapté de (12).

1.3 Imagerie cérébrale

1.3.1 Choix du paramétrage

Initialement, chaque marmouset devait étre soumis a une évaluation longitudinale par
IRM en période pré-opératoire, puis 24h, une semaine, 4 semaines et 12 semaines
post-opératoires, voire 5 a 8 mois pour certains animaux. Toutefois, les circonstances

sanitaires ont contraint le personnel du laboratoire a reporté toute mise en contact avec
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les marmousets. Par conséquent, une adaptation du protocole pour le marmouset
greffé s’est imposée comme suit: IRM en période pré-opératoire, puis 24h, une
semaine, 4 semaines, 5 mois et 7 mois post-opératoires. Dans la poursuite de
I'évaluation clinique et paraclinique de l'effet de la neurogreffe a long terme, des
examens d’IRM sont également prévus prochainement a 9 mois puis 12 mois post-

Iésion.

Les examens IRM des marmousets sont effectués sous anesthésie générale, afin de
limiter le stress induit par I'appareil en marche et assurer I'immobilité des animaux

pendant I'acquisition d’images.

L’appareil utilisé est un scanner IRM 3 Tesla Achieva (Philips) muni d’'une antenne
solénoide. Le marmouset est positionné au sein de I'antenne, en décubitus ventral
sous anesthésie générale (alfaxalone, 7 mg/kg en IM puis maintien isoflurane a 1,5—
3%, débit entre 0,65 et 0,75 L/min).

1.3.2 Méthodes d’interprétation

L’analyse des lésions tissulaires, du volume Iésionnel, et de 'cedéme au cours du
temps reposera principalement sur les séquences des images IRM pondérées en T2.
Le volume Iésionnel est mesuré par une méthode de segmentation semi-automatique

de régions d’intéréts (ROIs), via le logiciel MRIcron ou ITKsnap.

1.4 Cultures cellulaires de cellules gliales entériques

1.4.1 Origine des cellules de la xénogreffe

Les CGE ont été isolées a partir d’échantillons d’intestin gréle d’aspect morphologique
et macroscopique sain, prélevés chirurgicalement sur un patient admis au service des
maladies digestives du Centre Hospitalier Universitaire de Purpan (Toulouse). La
biocollection est soumise a un protocole éthique approuvé par I'application nationale
de la gestion de la conservation d'éléments du corps humain (CODECOH) (protocole
DC - 2015-2443).

Suite a la biopsie, les prélévements sont introduits dans une solution refroidie de

Krebs-Henseleit stérile oxygénée, composée en (mmol/L) : 117 NaCl, 4,7 KCI, 1,2
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MgCI2, 6 H20, 1,2 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 2,5 CaCl2 2 H20, et 11 glucose (Sigma-
Aldrich), associée a un mélange gazeux (5% CO2, 95% 02), en équilibre au pH 7,4.

1.4.2 Protocole d’isolement cellulaire

Le protocole d’isolement des CGE a été congu par Cirillo et al. (2011) (198). Il s’inspire,
entre autres, des protocoles d’isolement du plexus myentérique proposés par Von
Boyen et al. (2004) (197) et Schéfer et al. (1996) (240).

Le tissu intestinal est préparé pour la réalisation de sa dissection mécanique. Le tissu
est incisé le long du bord mésentérique, mis a plat puis introduit avec la couche
mugueuse dirigée vers le haut dans une boite de pétri contenant une solution de
Krebs-Henseleit, renouvelée toutes les 5 minutes. Sous microscope, la muqueuse et
la couche sous-muqueuse sont disséquées afin de mettre en évidence le plexus sous-

mugueux. Ce dernier est ensuite découpé en fines sections.

Les réseaux ganglionnaires interconnectés sont enchassés a la matrice extracellulaire
de maniére cohésive. De plus, le risque de contaminations par des cellules d’origine
endogene (myocytes, fibroblastes) ou exogene (bactéries, levures, champignons)
(241) n’est pas exclu. Par conséquence, une digestion enzymatique est réalisée. Cette
derniere est initiée sous agitation mécanique, par le biais d’une solution contenant des
protéases (1 mg/mL, Sigma-Aldrich Co.) et des collagénases (1.25 mg/mL, Sigma).
Les ganglions entériques ainsi isolés sont prélevés a I'aide d’une loupe puis placés en
flasque de culture, recouverts du milieu de culture gliale, composé d’une solution de
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco®, Sigma-Aldrich Co.) enrichi a
10% d’un sérum de veau foetal inactivé (SVF), d’'un mélange nutritif F12 (Gibco®,
Sigma-Aldrich Co.) et d’'une solution antibiotique-antimycotique (Sigma-Aldrich Co.).
Les flasques de culture sont ainsi incubées a 37°C, 5% de CO:2 et 95% d’humidité

relative.

Les cultures parviennent a une confluence, dans les 2-3 semaines suivantes. Passés
sept jours, les neurones entériques disparaissent des cultures. Quant aux CGE, leur
croissance peut étre limitée par le développement concomitant et non souhaité de
cellules non gliales, telles que les fibroblastes et les myocytes. En effet, 'une des
contraintes majeures lors de la culture de cellules spécialisées a croissance lente est

la croissance satellite de fibroblastes (242). Toutefois, la sélection des ganglions par
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un opérateur expérimenté rend le risque de cette contamination négligeable. De plus,
la glycoprotéine de surface Thy-1 sur ces cellules, ainsi que les cellules neuronales
d’autre part, offre également la possibilité de renforcer la sélection des CGE en
I'exploitant dans un procédé de trypsinisation au sein des cultures. La densité des CGE
restantes, des fibroblastes et myocytes résiduels est évaluée par observation

microscopique et analyse d'immunomarquage ad hoc.
1.4.3 Marquage et caractérisation cellulaire

La caractérisation antigénique des cultures de cellules secondaires de CGE est
réalisée par immunofluorescence. Dans un premier temps, les cellules sont placées
dans une chambre de culture LAB-TEKMC sur lame a 8 compartiments. Un lavage au
DPBS est ensuite réalisé avant de fixer les cellules dans du paraformaldéhyde (PFA)
a 4% pendant 30 minutes a température ambiante. Les sites de liaison non-spécifiques
sont masqués par le biais d’une solution de tampon phosphate salin (PBS)-Triton X a
0,1 mol/L, associée a un sérum caprin a 4% (tampon de blocage) pendant 2 heures a

température ambiante.

Par la suite, les cellules sont incubées a 4°C durant une nuit en présence d’anticorps
primaires monoclonaux anti-S100B murin et polyclonaux anti-GFAP lagomorphe. Les
cultures sont soumises a trois lavages a l'aide d’une solution de PBS. Elles sont
ensuite incubées en présence d’'une solution d’anticorps secondaires (anticorps caprin
anti-murin, et anticorps caprin anti-lagomorphe, respectivement) couplés a des
fluorochromes (AlexaFluor, Molecular Probes ®, Invitrogen) et d’'un tampon de blocage

a température ambiante durant 2 heures (Figure 47).

Les contrdles négatifs assurent 'absence de marquages non-spécifiques. lls sont ainsi

obtenus par suppression de I'étape d’incubation en présence des anticorps primaires.
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Immunomarqu

Cellules gliales entériques primaires
microscopie en fluorescence

Figure 47 Immunomarquage des cellules gliales entériques primaires. L'immunomarquage est ici
réalisé a l'aide d’anticorps dirigés contre la protéine GFAP, marqueur des cellules gliales. L’examen
immunohistochimique permet de révéler un marquage positif, confirmant I'expression du marqueur
GFAP par les cellules. La morphologie cellulaire observée en microscopie a champ clair (gauche), d’'une
part, et 'expression du marqueur GFAP (droite), d’autre part, permettent de démontrer le phénotype
glial des cellules obtenues en culture. Observations réalisées a l'aide d’'un microscope ZEISS
AXIOVERT 40 C (camera 3CCD) (gauche) et d'un microscope confocal ZEISS LSM710 (plateforme
imagerie du CPTP) (droite). crédit Cirillo C. (2020).

1.4.4 Expression du potentiel neurogénique des CGE in vitro

Au cours de cette étude, I'expression du potentiel neurogénique des CGE a également

été démontrée in vitro.

La capacité des CGE a générer des progéniteurs neuronaux est révélée par leur
aptitude a former des neurosphéres (NS). Ces derniéres correspondent a des colonies
hétérogenes de cellules indifférenciées de forme sphérique et non adhérentes (243).
Elles sont formées a partir de cellules au potentiel de progéniteurs neuraux, mises en
flasques de culture non adhérentes en présence du facteur de croissance épidermique
(EGF) et du facteur de croissance basique fibroblastique (bFGF) (244). Ces cellules
proliferent et forment alors a ce stade des NS primaires (NSI). Ces dernieres peuvent
étre dissociées et amplifiees a nouveau pour fournir les NS secondaires (NSII), ou étre
mises en culture en I'absence des facteurs de croissance pour pouvoir se différentier

en neurones et cellules gliales (243, 245).
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Dans le cadre de 'étude, la formation des NS se fait suite a I'isolement des CGE selon
le méme protocole décrit précédemment (protocole de Cirillo et al. (2011) (198)). Les
CGE obtenues sont placées dans des flasques non adhérentes contenant le milieu de
croissance des NS, composé des facteurs de croissance bFGF et EGF (20 ng/mL), et
des suppléments N2 1%, et B27. Les cultures sont ensuite incubées a 37°C, sous
atmosphére controlée (95% 02, et 5% CO2). Le milieu est renouvelé a raison d’une
fois par semaine. Les NSI sont ainsi obtenues apres une période de prolifération de
deux semaines. Les NSII sont générées a la suite de l'isolement des cellules par
l'action protéolytique de I'accutase (Sigma-Aldrich) et une nouvelle mise en culture
dans des conditions identiques aux précédentes. Ainsi, in vitro, la mise en culture des
CGE isolées, en présence de facteurs de croissance (bFGF et EGF) et en flagues non
adhérentes, a permis de former des NSI et des NSII (Figure 48). Les CGE présentent
donc un potentiel de précurseurs des cellules neuronales et gliales. Ce potentiel est

alors confirmé par des analyses immunohistochimiques (Figure 49).

Amplification

Neurospheres primaires Neurospheres secondaires

\
7] Al 7 —

Cellules gliales entériques primaires

Figure 48 Observations microscopiques des neurosphéres primaires et secondaires générées
par les cellules gliales entériques. Ces observations sont réalisées dans le cadre de la démonstration
du potentiel neurogénique des CGE. Observations réalisées a I'aide d’'un microscope ZEISS AXIOVERT

40 C (camera 3CCD). Grossissement x 10. (*) Mise en culture des CGE en présence des facteurs de croissance,
bFGF et EGF, en flasques de culture non adhérentes. Crédit Cirillo C. (2020).

Un immunomarquage des NS a été réalisé a l'aide des marqueurs des cellules
progénitrices neurales (Nestin et Sox10), du marqueur neuronal (3-Tubulin) et des
marqueurs des cellules gliales (GFAP, Sox10). Plus précisément, concernant les

marqueurs utilisés et les phénotypes cellulaires identifiés :
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(1) Nestin est une protéine des filaments intermédiaires (cytosquelette), marqueur des
CSN et CPN (246, 247). Ces derniéres ont un potentiel neurogénique et gliogénique
(248, 249).

(2) B-Tubulin Il ou Tuj-1 est une protéine structurale composant le microtubule (250)
(cytosquelette). Il s’agit d’'un marqueur des cellules neuronales (251), notamment

exprimé en phase précoce de la différentiation neuronale (252).

(3) La protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) est un marqueur glial (CGE immatures et
réactives) (253).

(4) Sox10 est un marqueur des cellules gliales matures et immatures (201) et des

cellules souches de la créte neurale (189, 254).

L’observation au microscope confocal met en évidence la superposition de ces
marqueurs par tout ou partie des cellules des NS (Figure 49). Les NS coexpriment donc
les marqueurs des lignées neuronales (B-Tubulin) et gliales (GFAP). Les CGE

présentent donc bien un potentiel de différentiation neuronale et gliale.

B-Tubulin

Figure 49 Analyse d’immunomarquage des neurosphéres. Les NS sont soumises a un
immunomarquage en présence des marqueurs des cellules progénitrices neurales (Nestin, Sox10), des
cellules neuronales (B-Tubulin), et des cellules gliales (GFAP). Le marqueur DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole), est un marqueur nucléaire (255), permettant d’identifier tous les types cellulaires.
Observations réalisées a l'aide d’'un microscope confocal ZEISS LSM710 (plateforme imagerie du
CPTP). crédit Cirillo C. (2020).
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Dans un méme contexte, en 2013, Belkind-Gerson et al. avaient mis en évidence que
les NS obtenues a partir de CGE Nestin+/GFAP+ donnaient des cellules neuronales
(Tuj-1), gliales (GFAP), et mésenchymateuses, in vitro (249). A la suite de leur
transplantation dans un intestin dépourvu de ganglions entériques chez le poussin,

des cellules dérivant de ces NS se sont alors différentiées en neurones.

En définitive, les CGE, isolées a partir du plexus sous-muqueux humain, présentent
bien un potentiel neurogénique, in vitro. Cette étape préliminaire permet

d’appréhender I'expression de ce potentiel in vivo.

1.4.5 Protocole de préparation de l'allogreffe

L’allogreffe est préparée a partir des CGE secondaires (CGE lll), extraites des flasques
de culture par trypsinisation. Les cellules ainsi individualisées sont dénombrées et
disposées a constituer I'allogreffe, composée d’un total de 1 x 10° CGE, réparties
dans 75 pL du milieu de croissance gliale, dépourvu du sérum SVF et de la solution

antibiotique (pénicilline/streptomycine).
1.4.6 Protocole et méthodes de transplantation

Au préalable de la transplantation, une détermination précise de la localisation et du
volume Iésionnel est réalisée a partir des images IRM en T2. Ces parametres
permettent de déterminer les coordonnées stéréotaxiques des futures zones de
transplantations. En effet, la greffe n'est pas réalisée a 'emplacement méme de la
lésion cavitaire, qui représente un milieu inflammatoire délétére pour la survie des
CGE. Par conséquent, les transplantations sont réalisées en zone périlésionnelle,
suffisamment proche du site d’intérét pour constituer un pool de cellules accessible.

Ceci permet également de limiter I'extension de la Iésion.

La procédure de transplantation de 'allogreffe est réalisée sur un marmouset (femelle,

agée de 6 ans, pesant 371 g) Iésé au niveau de ’hémisphére droite.

L’animal est soumis a une restriction alimentaire de 12h précédent la chirurgie avec
maintien de I'acces a I'eau. Deux heures avant la chirurgie, 'analgésie est initiée par

l'injection d’'un anti-inflammatoire d’acide tolfénamique (1 mg/kg, IM, Tolfedine ®,
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Vetoquinol). Dix a quinze minutes avant I'anesthésie, une injection de glycopyrrolate
(10 pg/kg, IM, Robinul-V®, Vetoquinol) est réalisée afin de limiter le ptyalisme.
L’anesthésie du marmouset est ensuite induite a l'aide d’alfaxalone (7 mg/kg, IM,
Alfaxan®). Un relais de maintenance par isoflurane (a 1-3%, débit de 1 L/min d’O2)
est instauré. La saturation en oxygene a été maintenue supérieure a 95%, la
température rectale proche de 37,5°C par le biais de coussins thermiques. Le
marmouset est placé en décubitus ventral, dans un cadre stéréotaxique, la téte

maintenue en place par le biais de barres d’oreille.

Les parametres vitaux (fréquence cardiaque, fréquence respiratoire, température), en
relation avec les signes de narcose et d’analgésie sont régulierement évalués tout au

long de I'anesthésie.

Les conditions chirurgicales aseptiques sont appliguées au niveau de la zone
d’intervention, le cuir chevelu. Un traitement anti-inflammatoire stéroidien est
administré afin de limiter la formation d’'un cedéme cérébral (dexaméthasone, 2 mg/kg,
IM, Dexadreson ®, Intervet). Une anesthésie locale est réalisée par infiltration sous-
cutanée de lidocaine (15 pl en deux points d’injection de part et d’autre de la future
ligne d’incision, Laocaine®, Intervet). Cing a dix minutes plus tard, le cuir chevelu est
incisé et la galéa (fascia épicranien reliant les muscles pauciers) (256) est écartée au
niveau de I'ancienne plaie chirurgicale. La transplantation est réalisée par la répartition
du volume total de l'allogreffe en 4 sites d’injection périlésionnels (Figure 50). Ainsi,
deux sites de transplantation recoivent un équivalent estimé a 1,67 x 10° CGE (12,5
uL), et deux autres sites de transplantation recoivent environ 3,33 x 10° CGE (25 pL),
administrées par le biais d’'une seringue Hamilton 25 ml (série 701, gauge : 0.48 mm),
a un débit compris entre 7,3 et 8,3 uL/min. La seringue est laissée en place durant une

minute supplémentaire afin de limiter tout reflux de I'allogreffe.

La reconstruction cutanée est réalisée par points simples cutanés a l'aide d’'un fil
résorbable (Vicryl, décimale 3.0, 75 mm, aiguille a section ronde). Une antibiothérapie
longue action est initiée en fin de procédure chirurgicale (oxytétracycline, 20 ug/kg, IM,
Terramycine longue action®, Pfizer).

Le réveil complet est effectué en salle de préparation avant la remise en cage, ou
'acces a I'aliment et I'eau est rétabli. Une surveillance quotidienne est réalisée durant

toute la durée de la convalescence, par I'équipe d’expérimentateurs et le personnel
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zootechnique : état général du pelage, comportement, mobilité, prise alimentaire et
poids corporel. La reprise fonctionnelle partielle sans assistance est observée environ

2 a 3 jours post-postopératoires.

L’analgésie et la prise en charge d’'un cedeme cérébral post-opératoire sont assurées
par 'administration en fin de chirurgie d’une corticothérapie a I'aide de dexaméthasone

(2 mg/kg, IM, Dexadreson ®, Intervet), pendant 2 jours.

Premiére injection : Deuxiéme injection :
Volume administré : 12,5 L Volume administré : 12,5 pl

Orientation : dorso-ventrale Orientation : cranio-caudale
et médio-latérale

a

i, "
B ',,\”"‘"‘ g \Q i

SOW e

* angle d'inclinaison (a) : nul * angle d'inclinaison (a) : 56,8°
* profondeur : 8,2 mm * profondeur : 7,9 mm
Troisieme injection : Quatriéme injection :
Volume administré : 25 pL Volume administré : 25 pL
Orientation : caudo-craniale et Orientation : caudo-craniale et
médio-latérale médio-latérale

2 ' /

1% A ¥ A
{ . » (] v A
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* angle d'inclinaison (a) : 19,6° * angle d'inclinaison (a) : 19,6°

* profondeur : 7,0 mm * profondeur : 7,2 mm

Figure 50 Localisation des sites de transplantation et orientation des injections. Les sites de
transplantation ont été déterminés par analyse des images IRM (T1, T2), pour étre localisés en zone
périlésionnelle sans Iéser de structures cérébrales clés (ex. capsule interne, ventricules) ou extra-
cérébrales. Les angles d'inclinaison (a) sont estimés a partir d’'une section verticale. La troisiéme
injection (C) se distingue de la quatriéme injection (D) par la présence d’'une angulation médio-latérale
moins prononcée. Le volume total associé a l'allogreffe est de 75 pL, représentant 1 x 108 CGE.

Réalisation personnelle (BioRender®©).
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2 Résultats

2.1 Préambule

Le projet entrepris ici correspond a une étude pilote incluant un cas unique, sélectionné
pour la réalisation de la transplantation intracérébrale de CGE. L’évaluation anatomo-
structurelle (IRM) et fonctionnelle (tests sensorimoteurs) des effets de la greffe est
donc effectuée de maniere qualitative, sans pouvoir fournir de réelles données
statistiques. Toutefois, dans la continuité des projets de thérapie cellulaire de I'équipe
de recherche iDREAM, les résultats ont été comparés avec ceux de 6 marmousets
d’'une étude antérieure de I'équipe, basée sur un méme protocole de Iésion cérébrale
et d’évaluations (13). Les données de ces 6 animaux estiment I'évolution structurale

et fonctionnelle principalement sur la période des 3 mois post-lésion.

2.2 Caractérisations de la lIésion cérébrale

2.2.1 Evaluation structurelle par imagerie cérébrale

Les images IRM en T2 acquises 24 heures post-lésion permettent d’estimer le volume
Iésionnel engendré par I'administration intraparenchymateuse de malonate. Pour
'animal greffé, I'injection de malonate (8 uL, a 3 mol/L) a été a l'origine d’'une anomalie
hyperintense en T2 (Figure 51). Cette anomalie correspond a la Iésion cérébrale induite,
dont le volume est estimé a 496 mms3. Cette Iésion inclut une grande partie des
coordonnées stéréotaxiques de M1 (Figure 51). La région de M1 responsable de la
motricité du membre thoracique controlésionnel est bien concernée par la neurolésion
(Figure 51). Toutefois, cette derniere est étendue et inclut aussi les régions de M1
impliqguées dans la motricité de la face, du tronc et du membre pelvien
controlésionnels. De plus, la neurolésion comprend des territoires corticaux adjacents
a M1, dont le cortex prémoteur (PM), le cortex somatosensoriel (S1), le cortex pariétal,
le cortex cingulaire ; et des régions sous-corticales, dont la substance blanche sous-
corticale, le corps calleux, la capsule interne, le noyau caudé, le putamen, et le

thalamus (Figure 51).
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M’, B Coupe coronale Coupe sagittale Coupe axiale

Figure 51 Images IRM pondérées en T2 en vue coronale, sagittale, et axiale a 24h post-lésion
chez le marmouset greffé. (B) L’injection stéréotaxique de malonate (8 puL, a 3 mol/L) a induit
'apparition d’'une anomalie hyperintense en T2, associée a la formation d’'un cedéme vasogénique et
d’'une lésion étendue (496 mm?), visible a I'IRM (T2) 24 heures suivant 'opération. Cette neurolésion
est localisée dans I'hémisphére cérébral droit centrée au niveau du cortex moteur primaire (M1) (A).
Elle concerne le territoire de M1 correspondant a la motricité du membre thoracique controlésionnel
(gauche). Etant étendue, la neurolésion inclut également tout ou partie du cortex prémoteur (PM) et
cingulaire, du cortex somatosensoriel (S1) et des structures sous-corticales adjacentes a M1. Enfin, un
effet masse de 'hémisphére cérébral droit vers I’hémisphére gauche est constaté. M1 : Cortex moteur
primaire ; d : droite (convention radiologique des images IRM). (A) Les représentations histologiques et
schématiques de M1 en coupe coronale sont extraites de I'atlas The Marmoset Brain in Stereotaxic
Coordinates (257). Crédit Loubinoux I. (2020).

2.2.2 Evaluation fonctionnelle

2.2.2.1 Effets généraux

Pour le marmouset greffé, les procédures chirurgicales (neurolésion, transplantation)
se sont déroulées sans incidents majeurs, sur une durée moyenne de 2h40 entre

I'induction anesthésique et le réveil.

Les éléments importants de I'évolution de I'état clinique général du marmouset greffé

au cours du temps sont rapportés (Annexe 4).
2.2.2.2 Effets moteurs et comportementaux
Durant la période de convalescence, les animaux (greffé et témoins) ont pu réaliser

les tests comportementaux (staircases) des la premiére semaine post-lésion, bien que

'animal greffé et deux témoins n’aient pu les effectuer avec le membre thoracique
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controlésionnel durant la période d’étude. Cette situation ne semble pourtant pas
refléter I'état réel de récupération motrice du membre déficitaire, comme pourront
I'attester I'évolution des scores neurologiques et I'observation a distance au long

cours.

2.3 Evaluation des effets de la transplantation
2.3.1 Evaluation de la Iésion cérébrale par IRM

2.3.1.1 Suivi du volume Iésionnel

A la suite de I'opération (24h post-lésion), le volume lésionnel de 'individu greffé est
estimé a environ 496 mm3, a partir des images IRM en T2 (Figure 52). Celui-ci est
considéré comme faisant partie des volumes Iésionnels les plus importants obtenus
par I'équipe de recherche depuis la mise en place du modéle malonate chez le

marmouset (12, 13) (Figure 52, Figure 53).

A 8 jours post-lésion, une réduction du volume lésionnel du marmouset greffé est
constatée et le volume est estimé a 367,3 mm3. Par la suite, a 1 mois post-lésion, le
volume lésionnel du marmouset greffé diminue notablement en trois semaines de
367,3 a 18,8 mm?, soit une réduction de plus de 90% du volume Iésionnel initial (Figure
53). La cinétique d’évolution du volume est particulierement marquée lorsque
comparée a celle d’'un ensemble de marmousets témoins (n = 6). La diminution des
volumes Iésionnels des individus témoins caractérise la régression spontanée de la

Iésion en 'absence de traitement.
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Figure 52 Images IRM pondérée en T2 selon la vue coronale, sagittale et axiale, au cours du

temps chez le marmouset greffé. Crédit Loubinoux I. (2020).

La conjoncture sanitaire ayant contraint la suspension de toute intervention
expérimentale sur les animaux du laboratoire, les acquisitions d’images IRM
programmées a 3 mois n'ont pas été réalisées. Un report de 2 mois a alors été imposé.
Ainsi a 5 mois post-lésion, le volume lésionnel du marmouset greffé a présenté une
augmentation d’environ 44 mm?3 par rapport au volume a 1 mois post-lésion, soit un
volume lésionnel de 63,0 mm?3 a 5 mois. De plus, a 5 mois post-lésion, les lésions
tissulaires laissent place progressivement a une anomalie hyperintense en IRM
pondérée en T2, laissant supposée une évolution en lésion cavitaire (Figure 52, Figure
55). Ce volume lésionnel se stabilise ensuite, en atteignant une valeur de 67,4 mm?3 a

7 mois post-lésion (Figure 53).
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Evolution du volume lésionnel
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Figure 53 Evolution des volumes Iésionnels du marmouset greffé et des marmousets témoins
au cours du temps en post-lésion. L’évolution du volume lésionnel du marmouset greffé est

confrontée a celle de plusieurs témoins (n=6) inclus dans les projets de I'équipe (12, 13).

Ainsi, la transplantation de CGE est a l'origine d’'une amélioration significative du

volume lésionnel en phase subaigué (1 mois post-lésion).

Par ailleurs, un effet-masse est présent au niveau de la Iésion, associé a un
déplacement vers 'hémisphére cérébral gauche de la fissure longitudinale et de la
région corticale médiale droite. Ce phénomeéne est, en partie, la résultante de 'cedéme
cérébral vasogénique post-lésionnel. Sur les IRM en T2, 'cedéme et I'effet masse sont
observables a 24h et 8 jours post-lésion (Figure 53). A partir de 1 mois, I'effet-masse

est estompé et 'cedéme semble en grande partie résorbé (Figure 53).

Le volume d'’cedéme est estimé a partir des images IRM en T2 sur la base de
laugmentation du volume de I'hémisphére cérébral ipsilésionnel par rapport a
'hémisphére controlésionnel (sain) (volume exprimé en pourcentage). Ainsi,
concernant le marmouset greffé, il est d’environ 13,8% a la suite de I'opération (24h
post-lésion), soit un volume de 317,2 mm3. Par la suite, ce volume n’est pas majoré a

8 jours post-lésion, avec une valeur de 12,5%.

118



2.3.1.2 Suivi de la neurogreffe

Par ailleurs, sur les images IRM pondérées en T2 a partir de 1 mois post-lésion, il est
possible d’estimer les volumes hypointenses associés a la greffe (Figure 54). Ainsi, a 1
mois post-Iésion, le volume de greffe est d’environ 41,8 mm3. Entre 1 mois et 5 mois,
ce volume diminue presque de moitié, pour atteindre un volume de 22,7 mm? a 5 mois
post-lésion puis 18,0 mm?3 a 7 mois post-lésion. Dans un premier temps, les territoires
concernés par la transplantation des CGE font apparaitre des anomalies hypointenses
(zones sombres), attestant soit de la grande cellularité de la greffe, soit d’'une

néovascularisation tres importante.

Par la suite, l'intensité du signal associée a la greffe tend a augmenter avec le temps
(5 mois et 7 mois post-lésion) (Figure 54). Elle est également accompagnée de

'augmentation de l'intensité de la Iésion (Figure 55).

Evolution de la greffe
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Figure 54 Evolution du volume et de I’'intensité du signal T2 de la greffe au cours du temps (1
mois, 5 mois et 7 mois post-lésion).
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INTENSITE DE LA LESION ET DE LA GREFFE
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Figure 55 Evolution de I'intensité du signal T2 du site Iésionnel et de la greffe au cours du
temps.
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Figure 56 Evolution des volumes de la Iésion et de la greffe au cours du temps.

D’autre part, une diminution du volume et une augmentation de l'intensité

simultanées de la greffe (Figure 54) sont constatées.

Par ailleurs, la variation volumique de la greffe est comparée a celle de la lIésion. Une

augmentation du volume de la lésion apparait de maniére concomitante a une

diminution du volume de la greffe a partir de 1 mois post-lésion, se poursuivant a 5 et

7 mois post-lésion (Figure 56). La variation volumique pour la Iésion est estimée a 44

mm? contre 19 mm? pour la greffe (Figure 56).

120



Ainsi, le volume lésionnel et le volume de la greffe connaissent des variations
opposées au cours du temps. Des hypotheses concernant une relation volumique
entre ces deux volumes (lésion cérébrale et greffe de CGE) seront proposées en

discussion.

2.3.2 Evaluation motrice et comportementale : suivi de la récupération fonctionnelle

2.3.2.1 Echelle neurologique

Concernant le score neurologique, a la suite de la chirurgie (48h post-lésion), le
marmouset greffé présente une dégradation de son score neurologique, modérée pour
I’hémicorps (18/22) et le membre thoracique (9/12) ipsilésionnels, et une dégradation
marquée pour I'hémicorps (5/22) et le membre thoracique (2/12) controlésionnels
(Figure 57). La situation est comparable pour les marmousets témoins (n=6) a 48h post-
Iésion. Toutefois, la baisse du score neurologique du marmouset greffé est

significativement moins importante que celle des témoins du cété ipsilésionnel.

Par la suite, une augmentation progressive de ces scores est observée pour les deux
membres thoraciques apres 48h post-lésion sans nouvelle dégradation suite a la greffe

(« 2 semaines post-lésion ») pour le marmouset greffé.

A partir de 2 semaines post-lésion, le score neurologique du membre thoracique sain
(ipsilésionnel) de l'animal greffé atteint un plateau de valeurs maximales (22/22
hémicorps, 12/12 membre thoracique). Quant au membre thoracique déficitaire
(controlésionnel), ce dernier présente une augmentation progressive des scores
neurologiques, sans pour autant atteindre sa valeur de référence. En effet, a 9 mois,

le score est de 18/22, contre un score de référence (pré-lésionnel) de 22/22.

Cette augmentation progressive des scores présente une cinétique d’évolution
biphasique chez les marmousets greffé et témoins. En effet, pour exemple, chez le
marmouset greffé, les scores du membre déficitaire augmentent un peu plus
rapidement entre 48h et 3 semaines post-lésion, avec un gain de 8 points, soit une
récupération sensorimotrice de 67% en 3 semaines. Puis, 'augmentation du score se
poursuit mais de maniére plus lente a partir de 1 mois, avec un gain de 6 points entre
1 mois et 9 mois post-lésion, soit une récupération fonctionnelle de 33% en 8 mois.
Ce sont notamment les items concernant la motricité et la sensibilité tactile des

membres qui récupérent le plus lentement. La sensibilité superficielle de la face
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palmaire (membre thoracique) et plantaire (membre pelvien) de [I'’hémicorps
controlésionnel n’a pu étre rétablie, y compris a 9 mois post-lésion, chez I'animal
greffé. Concernant les capacités motrices du membre thoracique controlésionnel, le

marmouset greffé présente une constance de ses déficits moteurs au cours du temps.

De plus, I'évolution du score pour 'hémicorps controlésionnel du marmouset greffé
n’est pas différente significativement de celle des témoins Iésés. La transplantation de
CGE ne semble donc pas avoir induit d'effets délétéres ou bénéfiques sur la
récupération du statut sensorimoteur du membre controlésionnel dans les 3 mois
suivant la lésion, en comparant aux 6 témoins, et dans les 8 mois, en comparant aux
deux témoins (témoin-685 et témoin-682, n=2) présentant des valeurs pour cette
période. Néanmoins, une amélioration progressive des items de performances
motrices est constatée a partir de 8 et 9 mois post-lésion chez le marmouset greffé.
La poursuite de I'évaluation en phase chronique permettrait de définir d’éventuels

effets plus tardifs de la greffe sur la récupération neurologique.
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Figure 57 Evolution des scores de I’échelle neurologique au cours du temps pour I’hémicorps
ipsilésionnel (sain) et controlésionnel (déficitaire) de I'animal greffé et des animaux témoins.
Evolution comparée des résultats entre I'animal greffé et les 6 marmousets témoins jusqu’a 3 mois post-
Iésion (graphique en haut, n=7). Evolution comparée des résultats entre I'animal greffé et deux témoins
dont les résultats jusqu'a 8 mois étaient disponibles (graphique en bas, n=3). L’évolution permet
d’évaluer I'effet de la Iésion et de la greffe sur le score neurologique du membre controlésionnel, par
rapport au membre ipsilésionnel. Les données a chaque point du temps correspondent aux moyennes

et aux écart-types standards des scores obtenus sur la période donnée.
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2.3.2.2 Staircases vallée et colline

Concernant le marmouset Iésé-greffé et les témoins Iésés (n=6), les tests de staircases
a 48h post-lésion n'ont pu étre réalisés, en raison de I'état de convalescence des

individus.

Par ailleurs, I'animal greffé présente une diminution marquée des scores aux
staircases colline et vallée entre la période pré-lésion et 1 semaine post-lésion, pour
le membre thoracique controlésionnel (Figure 58). Les scores des deux versions du test
pour ce membre sont réduits a une valeur de 0/15, et persistent & cette valeur tout au
long de la période d’évaluation (9 mois) (Figure 58). Une situation comparable chez
deux témoins (ttmoin-685 et témoin-682, n=2) est également constatée. En revanche
le reste des témoins présente une augmentation du score aux deux versions du
staircase pour le membre déficitaire a partir de 1 semaine post-lésion, qui se poursuit

jusqu’a 3 mois.

Concernant le membre thoracique ipsilésionnel, les tests ont été réalisés avec aisance
dés 2 semaines post-lésion pour les témoins et 3 semaines post-lésion pour le
marmouset greffé. Les scores de ce membre chez le marmouset greffé sont constants
au cours du temps pour les deux versions du test, a I'exception des séances a 2
semaines. En effet, une Iégere diminution des scores est observée, avec une valeur
de 11/15, en comparaison au score pré-lésionnel et post-lésionnel (> 3 semaines) de
14-15/15. Ce résultat peut étre mis en relation avec la compression de I'hémisphére
controlésionnel par I'cedéme post-lésion, I'atteinte des fibres corticospinales non-
décussées ou la phase de convalescence du marmouset ayant été soumis a la

seconde chirurgie (transplantation).

Toutefois, il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes concernant les
résultats pour les 2 premiers mois post-lésion au staircase vallée et sur les 3 premiers
mois pour le staircase colline, pour le membre déficitaire. La période de 3 mois semble
donc trop faible pour faire apparaitre un éventuel effet bénéfique de la greffe sur la
récupération de la dextérité. La poursuite de la comparaison entre le marmouset greffé

et des témoins lésés au-dela de 3 mois permettrait une évaluation en phase chronique.

D’autre part, un point peut étre fait sur les variations modérées des scores pour le

membre sain du marmouset greffé, constatées avec les deux versions du staircase.
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Ces variations peuvent étre d0 a des modifications de I'environnement du marmouset,
tel qu'a 1 mois post-lésion avec le changement des opérateurs réalisant les
évaluations ou a 7 mois post-lésion lors du changement du congénére partageant la
cage. Ces éléments peuvent involontairement induire une modification de 'attention et

de la participation des marmousets.

Par ailleurs, I'absence de formation d’un réel plateau de performances et le retard de
récupération de la dextérité pour le membre thoracique déficitaire, notamment au
staircase vallée, chez l'individu greffé, peut inclure la possibilité d’'un phénoméne
d’héminégligence transitoire. Ce dernier a été constaté a I'observation a distance
(rotation dans le sens opposé a la neurolésion en phase aigué, défaut de mastication
associé a une tombée des aliments du c6té controlésionnel, absence de réponse a

des stimuli visuels présents dans ’hémichamp visuel controlésionnel).

Concernant le membre thoracique controlésionnel, le marmouset greffé I'utilisait de
maniére peu adroite, avec une imprécision de visée et un défaut de préhension. De
plus, les parties du test dévolues a I'évaluation du membre déficitaire étaient
systématiquement accomplies avec le membre sain, en engageant les deux membres
dans les fentes du dispositif. Ce comportement s’est maintenu malgré les difficultés
d’accés pour le marmouset et des incitations au changement de membre par
I'expérimentateur. Toutefois, 'absence d’utilisation du membre déficitaire, y compris
plusieurs mois a la suite de la Iésion, n’est pas un phénoméne totalement inhabituel.
Cette situation est observée chez deux animaux témoins et s’est déja produite au cours
des autres études antérieures de I'équipe (12, 13), sans qu’aucune corrélation soit
établie avec le volume lésionnel. De plus, d’autres facteurs intercurrents (absence
d’entrainement durant plusieurs mois, déficit de motivation) ont probablement participé

a I'établissement et la persistance de ce comportement de maniére durable.
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Figure 58 Evolution des scores aux deux versions du staircase (vallée et colline) au cours du
temps chez le marmouset greffé et les animaux témoins (n=6). Les performances motrices du
membre ipsilésionnel tendent a se stabiliser et atteindre un plateau. A l'inverse, les tests témoignent
d’'une perte des performances de dextérité du membre thoracique controlésionnel a la suite de l'injection
de malonate, persistant au long terme, pour les deux versions du staircase pour le marmouset greffé et
deux témoins (créant cette forte variabilité). Les données a chaque point-temps correspondent aux

moyennes et aux écart-types standards des scores obtenus a la période donnée.
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2.3.2.3 Facteurs de variation

Au regard des résultats obtenus pour le marmouset greffé et de la variabilité observée
au sein de la population de témoins, I'influence de deux facteurs sur la récupération
fonctionnelle est alors évaluée. Elle concerne notamment le volume lésionnel initial et

la « motivation » des marmousets.

En effet, bien que réalisées dans le cadre d’'un méme protocole, les injections
stéréotaxiques de malonate n’ont pas induit des volumes Iésionnels identiques. Nous
analysons alors linfluence de ce volume Iésionnel sur [I'évolution du score
neurologique du membre thoracique controlatéral. Pour cela, nous distinguons deux
groupes sur la base de ce volume. La moyenne du volume lésionnel initial est d’environ
440 mm3. Seront alors distingués les marmousets présentant un volume supérieur a
cette moyenne et ceux présentant un volume inférieur. Nous obtenons ainsi un groupe
de 4 marmousets, composé du témoin-671, du témoin-682, du témoin-661, et du
témoin-730 dont le volume Iésionnel initial est inférieur a 440 mm?3; et un autre groupe
de 3 marmousets, composés du marmouset greffé, du témoin-685 et du témoin-702

dont le volume Iésionnel initial est supérieur a 440 mm? (Figure 59).

Influence du volume lésionnel initial

]

)

ROLESIONMEL

._,..,‘_
CON

HEUROLOGIQUE (/22)

SCORE I

MEMBRE THORACIQU

PRELESION 48H 51 52 53 54 58 512

—— Volume lésionnel < 440 mm3 ~m— Volume lésionnel > 440 mm3

Figure 59 Evaluation de I'influence du volume lésionnel initial sur I’évolution du score
neurologique pour ’hémicorps (membre) déficitaire au cours du temps chez le marmouset
greffé et les témoins (n=6). Le volume Iésionnel initial moyen étant de 440 mms3, deux groupes de
marmousets sont distingués : le groupe présentant des volumes Iésionnels < 440 mm? (n=4) et le
groupe présentant des volumes lésionnels > 440 mm3 (n=3). Les données a chaque point-temps

correspondent aux moyennes et aux écart-types standards des scores obtenus a la période donnée.
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Il existe donc une évolution du score de I'échelle neurologique du membre thoracique
controlésionnel comparable entre les deux groupes. Toutefois, il semble qu’il y ait une
moindre amélioration du déficit neurologigue dans le groupe de marmousets
présentant une « grande lésion » par rapport a ceux présentant une lésion initiale de

plus petit volume.

Par conséquent, au vu des résultats obtenus, le volume Iésionnel initial ne peut ici
expliquer la variabilité des résultats obtenus par les marmousets pour les tests de
staircase et I'échelle neurologique. Ces résultats restent a confirmer avec une plus

grande puissance statistique.

Par ailleurs, I'influence de la « motivation » des marmousets est également évaluée,
au regard de lI'absence d’évolution de la dextérité entre le groupe constitué du
marmouset greffé et des deux autres marmousets témoins présentant des résultats
similaires (ttmoin-685 et témoin-682 ayant eu un score = 0, jusqu’a 8 mois post-lésion)
avec l'autre groupe de témoins. Les premiers auraient pu montrer une déficience de
motivation qui a alors conduit & la non-utilisation du membre thoracique déficitaire,
bien qu’'une amélioration de ce déficit sensorimoteur aurait pu apparaitre. Ainsi selon
les scores obtenus aux staircases, deux groupes de marmousets sont distingués : les
marmousets dits « démotivés » (n=3) et les marmousets dits « motivés » (n=4).
L’influence de ce statut psychologique sur la récupération du déficit neurologique est

alors évaluée pour les deux hémicorps (Figure 60).
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Influence de la « motivation »
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Figure 60 Evaluation de I'influence de la « motivation » sur I’évolution du score neurologique
pour les deux hémicorps (membres) au cours du temps chez le marmouset greffé et les
témoins (n=6). L’évolution du score aux deux versions du staircase ont fait apparaitre deux profils
différents de marmousets : le groupe de marmousets dit « démotivés » avec un score au staircase = 0
jusqu’a 3 mois (n=3) et les marmousets « motivés » avec un score au staircase > 0 avant 3 mois post-
Iésion (n=4). Les données a chaque point-temps correspondent aux moyennes et aux écart-types
standards des scores obtenus a la période donnée.

A nouveau, les résultats mettent en évidence une évolution du score a I'échelle
neurologique comparable entre les deux groupes (« motivés »/ « démotivés »), avec

une légére diminution du score neurologique des marmousets « démotiveés ».

Par conséquent au vu des résultats incluant un faible effectif d’animaux, il n'est pas
envisageable a ce stade d’attribuer une influence significative de la motivation ou du
volume lésionnel sur les résultats obtenus aux staircases, et a fortiori sur la

récupération de la dextérité du membre thoracique controlésionnel.

Cependant, la personnalité et la motivation (258) sont a ce jour reconnus pour
influencer grandement lissu d’une thérapie de réhabilitation et impacter la
récupération fonctionnelle chez le patient. Ainsi, ces résultats obtenus a partir des 7
marmousets (1 animal greffé et 6 témoins) restent a confirmer, notamment
accompagnés d’'une puissance statistique suffisante. Il est néanmoins possible de
confirmer que I'écart entre les résultats obtenus chez les marmousets considérés
comme « démotivés » dont I'animal greffé, et les autres marmousets, n’est pas

notable.
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En définitif, I'injection de malonate est a I'origine de I'acquisition d’'un déficit sévere et
chronique de la dextérité du membre thoracique controlésionnel, qui ne semble pas
étre amélioré par la greffe. La transplantation de CGE n’induit donc aucun effet
(déléetere ou beénéfique) marquant sur la récupération de la dextérité du membre

controlésionnel chez le marmouset neurolésé.

Ces conclusions sont toutefois a considérer dans le cadre de cette étude pilote (faible
effectif), et basées sur les résultats des tests comportementaux effectués ici. La

confirmation de ces résultats est donc attendue.

3 Discussion

Cette étude pilote qui portait sur l'utilisation des CGE pour la réalisation d’'une
neurogreffe s’est révélée satisfaisante dans 'accomplissement de ses objectifs. Dans
les parties suivantes, seront abordés les avantages et les limites d'une telle

transplantation mais également les perspectives futures de cette étude.

3.1 Avantages de la transplantation
3.1.1 « Safety » des cellules gliales entériques

3.1.2 Risque de rejet immunologique

L’'un des risques majeurs lors d’'une xénotransplantation est le rejet immunologique.
Ce dernier correspond a la destruction de la greffe suite a la reconnaissance des
cellules du non-soi par le systtme immunitaire de I'h6te (259). Malgré sa relative
tolérance immunitaire, le SNC n’est pourtant pas dépourvu de mécanismes
immunologiques. Le rejet fait alors intervenir les antigenes de surface des cellules
exogenes. Les principaux antigenes sont ceux du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) (259), reconnus par les lymphocytes T (260). Cette
présentation antigénique est alors a l'origine de l'initiation d’'une réponse immunitaire
marquée. Le rejet de neurogreffe survient généralement dans les jours qui suivent la

transplantation mais peut également apparaitre en phase chronique. Elle se manifeste
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alors par des signes neurologiques et généraux. Des traitements immunomodulateurs
(260), tels que la corticothérapie ou la sérothérapie (261), sont généralement associés

a la transplantation en prévention.

La nature et l'origine des cellules jouent un réle important dans la survenue de ce
phénomene. Pour exemple, dans un modele AVC (MCA0), la transplantation de
cellules progénitrices et souches neurales humaines chez des rats a été a I'origine
d'un rejet de greffe 2 mois post-transplantation (262). D’autres ont pu montrer une

sécurité et une efficacité d’une xénogreffe au-dela de 10 mois (263).

Dans le cadre de notre étude, aucune immunothérapie n’a ciblé ce phénoméne. Le
marmouset greffé a néanmoins présenté une amélioration de son état général, sans

signes de détérioration a long terme.

Ainsi, bien que les CGE expriment le complexe majeur d'histocompatibilité de classe
Il (CMHII) et qu’elles soient susceptibles d’étre ciblées par les cellules immunitaires
(264—-266), elles ne semblent pas induire de rejet de greffe clinique en phase aigué et
chronique (9 mois), au vu des arguments suivants. Le potentiel immunomodulateur
des CGE a pu influencer la réaction de I'héte a la suite de la transplantation. En effet,
les CGE sont susceptibles de sécréter des facteurs anti-inflammatoires et
neuroprotecteurs, tels que GDNF (197, 212). La fixation de GDNF au niveau des
récepteurs spécifiques RET (tyrosine kinase) présents a la surface des lymphocytes T
permet de juguler leur production de cytokines pro-inflammatoires (267, 268) et de

favoriser la libération d’interleukines anti-inflammatoires (IL-22) (268).

L’analyse immunohistochimique qui sera réalisée ultérieurement devrait répondre plus
précisément a la question concernant la survenue d’'un éventuel rejet de greffe

insidieux.

3.1.3 Risque tumorigénique
Une autre étape fondamentale de cette étude était de vérifier la sureté des CGE vis-
a-vis des phénoménes néoplasiques.

Le risque tumorigénique des CGE n’a pas été établi, a ce jour (269). Au contraire, les

CGE seraient impliquées dans la diminution de la progression de certains cancers
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(270).

Ici, la survenue d’un processus tumoral est évaluée cliniquement et par neuroimagerie.
Ainsi, une tumeur cérébrale, telle que le gliome, est susceptible d’engendrer des
signes cliniques généraux (nausées, vomissements, anorexie) et des signes en lien
avec sa localisation (hémiparésie, aphasie, cécité, etc.) (271). Ainsi, concernant le
marmouset greffé, la résolution de certaines atteintes (héminégligence, récupération
motrice et sensitive partielle) et 'amélioration de I'état général de I'animal permettent
de suggérer 'absence de tumeur clinique dans les 9 mois post-transplantation. Ces
observations sont renforcées par I'évolution structurelle du cerveau établie par les
examens d’'imagerie. En effet, selon la nature de la tumeur cérébrale, I'IRM en T2 peut
faire apparaitre des signes directs (masse tumorale) ou indirects (effet masse) (272).
Ici, la régression progressive des anomalies associées a la lésion cérébrale permet de

supposer I'absence de formation d’'un processus tumoral.

Le risque néoplasique des CGE serait donc absent chez I'animal greffé dans les 9
mois post-transplantation. La poursuite de I'’évaluation clinique et structurelle, et la
réalisation d’'une analyse immunohistochimique au-dela de 12 mois permettront de
confirmer cette observation. Toutefois, il n’est pas exclu que ce risque soit présent au-
dela de cette période. En effet, si certaines cellules, telles que les iPSC, peuvent
induire la formation d’'une tumeur en prés de 2 semaines (273), des cellules souches
neurales foetales engendrent des tumeurs plusieurs mois voire plusieurs années suite
a la transplantation (274). De plus, la nature des cellules transplantées et leur état de
différentiation sont susceptibles de faire varier ce risque. Pour exemple, les iPSC
restées indifférenciées suite a leur transplantation représenteraient un plus grand
risque de développement de tératome, par rapport aux iPSC différenciées (275). Par
conséquent, en transplantant les CGE sous leur forme différenciée, il est attendu que

le risque tumorigénique soit davantage minoré.

3.1.4 Réduction du volume lésionnel

Le marmouset greffé a présenté une diminution significative du volume lésionnel a 1
mois (3 semaines post-transplantation). La greffe de CGE serait donc impliquée
favorablement dans I'évolution des lésions cérébrales. Plusieurs hypothéses sont alors

envisageables concernant les mécanismes impliqués.
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Tout d’abord, la principale hypothése renvoie au potentiel neurogénique et gliogénique
des CGE (9), a 'origine du remplacement cellulaire du territoire 1ésé. En effet, in vitro,
la différentiation neuronale des CGE est précédée par une importante prolifération et
une dédifférentiation en progéniteurs neuronaux. Comme l'atteste la formation des
neurosphéres in vitro, les CGE peuvent se dédifférentier en cellules progénitrices
neurales en quelques jours (< 2 semaines). Et ces cellules progénitrices sont
susceptibles de se différentier en neurones a partir de 3 jours, in vitro (9). Par
conséquent, en confirmant la capacité migratrice des CGE greffées en périlesionnel
vers le site lésionnel (276), il est concevable que les CGE greffées aient participé au
remplacement cellulaire de la zone cérébrale |ésée dans les 3 semaines post-
transplantation. Dans le cas ou ces cellules s’intégrent au tissu endogéne, ceci

permettrait une réduction précoce et significative du volume lésionnel.

La cohérence de cette hypothése peut étre appuyée par les variations simultanées et
opposées des volumes de la lésion et de la greffe en phase subaigué. En effet, a partir
de 1 mois, le volume de la Iésion augmente, alors que celui de la greffe diminue avec
une amplitude comparable. Un phénomeéne de « vases communicants » est SUpposé.
Il pourrait étre causé par cette probable migration des CGE greffées du site de
transplantation périlesionnel vers le site Iésionnel. Dans un premier temps, ces cellules
auraient pu participer a la réduction du volume Iésionnel avant 1 mois. Puis, il est
possible que ces cellules greffées mais aussi les cellules exogénes et endogénes
néoformées aient ensuite dégénéré en arrivant au site lésionnel en raison de
I'environnement inflammatoire. A I'origine de leur accumulation dans la |ésion cavitaire,
ce phénomene pourrait ainsi induire 'augmentation du volume lésionnel au-dela de 1

mois.

Les variations du volume de greffe, mais également d’intensité du signal T2, sont
toutefois a interpréter avec précautions puisque pouvant correspondre a plusieurs
phénomeénes. Pour exemple, ici, la diminution du volume et l'augmentation de
lintensité de la greffe sont concomitantes. En termes biologiques, ces événements
peuvent correspondre a une diminution de la cellularité de la greffe (augmentation de
la densité de protons libres). Cette derniere est alors attribuable a plusieurs processus,
dont la migration des cellules, ou leur dégénérescence. Une analyse

immunohistochimique permettra ainsi de faire une ségrégation entre ces processus en
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confirmant I'éventuelle survie, la prolifération et la différentiation des cellules issues de

la greffe.

De plus, les CGE présentent des effets immunomodulateurs, anti-inflammatoires et
neurotrophiques (192, 267, 277). Par conséquent, étant donnée la realisation de la
greffe en phase aigué, il est probable que ces cellules aient modifié favorablement
'environnement du tissu lésé. Par une action paracrine, les CGE pourraient étre a
l'origine d’un effet (neuro)protecteur anti-apoptotique et donc modulateur de la
dégénérescence cellulaire. Par la suite, en phase subaigué, dans le cas ou les cellules
de la greffe survivraient, il est possible d’envisager une action trophique (neurogenése,
angiogenese) sur les tissus endogenes. Ces effets protecteurs, d’une part, et
trophiques, d’autre part, pourraient ainsi expliquer la réduction significative et marquée

du volume Iésionnel a un 1 mois.

Par ailleurs, il est possible d’envisager une action positive de la greffe sur 'oedéme
vasogénique. En effet, a la suite de la Iésion cérébrale, un cedéme se met en place.
En provoguant une « distorsion anatomique » au niveau de I'hémisphére cérébral
ipsilésionnel, 'cedéme a engendré une augmentation apparente du volume lésionnel.
En considérant une résorption rapide et importante de I'cedéme, il est possible
d’attribuer la réduction du volume lésionnel a celle de I'cedéme, dont la résorption
aurait pu étre améliorée par la greffe. Les volumes de I'cedéme cérébral des témoins
n’étant pas disponibles, une étude comparée serait souhaitée afin de confirmer ou
invalider 'hypothése. Toutefois, dans la mesure ou I'individu greffé présente un volume
lésionnel post-greffe particulierement bas par rapport aux témoins, I'effet probable de
la greffe sur 'edéme cérébral ne peut expliquer a lui-seul cette réduction marquée du
volume lésionnel & 1 mois. Il est a supposer que des mécanismes précoces aient
entrainé des effets supérieurs a ceux engendrés par les processus endogénes de

récupération spontanée.

A ce stade, I'hypothése d’'un remplacement cellulaire et d’'un effet protecteur et
trophique par les CGE restent parmi les hypothéses les plus probables. Toutefois, elles
sont encore a confirmer. De plus, un lien de corrélation entre réduction du volume

Iésionnel et récupération fonctionnelle est a établir.
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Malgré tout, ce méme volume Iésionnel présente une augmentation a 5 et 7 mois post-
Iésion. Cette augmentation reste toutefois minime en comparaison au volume initial.
Plusieurs hypothéses peuvent y étre associées. Parmi elles, un phénoméne
artéfactuel a ''RM en T2 a pu interférer avec I'analyse. En effet, suite a une Iésion
cérébrale, notamment une ischémie cérébrale chez 'homme, un phénoméne de
« buée » (« MRI fogging ») entre 1 et 3 semaines est constaté (278, 279). Il
correspondrait, entre autres, a l'envahissement du site Iésionnel par des
macrophages. Ces cellules réalisent la clairance des débris cellulaires, principalement
de nature lipidique, engendrés par la dégénérescence cellulaire post-ischémique.
Lorsqu’elles sont chargés, leur présence est alors associée a une diminution de I'eau
libre (278). Ce phénoméne se traduit a I'IRM en T2 par un signal de moindre intensité
et donc au masquage de I'étendue réelle des lésions. Une fois ces macrophages
évacués du site lésionnel, le volume réel de la Iésion tend alors a apparaitre. Marshall
et al. ont pu constater ce phénoméne chez le marmouset a 3 semaines post-lésion,
dans le cadre d’'un modele AVC (MCAo0) (280). Dans cette étude, Marshall et al.
mettent en évidence qu’a partir de 10 semaines, le volume Iésionnel était identique au
volume défini a I'analyse histologique. Par conséquent, il est envisageable d’attribuer
laugmentation du volume Iésionnel aux artéfacts induits par les processus
inflammatoires post-lésionnels. Toutefois, cette hypothese reste moins probable ici en

raison du bon contraste obtenu sur les images IRM en T2.

Enfin, des Iésions de dégénérescence secondaire de la substance blanche et de la
substance grise peuvent survenir plusieurs mois apres une lésion cérébrale (281, 282).
Ce phénomene est rapporté chez 'lhomme (283) et le marmouset (12), associé a une
atrophie corticale, et sous-corticale. Dans le cas du marmouset greffé, I'atrophie de
'hémisphére cérébral ipsilésionnel est estimée entre 2,0 et 4,8%, par rapport a
’hémisphére sain a 5 et 7 mois. Par conséquent, il est probable que cette atrophie
progressive en région périlésionnelle ait contribué a la légére augmentation du volume

lésionnel en phase chronique.

Nous pouvons donc dire qu’a 9 mois post-greffe, cette xénotransplantation est
sécuritaire. Cependant, une confirmation a plus grande échelle et a plus long terme,

associée a une analyse immunohistochimique, reste nécessaire.
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3.1.5 Absence d’effets secondaires sur la récupération fonctionnelle

Dans le cas du marmouset greffé, aucune récupération de la dextérité n’a pu étre mise
en évidence aux deux versions du staircase (12). Le volume Iésionnel de ce
marmouset était important en phase aigué, et incluait le territoire cortical ciblé, et
d’autres régions corticales et sous-corticales adjacentes. Pourtant, en dépit d’'une
réduction significative du volume Iésionnel dés 1 mois, les déficits moteurs ont persisté.
D’autres facteurs pourraient donc entrer en compte dans les résultats de ces tests
(défaut d’entrainement, déficience de motivation, déficit sensitif et proprioceptif, qualité

des dispositifs).

Il est possible de prendre encore plus de recul sur l'issu des tests. En effet, sur la base
de I'évolution positive du statut neurologique de I'hémicorps controlésionnel et de
I'observation clinique, le marmouset a tout de méme présenté une amélioration des

déficits de force et de dextérité du membre déficitaire.

Par conséquent, I'effet de la greffe sur la récupération fonctionnelle n’est pas majoré
par rapport a celle de la récupération spontanée observée chez les témoins jusqu’a 3
mois. Cependant, en considérant I'impact des déficits sensitifs et proprioceptifs sur la
motricité, et leur latence de récupération (16), il est possible d’'indiquer que la greffe
n'a pas été délétere. Ainsi, la xénotransplantation intracérébrale de CGE n’engendre

pas d’effets secondaires sur la motricité au cours des 9 mois post-greffe.

De plus, il n'est pas exclu que la greffe ait engendré une reconstruction tissulaire.
Toutefois, celle-ci ne semble pas fonctionnelle pour le moment. Un suivi a plus long

terme est donc indispensable.

3.2 Limites de la transplantation

3.2.1 Evaluation des déficits sensorimoteurs

Parmi les facteurs ayant influencé les résultats des tests comportementaux, I'on
retrouve les processus de compensation. En effet, chez le patient présentant un déficit
fonctionnel, des phénoménes compensatoires se mettent en place afin d’assurer son
autonomie. lls sont également constatés chez les modeles animaux (37). Pour

exemple, lors de la réalisation d’'une tache motrice, les animaux cérébrolésés utilisent
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de maniéere préférentielle le membre thoracique sain au détriment du membre
déficitaire. Ce fat le cas pour 'animal greffé dans notre étude. Autre exemple, en 1999,
Nudo et al. constatent que des individus (saimiri) cérébrolésés au niveau de M1
inspectaient de maniére systématique leur main a la suite de la récupération d’'une
récompense, qu’ils aient réussi ou échoué a la saisir (284). lls montrent alors qu’au-
dela de I'aspect purement moteur des déficits fonctionnels, ces derniers peuvent étre
majorés voire confondus avec des déficits sensitifs (284). En termes temporels, une
neurolésion de M1 peut engendrer la persistance du déficit d’intégration sensitive
durant plusieurs mois, et inversement. Chez le patient, un rétablissement sensitif
partiel est estimé a plus de 4 mois (285). Dans le cas d’un modéle animal, le
phénomene de compensation s’estompe le plus souvent a partir de 3 mois post-lésion
(284).

Ce constat contraint donc a relativiser les résultats obtenus aux tests

comportementaux et a questionner la pertinence de I'évaluation sensorimotrice.

En effet, bien que I'échelle neurologique objective des déficits fonctionnels, il semble
gu’elle ne permette pas de faire une ségrégation nette entre déficits moteurs purs et
sensitifs. L’élaboration d’'une échelle neurologique idéale reste tout de méme une
étape épineuse. De nombreuses versions sont actuellement disponibles. En 2015,
Puentes et al. congoivent une échelle neurologique pour une utilisation spécifique chez
le marmouset, le Marmoset Neurologic Score (MNS) (286), qui inclut des items
cohérents avec son répertoire comportemental (aptitude a grimper). L’équipe iDREAM
a également contribué a améliorer grandement I'échelle neurologique utilisée (travaux
de thése d’Alice Le Friec (12, 13)). Toutefois, elle offre une vision globale du statut
neurologique de I'animal permettant difficilement de préciser, a proprement parler, les

parametres sensitifs et moteurs.

Ainsi, de nouveaux moyens d’évaluation sensorimotrice sont a envisager afin de mieux
définir les déficits fonctionnels et d’estimer leur réponse lors de I'essai d’une stratégie

thérapeutique.
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3.3 Perspectives futures

3.3.1 Analyses immunohistochimiques

Les circonstances sanitaires particulieres (pandémie de la Covid-19) ont contraint a
repenser le protocole expérimental initial. Ainsi, les examens IRM et les séances
d’évaluation sensorimotrice ont été décalés dans le temps. De méme, I'analyse
immunohistochimique (IHC) du tissu cérébral [ésé du marmouset greffé devait cloturer
cette étude, afin d’évaluer de maniére exhaustive les effets de la greffe de CGE. Elle
avait été envisagée au préalable a 6 mois post-lésion. Dans ce contexte, 'échéance
de cette analyse IHC a alors été reportée a plus de 6 mois, en phase chronique tardive.
Une survie des CGE est attendue. Toutefois, la transplantation intracranienne de CGE
dans un modéle AVC chez le marmouset est un projet encore inédit. L’appui sur les
données de la littérature est donc restreint. En revanche, I'extrapolation des résultats
de certaines études permet d’établir des hypothéses sur la probable survie de ces
cellules transplantées et de justifier le choix d’une nouvelle échéance pour I'analyse
IHC.

Ainsi, en 1994, dans un modéle de neurodégénérescence, Twe et al. réalisent la
transplantation intrastriatale (striatum) d’un fragment de plexus myentérique disséqué
de jeunes rats chez des animaux adultes, une a deux semaines apres la réalisation
d’'une neurolésion (acide quinolinique) (287, 288). L’analyse IHC révele alors la survie
des cellules neuronales et gliales (au sein des ganglions entériques) jusqu’a 6
semaines suivant la transplantation. Twe et al. confirment méme la conservation d’'une
morphologie cellulaire similaire a celle in situ (288). En 2016, une durée minimale de
survie et d’activité des CGE isolées de 2 mois est confirmée lors de leur transplantation
intracérébrale chez un modeéle rongeur de maladie d’Alzheimer (276). Enfin, dans la
mesure ou les CGE présentent de nombreuses caractéristiques morphologiques,
moléculaires et fonctionnelles avec les astrocytes et les oligodendrocytes (10, 183,
184, 186), une extrapolation de résultats obtenus a partir de ces cellules est donc
envisageable. Ainsi, dans le cadre d’'une transplantation de cellules gliales au niveau
d’'une région spinale démyélinisée chez un modéle rongeur, O’Leary et Blakemore ont
permis de mettre en évidence linitiation d’un processus de remyélinisation par les
oligodendrocytes greffés et leur survie jusqu’a un an (289). De méme, suite & une

transplantation de progéniteurs des astrocytes au sein d’une région saine de S1 chez
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un modéele rongeur, les astrocytes dérivant de la greffe présentent une survie et une
intégration fonctionnelle au réseau neuronal endogene au-dela d’'un an (60 semaines)
(290). Par conséquent, il est concevable que I'analyse IHC reportée dans le cadre de
ce projet puisse a son tour faire la preuve d’'une survie a long terme des CGE greffées.
Dans le cas contraire, un examen prévu de lI'ensemble des autres processus
histologiques (neurogenese, gliogenese, angiogenése, inflammation, etc.) sera
réalisé.

La suite du protocole expérimental sera ainsi envisagée comme suit :

3.3.1.1 Protocole de préparation des coupes tissulaires

Le marmouset transplanté sera anesthésié (alfaxalone, 9 mg/kg, en IM, Alfaxan®),
puis euthanasié (pentobarbital de sodium, 100 mg/kg, par voie intrapéritonéale,
Doléthal®, Vetoquinol). Le cerveau est ensuite perfusé a I'aide d’'une solution tampon
NaCl 0,9% héparine 0,1% réchauffé puis par une solution de paraformaldéhyde (PFA)
a 4% refroidie administrées par voie intracardiaque. Une craniotomie large puis une
extraction du cerveau de la boite cranienne sont réalisées. Le cerveau est placé dans
un bain de PFA 4% puis dans des bains successifs de solution de sucrose a des
concentrations croissantes (10%, 20% puis 30%). Les cerveaux sont coupés en
sections coronales de 30 ym a l'aide d’'un microtome de congélation (Microm HM 450

®, Microm France, Francheville, France).

3.3.1.2 Protocole de préparation de I'immunomarquage

Les coupes histologiqgues ainsi préparées seront disposées pour la réalisation de
colorations et d’'un immunomarquage. Dans un premier temps, les coupes sont
réservées pour une coloration au Nissl, permettant d’identifier la substance grise par
coloration du soma des neurones (corps de Nissl) (291). D’autres coupes sont colorées
au bleu de luxol rapide (LFB) afin de mettre en évidence la substance blanche par
coloration de la myéline (291). Une contre-coloration a l'aide du crésyl violet, pour
révéler la cytoarchitecture (291), est réalisée toutes les 12 a 14 coupes coronales afin
de localiser le site lésionnel et les structures adjacentes. Par la suite, un
immunomarquage est réalisé afin d’identifier différents types cellulaires dont les

cellules gliales matures, la microglie réactive, et les neurones a I'aide des marqueurs
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S100B8, GFAP, Iba1l et Nestin, respectivement. Pour cela, les coupes sont
perméabilisées et bloquées par immersion dans une solution tampon
d’immunohistochimie (IHC) correspondant a une solution de 0,1 mol/L d’'un tampon
phosphate contenant 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) et 4% de sérum caprin
(Sigma-Aldrich), durant 2 heures a température ambiante. Les coupes sont ensuite
incubées pendant 24 heures avec des marqueurs primaires (anticorps anti-S10003
lagomorphe, Abcam #52642, dilués au 1/300 ; anticorps anti-GFAP lagomorphe, Dako
#20334, dilués au 1/1000 ; anticorps anti-lbal caprin, Abcam #ab5076, dilués au 1/500
et anticorps anti-Nestin caprin, Santa Cruz #sc-21246, dilués au 1/300) dans une
solution de tampon d’'IHC. A la suite de lavages successifs au PBS, les coupes sont
incubées en présence des anticorps secondaires respectifs (anticorps couplés a des
fluoroschromes, AlexaFluor, Molecular Probes ®, Invitrogen, dilués au 1/1000), dans
une solution de tampon IHC pendant 2 heures a température ambiante. Par ailleurs,
les noyaux cellulaires sont révélés par une contre-coloration a I'aide du marqueur DAPI
(dilué au 1/5000 dans une solution de PBS, Sigma-Aldrich) (12, 13). Les images seront
acquises avec un microscope confocale Zeiss de la plateforme imagerie du CPTP
(référence : Zeiss confocal LSM710).

3.3.2 Poursuite de I'’évaluation structurelle et fonctionnelle

Pour I'heure, d’autres projets sont en perspective. L’objectif serait de confirmer les
effets structurelles et cliniques réels de la greffe. Pour se faire, le protocole
expérimental initial sera poursuivi jusqu’a la formation d’'un plateau de performances
sensorimotrices (échelle neurologique et staircases). Une fois ce plateau établi et au-
dela de 12 mois post-lésion, la greffe et les éventuels tissus exogénes néoformés
devraient pouvoir étre extraits. Sur la base de ['évolution des évaluations
sensorimotrices et des données IRM réalisés aprés I'extraction de la greffe, ses effets

potentiels sur la récupération fonctionnelle pourront alors étre établis.

3.3.3 Modalités de la transplantation : vers la réalisation de greffes autologues

Se posent ensuite les problématiques liées aux objectifs d’une transposition vers une

transplantation autologue des CGE. Cette derniere s’impose comme une modalité de
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transplantation a privilégier au vu du bénéfice concernant le risque de rejet

immunologique (85).

Ainsi, les techniques de préléevements des ganglions entériques pour la réalisation de
ces autogreffes pourront s’adapter a une utilisation chez 'lhomme. Dans le cadre de
cette étude préclinique, le plexus sous-muqueux des échantillons intestinaux a été
isolé, en épargnant le plexus myentérique. Bien que le nombre de CGE au sein du
plexus myentérique soit plus élevé par rapport a celui du plexus sous-muqueux (183),
ce choix s’avére étre stratégique. En effet, les CGE tirent 'avantage d’étre relativement
aisées a isoler, cultiver et amplifier (276). De plus, il est possible d’anticiper des
prélevements non invasifs de l'intestin par le biais de biopsies sous endoscopie, qui

pourront atteindre de maniere non délétére le plexus sous-muqueux.
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Conclusion générale
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Conclusion générale

En conclusion, ce projet de thése a permis d’établir la faisabilité, la sureté et
I'efficacité en phase chronique d’'une xénotransplantation intracérébrale de cellules

gliales entériques dans un modele de Iésion cérébrale chez le marmouset.

Le systeme nerveux entérique trouve ainsi sa place comme source de cellules pour la
réalisation de transplantations. Les cellules gliales entériques en question présentent
un riche potentiel neurogénique et gliogénique, démontré expérimentalement par la
capacité a générer des progéniteurs neurauy, in vitro. Cette capacité a ainsi été mise
a I'épreuve lors de la transplantation des cellules gliales entériques chez un
marmouset neurolésé. L’évolution au cours du temps des déficits sensorimoteurs du
membre thoracique controlésionnel induits a été évaluée. Un suivi longitudinal par
neuroimagerie (imagerie par résonance magnétique) confirme I'impact de ces cellules
gliales entériques. Ces derniéres favoriseraient la récupération structurelle en
améliorant significativement la réduction du volume Iésionnel en phase subaigué a 1
mois. L’évaluation clinique a ensuite tenté de révéler un effet de la greffe sur la
récupération du statut sensorimoteur (échelle neurologique) et de la dextérité (tests
comportementaux) du membre controlésionnel. Elle permet de confirmer I'absence
d’effets secondaires (rejet de greffe ou processus tumoral) au cours des 9 mois post-
transplantation. Toutefois, aucun effet bénéfique supérieur a la récupération

spontanée ne lui est attribuable.

Une poursuite de I'étude au-dela de 12 mois et 'augmentation de l'effectif de I'étude
permettraient d’assoir les effets structurels et cliniques de la neurogreffe de cellules

gliales entériques au long court.

De nombreux projets sont en perspective pour la suite de cette étude pilote. Tout
d’abord, il reste a confirmer la sécurité et 'impact des cellules gliales entériques, en
vue de la réalisation translationnelle d’autogreffe chez ’'homme. De plus, il est possible
d’envisager qu'une amélioration de la survie et de I'intégration tissulaire des cellules
greffées soient un gage d’optimisation de leurs effets. Une possible amélioration de la
greffe pourrait ainsi passer par la combinaison des cellules avec un bio-implant, tel

gue les hydrogels. Ce dernier, constitué de biomatériaux, est susceptible d’améliorer
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la survie des cellules transplantées par la création d’'un milieu semi-permissif, limitant
leur contact avec I'environnement neuroinflammatoire (292). D’autre part, il fournit un
support physique facilitant 'adhérence cellulaire et orientant de maniére préférentielle

la migration des cellules transplantées.

En définitive, le systéme nerveux entérique est une source cellulaire intéressante dans
la gestion thérapeutique de déficits fonctionnels chroniques. Les résultats présentés
restent encore a étre confirmés. Toutefois, les cellules gliales entériques devraient
pouvoir bénéficier de l'action synergétique de deux approches thérapeutiques

ambitieuses, la thérapie cellulaire et la bio-ingénierie.

Quant a l'ultime question concernant ce deuxieme cerveau au renfort du premier, le

chemin vers la lumiere (intestinale) est proche.

To be continued.
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Annexes

Echantillons intestinaux
humains

IRM IRM Analyse immuno-
pré-lésionnelle Simulation AVC Post-lésionnelles histochimique

Culture CGE

+24h 48h S1

52 53 S4 S8

Evaluation sensorimotrice
Tests moteurs (staircases),

Score neurologique

M8 M9 oo
Entrainements
Tests moteurs (staircases),
Score neurologique

Xénogreffe CGE
+10j

Annexe 1 Frise chronologique du projet d’étude. L'intégralit¢é des événements mentionnés du

protocole est établie pour le sujet bénéficiant de la xénogreffe de CGE suite a la lésion cérébrale
(injection de malonate).

Pré-opératoire

Médicament Voie d’administration Posologie Dose administrée (ml)
Tolfedine ®, Vetoquinol IM 1 mg/kg 0,04
Robinul-V®, Vetoquinol IM 20 pg/kg 0,02
Alfaxan®, Dechra IM 7 mg/kg 0,3
Dexadreson®, Intervet IM 2 mg/kg 0,4
Laocaine®, Intervet SC 0,015
Terramycine longue IM 20 pg/kg 0,04

action®, Pfizer

Barres d’oreille et sonde anale : Xylocaine 2% ® gel (chlorhydrate de lidocaine), Aspen Pharma
Per-opératoire

Vetflurane ® (isoflurane), Virbac 1-3%

Nettoyage de plaie : Bétadine ® (povidone iodée), Méda Pharma

Si arrét respiratoire

Dopram ® (doxapram), IN 2 gouttes + massage cardiaque
Vetoquinol

Si insuffisant

Dopram ® (doxapram), IV, SCou IP 0.87 mg/kg 0,035
Vetoquinol

Post-opératoire
Injection stéréotaxique (malonate/DPBS)
Dexadreson®, Intervet IM 1 mg/kg SID 3 jours 0,2

Transplantation CGE
Dexadreson®, Intervet IM 1 mg/kg SID 2 jours 0,2

Si prostration, anorexie
Dexadreson®, Intervet IM 2 mg/kg 0,4
Si algie marquée

Vetergesic ® IM 25 ug/kg 0,025
(buprénorphine), Céva

Si crise épileptiforme

Keppra ® (Iévétiracétam), IM 8.3 mg/kg 0,029
UCB Pharma

Nettoyage de plaie : Bétadine ® (povidone iodée), Méda Pharma

Prurit : Predniderm ® (prednisolone), Vetoquinol et Cothivet ® (huiles essentielles), Vetoquinol

Annexe 2 Tableau récapitulatif de la médication utilisée lors des interventions chirurgicales.
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Le tableau répertorie également les procédures a suivre en cas de survenue d’ « accidents » per ou
post-opératoires (arrét respiratoire, prostration, algie marquée, crise épileptiforme). Pour I'étude, aucun

recours aux proceédures d’'urgence n’a été nécessaire. IM : Intramusculaire, SC : Sous-cutanée, In : Intranasale, IV :
Intraveineuse, IP : Intrapéritonéale, SID : Single In Day Une fois par jour, DPBS : Solution tampon de Phosphate de Dulbecco,
CGE : Cellule gliale entérique.

Séquence Hypersignal Hyposignal
Graisse Eau
Sang frais Air
T1 Liquide riche en protides Os
Vaisseaux a flux lent Tumeurs
Calcifications
Liquide, cedeme Air
Graisse Os
T2 Dégénérescence (perte myélinique) Sang (frais)
Cicatrice Liguides riches en protides
Sang Gliose, Fibrose
Tumeurs
Graisse Liquide (LCS)
CEdéme
FLAIR Cicatrice

Anomalie de myéline (démyélinisation)
Artefact de flux
Tumeurs

Annexe 3 Associations anatomiques de I'intensité des signaux (hyposignal et hypersignal) des
IRM. Les données sont fournies pour les IRM en pondération T1, T2 et la séquence FLAIR. Adapté de
(293).

Date Examens a distance et observations cliniques
post-lésion :

Chirurgies Réveils rapides et plutdt calmes.

1 semaine Hémiparésie gauche, avec boiterie de soutien du membre pelvien controlésionnel.
Asymeétrie faciale.
Défaut de sensibilité des membres controlésionnels (toucher/piquer).
Défaut de proprioception des membres controlésionnels (malposition a I'arrét avec la face
dorsale des extrémités posée sur le sol, grattages avec le membre pelvien percutant la téte
plusieurs fois ou ne touchant pas le corps).

2 semaines Bonne vigilance.
Utilisation volontaire des dispositifs d’évaluation sensorimotrice (staircases), avec mobilisation
du membre thoracique déficitaire sans succeés de préhension.
Amyotrophie des membres de I'hémicorps controlésionnel.

3 semaines Persistance des difficultés masticatoires du coté controlésionnel.
Amélioration de la proprioception du membre thoracique controlésionnel.

1 mois Augmentation croissante de I'investissement dans la réalisation des tests.

Reprise d’un appétit normal. Foraging et prise alimentaire avec le membre thoracique
ipsilésionnel de maniére préférentielle.
Amélioration des déplacements (motilité, grimpée).

5 mois Persistance du défaut proprioceptif des membres thoracique et pelvien controlésionnels.
Récupération partielle d’une force de traction du membre thoracique déficitaire.
6 mois Utilisation du membre thoracique déficitaire pour la préhension des aliments.

Récupération motrice du membre pelvien controlésionnel, associée a une récupération sensitive
partielle, trés Iégére en face dorsale.

7 mois Meilleur état général (qualité du pelage, toilettage).

8 mois Bon état général.
Amélioration de la force et de la dextérité du membre thoracique déficitaire (préhension et
traction d’une tigette en plexiglass).

Annexe 4 Evolution de I’état clinique du marmouset greffé.
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Résumé: Les accidents vasculaires cérébraux peuvent étre a l'origine de déficits fonctionnels séveres
et chroniques. Pourtant, a I'exception de la physiothérapie, aucune thérapie efficace n’est disponible, a
ce jour. La médecine régénérative demeure néanmoins prometteuse. De nombreux essais précliniques
et cliniques tentent d’identifier la source et le type de cellules les plus satisfaisants. Dans cette étude
pilote, une nouvelle source cellulaire pour la réalisation de transplantations est proposée, le systéme
nerveux entérique. Ce dernier contient les cellules gliales entériques (CGE) présentant un potentiel
neurogénique, que nous avons démontré in vitro. Dans le cadre d’'un modéle marmouset de Iésion
cérébrale, les effets structurels et fonctionnels de la greffe de CGE sont évalués, par neuroimagerie
(IRM) et tests sensorimoteurs, respectivement. Les résultats révelent une diminution significative du
volume Iésionnel en phase subaigué, a un mois post-lésionnel. De plus, aucun phénomeéne de rejet de
greffe ou tumoral n’est rapporté. Cependant, aucun effet sur la récupération de la dextérité du membre
déficitaire n’est constaté. Bien que nécessitant d’étre confirmée, cette étude pilote apporte la preuve de
la faisabilité, la sécurité et I'efficacité d’une transplantation intracérébrale de CGE sur un modéle
marmouset de Iésion cérébrale jusqu’a 9 mois suivant la greffe.
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The enteric nervous system as an alternative source of cells

Abstract: Stroke can cause severe and chronic functional deficits in patients. Yet, except for motor
rehabilitation, no effective therapy is available to date. Regenerative medicine remains nevertheless
promising. Many preclinical and clinical trials attempt to identify the most efficient source and type of
cells. In this pilot study, a new cellular source is proposed, the enteric nervous system. The latter
contains enteric glial cells (EGC) with neurogenic potential, which we have demonstrated in vitro. In a
marmoset model of stroke, the structural and functional effects of EGC transplantation are assessed,
by neuroimaging (MRI) and sensorimotor tests, respectively. The results from the MRI reveal a
significant decrease in lesion volume in the subacute phase, one month post-lesion. In addition, any
sign of graft rejection or tumor formation has been reported. However, there is no effect on the recovery
of dexterity in the affected hand. Although it needs to be confirmed, this pilot study provides proof of the
feasibility, safety and efficacy of intracerebral transplantation of EGC on a marmoset model of stroke up
to 9 months post-transplant.
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