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Résumé 

Les lésions du système nerveux central (SNC) entraînent une perte neuronale associée à 

des déficits fonctionnels importants. En réponse à une lésion, les capacités de repousse 

axonale et de régénération spontanée des neurones du SNC sont limitées. Nous avons 

évalué, dans un modèle de lésion corticale chez la souris adulte, le potentiel des greffes 

de neurones corticaux embryonnaires à réparer les voies corticales lésées. L’efficacité de 

cette approche thérapeutique dépend (1) du degré de survie des cellules greffées, (2) de la 

capacité des cellules greffées à se différencier en type neuronal approprié et (3) de la 

capacité des neurones greffés à restaurer les voies corticales endommagées de façon 

spécifiques. Nous avons montré que les neurones embryonnaires corticaux d’origine du 

cortex moteur transplantés immédiatement après la lésion du cortex moteur adulte se 

différencient en neurones matures exprimant les mêmes neurotransmetteurs et marqueurs 

de couches corticales que ceux du cortex normal. De plus, les neurones transplantés 

développent des projections vers les cibles corticales et sous corticales appropriées. Par 

ailleurs, nous avons étudié l’influence de la neuroinflammation post-lésionnelle sur la 

survie des neurones transplantés et, l’influence des neurones transplantés sur la 

neuroinflammation de l’hôte. Nos résultats montrent que, après la lésion corticale, le 

nombre d'astrocytes, d’oligodendrocytes, de la microglie et des cellules CD45+ est 

significativement augmentée. De façon intéressante, le fait qu’une partie de la microglie 

co- exprime TGF-ȕ1, une cytokine anti-inflammatoire, appui l'hypothèse d'une activation 

microgliale également neuroprotectrice. En utilisant les souris IL-33 KO, nous avons 

montré pour la première fois, que l'absence d'IL-33 diminue la croissance axonale des 

neurones transplantés. 

 

Abstract 

Central nervous system (CNS) lesions leads to a neuronal loss associated with significant 

functional deficits. In response to injury, the capacity of spontaneous axonal regrowth 

and regeneration of neurons in the CNS are limited. We evaluated in a model of cortical 

lesion in adult mice, the potential of embryonic cortical neurons grafts to repair the 



injured cortical pathways. The efficacy of this therapeutic approach depends on (1) the 

degree of survival of transplanted cells, (2) the ability of the grafted cells to differentiate 

into neuronal appropriate type and (3) the ability of the transplanted neurons to restore 

damaged cortical pathways. We have shown that embryonic cortical neurons transplanted 

immediately after the injury of the adult motor cortex differentiate into mature neurons 

expressing the same neurotransmitters and markers of cortical layers that are normally 

expressed by intact cortex. Furthermore, the transplanted neurons develop projections to 

the appropriate cortical and sub-cortical targets. In addition, we studied the influence of 

post-traumatic neuroinflammation on the survival of transplanted neurons and the 

influence of transplanted neurons on host neuroinflammation. Our results show that after 

cortical lesion, the number of astrocytes, microglia, oligodendrocytes and CD45+ cells 

was significantly increased. Interestingly, a part of microglia co-expressed TGF-ȕ1, an 

anti-inflammatory cytokine, supporting the hypothesis that microglial activation is also 

neuroprotective. By using, IL-33 KO mice, we have shown for the first time that the 

absence of IL-33 decreased the axonal outgrowth of transplanted neurons. 
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Shh: sonic hedgehog 

SNC : système nerveux central 
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transcript 1 
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TBI: traumatic brain injury  

Tbr2: T-box brain 2 

TFs: transcription factors 

TNF-α: tumor necrosis factor- α 

VEGF: vascular endothelial growth 
factor 
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Les pathologies du système nerveux central, qu’elles soient d’origine traumatique, 

vasculaire ou dégénérative, sont souvent associées à des déficits fonctionnels qui peuvent 

être irréversibles en fonction du degré ou de l’emplacement des lésions cérébrales. 

Durant ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes de réparation cérébrale 

dans un modèle de lésion corticale chez la souris adulte. Nous avons évalué le potentiel 

de stratégies de remplacement cellulaire par la transplantation de neurones corticaux 

embryonnaires et plus particulièrement, le profil inflammatoire observé suite à la lésion 

et la transplantation corticale. 

La première partie de ce manuscrit présente donc une description générale de 

l’organisation du cortex. Puis, une révision des données obtenues dans le domaine de la 

transplantation de neurones corticaux sera présentée. Enfin, nous détaillerons la réaction 

inflammatoire ainsi que ses médiateurs dans le système nerveux central.  

Les résultats sont présentés sous la forme de deux articles : « Développement et 

maturation dans le temps des neurones embryonnaires corticaux et de leurs projections 

axonales après transplantation dans le cortex moteur lésé adulte » et « Interleukine 33 

favorise la croissance axonale des neurones embryonnaires greffés dans le cortex 

moteur ». Le manuscrit se termine par une discussion générale et les perspectives 

d’avenir de ce travail. 

Les deux études ont été réalisées dans un modèle de transplantation de neurones 

corticaux embryonnaires chez l’adulte après lésion par aspiration unilatérale du cortex 

moteur. Les travaux antérieurs au sein de notre équipe ont démontré que la 

transplantation de neurones embryonnaires corticaux immédiatement après la lésion du 

cortex moteur adulte permet la reconstruction point-à-point des voies motrices lésées. De 

plus, les neurones transplantés développent les projections axonales vers les cibles 

corticales appropriées y compris sur de longues distances, vers la moelle épinière 

(Gaillard et al., 2007). Cependant, il n’existe pas de donnée sur le profil du 

développement, de différenciation ou de maturation de neurones greffés dans le temps. 

L’efficacité de la transplantation corticale dépend du degré de survie du transplant, de sa 



capacité à restaurer les projections spécifiques et à se différencier selon le phénotype 

neuronal approprié. L’objectif de la première étude, était d’analyser, dans le temps, la 

maturation et le développement des neurones embryonnaires corticaux transplantés dans 

le cortex moteur lésé adulte ainsi que le développement de leurs projections axonales.  

Nous avons récemment montré que l’introduction d’un délai d’une semaine entre 

la lésion corticale et la transplantation induit des effets bénéfiques sur le plan 

neuroanatomique et fonctionnel. En effet, le délai augmente la taille du transplant, la 

prolifération cellulaire, la vascularisation des greffes et le nombre de projections 

développées par les neurones greffés (Péron et al., 2015). De façon intéressante, nous 

avons montré que l’introduction d’un délai permet une amélioration des récupérations 

motrices. Nous avons, dans notre seconde étude, analysé l’implication de l’expression des 

molécules anti-inflammatoires comme support des effets bénéfiques observés en 

introduisant un délai entre la lésion et la transplantation corticale. 
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I.  Le cortex cérébral 

 

Le cortex cérébral, chez l’adulte, est segmenté en plusieurs aires distinctes qui 

diffèrent les unes des autres par leurs cyto-architectures, leurs connexions et leurs 

propriétés physiologiques. 

Ce chapitre développe des éléments concernant la structure du cortex cérébral et 

les principales étapes de son développement. 

 

A. Généralités sur l’organisation du cortex cérébral 

Le néocortex désigne la partie périphérique des hémisphères cérébraux. Il fait 

partie du cortex cérébral et joue un rôle primordial dans les fonctions cognitives 

supérieures telles que l’activité consciente, la perception sensorielle, le langage, le 

raisonnement spatial ou encore les commandes motrices volontaires (Finlay, 1995). 

Le néocortex est une structure organisée en six couches qui renferment des 

centaines de types de neurones différents, d’interneurones et de cellules gliales (Ramon y 

Cajal, 1995). 

 

1- Les couches corticales 

Le cortex cérébral possède une organisation laminaire en 6 couches (Figure 1) et 

plus de 40 aires corticales. Les couches corticales sont numérotées de I à VI à partir de la 

surface du cerveau et elles sont distinctes par leur composition cellulaire et leur épaisseur 

(Lev et White, 1997). 

La couche I (couche moléculaire ou plexiforme) possède une densité cellulaire 

faible. Elle contient principalement des fibres nerveuses orientées horizontalement, des 

cellules gliales, mais aussi des cellules de Cajal-Retzius et des neurones étoilés. Cette 
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couche reçoit des afférences de neurones thalamiques qui relaient les informations 

provenant des ganglions de la base (Kuramoto et al., 2009). La couche II (couche 

granulaire externe) est constituée de neurones granulaires de petite taille. La couche III 

(couche pyramidale externe) est formée de cellules pyramidales. Ces 2 couches, II  et III , 

émettent des dendrites dans la couche I (Petreanu et al., 2009) grâce auxquelles elles 

reçoivent des excitations thalamiques (Hooks et al., 2013). Elles projettent également des 

axones vers les neurones cortico-spinaux de la couche V (Schubert et al., 2006),vers le 

cortex controlatéral (pour revue, Molyneaux et al., 2007) ainsi que vers le striatum 

ipsilatéral et controlatéral (Reiner et al., 2003). La couche IV (couche granulaire interne) 

est la couche la moins épaisse du cortex moteur primaire M1. Elle est constituée de 

neurones étoilés et pyramidaux. Les neurones de cette couche IV forment des 

connections entre eux (Cowan et Stricker, 2004) mais projettent également les 

collatérales de leurs axones dans toutes les couches corticales, notamment les couches II 

et III (Lübke et al., 2000). La couche IV reçoit des afférences du thalamus, et du cortex 

controlatéral. En ce qui concerne la couche V (couche pyramidale interne), elle contient 

de larges neurones pyramidaux ou neurones de projection, qui émettent des projections 

vers des cibles sous-corticales, comme le striatum, le tractus pyramidal (Reiner et al., 

2003), ou corticales. La couche VI (couche polymorphe) contient des cellules 

pyramidales qui projettent vers le thalamus (Zhang et Deschênes, 1997, Zhang et 

Deschênes, 1998) ainsi que dans d'autres régions corticales. Cette couche reçoit des 

afférences du thalamus et d'autres régions corticales (Zhang et Deschênes, 1997, Zhang et 

Deschênes, 1998).  

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Organisation laminaire du cortex. Les 6 couches corticales sont visualisées et 

délimitées grâce aux 3 techniques de coloration  La coloration de Golgi montre les corps 

cellulaires des neurones et les dendrites. La coloration de Nissl révèle les corps cellulaires 

et les dendrites proximales et la coloration de Weigert permet de visualiser la distribution 

axonale (Heimer, 1994).  

 

2- Organisation cellulaire   

Le cortex cérébral est composé de deux types cellulaires, les neurones et la glie. 

La majorité des neurones (environ 80%) sont des neurones pyramidaux de type excitateur 

et utilisent le glutamate comme neurotransmetteur. D’un point de vue morphologique, les 

neurones pyramidaux corticaux ont un corps cellulaire de forme pyramidale et possèdent 

une large dendrite apicale qui contacte, la plupart du temps, la couche I du cortex. Leurs 

dendrites possèdent de nombreuses épines où s’établissent des contacts synaptiques. Ces 

neurones pyramidaux sont particulièrement nombreux dans les couches II/III, V et VI, et 

sont absents de la couche I. Ils peuvent, soit projeter leur axone localement, soit contacter 
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des cibles corticales et sous-corticales du cortex cérébral et sont alors appelés neurones 

de projection. 

Le cortex cérébral contient également environ 20% de cellules non-pyramidales 

inhibitrices qui utilisent l'acide Ȗ-aminobutyrique (GABA) comme neurotransmetteur. Ils 

constituent des réseaux locaux qui inhibent les neurones de projection. Ce sont des 

neurones à corps cellulaire ellipsoïdal, et qui, en général, n'ont pas de dendrite 

proéminente. Ces neurones ont des axones courts projetant localement, d’où leur nom 

d’interneurones. Ils ne constituent pas une population homogène mais présentent une 

grande diversité morphologique, électrophysiologique et chimique (Kawaguchi et 

Kubota, 1997 ; pour revue, Contreras, 2004). Les interneurones GABAergiques ne sont 

pas distribués de façon aléatoire dans le cortex, ils ont tendance à former de petits amas 

concentrés dans le tissu cortical (Ciceri et al., 2013). 

Une faible proportion des neurones corticaux sont les neurones Cajal-Retzius qui 

peuplent la couche I du cortex et régulent le positionnement laminaire des neurones 

corticaux pendant le développement en sécrétant la Reelin. Cette dernière est une protéine 

qui semble être requise pour établir une stratification corticale en exerçant un rôle 

répulsif sur les neurones en migration radiaire (pour revue, Tissir et Goffinet, 2003).  

Les cellules gliales constituent la population cellulaire majoritaire du système 

nerveux central (SNC) des mammifères. Elles regroupent les astrocytes, les 

oligodendrocytes, et la microglie. Les astrocytes ont généralement une forme étoilée et 

sont pourvus de nombreux prolongements en contact direct avec les vaisseaux sanguins, 

la pie-mère et les neurones. Ils assurent un support structurel, métabolique et trophique 

pour les neurones moteurs. Des études récentes montrent que les astrocytes fournissent 

non seulement un rôle de soutien pour les neurones, mais qu’ils régulent également 

certaines fonctions physiologiques du cerveau (Molofsky et al., 2012; Burda et 

Sofroniew, 2014; Sloan et Barres, 2014). Les oligodendrocytes quant à eux, jouent un 

rôle essentiel dans la formation de la gaine de myéline des axones du SNC favorisant la 

vitesse de conduction de l’influx nerveux. Cette fonction est assurée par les cellules de 

Schwann dans le système nerveux périphérique. La microglie constitue la principale 

cellule immunocompétente du SNC. En effet, la microglie est activée en réponse à une 
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atteinte du SNC et possède également un rôle de sécrétion de multiples facteurs en 

fonction des signaux environnementaux. 

 

B. La corticogenèse 

 

1- La neurogenèse 

Durant le développement embryonnaire, le SNC se forme à partir des cellules 

neuroépithéliales du tube neural. La zone ventriculaire (VZ) est la couche qui tapisse le 

ventricule et en-dessus apparait la zone sous ventriculaire (SVZ). Les progéniteurs 

présents dans la VZ et la SVZ génèrent la majorité des neurones entre le jour 

embryonnaire (E) 11,5 et 17,5 (Takahashi et al., 1995). Les premières cellules migrent de 

la VZ et donnent naissance à une nouvelle zone, la pré-plaque (PP) (Marin-Padilla, 

1971). Cette dernière se divise ensuite en une couche superficielle et une couche 

profonde appelées respectivement la zone marginale (MZ) et la sous-plaque (SP). 

Simultanément, une zone constituée d’une forte proportion de fibres et de quelques rares 

cellules en division, appelée zone intermédiaire (IZ), se forme entre la SVZ et la PP. 

Cette zone est l’origine de la substance blanche chez l’adulte. La plaque corticale (CP) 

commence à se développer entre la MZ et la SP (Bayer et Altman, 1991), elle sera à 

l’origine de la mise en place progressive des différentes couches cellulaires du futur 

cortex. Ainsi, les générations successives de cellules neuronales quittent la VZ, migrent 

en traversant la sous-plaque et forment les couches séquentielles de la plaque corticale. 

De ce fait, la superposition de la plaque sous-corticale se produit selon le profil « inside-

out » dans lequel les neurones générés en premier se retrouvent dans les couches 

profondes, et les neurones générés en dernier forment les couches les plus superficielles 

du cortex (Rakic et Lombroso, 1998).  

Peu après la naissance, la sous-plaque disparaitra, ses cellules seront incorporées 

dans la couche VI, dispersées ou éliminées par mort cellulaire (pour revue, K L 

Allendoerfer et Shatz, 1994). Le reste de la zone marginale constitue la couche I 
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acellulaire du cortex mature. Celle-ci forme avec les cinq couches dérivant de la plaque 

corticale le néocortex (Figure 2). 

 

 

Figure 2: (A) Les principales voies de migration des neurones corticaux au cours du 

développement cortical. Les neurones de projection proviennent des progéniteurs du 

ventricule dorso-latéral (ligne rouge) et migrent radialement pour remplir le cortex en 

développement (flèches rouges). Les interneurones corticaux proviennent des structures 

ventro-latérales (ligne verte, LGE et MGE: éminence ganglionnaire latérale et médiale) et 

migrent tangentiellement dans le cortex (flèches vertes). (B) Schéma illustrant la 

génération temporelle des neurones de projection à partir de progéniteurs situés dans la 

VZ et SVZ. VZ: zone ventriculaire, SVZ: zone sous-ventriculaire, PP: pré-plaque, SP: 

sous plaque, IZ: zone intermédiaire, CP: plaque corticale, MZ: zone marginale, WM: 

substance blanche, E: épendyme (D’après Mérot et al., 2009). 

 

Plusieurs théories ont été émises afin de comprendre le déroulement de 

l’expansion et de la régionalisation du néocortex. L’hypothèse de la « radial unit » 

(Rakic, 1988) énonce que la surface du néocortex et son épaisseur sont déterminées au 

cours de deux phases. La surface est établie d'abord, au cours de la phase de prolifération, 
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lorsque les cellules neuroépitheliales subissent des divisions symétriques pour amplifier 

le nombre des cellules d’origine. L’épaisseur du néocortex est déterminée plus tard, au 

cours de la phase de différenciation, lorsque chaque cellule gliale commence à générer 

des neurones par des cycles séquentiels de divisions asymétriques (Rakic, 1988). Au 

cours de cette dernière phase, les neurones d’une même unité proliférative migrent par 

ordre de naissance, suivant le même guide de glie radiaire que leur cellule-mère pour 

arriver au sein de la plaque corticale. Une « radial unit » est alors définie comme une 

«colonne ontogénétique» de neurones d’une même unité proliférative.  

L’hypothèse du « protomap », développée par Rakic, affirme que la répartition 

régionale du cortex est établie à des stades précoces du développement (Rakic, 1988) et 

insiste sur le rôle des facteurs ontogénétiques. Selon cette hypothèse, le neurone cortical 

est engagé pour une aire précise avant qu’il n’ait atteint sa position finale dans la plaque 

corticale. 

La théorie du « protocortex » (O'Leary, 1989), à l’inverse de l’hypothèse du 

« protomap », attribue une influence dominante aux instructions épigénétiques durant les 

mécanismes de différenciation corticale. Le cortex est divisé en zones fonctionnelles 

tardivement, sous l’influence de facteurs environnementaux et plus particulièrement les 

afférences thalamiques (O'Leary, 1989; Schlaggar et O'Leary, 1991).  

 

2- Les progéniteurs des neurones corticaux 

Plusieurs types de progéniteurs neurogéniques ont été décrits dans le néocortex en 

cours de développement tels que les cellules neuroépithéliales (NE), la glie radiaire (RG), 

et les progéniteurs intermédiaires (IP). 

Tous les neurones du néocortex ont comme origine les cellules pseudostratifiées 

neuroépitheliales. Ces cellules subissent des divisions cellulaires symétriques afin 

d’accroître le nombre de progeniteurs multipotents. Aux alentours du 11ème jour de vie 

embryonnaire, les cellules NE passent d’un mode prolifératif symétrique à un mode de 

division asymétrique pour générer les neurones précoces (pour revue, Gotz et Huttner, 



8 

 

2005) et d’autres populations de progéniteurs telles que les RGs (Figure 3). Ces neurones 

migrent en direction des cellules de Cajal-Retzius générées dès le jour E10 (Bielle et al., 

2005). 

Sous l’action de gènes tels que FoxG1 (Forkhead box protein G1), Lhx2 (LIM 

homeobox protein 2), Pax6 (Paired box protein 6) et Emx2 (Empty spiracles homeobox 

2), les NEs se transforment en cellules gliales radiaires (RGs). Au cours de cette 

transformation, les NEs perdent une partie de leurs propriétés épithéliales en faveur de 

certaines caractéristiques gliales, en conservant le contact avec la surface ventriculaire 

qui leur donne la morphologie radiaire ainsi que l’expression de la protéine Nestin. Parmi 

les changements caractérisant la transition des NEs aux RGs peuvent être cités : la perte 

des jonctions serrées (Aaku-Saraste et al., 1996), l’acquisition des granules de stockage 

de glycogène (Gadisseux et Evrard, 1985), l’expression des gènes astrogliaux tel que la 

BLBP (Brain Lipid Binding Protein) et des marqueurs astrogliaux tels que le GLAST 

(Astrocyte-Specific Glutamate Transporter), S100ȕ, la GFAP (Glial Fibrillary Acidic 

Protein) et la vimentine (Hartfuss et al., 2001; Heins et al., 2002; Noctor et al., 2002). La 

glie radiaire a été longtemps connue pour son rôle crucial dans le guidage des neurones à 

leur emplacement définitif dans la plaque corticale (pour revue, Rakic, 2003). Plusieurs 

études ont démontré qu’au moins un certain pourcentage des cellules gliales fonctionne 

également comme progéniteurs grâce à leur division asymétrique. Ils jouent un rôle 

majeur dans la neurogenèse corticale (Noctor et al., 2001; Hartfuss et al., 2001) en 

générant de la macroglie et des neurones pyramidaux soit directement par mitoses, ou 

indirectement, à travers la production de progeniteurs intermédiaires (Noctor et al., 

2004).  

Les progeniteurs intermédiaires (IP) se distinguent des RGs par l’expression du 

facteur de transcription Tbr2 (T-box brain 2) et la diminution de régulation du facteur de 

transcription Pax6 (Englund et al., 2005, Ayoub et al., 2011). Les IPs perdent le contact 

avec la surface ventriculaire et migrent vers des positions basales avant de subir plusieurs 

mitoses. Lors du développement, le nombre de ces IPs augmente, créant ainsi la SVZ. 

Leur division cellulaire symétrique produit 2 neurones qui donneront naissance dans un 

premier temps aux neurones des couches profondes, puis aux neurones des couches 
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superficielles (Gotz et Huttner, 2005). Des études préliminaires suggèrent que les IPs 

participent à la formation de toutes les couches corticales y compris la sous-plaque et les 

neurones Cajal-Retzius (Pimeisl et al., 2013). 

Figure 3: La génération, la migration et la différenciation des cellules neurales dans le 

néocortex. Les cellules neuro-épithéliales (NPCs) subissent des divisions cellulaires 

symétriques pour produire un nombre initial de progéniteurs corticaux qui se 

transforment plus tard en cellules gliales radiaires apicales (aRGCs). Les aRGCs 

commencent alors leur division cellulaire asymétrique générant pour chacune, une aRGC 

et un neurone de projection. Le neurone migre radialement à partir de la zone 

ventriculaire (VZ) vers la plaque corticale (CP). Les premiers neurones initialement 

générés migrent pour former la pré-plaque. Les  neurones générés plus tard divisent la 

pré-plaque en une zone marginale (MZ) et la sous-plaque (SP). La MZ se compose 

également de cellules de Cajal-Retzius provenant de multiples sites dans le cerveau 

antérieur incluant l'ourlet cortical. Les neurones de projection générés en premier se 

déposent dans les couches profondes (couches V et VI) et les neurones de projection 

générés plus tard s’installent dans les couches superficielles (profil de type «inside-out»). 

En outre, certaines populations de cellules-filles RGC deviennent des cellules 

progénitrices intermédiaires (IPC) ou des cellules gliales radiaires basales (bRGC) dans 

la zone sous-ventriculaire (SVZ) (D’après Shibata et al., 2015). 
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3- Spécification des progéniteurs neuronaux 

Afin de donner naissance à un neurone cortical, une cellule souche pluripotente 

passe par 4 étapes majeures : la compétence, la spécification, l’engagement, et la 

différenciation (Wilson et Edlund, 2001). Pendant le développement, les cellules 

compétentes, c’est-à-dire capables de devenir des précurseurs neuraux, deviennent 

progressivement limitées dans leur état de compétence. La spécification initiale des 

progéniteurs corticaux implique des ligands sécrétés aux alentours du domaine 

télencéphalique cortical dorsal. 

Les familles de protéines telles que Fgf (Fibroblast growth factor) sécrétée à 

partir de la crête neurale antérieure, Wnt et Bmp (Bone morphogenetic proteins) sécrétées 

à partir de l’ourlet cortical, et Shh (Sonic hedgehog) sécrétée par l’éminence 

ganglionnaire médiane (Hébert et al., 2002 ; Shimogori et al., 2004) génèrent des 

informations entrainant une expression graduelle des facteurs de transcription (TFs). Par 

exemple, l’expression des TFs tels qu’Emx1, Emx2 (Empty spiracle homologues 1 and 

2), Pax6 et Lhx2 se traduit par une régionalisation moléculaire de la zone germinale. Une 

mutation de Emx1/2 entraine une réduction de la taille du cortex (Bishop et al., 2003). 

Emx2 est également requis en association avec Pax6, pour l’établissement de l’identité 

dorsale des progéniteurs. En effet, on note une absence du cortex chez les embryons 

doublement mutés Pax6/Emx2 (Muzio et al., 2002). 

Nous avons détaillé précédemment les différentes couches corticales qui sont 

colonisées par différents sous-types de neurones pyramidaux. Ils expriment différents 

facteurs de transcription (Figure 4), leur identification est donc possible par des 

techniques telles que l’hybridation in situ ou les séquençages d’ARN (Molyneaux et al., 

2015). Il a été défini que les facteurs de transcription comme Svet1 (Subventricular-

expressed transcript 1), Cux1 (Cut-like homeobox 1) et Cux2 (Cut-like homeobox 2) 

marquent les neurones des couches superficielles. En parallèle, Foxp2 (Forkhead box 

protein P2), Ctip2 (Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor-

interacting protein 2) et Satb2 (Special AT-Rich Sequence-Binding Protein 2) sont 

exprimés par les neurones des couches profondes (pour revue Leone et al., 2008; Greig et 

al., 2013). 
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Figure 4: Profils des marqueurs spécifiques des neurones de chaque couche corticale. 

(D’après Gaspard et al., 2008). 

 

La spécification des neurones suit une séquence temporelle coordonnée. Les 

premiers progéniteurs corticaux, qui produisent normalement des neurones de la couche 

profonde, sont multipotents. Lorsqu’ils sont transplantés dans une niche de progéniteurs 

tardifs, ils peuvent alors générer les neurones des couches superficielles nés plus tard 

(pour revue, McConnell et Kaznowski, 1991). Les progéniteurs des couches 

superficielles ont un potentiel de plasticité plus faible (Mizutani et Saito, 2005) et ne sont 

capables de produire que des neurones des couches superficielles, même dans un 

environnement hôte jeune. A un certain moment du développement, le neurone entre dans 

sa division mitotique finale et initie sa migration. 

Après la spécification, les précurseurs neuraux s’engagent, de manière 

irréversible, vers un phénotype neural (Wilson et Edlund, 2001). Plus tardivement, les 

précurseurs sortiront du cycle cellulaire et se différencieront en neurones ou cellules 

gliales. 
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4- Migration cellulaire  

Les neurones corticaux naissent dans la VZ, ainsi, l’organisation laminaire 

corticale exige une migration précise de ces neurones vers la plaque corticale afin 

d'atteindre les couches corticales définitives (pour revue Ayala et al., 2007; Rakic, 2007).  

Différentes études ont montré que les neurones corticaux adoptent soit une 

migration radiaire, soit une migration tangentielle. Les neurones corticaux pyramidaux, 

originaires du télencéphale dorsal utilisent une migration radiaire relativement directe. 

Deux principaux modes de migration radiaires ont été identifiés : la translocation 

somatique, utilisée aux stades précoces, et la locomotion (en association avec la glie 

radiaire) utilisée aux stades plus tardifs (Nadarajah et al., 2001; Borrell et Marin, 2006; 

Rakic, 2007).  

Contrairement aux neurones de projection, la plupart des interneurones corticaux, 

originaires du télencéphale ventral, vont parcourir de longues distances pour atteindre le 

cortex cérébral (pour revue, Marín et Rubenstein, 2003; Métin et al., 2006). Ainsi, les 

précurseurs des interneurones vont s’engager dans β voies principales de migration 

tangentielle, la première dans la zone marginale corticale et la deuxième le long de la 

SVZ. Après avoir atteint le cortex, les interneurones adoptent une migration radiaire pour 

envahir les couches corticales et s’intégrer dans le circuit cortical. Des études récentes 

indiquent que les cellules endothéliales peuvent guider la migration tangentielle (pour 

revue, Won et al., 2013).  

La migration, radiaire ou tangentielle, des neurones corticaux est contrôlée par de 

nombreux gènes. Une mutation de l’un de ces gènes peut induire une malformation 

cérébrale qui est généralement caractérisée par des troubles de migration neuronale et est 

souvent associée à un spectre de maladies neurologiques ou neuropsychiatriques (pour 

revue Guerrini et al., 2008 ; Guerrini et Parrini, 2010). Par exemple, une mutation du 

gène reeler, supprimant l’expression de la Reelin par les cellules de Cajal-Retzius (pour 

revue, Frotscher, 1997), entraîne une désorganisation histologique du néocortex portant 

principalement sur une inversion des couches corticales. Les couches s’organisent non 
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pas suivant un mode normal « inside-out » mais selon un mode « outside-in » (Caviness 

Jr, 1982). 

Le cortex cérébral est divisé en plusieurs aires distinctes, impliquées dans des 

fonctions spécifiques tel que les fonctions motrices, les fonctions sensorielles ou encore 

les fonctions cognitives. Durant ma thèse, je me suis intéressée plus particulièrement au 

système moteur. 

 

5- Organisation anatomo-fonctionnelle du cortex moteur  

Le cortex moteur joue un rôle central dans le comportement moteur des 

mammifères, le contrôle, la planification et l’exécution des commandes motrices 

volontaires. Il est situé dans le lobe frontal du cortex cérébral. Il est constitué du cortex 

moteur primaire (ou M1) et du cortex moteur secondaire (ou M2) formé par le cortex 

prémoteur (CPM) et l’aire motrice supplémentaire (AMS). Le cortex moteur respecte une 

organisation somatotopique anatomique et fonctionnelle précise.  

La cartographie fonctionnelle du cortex moteur a été établie grâce à des 

techniques de microstimulation intracorticale (ICMS) permettant d’établir une relation 

entre la structure corticale stimulée et l’organisation fonctionnelle (Tennant et al., 2011). 

La stimulation électrique a été à l’origine du concept de la somatotopie (Penfield et 

Rasmussen, 1950). En effet, selon ce concept, chaque partie du corps est représentée sur 

le cortex moteur primaire telle une carte (Figure 5). Par la suite, plusieurs études ont été 

menées pour caractériser l’organisation du cortex moteur chez le chat (Asanuma et 

Sakata, 1967), les primates (Nudo et al., 1996), le rat (Neafsey et Sievert, 1982; Neafsey 

et al., 1986) et la souris (Li et Waters, 1991; Pronichev et Lenkov, 1998; Tennant et al., 

2011). Ces études montrent une organisation générale similaire chez les différentes 

espèces. Le cortex moteur du rat comprend 5 zones bien décrites : rostral forelimb area 

(RFL), caudal forelimb area (CFL), hindlimb (HL), vibrissae motor-frontal eye field (V-

FEF) et jaw, lips and tongue area (JLT). La RFL située à un niveau rostral, correspond 

au contrôle des muscles de la partie distale. La CFL, en position plus caudale, commande 

la musculature proximale. Ensuite, la HL, en position plus caudale correspond aux 
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mouvements des pattes postérieures. Entre les régions RFL et CFL se situent la zone V-

FEF qui correspond aux mouvements des vibrisses et des paupières, ainsi que la zone 

JLT qui correspond aux mouvements de la mâchoire, des lèvres et de la langue (Neafsey 

et al., 1986; Neafsey, 1991).  

 

 

Figure 5: Représentation somatotopique des muscles contrôlant différentes parties du 

corps suite à de faibles stimulations électriques dans le cortex moteur primaire humain 

selon l’Homunculus de Penfield et Rasmussen (1950). 

 

Le cortex moteur est une structure hautement organisée. Des populations 

distinctes des neurones de projections sont situées dans les différentes couches corticales. 

Les neurones reçoivent des afférences en provenance de différents centres cérébraux et 

envoient réciproquement des efférences vers différents niveaux du cerveau et de la 

moelle épinière.  
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a- Efférences corticales 

 

Les principaux systèmes de projections émis par les neurones pyramidaux 

manifestent une organisation topographique précise vers des cibles corticales ou sous 

corticales (Figure 6). 

Les projections cortico-spinales, appelées également faisceau pyramidal, issues 

des neurones pyramidaux de la couche V, forment le faisceau moteur direct entre le 

cortex et la moelle épinière. Le faisceau pyramidal représente la principale efférence du 

cortex moteur s’étendant sur une grande distance. La majorité des axones traverse la ligne 

médiane.  Ils subissent une décussation au croisement entre le bulbe rachidien et la 

moelle épinière,  pour rejoindre la région dorso-latérale de la moelle controlatérale. Ils se 

terminent au niveau de la corne ventrale et de la zone intermédiaire de la substance grise 

de la moelle épinière où ils contactent les motoneurones spinaux ou les interneurones 

(Galea et Darian-Smith, 1997; Lacroix et al., 2004).  

Les projections cortico-rubrales forment une voie de contrôle moteur auxiliaire de 

la voie cortico-spinale. C’est le principal faisceau moteur indirect entre le cortex moteur 

et la moelle épinière. Les neurones pyramidaux de la couche V émettent des projections 

majoritairement ipsilatérales vers les deux tiers rostro-médians du noyau rouge situé dans 

le mésencéphale. La voie rubrospinale intervient dans la motricité et la coordination des 

muscles distaux des pattes antérieures et postérieures (Song et Murakami, 1998). 

Les neurones du cortex moteur émettent d’autres projections qui atteignent la 

moelle épinière comme la voie cortico-réticulo-spinale, impliquée dans le contrôle de la 

posture. Il existe notamment la voie cortico-vestibulo-spinal et la voie cortico-tecto-

spinale qui sont en relation étroite avec les perceptions vestibulaires, visuelles et 

proprioceptives. 

Les projections cortico-striatales contactent le striatum dorsolatéral et participent 

au contrôle et à l’exécution du mouvement. Les neurones corticostriataux sont présents 

majoritairement dans la couche Va (Oswald et al., 2013) mais sont également retrouvés 

dans les couches III et VI (Reiner et al., 2003). Plusieurs études montrent que les 
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projections corticales vers le striatum suivent une organisation topographique (McGeorge 

et Faull, 1989; Ebrahimi et al., 1992). Ces projections sont essentiellement ipsilatérales, 

mais une certaine partie des fibres projette vers le striatum controlatéral (McGeorge et 

Faull, 1989). En outre, il semble que certaines fibres ipsilatérales soient des collatérales 

destinées à d’autres cibles sous-corticales (Reiner et al., 2010). 

Les projections cortico-pontiques, émises par les neurones pyramidaux de la 

couche V, constituent des relais indirects entre le cortex et le cervelet. Elles participent 

ainsi au contrôle de la motricité, et également au maintien de la posture et à la 

coordination spatio-temporelle des mouvements. 

Les projections cortico-thalamiques projettent vers le thalamus ipsilatéral (Oswald 

et al., 2013). Elles sont issues majoritairement des neurones de la couche VI et d’une 

faible population de neurones de la couche V innervant d’autres cibles sous-corticales du 

cortex. Ces projections exercent un contrôle inhibiteur sur le thalamus soit en ciblant des 

interneurones locaux, soit par l’intermédiaire des neurones GABAergiques du noyau 

réticulaire du thalamus. 

Les projections cortico-corticales sont développées par les neurones pyramidaux 

des couches II/III mais également ceux de la partie supérieure de la couche V (Oswald et 

al., 2013) et la couche VI (Zhang et Deschênes, 1997). Elles se répartissent en deux 

catégories, les projections ipsilatérales au sein d’un même hémisphère et les projections 

controlatérales qui contactent l’hémisphère homologue controlatéral via le corps calleux. 

 

b- Afférences corticales  

Le cortex est la cible de nombreuses afférences provenant des hémisphères ipsi et 

controlatéral des autres aires corticales (afférences cortico-corticales) ainsi que des 

afférences d’origine thalamique et hypothalamique. Il reçoit notamment des afférences i) 

dopaminergiques de la substance noire (pour revue, Björklund et Dunnett, 2007) et de 

l’aire tegmentale ventrale, ii) sérotoninergiques des noyaux du raphé, iii) cholinergiques 
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du noyau basal de Meynert, et iv) noradrénergiques du locus cœruleus (Lin et al., 1990; 

Zilles et Wree, 1995 ; Björklund et Dunnett, 2007). 

 

Figure 6: Représentation schématique 

des principales efférences du cortex 

moteur. (a) Les neurones pyramidaux de 

petite et moyenne taille des couches 

II/III, V et VI émettent des projections 

qui traversent le corps calleux vers le 

cortex controlatéral (en noir), vers le 

cortex controlatéral ou le striatum 

ipsilatéral ou controlatéral (en bleu), et 

vers le cortex controlatéral ou le cortex 

ipsilatéral frontal (en vert). (b) Les 

neurones pyramidaux de la couche VI, et 

minoritairement de la couche V, 

envoient des projections vers les noyaux 

thalamiques. (c) Les grands neurones 

pyramidaux de la couche V émettent des 

projections vers le tectum dont les 

collatérales ciblent le pont (en orange), 

vers les noyaux du pont (en rose), et vers 

la moelle épinière dont les collatérales 

ciblent le striatum, le noyau rouge, le 

pont et la médulla (en violet). CC, corps 

calleux ; Str, striatum ; Th, thalamus ; 

Po, pont ; OB, bulbe olfactif ; Crb,   

cervelet ; SC, moelle épinière. (D’après 

Molyneaux et al., 2007). 
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C. Lésion du cortex moteur 

La perte de neurones est une caractéristique commune à de nombreuses 

conditions neuropathologiques telles que les lésions (traumatisme, accident vasculaire 

cérébral) ou les maladies neurodégénératives (sclérose latérale amyotrophique, maladies 

d’Huntington, d'Alzheimer...). L’étude des lésions du cortex moteur primaire a montré 

son rôle déterminant dans l’exécution des fonctions motrices. De nombreuses études ont 

montré, après la lésion du cortex moteur, un certain niveau de récupération fonctionnelle 

spontanée (pour revue, Darling et al., 2011). Cependant cette récupération reste limitée. 

Afin de pallier aux capacités de régénération limitées, il est nécessaire de développer des 

stratégies thérapeutiques.  

 
Les modèles animaux restent une source fondamentale d’informations pour 

l’étude des lésions corticales ainsi que des stratégies réparatrices. Il existe plusieurs 

modèles animaux de lésion corticale, tels que : 

 Les modèles de lésion par percussion fluide (O'Connor et al., 2011) dont le 

principe est d’appliquer un pulse de pression au système cérébral via le 

contact avec un milieu fluide. 

 

 Les modèles de lésion cérébrale traumatique (TBI, Traumatic Brain Injury) 

comme l’impact cortical contrôlé (CCI, Controlled Cortical Impact). Il s’agit 

d’un poids rigide qui, par un système d’air pressurisé, va exercer une force 

physique externe sur le cerveau (Edward Dixon et al., 1991). Ces modèles 

produisent des déficiences motrices et cognitives dans le cerveau. 

 

 Les modèles d’ischémie partielle ou complète, dont le principe est d’induire 

une diminution de l’apport sanguin à une ou plusieurs régions, ou à 

l’ensemble du cerveau (pour revue, Liu et McCullough, 2011). Chez la plupart 

des mammifères, l’obstruction de l’artère cérébrale moyenne entraine une 

lésion au niveau du cortex moteur.  
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 Les modèles neurotoxiques, basés sur l’administration d’un composé 

neurotoxique tel que l’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) ou l’acide 

iboténique. 

 

 Le modèle de lésion corticale par aspiration de toutes les couches du cortex 

sans atteindre le corps calleux. La lésion par aspiration provoque une 

destruction  des corps cellulaires et des axones afférents et efférents. Ce 

modèle de lésion est le modèle utilisé dans notre étude en ciblant la zone du 

cortex moteur qui contrôle le mouvement des membres antérieurs. 

 
 

Afin de réparer le cerveau lésé, différentes stratégies thérapeutiques ont été mises 

en place. Parmi elles, les thérapies cellulaires occupent une place importante et font 

l’objet de notre travail. Le principe est, soit de substituer les neurones dégénérés par une 

transplantation neuronale, il s’agit d’une source cellulaire exogène, ou mobiliser la 

migration des cellules souches endogènes présentes dans quelques régions précises du 

cerveau vers la région endommagée. 
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II.  Réparation cérébrale par neurotransplantation 

 

La neurotransplantation est considérée comme un outil de choix dans l’étude de 

certains aspects du développement de différentes régions cérébrales. Les approches 

thérapeutiques par transplantation cellulaire sont considérées comme une stratégie 

prometteuse pour remplacer les neurones dégénérés soit par des neurones corticaux 

embryonnaires ou par des cellules souches.  

Dans un premier temps, nous effectuerons dans ce chapitre un rappel historique 

concernant la neurotransplantation, puis, nous présenterons les principales données 

obtenues à nos jours dans le domaine de la transplantation neuronale. 

 

A. Rappels historiques 

Le processus de transplantation de neurones pour réparer les lésions du cerveau 

n’est pas un concept si récent. En effet, à partir du 16ème siècle, le chirurgien français 

Ambroise Paré décrit la demande d’un patient de lui ouvrir le crâne, d’enlever son 

cerveau et de le remplacer par un autre (pour revue, Dunnet, 2010). En 1890, le travail de 

W. Gilman Thompson présente la première tentative scientifique de greffe de tissu du 

SNC, décrite dans son rapport « Successful brain grafting ». En effet, Thompson voulait 

savoir si du tissu cérébral greffé pouvait survivre après la greffe, ainsi il a réalisé des 

allogreffes de fragments de tissu cortical chez des chiens et des xénogreffes entre des 

chiens et des chats adultes. A cette époque, il existait peu de connaissances sur la réponse 

immunitaire et ses causes, et les techniques ne permettaient pas d’affirmer si le tissu 

observé 7 semaines après la transplantation provenait bien du donneur, ni s’il contenait 

des neurones, ou s’il correspondait plutôt à des débris de neurones et du tissu cicatriciel. 

Toutefois, ces expériences pionnières de greffes dans le SNC adulte apparurent comme 

encourageantes.  
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Vingt ans après les travaux de Thompson, en 1911, Tello réalisa la transplantation 

de portions de système nerveux périphérique dans le SNC. Ranson montra en 1914, que 

des ganglions spinaux, provenant de donneurs néonataux, pouvaient être greffés avec 

réussite dans le cortex cérébral de jeunes rats. Un peu plus tard, Dunn observa que du 

tissu néonatal de rats albinos était capable de survivre dans le SNC de rats nouveau-nés 

(Dunn, 1917). Ainsi elle aborda deux principes constitutifs: 1) la greffe doit être 

composée de tissu immature capable de survivre et de se développer après la 

transplantation, et 2) le greffon doit recevoir une vascularisation appropriée, facteur 

important pour la survie du transplant (Dunn, 1917). Par la suite, en 1940, Le Gros Clark 

reporta le succès de la première greffe de tissu néocortical (Clark, 1940). Il transplanta du 

tissu cortical embryonnaire obtenu à partir d’embryons de lapins (E15-20) dans le cortex 

frontal de lapins âgés de 6 semaines et observa la survie et la différenciation du tissu 

greffé. 

Trente ans plus tard, les travaux de l’équipe de J. Altmann (1972) ont permis la 

mise en place de la technique d’injection de [3H] thymidine, employée pour marquer les 

cellules en prolifération dans le greffon (Das et Altman, 1971). En 1979, Björklund et ses 

collaborateurs ont montré que des neurones fœtaux transplantés peuvent développer des 

caractéristiques de maturité et de connexions avec le cerveau hôte (Bjorklund et Stenevi, 

1979). En effet, il a été montré que les transplants améliorent significativement les 

déficits moteurs liés à la destruction de la substance noire induite expérimentalement par 

injection de 6-hydroxydopamine chez le rat adulte (Bjorklund et Stenevi, 1979; Perlow et 

al., 1979). Les premières transplantations réalisées en vue de pallier la maladie de 

Parkinson ont impliqué des greffons autologues surrénaliens (Backlund et al., 1985), mais 

les premiers résultats positifs ont été obtenus quelques années plus tard, grâce à la 

transplantation de tissu nigral fœtal chez des patients atteints de la maladie de Parkinson 

en observant des améliorations cliniques significatives (Lindvall et al., 1990). 

A ce stade, les travaux scientifiques consacrés aux expériences de transplantation 

neuronale corticale se sont multipliés. Des études ont confirmé la survie du transplant sur 

de longues périodes ainsi que son développement. De ce fait, de nombreuses études se 

sont intéressées à la capacité de réparation offerte par le transplant sur le plan 
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neuroanatomique ainsi que fonctionnel. Différentes techniques ont été utilisées afin 

d’étudier l’aspect fonctionnel du transplant comme l’analyse de l’activité métabolique de 

celui-ci par mesure de la consommation de 2-deoxylglucose (2-DG) (Sharp et Gonzalez, 

1984; Ebrahimi-Gaillard et al., 1995). Des tests comportementaux également été mis en 

place afin d’évaluer la récupération fonctionnelle induite par le transplant (Plumet et al., 

1990, Sandor et al., 1991). De plus, des études électrophysiologiques ont également 

permis de tester l’intégration fonctionnelle des transplants in vivo (activité unitaire 

spontanée ou en réponse à une stimulation) (Neafsey et al., 1989) ou in vitro (Santos-

Torres et al., 2009) par la technique du patch clamp (consiste en l’enregistrement de 

courants ioniques transitant à travers la membrane cellulaire, permettant ainsi d’étudier 

l’excitabilité des neurones greffés). 

Plusieurs sources de neurones peuvent être utilisées pour la transplantation, les 

neurones embryonnaires corticaux, les neurones corticaux dérivés de cellules souches ou 

les neurones corticaux dérivés de cellules souches pluripotentes induites.  

 

 

B. Transplantation de neurones embryonnaires corticaux 

 

1- Chez le nouveau-né 

Plusieurs études menées chez le nouveau-né ont montré que les neurones 

corticaux embryonnaires greffés dans le cortex frontal de rats nouveau-nés peuvent 

recevoir des afférences corticales et sous-corticales du receveur (Castro et al., 1988) et 

surtout émettre des projections spécifiques vers la majorité des cibles du cortex frontal 

(Chang et al., 1984; Plumet et al., 1991 ; Frappé et al., 1999; Pinaudeau et al., 2000). 

La visualisation des connexions entre l’hôte et le transplant a pu être réalisée 

grâce à l’injection intra cérébrale de traceurs rétrogrades ou antérogrades. En 1985, 

Castro et ses collaborateurs réalisent des prélèvements de fragments de tissu cortical sur 

des embryons âgés de 15 à 17 jours, qu’ils greffent chez 15 rats nouveau-nés (à P0-P1, 
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soit le jour ou le lendemain de la naissance) dont le cortex moteur a été préalablement 

lésé par aspiration pour environ la moitié des cas. Deux à six mois plus tard, ils réalisent 

des injections de 2 traceurs fluorescents rétrogrades différents. Le premier traceur, Fast 

Blue (FB), est injecté dans le cortex controlatéral au transplant, et le deuxième traceur, 

Diamidino Yellow (DY) est injecté dans le thalamus ipsilatéral au site de transplantation. 

Castro observa des projections cortico-corticales callosales, émises par le transplant sur la 

totalité des cas où la transplantation a été précédée d’une lésion. En comparaison, les 

neurones de projections callosales ont été retrouvés dans 3 cas sur 8 ayant reçus une 

transplantation sans lésion. De plus, le nombre de fibres émanant des transplants était 

moins important dans les cas de transplantation sans lésion. De ce fait, il semblerait que 

certaines conditions puissent influencer le développement du transplant ainsi que les 

projections développées par les neurones transplantées. Enfin, des projections dirigées 

vers le thalamus ont également été mises en évidence, sans différence quantitative entre 

les animaux avec ou sans lésion. 

Plusieurs études montrent l’existence de projections entre les neurones 

transplantés et le thalamus (Castro et al., 1985; Plumet et al., 1991), le striatum (Chang et 

al., 1984; Plumet et al., 1991) ou la moelle épinière (Floeter et Jones, 1984). Sørensen et 

ses collaborateurs (1992) confirment que la plupart des projections établies par les 

neurones transplantés respectent une topographie corticale et sont dirigées vers les cibles 

appropriées de l’hôte. Il précise cependant que la densité des projections du transplant est 

plus faible que les projections du cortex intact. De la même façon, un certain nombre 

d’études a mis en évidence des projections, également thalamiques et corticales, émises 

par l’hôte vers le transplant (Chang et al., 1986; Frappé et al., 1999).  

Ainsi, il est clairement établi que les neurones embryonnaires transplantés en 

position homotopique dans le cortex de receveurs nouveau-nés développent des 

connexions réciproques avec l’hôte en respectant l’organisation topographique retrouvée 

dans le cortex intact. Certains travaux ont étudié les projections efférentes et afférentes 

développées par des neurones embryonnaires corticaux greffés de façon hétérotopiques 

dans le cortex de receveurs nouveau-nés. 
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En 1985, Stanfield et O’Leary ont utilisé la stratégie de transplantation 

hétérotopique pour montrer que les efférences développées par les neurones transplantés 

dépendent du site cortical dans lequel les neurones sont greffés. Un an plus tard, Chang 

prélève des fragments de neurones corticaux embryonnaires du cortex occipital ou frontal 

des embryons à E15 qu’il transplante dans le cortex occipito-pariétal de rats nouveau-nés 

(Chang et al., 1986). Il observe que les transplants, homotopiques ou hétérotopiques, 

reçoivent des projections des noyaux thalamiques qui innervent normalement le cortex 

occipito-pariétal. De plus, il constate que les cellules présentes au sein du greffon 

présentent une organisation laminaire. Ainsi, ces travaux révèlent que les afférences 

reçues par le transplant dépendent de l’environnement dans lequel les cellules greffées se 

développent ; néanmoins, l’organisation laminaire du greffon semble être une propriété 

intrinsèque des cellules transplantées. Par la suite, les résultats de Chang ont été 

contredits. Cependant, certaines études ont souligné l’influence importante des facteurs 

intrinsèques et extrinsèques sur la distribution topographique corticale. Les travaux 

réalisés par Ebrahimi-Gaillard (Ebrahimi-Gaillard et al., 1994; Gaillard et al., 1998) ont 

montré que des neurones embryonnaires, d’origine occipitale, transplantés en position 

homotopique ou hétérotopique dans le cortex frontal de rats nouveau-nés, développent 

des projections efférentes et afférentes (Frappé et al., 1999) en direction de cibles 

corticales et sous-corticales du cortex occipital, c’est-à-dire, les cibles correspondant à 

leur région d’origine. Ces résultats suggèrent que les neurones embryonnaires greffés 

conservent les propriétés de développement de leur site d’origine, de ce fait, l’origine des 

neurones embryonnaires semble être un facteur primordial à la mise en place des 

connexions neuronales en développement. En effet, le stade de développement du tissu 

embryonnaire avant la greffe semble être un élément décisif à la différenciation de ce 

tissu après la transplantation. Dans les cas où le tissu embryonnaire est prélevé aux stades 

avancés du développement cortical, les précurseurs neuronaux sont engagés 

irréversiblement dans la voie de différenciation de leur position initiale. Par contre, dans 

les cas où le tissu embryonnaire est prélevé avant la dernière division mitotique et 

transplanté de manière hétérotopique, les progéniteurs présents dans le tissu transplanté 

sont capables d’être influencés par leur nouvel environnement et d’acquérir un phénotype 

correspondant à celui-ci (Pinaudeau et al., 2000; Gaillard et al., 2003).  
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Ensemble, ces résultats montrent que, d’un point de vue anatomique, les cellules 

embryonnaires corticales transplantées dans le cortex d’un receveur nouveau-né peuvent 

s’intégrer, survivre et remplacer les voies lésées. Des investigations ont été menées pour 

étudier la capacité fonctionnelle des transplants à atténuer les déficits induits par les 

lésions. Les travaux de Plumet, en 1990 et 1991, montrent que la transplantation du tissu 

embryonnaire cortical (E16) immédiatement après la lésion induit une réduction de la 

déficience motrice chez le receveur (Plumet et al., 1990; 1991). Dans ces études, Plumet 

et ses collaborateurs utilisent 3 groupes de rats : des rats contrôles, des rats lésés et des 

rats transplantés immédiatement après la lésion. Le groupe greffé présentait un 

pourcentage plus faible de déficit moteur en comparaison au groupe lésé. Sandor a 

également effectué une transplantation de neurones corticaux fœtaux (E17-E18) dans la 

cavité lésionnelle unilatérale dans le cortex moteur de rat nouveau-né (Sandor et al., 

1991). A l’âge adulte, la motricité du membre antérieur controlatéral au site de lésion est 

évaluée par un test comportemental. L’ablation du transplant a abouti à une détérioration 

des performances motrices qui ressemble à celle induite après une lésion corticale. Ces 

effets observés suggèrent que ces transplants fonctionnent de façon analogue à ceux du 

cortex normal. Ensemble, les résultats des tests comportementaux montrent que la 

transplantation semble favoriser la récupération des capacités motrices chez le nouveau-

né.  

 Après la transplantation homotopique de tissu cortical frontal embryonnaire (E14-

E16) chez le rat nouveau-né, Neafsey et ses collaborateurs réalisent, par 

électrophysiologie, l’enregistrement de l’activité unitaire des transplants. Les cellules 

dans le transplant et le cortex normal ont répondu à la stimulation du noyau thalamique 

ventrale et la stimulation sensorielle périphérique. Ces données montrent que des 

connexions fonctionnelles de l’hôte se sont établies vers le transplant fœtal (Neafsey et 

al., 1989). Enfin, l’intégration fonctionnelle du transplant peut être évaluée par des 

mesures de métabolisme. La technique du 2-désoxyglucose a été utilisée pour étudier 

l’activité métabolique du transplant embryonnaire greffé dans le cortex préalablement 

lésé de rats nouveau-né (Ebrahimi-Gaillard et al., 1995). 
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Ensemble, ces résultats suggèrent que les neurones embryonnaires corticaux 

peuvent remplacer les voies lésées chez le nouveau-né. 

 

2- Chez l’adulte 

Pendant plusieurs années, le SNC adulte a été considéré comme un 

environnement où le potentiel de régénération axonale était limité et où les phénomènes 

de plasticité et de neurogènes étaient considérés comme inexistant (Azmitia et Björklund, 

1987). L’absence de la régénération axonale en cas de lésion chez l’adulte est attribuée à 

la présence de facteurs inhibiteurs qui rendent le SNC peu permissif à la repousse axonale 

(pour revue, Wang et al., 2012), tels que les protéines myéliniques Nogo-A, MAG 

(myelin-associated glycoprotein) et OMgp (oligodendrocyte-myelin glycoprotein) (pour 

revue, Lee et Zheng, 2012). En conditions physiologiques, ces facteurs jouent un rôle 

important dans le cerveau et la moelle épinière. Ils régulent la formation de la myéline et 

l’interaction axone-myéline (pour revue, Baldwin et Giger, 2015) en maintenant un 

équilibre avec les facteurs de croissance, comme le BDNF (Brain-derived neurotrophic 

factor). Une autre source importante de la barrière de la régénération axonale est la 

cicatrisation gliale induite après la lésion (Davies et al., 1997). En effet, suite à une 

lésion, la réaction gliale entraîne le recrutement de la microglie, des oligodendrocytes et 

des astrocytes au niveau du site de la lésion (pour revue, Yiu et He, 2006). Cette réaction 

pourrait, d’une part, avoir des effets bénéfiques, comme i) isoler le site lésionnel, ii)  

minimiser la surface de l’inflammation et iii) limiter la dégénérescence cellulaire. D’autre 

part, il est à noter que de nombreux astrocytes adoptent un phénotype réactif et libèrent 

des molécules inhibitrices, des chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) engendrant un 

gradient inhibiteur pour la régénération axonale (Davies et al., 1999; pour revue, Yiu et 

He, 2006; Cregg et al., 2014). 

Chez l’animal adulte, Plumet et ses collaborateurs ont réalisé des tests de 

préhension de nourriture après transplantation homotypique de cortex sensorimoteur 

embryonnaire (E16) dans la cavité lésionnelle. Dès la neuvième semaine post-

transplantation, ils observent une amélioration des performances motrices de la patte 
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antérieure chez les animaux transplantés en comparaison des animaux lésés sans 

cependant atteindre les niveaux des animaux intactes. Ceci suggère que la transplantation 

du tissu fœtal induit une récupération fonctionnelle partielle des mouvements fins des 

pattes antérieures chez le rat adulte (Plumet et al., 1993). De même, Riolobos décrit, 

après transplantation du tissu embryonnaire cortical (E17), dans le cortex frontal lésé de 

rats adultes (âgé de 2 mois et demi), des améliorations fonctionnelles similaires à celles 

obtenues par Plumet lors de l’utilisation du même test (Riolobos et al., 2001). Dans 

d’autres études, les cellules transplantées présentent une activité métabolique et une 

organisation topographique des projections corticales dans le cortex de l’hôte (Grabowski 

et al., 1993; Ebrahimi-Gaillard et al., 1995; Gaillard et al., 1998).  

Circata et ses collaborateurs ont réalisé, en 1992, des transplantations de tissu 

cortical embryonnaire (E17) dans le cortex moteur lésé de rats adultes. Une étude 

comportementale a permis de mettre en évidence, chez les animaux transplantés,  une 

récupération fonctionnelle de leurs performances motrices, en comparaison des animaux 

lésés. Toutefois, la corrélation entre ces observations et les résultats de l’étude 

anatomique des projections établies entre l’hôte et le transplant n’étaient pas aussi 

convaincante (Cicirata et al., 1992). En absence de projections notables, l’effet bénéfique 

des transplants a été attribué à la présence de facteurs trophiques issus du tissu 

embryonnaire d’origine augmentant l’activité fonctionnelle du cortex adjacent. D’autres 

auteurs ont démontré une reconstruction partielle des voies lésées chez l’adulte puisque le 

transplant émet peu de projections vers le tissu hôte et dont les cibles sont rarement 

éloignées du cortex (Roger et Ebrahimi-Gaillard, 1994; Guitet et al., 1994; Grabowsi et 

al., 1995). 

Bien que l’évaluation du transplant et la reconstruction des voies lésées fût 

auparavant possible par l’injection de traceurs rétrogrades ou antérogrades, l’utilisation 

de cette technique compte également de nombreuses limites. En particulier, pour 

empêcher la fuite du traceur hors du site d’injection, une faible quantité de traceurs est 

injectée dans la région d’intérêt ne permettant de mettre en évidence qu’une faible partie 

du système de projection. Au cours des dernières années, les techniques de traçage ont été 

remplacées par la génération de souris génétiquement modifiées exprimant la GFP 
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(Green Fluorescent Protein). La transplantation de fragments de tissus embryonnaires 

issus de souris GFP sous le contrôle du promoteur de la ȕ-actine a alors permis de 

distinguer le transplant de l’hôte et de visualiser la totalité des projections des neurones 

transplantés vers leurs cibles (Gaillard et al., 2004).  

En 2007, Gaillard et collaborateurs ont réalisé une lésion par aspiration au niveau 

du cortex moteur de souris adultes et transplanté immédiatement après la lésion un 

fragment du tissu cortical embryonnaire d’origine moteur prélevé chez des embryons à 

E14 exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur de la ȕ-actine. Plusieurs semaines 

après la transplantation, ils ont constaté la présence de projections émises par les 

neurones transplantés vers les cibles corticales et sous-corticales appropriées de l’hôte, y 

compris sur de longues distances, jusqu’au striatum ou à la moelle épinière en respectant 

une organisation topographique similaire à celle du cortex moteur intacte (Gaillard et al., 

2007). En outre, une partie des efférences du transplant sont myélinisées indiquant 

l’intégration et la maturation des neurones transplantés. Les neurones de l’hôte établissent 

également des contacts synaptiques avec le transplant. Ainsi, grâce à cette approche 

expérimentale, Gaillard et collaborateurs ont mis en évidence la permissivité du SNC 

adulte à la repousse axonale des neurones embryonnaires greffés et la capacité de 

reconstruire point-à-point des voies motrices lésées chez l’adulte (Figure 7). 

Ces résultats ont par la suite été confirmés. Toutefois, bien que certains travaux 

aient mis en évidence, après transplantation de précurseurs embryonnaires corticaux chez 

la souris adulte non lésée, la présence de projections sur de longues distances vers les 

cibles appropriées du cortex, la présence de projections ectopiques pouvant induire des 

dysfonctionnements ont également été révélées (Magavi et Lois, 2008). L’absence d’une 

lésion avant la transplantation pourrait expliquer ces résultats. En effet, il a été démontré 

que les neurones greffés émettent des projections qui empruntent les voies en 

dégénérescence (Gaillard et Jaber, 2008). Cette possibilité de reconstruction des voies 

lésées adultes par greffe de cellules embryonnaires n’est pas propre au cortex moteur. En 

outre, des études supplémentaires ont rapporté dans un modèle animal de la maladie de 

Parkinson, une reconstruction de la voie nigrostriée par la transplantation de neurones 

dopaminergiques embryonnaires issus du mésencéphale ventral dans la substance noire 
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(Thompson et al., 2009; Gaillard et al., 2009; Barker et al., 2013). En effet, la réparation 

anatomique et fonctionnelle de la voie nigrostriée suggère la présence de facteurs de 

guidage spécifiques dans le cerveau adulte et leur capacité d’orienter les axones des 

cellules embryonnaires transplantées vers leurs cibles spécifiques chez l’hôte (Gaillard et 

al., 2009; Thompson et al., 2009, pour revue Gaillard et Jaber, 2011). 

 

Figure 7: Reconstruction anatomique des voies lésées après transplantation de fragment 

de cortex moteur embryonnaire dans le cortex moteur lésé chez la souris adulte. Mise en 

évidence en microscopie électronique des contacts synaptiques établis entre l’hôte et les 
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neurones GFP transplantés au niveau du cortex (A), du thalamus (E) et de la capsule 

interne (F); plusieurs axones sont myélinisés. (B) L’absence d’une fusion cellulaire entre 

les cellules transplantées (bleu) et les cellules de l’hôte contenant le chromosome Y 

(rose). (C), (D) Les axones GFP+ quittent le transplant et innervent le cortex adjacent 

ainsi que le striatum. (G) Les axones GFP+ contactent des cibles sur de longues 

distances. Les cellules marquées par un traceur rétrograde injecté dans la moelle épinière 

sont présentes dans le transplant (jaune) et dans le cortex moteur adjacent (rouge). 

(D’après Gaillard et al., 2007). 

 

3- Caractéristiques histologiques des transplants 

L’ensemble des études décrites dans les parties précédentes souligne la capacité 

des neurones transplantés à développer des projections suivant une organisation 

topographique similaire à celle observée chez l’animal intact. Cependant, la question 

concernant la capacité du transplant embryonnaire à se développer en respectant 

l’organisation laminaire observée dans le cortex « normal » a été largement débattue.  

Parmi les premières descriptions cytoarchitecturales détaillées du tissu greffé, 

Chang et son équipe constatent que lorsque les blocs de tissu cortical sont greffés en 

inversant leur orientation dorso-ventrale, le greffon développe une organisation laminaire 

inversée par rapport au cortex « normal ». Ils concluent alors que l’organisation laminaire 

de certaines régions du transplant est conservée par rapport au cortex « normal » et 

semble intrinsèque au transplant (Chang et al., 1986). Cependant, de nombreux travaux 

mettent en avant l’absence d’organisation laminaire des neurones corticaux au sein des 

transplants. Les neurones corticaux se présentent souvent sous forme diffuse ou organisée 

en bandes ou en amas (rosettes, clusters), séparés par des espaces comportant des 

faisceaux de fibres (Castro et al., 1985; Plumet et al., 1990; Garnier et al., 1995; 

Pinaudeau et al., 2000; Gaillard et Roger, 2000; Santos-Torres et al., 2009). 

L’efficacité de la transplantation corticale embryonnaire à réparer le SNC lésé 

dépend donc du degré de survie du transplant, de sa capacité à restaurer les projections 

spécifiques et à se différencier selon le phénotype neuronal approprié. La présence, dans 
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le transplant, de cellules pyramidales, non-pyramidales et gliales a été démontrée à partir 

des années 80 (Floeter et Jones, 1984; Belichenko et al., 2001). Par ailleurs, des études 

électrophysiologiques ont démontré que le glutamate est le principal neurotransmetteur 

excitateur dans le transplant (Santos-Torres et al., 2009). En parallèle, des études 

immunohistochimiques ont également montré la présence de neurones de type 

GABAergique (Bragin et al., 1991) ainsi que de récepteurs glutamatergiques, 

GABAergiques et cholinergiques (Santos-Torres et al., 2009). Ces données penchent en 

faveur d’un phénotype cellulaire conforme à celui du cortex normal.  

Nous avons effectué une étude précise du développement des cellules 

transplantées afin d’étudier la mise en place des différentes populations neuronales dans 

le temps ainsi que le développement des projections de neurones greffés vers leurs cibles 

corticales et sous corticales. Ces résultats seront présentés ultérieurement dans ce 

mémoire.  

 

4- Facteurs influençant le développement des neurones transplantés 

Plusieurs facteurs influencent la survie et le développement des cellules greffées. 

Il est donc nécessaire de définir les conditions expérimentales optimales à la survie du 

transplant dans le cerveau hôte et le potentiel thérapeutique de la neurotransplantation. 

 Age du donneur et du receveur 

Durant de nombreuses années, l’âge du donneur et du receveur a été le principal 

facteur mis en cause dans les expériences de transplantation. Nous avons présenté 

précédemment que les neurones post-mitotiques sont engagés irréversiblement dans une 

voie de différenciation adéquate. Lors de la transplantation, le devenir de ces neurones ne 

sera donc plus influencé par les facteurs présents dans l’environnement où ils seront 

greffés. 

Das et ses collaborateurs ont déterminé chez le rat, une fenêtre de temps optimale 

(entre E14 et E15) durant laquelle les neurones corticaux de projection présentent un pic 

de neurogenèse (Das et al., 1980). Ainsi, le prélèvement de tissu provenant d’un embryon 

de cet âge présente les meilleures conditions de survie et de développement pour la 
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transplantation (Dunnett et Björklund, 1994). Concernant l’âge de receveur, Hallas et ses 

collaborateurs ont montré en 1980, que plus le cerveau receveur est jeune, plus le 

développement du transplant et de ses projections est favorisé. La plupart des équipes de 

recherche ont donc privilégié l’utilisation de receveurs nouveau-nés ou jeune-adultes 

(Chang et al., 1984). Plus tard, des études ont constaté que suite à la transplantation de 

tissu embryonnaire occipital (E15-16) dans le cortex visuel de rats adultes, le transplant 

était capable de i) répondre aux stimulations visuelles, ii) recevoir des projections 

afférentes du cortex et du thalamus de l’hôte et iii) développer des projections corticales 

(Gaillard et al., 2004 ; 1998). Cependant un nombre limité de travaux s’est intéressé à 

étudier les niveaux de survie, de croissance et de récupération anatomique et 

fonctionnelle des transplants dans le cerveau âgé (Eriksdotter-Nilsson et Olson, 1989; 

Collier et al., 1999; Zaman et Shetty, 2002). 

 

 Présence ou absence d’une lésion 

Les résultats de Castro, détaillés auparavant, montrent que la présence d’une 

cavité lésionnelle avant la transplantation semble favoriser l’intégration du transplant, sa 

croissance et le développement de ses connexions chez le nouveau-né (Castro et al., 

1985). Ces résultats ont été reproduits partiellement chez l’animal adulte (Gibbs et 

Cotman, 1987) et ont été confirmés plus récemment chez la souris adulte (Gaillard et al., 

2007). La transplantation de neurones corticaux embryonnaires dans le cortex non lésé ne 

favorise pas le développement des projections des neurones transplantés. En effet, les 

axones émanant des neurones du transplant semblent être guidés vers les cibles corticales 

en empruntant les voies dégénérées suite à la lésion. Dans cette même étude, Gaillard et 

Jaber ont constaté, dans le cas d’une lésion suivie d’une transplantation, que les 

astrocytes de l’hôte conservent une capacité de réexpression de facteurs de 

développement suffisant pour diriger la croissance axonale du transplant. De façon 

similaire, une précédente étude a démontré que ces astrocytes conservent leur capacité à 

réexprimer un phénotype précoce pouvant partiellement être à la base de la migration 

active des neurones transplantés et des précurseurs neuronaux (Leavitt et al., 1999). 
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 La neuroinflammation 

Le cerveau est considéré comme un site privilégié d’un point de vue 

immunologique. En effet plusieurs études ont montré que les greffes d’origine cérébrale 

survivaient relativement bien (Bjorklund et al., 1982). Cependant, une réaction 

inflammatoire survient suite à toutes lésions ou entrée d’un agent infectieux (pour revue, 

Perry et al., 1997). De nombreuses études se sont intéressées à la neuroinflammation, 

pour son rôle aussi bien délétère que bénéfique sur les neurones (pour revue, Block et al., 

2007). Nous détaillerons ultérieurement le phénomène de la neuroinflammation parce 

qu’il fait l’objet de la deuxième étude menée dans ce projet.  

 

 La vascularisation du transplant 

L’importance de la vascularisation pour la survie du transplant a été soulignée très 

tôt par Dunn en 1917. La vascularisation intrinsèque du transplant et la néo-

vascularisation développée à partir du cerveau hôte assurent l’apport de nutriments et 

d’oxygène au transplant. Plusieurs auteurs ont montré que la survie des neurones 

transplantés peut être améliorée si les transplants sont greffés dans des zones fortement 

vascularisées telles que le plexus choroïde ou la chambre antérieure de l’œil (Olson et al., 

1982; Stenevi et al., 1976). De plus, certaines études ont suggéré que la présence d’un 

délai entre la lésion et la transplantation induit le développement de vaisseaux sanguins et 

la libération de facteurs neurotrophiques favorisant la survie des cellules greffées 

(Johansson et Grabowski, 1994; Dray et al., 2009). Les phénomènes de néo-

vascularisation sont induits par des facteurs comme le Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) et les angiopoïétines (pour revue, Xiong et al., 2010). En effet, il a été 

démontré que le fait de surexprimer le VEGF au sein des cellules transplantées dans un 

modèle de la maladie de Parkinson, permet de favoriser le développement et la survie des 

neurones dopaminergiques greffés (Casper et al., 2002; Lee et al., 2007). 

 

 Les facteurs trophiques 

Les neurones, les cellules immunitaires et les cellules gliales libèrent, après la 

lésion, des facteurs trophiques favorisant la réparation des voies lésées. De plus, les 

cellules transplantées peuvent sécréter ou promouvoir la sécrétion de facteurs 
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neurotrophiques par les cellules de l’hôte (Dunnett et al., 1987). Parmi les facteurs libérés 

autour de la lésion, le NGF (nerve growth factor) (Hotta et al., 2005) et le BDNF ont été 

reportés. Il existe d’autres familles de facteurs de croissance dont les niveaux 

d’expression sont augmentés après une lésion corticale comme le Fibriblast Growth 

Factor (FGF), le VEGF (Nieto-Sampedro et al., 1988; Sköld et al., 2005) et le Glial cell-

line Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Wang et al., 1997).  

Lee et collaborateurs ont réalisé une série de  transplantations de cellules souches 

humaines (hNSCs) dans le cortex après lésion ischémique (Lee et al., 2007; Lee et al., 

2009; Lee et al., 2010). Dans chacune des études, les hNSCs surexpriment le GDNF, le 

VEGF ou le BDNF. Ces travaux ont révélé que la survie des cellules transplantées et les 

améliorations fonctionnelles qu’elles induisent étaient plus importantes par rapport aux 

hNSCs qui ne surexpriment pas ces facteurs. Ainsi, la combinaison entre la 

transplantation et l’administration de facteurs trophiques semble avoir un effet bénéfique 

sur la survie des cellules greffées. 

 

 Délai entre la lésion et la transplantation 

Dans le cadre de lésion traumatique chez l’Homme, la disponibilité du greffon et 

la réalisation d’une greffe immédiatement après la lésion n’est pas toujours possible. De 

ce fait, il est important d’explorer l’importance d’un délai entre la lésion et la 

transplantation pour que la transplantation neuronale soit considérée comme une thérapie 

possible. 

De plus, l’introduction d’un délai entre la lésion et la transplantation corticale 

serai un facteur crucial favorisant la survie et le développement du transplant (Nieto-

Sampedro et al., 1983; Stein et al., 1988 ; Grabowski et al., 1994). Les résultats de Stein 

et al., en 1988, montrent qu’un délai de 30 ou 60 jours entre la lésion et la transplantation 

corticale n’a aucun effet sur la récupération fonctionnelle, en revanche, une amélioration 

de cette dernière est observée lorsque la transplantation est réalisée 7 ou 14 jours après la 

lésion (Stein et al., 1988). Ainsi, ces résultats mettent en avant les avantages de 

l’introduction d’un délai court entre la lésion et la transplantation. En effet, dans un 

modèle de greffe de tissu embryonnaire striatal dans le cortex entorhinal, il a été montré 
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qu’un délai de 9 jours semble être optimal pour la survie du transplant. Ceci coïncide 

avec le pic de libération de facteurs neurotrophiques par les astrocytes autour de la lésion 

(Nieto-Sampedro et al., 1983). Cependant, Grabowski rapporte un effet bénéfique avec 

des délais de 5-7 jours ou de 8 semaines et les conditions seraient les plus favorables avec 

un délai de 3 semaines après une lésion ischémique (Grabowski et al., 1994). 

Afin de choisir de façon optimale le moment le plus approprié pour effectuer la 

greffe après une lésion permettant de favoriser l'intégration de nouveaux neurones, nous 

avons effectué une étude pilote en introduisant des délais de 5, 7 ou 30 jours entre la 

lésion corticale et la transplantation. Nous avons montré que l’introduction d’un délai de 

7 jours favorise la prolifération et le développement des projections de neurones greffés. 

Sur la base de ces résultats, une étude approfondie a été réalisée dont l’objectif était 

d’étudier l’influence d’un délai de 7 jours entre la lésion corticale et la transplantation sur 

le développement anatomique et fonctionnelle des neurones greffés. Suite à une lésion 

unilatérale par aspiration du cortex moteur, les transplantations homotopiques de tissu 

embryonnaire cortical, prélevé à E14 et sur-exprimant la GFP, sont effectuées soit 

immédiatement après la lésion (groupe sans délai) soit 7 jours plus tard (groupe avec 

délai). Les résultats montrent i) une augmentation significative du volume du transplant 

chez le groupe avec délai en comparaison du groupe sans délai, ii) l’augmentation du 

volume du transplant de par une forte augmentation de la prolifération des cellules 

transplantées. De même, 4 jours après la transplantation, une augmentation significative 

des vaisseaux sanguins a été observée chez le groupe délai, et une différence d’origine 

des vaisseaux a également été constatée. En effet, chez le groupe avec délai, les vaisseaux 

provenaient à la fois de la régénération des vaisseaux sanguins de l’hôte et du tissu 

transplanté ce qui n’était pas le cas pour le groupe sans délai. Aucune modification de la 

distribution des projections émises par les neurones transplantés n’a été observée entre les 

2 groupes. Cependant, une augmentation importante de la densité des projections 

développées par les cellules transplantées vers toutes les cibles du cortex moteur a été 

soulignée en introduisant un délai entre la lésion et la transplantation. Au niveau 

fonctionnel, en utilisant un test de motricité fine des membres antérieurs, le « staircase », 

les résultats montrent un déficit des performances des pattes controlatérales au côté de la 

lésion chez les souris lésées en comparaison des souris contrôles pendant toute la durée 
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du test de comportement. Les souris transplantées, avec ou sans délai, montrent une 

réduction de la performance du membre antérieur controlatéral suivie d’une récupération 

persistante. De plus, conformément aux effets anatomiques bénéfiques observés en 

introduisant un délai entre la lésion et la transplantation, les animaux transplantés avec 

délai montrent une amélioration de la récupération fonctionnelle. 

Ensemble, ces données confirment que l’introduction d’un délai d’une semaine 

entre la lésion et la transplantation corticale est bénéfique d’un point de vue fonctionnel 

et aussi anatomique sur la croissance de la taille du transplant par la prolifération 

cellulaire, sur la vascularisation notamment en favorisant  le développement des propres 

vaisseaux du transplant et sur le nombre de projections développées par les cellules 

transplantées. 

Plusieurs facteurs peuvent être à la base des améliorations observées en 

introduisant un délai de 7 jours entre la lésion et la transplantation corticale, comme la 

sécrétion des facteurs pro-angiogéniques (Sköld et al., 2005, Dray et al., 2009), la 

diminution des niveaux de toxines (Gonzalez et Sharp, 1987), la sécrétion des facteurs 

trophiques (Nieto-Sampedro et al., 1983) et le niveau de l’inflammation. Nous nous 

sommes alors intéressés à l’étude du rôle de l’inflammation qui fait l’objet de la 

deuxième étude présentée dans ce manuscrit. 

Pour conclure, les lésions dans le cortex moteur chez le nouveau-né ou l’adulte, 

entraînent la mort cellulaire des neurones et la destruction de leurs projections induisant 

un dysfonctionnement moteur. La transplantation des neurones embryonnaires est 

potentiellement capable de remplacer les neurones perdus et de régénérer les projections 

corticales vers les cibles appropriées. Les cellules embryonnaires ont été utilisées dans 

des études cliniques, notamment chez des patients parkinsoniens, qui montrent un certain 

effet bénéfique de ces transplantations chez une partie des patients (pour revue, 

Björklund et al., 2003 ; Jaber et Gaillard, 2012). Il est peu probable que les neurones 

embryonnaires humains deviennent une source de cellules pour la transplantation en 

raison de problèmes d’approvisionnement et de standardisation de tissus pour la 

transplantation. L’avenir de ces greffes dépend donc de l’obtention de sources 

alternatives de tissus.  De ce fait, les neurones dérivés des cellules souches ou des cellules 
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pluripotentes induites (IPSCs pour «induced pluripotent stem cells») offrent une 

alternative prometteuse. 

 

5- Particularité de la transplantation des neurones dérivés des 

cellules souches  

La transplantation de neurones dérivant des cellules souches permet de surmonter 

les limites rencontrées en utilisant les cellules embryonnaires et se rapproche d’avantage 

d’une future utilisation en thérapie cellulaire.  

En effet, les cellules souches sont caractérisées par leur capacité d’auto-

renouvèlement infinie. Les cellules souches embryonnaires (ESC pour Embryonic Stem 

Cell), dérivées de blastocystes, sont pluripotentes et sont donc capables de donner 

naissance à tous les types cellulaires, excepté les cellules germinales. Les cellules 

souches, organe ou tissu spécifique, représentent un autre groupe des cellules souches.  

Elles dérivent des ESCs (pour revue, Anderson et al., 2001) et sont multipotentes, c’est à 

dire capables de donner naissance à différents types cellulaires mais limitées à un lignage 

cellulaire donné. Ces dernières sont présentes durant la vie embryonnaire, mais 

également chez l’adulte (pour revue, Anderson et al., 2001). C’est le cas, par exemple, 

des cellules souches neurales pouvant se différencier en neurones ou en cellules gliales. 

Plus tard, les cellules souches pluripotentes (IPSC pour Induced Pluripotent Stem Cell) 

ont été produites à partir de cellules somatiques adultes en forçant l’expression de 

certains gènes de pluripotence (Takahashi et Yamanaka, 2006; Yu et al., 2008). 

Cependant, l’utilisation de ces cellules est toujours à un stade expérimental et certains 

obstacles majeurs doivent encore être maitrisés, comme leur tendance à former des 

tumeurs après inoculation à un stade trop précoce de différenciation. 

Au cours des deux dernières décennies, plusieurs études ont réussi à générer, in 

vitro, différents sous-types de neurones corticaux à partir des cellules souches 

embryonnaires et induites (pour revue, Akhtar et Breunig, 2015). En effet, pour générer 

un sous-type neuronal spécifique, les cellules souches sont induites par différents signaux 
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de différenciation, obligatoirement fournis en quantité appropriée et dans une fenêtre 

temporelle adéquate. Ainsi, la différenciation des cellules souches en l’absence  de 

facteurs exogènes entraine la génération de cellules neuronales d’identité antérieure 

(Watanabe et al., 2005, Gaspard et al., 2008). 

En 2008, Gaspard et collaborateurs ont développé un protocole pour générer in 

vitro des neurones corticaux à partir de cellules souches embryonnaires de souris qui 

respectent les principales étapes de la corticogenèse et de la diversité neuronale corticale. 

Lors de la différenciation dans un milieu dépourvu de morphogènes, le signal Sonic 

Hedgehog (SHH) est inhibé afin d’obtenir une population homogène de progéniteurs 

neuronaux d’identité corticale. Ces neurones ont été greffés dans le cortex cérébral de 

souris nouveau nés, où ils développent des projections axonales similaires à celles des  

neurones corticaux et plus particulièrement vers des cibles du cortex visuel. Ces résultats 

montrent que l’identité d’une zone corticale peut être spécifiée sans aucune influence des 

facteurs de l’hôte (Gaspard et al., 2008; Gaspard et al., 2009a; Gaspard et al., 2009b). De 

même, l’exposition des cellules souches à des signaux tels que Wnt et BMP a un effet 

similaire, aboutissant à la génération de cellules d’identité corticale (Watanabe et al., 

2005). Ainsi, l’exposition des cellules souches à des morphogènes tels que FGF-8 ou à 

leur antagoniste peut moduler l’identité rostro-caudale des cellules neuronales corticales 

générées in vitro (Eiraku et al., 2008). Ideguchi et collaborateurs  en 2010, transplantent 

des précurseurs neuronaux corticaux dérivés de cellules souches embryonnaires de souris 

dans différentes régions du cortex, moteur et visuel. Ils constatent des projections émises 

par les cellules transplantées vers les cibles spécifiques des régions dans lesquelles elles 

étaient transplantées (Ideguchi et al., 2010). En ce qui concerne les neurones corticaux 

dérivés d’ESCs humaines, une étude a rapporté, après la transplantation de ces neurones 

dans le cerveau de la souris nouveau-née, le développement des projections axonales vers 

les cibles du cortex visuel et moteur et une intégration fonctionnelle du transplant 

(Espuny-Camacho et al., 2013). 

Plus récemment, une étude a examiné la capacité des neurones corticaux dérivés 

de cellules souches embryonnaires de souris à contribuer à la réparation des lésions 

corticales chez des souris adultes (Michelsen et al., 2015). Les ESCs ont été différenciées 
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en neurones corticaux et progéniteurs d’identité occipitale et puis greffées dans le cortex 

visuel lésé de souris adultes. Les neurones greffés établissent des projections sur de 

longues distances correspondant aux circuits du cortex visuel. Ils reçoivent également des 

afférences du thalamus visuel et répondent d’une manière appropriée aux stimuli visuels 

de la rétine in vivo, révélant ainsi leur potentiel pour la restauration fonctionnelle des 

circuits du cortex visuel endommagés. En effet, conformément à ce qui avait été 

précédemment observé, aucune intégration significative n’a été observée après 

transplantation de ces mêmes neurones dans le cortex moteur lésé, ni même, après 

transplantation de neurones corticaux moteurs dans le cortex visuel lésé. Ces résultats 

montrent une spécificité régionale des aires corticales dans la réparation du cortex 

cérébral lésé par la transplantation des neurones corticaux dérivés d’ESCs.  

Ensemble, ces résultats fournissent une nouvelle perspective pour la thérapie 

cellulaire dans la reconstruction spécifique des voies corticales lésées dans des modèles 

animaux de lésion corticale d'un point de vue neuroanatomique et fonctionnel. Mais 

l’utilisation des ESCs souffre également de certaines limites. D’une part, il existe une 

grande variabilité entre les lignées d’ESCs humaines dans leur capacité à générer du tissu 

neural (Osafune et al., 2008). D’autre part, les données concernant le développement des 

ESCs humaines sont encore restreintes. Si les grandes étapes, notamment précoces, du 

développement cérébral humain sont connues, nous manquons parfois de références 

auxquelles comparer le développement des neurones générés à partir des hESCs en 

laboratoire. Enfin, la dérivation des ESCs humaines dépend de la disponibilité de 

blastocystes humains surnuméraires ce qui peut engendrer des limites éthiques. 

Jusqu’en β006 et la découverte faite par Shinya Yamanaka sur la 

reprogrammation de cellules somatiques en cellules pluripotentes, les cellules ESC 

humaines représentaient la seule source de cellules souches pluripotentes (Takahashi et 

Yamanaka, 2006). Les cellules souches induites pluripotentes représentent 

potentiellement une source cellulaire inépuisable présentant les mêmes capacités de 

différentiation que les cellules ESC mais ne nécessitant pas la destruction d’un embryon. 

Cette découverte ouvre ainsi les portes de la médecine régénérative de demain avec la 
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possibilité i) de réaliser des IPS spécifiques d’un patient, ii) de les différencier en type 

cellulaire défaillant et ainsi iii) de greffer ces cellules en limitant les risques de rejet.  

Les cellules IPS représentent donc un intérêt majeur, à la fois dans la mise en 

place de protocoles de thérapie cellulaire innovants mais également dans le cadre de 

recherches pharmacologiques in vitro. En effet, il a été  démontré qu’il est possible de 

générer des neurones périphériques (Lee et al., 2009), des motoneurones (Dimos et al., 

2008; Ebert et al., 2009), des cellules rétiniennes (Osakada et al., 2009), des neurones de 

la cochlée (Nishimura et al., 2009) ou encore des neurones dopaminergiques (Wernig et 

al., 2008; Hargus et al., 2010). 

En ce qui concerne les neurones corticaux, quelques auteurs rapportent la 

possibilité de générer des cellules neuroépithéliales à partir d’IPSCs, et d’induire leur 

différenciation en neurones corticaux glutamatergiques (Zeng et al., 2010 ; Shi et al., 

2012). Les IPSCs humaines sont capables, sans ajout de morphogènes, de se différencier 

et de générer une population de neurones corticaux en respectant les principales étapes de 

la corticogenèse (Espuny-Camacho et al., 2013). 

Les vecteurs utilisés pour introduire les facteurs de reprogrammation dans les 

cellules adultes ont été initialement des vecteurs intégratifs rétroviraux (Takahashi et 

Yamanaka, 2006) et lentiviraux (Yu et al., 2008). Différentes études ont par la suite tenté 

de générer des lignées d’IPCS plus « sûres » en utilisant des vecteurs lentiviraux 

polycistroniques permettant l’expression des 4 facteurs de reprogrammation (Sommer et 

al., 2009). Récemment, des IPCS ont été générées en utilisant des protéines 

recombinantes (Zhou et al., 2008), ou encore en surexprimant certains types de 

microARNs (Judson et al., 2009). Enfin, la fonctionnalité des neurones dérivés d’IPSCs 

et la sécurité de leur utilisation, notamment du fait de leur potentiel tumorigène, doivent 

être évaluées avant d’envisager toute approche clinique. 
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III.  Neuroinflammation 

 

Les réactions neuroinflammatoires sont observées dans les maladies 

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la 

sclérose en plaque ainsi que dans des conditions neuropathologiques comme le 

traumatisme et les accidents cérébraux (pour revue, Amor et al., 2010; Amor et al., 2014). 

Cependant le rôle bénéfique ou délétère de la neuroinflammation est encore actuellement 

en discussion. Nous allons détailler dans un premier temps les différents médiateurs de la 

neuroinflammation et nous présenterons par la suite les principales données obtenues à ce 

jour dans le domaine de la neuroinflammation. 

 

A. Le concept de la neuroinflammation 

Le cerveau a longtemps été considéré comme un site immuno privilégié 

(Medawar, 1948). Il s’agit d’un organe particulier, protégé par la barrière 

hématoencéphalique (BHE), et dont  les échanges neuroimmunologiques sont donc 

relativement limités de part et d’autre du cerveau intact (pour revue, Muldoon et al., 

2013). En outre, le cerveau possède son propre système de défense, celui-ci se met 

rapidement en état d’alerte et une réaction inflammatoire est déclenchée suite à toute 

lésion ou entrée d’un agent infectieux. Les médiateurs cellulaires de l’inflammation 

répondent en libérant des cytokines, des chimiokines ou de l’oxyde nitrique.  

En parallèle, la perturbation de la BHE va permettre aux cellules 

hématopoïétiques de quitter la circulation sanguine et d’être en contact avec le site de 

lésion. L’une des caractéristiques du SNC est l’absence d'un système de drainage 

lymphatique classique. Ainsi, les mécanismes régissant l'entrée et la sortie des cellules 

immunitaires du SNC sont mal connus. Cependant, une étude récente a mis en évidence 

la présence d’un système de vaisseaux lymphatiques classique et fonctionnel bordant le 

sinus veineux permettant le passage des cellules immunitaires (Louveau et al., 2015). 
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1- Immunité innée 

L’immunité innée est la première barrière de défense observée dans le cerveau 

suite à toute agression, elle ne dépend pas d’une « mémoire immunitaire » et ne nécessite 

pas de contact préalable avec l’agent pathogène. Le principal type cellulaire de 

l’immunité innée du SNC est la microglie qui désigne les macrophages résidents dans le 

cerveau. Les cellules microgliales sont rapidement activées après une invasion et 

détruisent les organismes étrangers par phagocytose. 

Les cellules locales du SNC, telles que la microglie et les astrocytes, développent 

une réponse innée impliquant des récepteurs cellulaires de la famille des Pattern 

Recognition Receptors (PRR). Parmi ces récepteurs se trouve le récepteur Toll-Like 

(TLR) qui se lie à des motifs moléculaires exprimés soit par des agents infectieux 

(Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) soit par des tissus stressés et 

endommagés (Danger associated molecular patterns, DAMPS).  

L’immunité innée implique également les macrophages, les neutrophiles et les 

cellules dendritiques (DC) qui ne sont pas présentes dans le SNC sain. Elles peuvent être 

cependant retrouvées suite à la perturbation de la BHE par des signaux chimio-attractifs 

et expriment des molécules de surface indiquant leur état actif. En général, les 

macrophages et les neutrophiles accomplissent plusieurs fonctions telles que la 

destruction d’un corps étranger et la phagocytose des débris cellulaires. Les DCs sont 

phagocytaires et spécialisées dans la présentation de l’antigène aux lymphocytes afin 

d’initier une réponse immunitaire adaptative impliquant la reconnaissance de l'antigène 

par l'anticorps, garantissant une protection spécifique contre les agressions (pour revue, 

Moore et al., 2014). 

  

2- Immunité acquise 

L'immunité acquise est une réponse spécifique à un antigène par médiation soit 

cellulaire soit humorale visant à éliminer des facteurs pathogènes. La réponse humorale 

est médiée par les lymphocytes B qui libèrent des anticorps et la réponse cellulaire est 
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quant à elle exécutée par les lymphocytes T cytotoxiques (Tc, CD8+) et auxiliaires (Th, 

CD4+). 

Suite à une lésion au niveau du SNC, la microglie est activée entrainant d’une part 

l’expression de molécules de surface et d’autre part la libération de cytokines et de 

chimiokines. Ces changements induisent le recrutement des lymphocytes T qui traversent 

la BHE pour atteindre le site de lésion (Czigner et al., 2007; Dardiotis et al., 2012). Après 

avoir été présentés aux antigènes, les lymphocytes T (Th) peuvent avoir une réponse Th1 

pro-inflammatoire et cytotoxique ou une réponse Th2 anti-inflammatoire et réparatrice.  

 

 

B. Les médiateurs cellulaires de la neuroinflammation 
 

Comme nous l’avons présenté dans la première partie de ce manuscrit, le SNC est 

un site complexe qui regroupe différents types cellulaires y compris ses propres cellules 

résidentes immuno-competentes. Ainsi en cas d’agression qu’elle soit d’origine 

traumatique, ischémique ou infectieuse, le SNC peut réagir soit par la mise en action des 

cellules gliales (astrocytes, microglie, oligodendrocytes) soit par l’intermédiaire d’une 

l’inflammation centrale pouvant s’accompagner d’une invasion de cellules immunitaires 

périphériques.  

En conditions physiologiques, l’accès des cellules périphériques au SNC est 

étroitement contrôlé par la BHE. En revanche, lors d’une lésion traumatique associée à 

une rupture de la BHE, différents types cellulaires circulants peuvent migrer du sang vers 

le site de lésion. Ce processus est passe par l’intermédiaire des cytokines et des 

chimiokines (Schmidt et al., 2005). Les neutrophiles sont les premiers à traverser la BHE, 

suivis par les monocytes et les lymphocytes (Kato et Walz, 2000). Nous présenterons par 

la suite, les principaux médiateurs cellulaires de l'inflammation. 
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1- La microglie 

Parmi les cellules gliales, la microglie immunocompétente constitue la forme 

résidente des macrophages du SNC. Les cellules microgliales ont été découvertes en 

19γβ, par Del Rio Hortega et leur origine n’est toujours pas clairement établie à l’heure 

actuelle. Elles sont dispersées dans tout le SNC mais leur répartition n’est pas homogène 

dans toutes les régions du cerveau. En effet, chez la souris, il a été montré que la 

distribution de la microglie est plus dense dans la substance grise que dans la substance 

blanche (Block et al., 2007). Les cellules microgliales surveillent constamment le 

microenvironnement et répondent à tout type de changement, exerçant ainsi un rôle 

typique de macrophage. Pour détruire les corps étrangers ou les débris cellulaires, elles 

peuvent assurer une activité de phagocytose, sécréter des cytokines pro-inflammatoires et 

jouer le rôle de cellules présentatrices d’antigène (Xing et al., β01β). La microglie 

constitue donc la première ligne de défense du système immunitaire du SNC (Kreutzberg, 

1996). 

Lors du développement, et au cours de la maturation du SNC, les cellules 

microgliales amiboïdes participent au remodelage du tissu nerveux. Les cellules 

microgliales auraient une grande influence sur la survie neuronale en limitant la 

formation des neurones et des connexions surnuméraires (Marı́n-Teva et al., 2004). Elles 

permettent également d’éliminer les débris cellulaires issus de la formation des réseaux 

neuronaux (Ferrer et al., 1990) et de contrôler la synaptogenèse lors des premières 

semaines de vie postnatale (pour revue, Bessis et al., 2007).  

Selon son état d’activation, dans le cerveau adulte on distingue deux principaux 

types de microglie : la microglie ramifiée et la microglie amiboïde (Figure 8). En 

l’absence de corps étrangers ou de débris cellulaires, les cellules microgliales sont dans 

un état de « repos » et elles ne sont pas dotées ni de capacité phagocytaire ni de profil 

migratoire (Chung et al., 2010). Elles sont de petite taille, composées d’un petit corps 

cellulaire avec de nombreux prolongements cytoplasmiques leur conférant une 

morphologie caractéristique ramifiée (Rezaie et al., 2002; Kettenmann et al., 2011). 

Cependant, les études actuelles montrent un état « actif » de la microglie ramifiée, si le 

corps cellulaire reste plus ou moins statique, les branches sont constamment en 
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mouvement afin de surveiller les zones environnantes (Davalos et al., 2005) et détecter 

des changements physiologiques tels que des changements de pH et la libération de 

neurotransmetteurs (Färber et Kettenmann, 2005). De nombreuses études d’imagerie in 

vivo se sont intéressées aux mouvements constants des ramifications (Nimmerjahn et al., 

2005) ainsi qu’à la visualisation des contacts directs entre la microglie et les astrocytes, 

les neurones ou encore les vaisseaux notamment au niveau du cortex. Il a été observé que 

les contacts entre les synapses et la microglie ramifiée étaient transitoires en conditions 

physiologiques et pouvaient être plus longs (près d’une heure) en conditions ischémiques 

conduisant l’élimination des synapses non fonctionnelles (Wake et al., 2009). Le but de 

cet état est de maintenir un taux constant de cellules microgliales disponibles pour 

détecter et combattre l’agression, tout en maintenant un environnement immunologique 

quiescent (Kettenmann et al., β01γ). D’un point de vue phénotypique, les cellules 

microgliales ramifiées se caractérisent par une expression faible du récepteur à la fraction 

iC3b du complément (CD11b), du marqueur leucocytaire CD45 et une absence 

d’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ou II 

(CMH I ou II). 

En situation de traumatisme, d’ischémie et de maladies neurodégénératives, la 

microglie est activée dans les minutes qui suivent, elle se différencie en microglie 

amiboïde (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). En plus, l’infiltration des 

monocytes et des macrophages périphériques à travers la BHE est observée (Vallières et 

Sawchenko, 2003; Ladeby et al., 2005b). Les changements morphologiques et 

phénotypiques des cellules microgliales sont sous le contrôle du microenvironnement du 

cerveau lésé ou malade et notamment de la présence ou non de signaux inflammatoires 

(pour revue, Biber et al., 2007). Cette transformation progressive inclue des formes 

intermédiaires de cellules microgliales, ainsi qu’un état hyper-ramifié (Streit et al., 1999). 

En situation inflammatoire une microglie «active» est caractérisée par la rétraction de ses 

branches, l’hypertrophie du corps cellulaire et adopte un morphotype amiboïde, proche 

de celui des macrophages facilitant sa migration vers le site de la lésion (Raivich, 2005). 

La migration chimiotactique rapide vers le site de lésion est induite par l'ATP, le 

glutamate et d'autres agents chimiotactiques libérés par les cellules endommagées 

(Davalos et al., 2005). Une fois activée, la microglie prolifère, phagocyte les débris 
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cellulaires suite à la mort neuronale, secrète des cytokines pro et/ou anti-inflammatoires, 

des chimiokines et des facteurs de croissance (Davalos et al., 2005; Xing et al., 2012). 

D'autre part, la microglie activée sécrète des molécules neurotoxiques diverses telles que 

le monoxyde d’azote, des protéases, des acides aminées toxiques ou encore des radicaux 

libres oxygénés (Kreutzberg, 1996). En outre, en fonction de son état d’activation, la 

microglie n’exprime pas les mêmes marqueurs de surface, signe de sa grande 

hétérogénéité phénotypique. Au contraire de la microglie quiescente, la microglie activée 

exprime des marqueurs de surface tels que les molécules CMH de classe I et II. Les 

cellules microgliales expriment les marqueurs phénotypiques de macrophages, tels que 

F4/80, CD11b, CD68, CD45 ainsi que le récepteur IBA1 (Kettenmann et al., 2011).  

 Les cellules amiboïdes activées agissent également comme des cellules 

présentatrices d'antigènes. Elles sont capables de phagocyter les pathogènes et d’afficher 

les immuno-molécules qui en résultent aux lymphocytes T pour générer une réponse 

immunitaire adaptative. La présence de l'antigène CMH classe I ou II exprimé par la 

microglie activée corrobore cette théorie. La microglie activée interagit également avec 

les astrocytes pour combattre l'infection le plus rapidement possible avec un minimum de 

dommages aux cellules environnantes du cerveau. Par conséquent, les cellules 

endommagées sont détruites par phagocytose et les cellules voisines sont protégées 

(Garden et Möller, 2006).  

Il a été décrit que le niveau d’activation de la microglie pouvait varier en fonction 

du degré des lésions (Ladeby et al., 2005a) et que cette transformation morphologique est 

accompagnée d’une migration de cellules microgliales activées vers le site de lésion. En 

outre, il a également été démontré que la forte densité microgliale au niveau de la lésion 

pouvait résulter soit de la prolifération de la microglie résidente, soit de la migration des 

cellules microgliales environnantes, soit de l’infiltration de précurseurs microgliaux issus 

de la moelle osseuse (Ladeby et al., 2005b; pour revue, Ginhoux et al., 2013). Ce 

phénomène de migration vers la zone lésée intervient assez précocement et l’activation de 

la microglie peut prendre de quelques minutes à plusieurs heures selon le type de la 

lésion. En cas de lésion aiguë, la réponse microgliale atteint généralement son maximum 

5 à 7 jours après lésion avant de disparaître progressivement 10 à 14 jours après la lésion 
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(Ladeby et al., 2005b). En parallèle, dans le but d’établir un ensemble de données 

quantitatives de base sur la réaction des divers types de cellules gliales, Hampton et 

collaborateurs ont réalisé une incision de l’épaisseur totale du cortex et ont constaté une 

prolifération microgliale très proche de l’incision (moins de 0,3mm). Cette prolifération 

persiste pendant plus de 7 jours puis elle diminue au bout du 14ème jour après la lésion 

(Hampton et al., 2004). 

Figure 8: (a) La microglie résidente provient des macrophages de la vésicule ombilicale 

pour consister dans le parenchyme du SNC au cours du développement. (b) Au repos, la 

microglie surveille constamment son environnement grâce à ses ramifications mobiles. 

Les cellules microgliales peuvent faciliter le maintien des synapses (c) et la neurogenèse 

(d), elles sécrètent également des facteurs de croissance essentiels pour le fonctionnement 

normal du SNC (e). Suite à un signal de danger, les cellules microgliales rétractent leurs 

branches et acquièrent une forme ronde et amiboïde (f). Un phénotype neuroprotecteur 

peut être observé, la microglie élimine les débris cellulaires par phagocytose (g), sécrète 

des facteurs de croissance associés à la remyélinisation (h) et soutient la régénération (i). 

En revanche, dans le cas d’une réponse microgliale neurotoxique, les cellules produisent 

des ROS (reactive oxygen species), le NO (nitric oxide) et des cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-1, IL-6 et TNF-α, qui mettent en danger l'activité neuronale 

(j). La rupture de la BHE va permettre l’infiltration des monocytes/macrophages (k). 

Celles-ci sécrètent des cytokines anti-inflammatoires telles que IL-10 et TGF-ȕ et 

promeut la neuroprotection et le renouvellement cellulaire (l) (d’après London et al., 

2013). 
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Une double fonction neuroprotectrice et neurotoxique est couramment attribuée à 

la microglie (pour revue, Kreutzberg, 1996). L’activation microgliale peut, se propager et 

se prolonger pour amplifier la destruction des neurones, ceci est une caractéristique 

commune des maladies neurodégénératives (Gao et Hong, 2008). Quand la microglie est 

continuellement activée de façon soutenue, elle produit des cytokines pro-inflammatoires 

et des espèces réactives oxygénées et azotées qui peuvent tuer les agents pathogènes 

environnants. Ces molécules affectent aussi la viabilité et les fonctions neuronales. Il a 

été montré que l’interleukine 1ȕ (IL-1ȕ) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) sont 

les principales cytokines synthétisées par la microglie ayant pour effet d’aggraver les 

dommages post-ischémiques (Sairanen et al., 1997). L'exposition chronique à des signaux 

pro-inflammatoires favorise une réponse exagérée microgliale et contribue à la 

détérioration neuronale (Perry et al., 2007). De façon contradictoire, d’autres études 

suggèrent un rôle protecteur de la microglie sur les cellules environnantes à travers la 

sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (Masliah et al., 2005) et des molécules 

neurotrophiques participant à la survie neuronale et à la réparation tissulaire comme le 

NGF (Nerve Growth Factor), le NT3 (Neurotrophine 3) et le BDNF (Elkabes et al., 1996; 

Batchelor et al., 2002). Par ailleurs, il a été constaté que la présence de neurones sains 

diminue la réponse microgliale ce qui sous-tend l'idée qu’ils ont un effet inhibiteur sur 

l’activation microgliale (Pabon et al., 2011). L’existence d’une relation entre la 

dégénérescence neuronale et l’activation microgliale due à la neuroinflammation parait 

donc être une évidence.  

Cette double fonction varie selon le programme d'activation microgliale. En effet, 

la microglie peut être polarisée en 2 phénotypes différents dépendant du 

microenvironnement où elle est activée. Le phénotype M1 (classique) est induit par la 

présence de lipopolysaccharide (LPS), TNF, et INF-Ȗ (Hernandez-Ontiveros et al., 2013; 

Kumar et al., 2013) (Figure 9). Ce sous type est caractérisé par l’augmentation de la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et la diminution des cytokines anti-

inflammatoires (Chhor et al., 2013). Par contre, quand la microglie est exposée aux 

cytokines IL-4 et Il-13, elle est orientée vers un phénotype M2 (alternatif) (Chhor et al., 

2013). Celui-ci attenu l’inflammation en réduisant la production des cytokines pro-

inflammatoires et l’augmentation de la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires, l’IL-
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10 et TGF-ȕ (Figure 9). De plus, il a été montré que la microglie de type M2 est requise 

pour la différenciation des oligodendrocytes afin d’assurer une réponse de 

remyélinisation effective (Miron et al., 2013). Wang et collaborateurs ont analysé la 

cinétique de polarisation de la microglie dans un modèle murin de CCI et révèlent qu’une 

réponse de type Mβ est transitoire avant d’être remplacée par une réponse de type M1, 7 

jours après la lésion (Wang et al., 2013). De ce fait, il serait intéressant d'étudier cette 

plasticité microgliale et macrophagique en fonction du temps afin de cibler une fenêtre 

thérapeutique pour agir sur la neuroinflammation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Hétérogénéité phénotypique microgliale après activation. La microglie peut 

adopter différents phénotypes : M1 (activation classique), M2a (activation alternative), et 

M2c (désactivation acquise). En fonction de leur phénotype, les cellules microgliales 

expriment différents clusters de différenciation (CD), tels que CD86 ou CD206, ou des 

protéines de complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de type II et sécrètent des 

cytokines et des chimiokines différentes. CCL2: ligand chimiokine-2 à motif CC ; IFN: 

interferon ; IL: interleukine ; LPS: lipopolysaccharide ; TGF: Facteur de croissance 

transformant ; TNF: facteur de nécrose tumorale ; Ym1: YKL-40, chitinase 3-like 3. 

(D’après Layé et al., 2015). 
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2- Les astrocytes 

Les astrocytes appartiennent à la famille de la macroglie et représentent les 

cellules gliales les plus nombreuses au sein du SNC. Pendant longtemps, ils ont été 

uniquement considérés comme des cellules de soutien passives mais leur rôle dans la 

formation et le fonctionnement des synapses a été mis en évidence durant la dernière 

décennie (pour revue, Clarke et Barres, 2013).  

Les astrocytes peuvent être de deux types différents : soit de type protoplasmique 

(type 1), ils sont localisés principalement dans la substance grise, tapissant alors la 

membrane basale de tous les vaisseaux et la pie-mère soit de type fibreux (type 2), 

localisé principalement dans la substance blanche. Le premier rôle des astrocytes est 

d’assurer le maintien et la structure tridimensionnelle du cerveau. Les astrocytes de type 

1 jouent un rôle primordial dans la régulation des échanges entre le SNC et le milieu 

extérieur : ils s’opposent à la pénétration d’éléments extérieurs dans le SNC et sont par 

conséquence nécessaires au maintien de la BHE. Ils sont en contact avec les synapses et 

participent à l’élimination du glutamate (pour revue, Tabata, 2015). Les astrocytes de 

type 2 entourent les neurones et les fentes synaptiques. De plus, comme les neurones, ils 

possèdent des pompes ioniques et des récepteurs membranaires aux neurotransmetteurs et 

aux signaux environnementaux (pour revue, Clarke et Barres, 2013). 

Les astrocytes répondent aux infections du SNC et aux dommages cérébraux de 

manière rapide par une hypertrophie, constituant le phénomène d’astrogliose marqué par 

l’expression accrue de la protéine glial fibrillary acidic protein (GFAP, Raivich et al., 

1999). L’activation des astrocytes est modulé par des cytokines pro-inflammatoires 

comme Il-1ȕ, Il-6 et TNF-α secrétées par la microglie et par les astrocytes eux-mêmes 

(Buffo et al., 2010). Les astrocytes activés synthétisent de nombreux médiateurs 

faiblement présents au sein des astrocytes quiescents et qui contribuent à l’environnement 

inflammatoire du SNC (Dong et Benveniste, 2001). Ils expriment ainsi certains membres 

de la famille des TLR leur permettant de reconnaitre les pathogènes (Jack et al., 2005) et 

le CMH de classe II afin de jouer le rôle de cellules présentatrices d’antigènes. Il est en 

effet maintenant bien établi que les astrocytes jouent un rôle central dans la régulation de 

la neuroinflammation et qu’ils produisent, aussi bien in vitro qu’in vivo, un large éventail 



51 

 

de molécules impliquées dans le processus inflammatoire, comme le TNF-α au sein du 

SNC lésé (Kipp et al., 2008). Les médiateurs secrétés peuvent induire l’activation de 

cellules avoisinantes, comme les oligodendrocytes ou la microglie (Chung et Benveniste, 

1990) et ainsi amplifier localement la réponse immune, modifier la perméabilité 

membranaire et permettre l’attraction de cellules immunocompétentes dans le 

parenchyme cérébral. 

Les astrocytes activés vont s’assembler pour constituer, autour de la lésion, une 

barrière physique et chimique dite « cicatrice gliale » (Figure 10, pour revue, Burda et 

Sofroniew, 2014). La cicatrice gliale délimite le site de la lésion des tissus sains. Sept 

jours après une lésion au niveau du cortex, un grand nombre d’astrocytes hypertrophiques 

a été observé aux alentours de la cavité lésionnelle (Hampton et al., 2004). Cependant, 

une petite fraction des cellules GFAP positives étaient BrdU positives, indiquant donc 

que l’augmentation du nombre de cellules GFAP positives est due à une extension ou à la 

migration de ces cellules et non pas à une division cellulaire (Hampton et al., 2004). De 

même, Vi llapol et collaborateurs ont montré que, 3 jours après la lésion corticale, au 

voisinage de cette dernière, les astrocytes réactifs acquièrent une morphologie 

hypertrophique (Villapol et al., 2014). Ils ont également constaté la présence d’une 

astrogliose s’étendant de 7 jours à 2 mois après la lésion ainsi que la présence d’un 

contact entre les astrocytes et les vaisseaux à la frontière de la cavité lésionnelle à partir 

de 7ème jour post-lésionnel.  
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Figure 10: Caractéristiques de l’activation des astrocytes. Après la lésion du SNC, les 

astrocytes activés augmentent leurs fonctions homéostatiques et trophiques (a), ainsi que 

la production des facteurs de croissance, des cytokines et la libération de composés 

toxiques et des nucléotides (b). L’astrogliose comprend une prolifération cellulaire (c) et 

de la migration vers le site de la lésion (d). Les astrocytes réactifs participent à la 

formation de la cicatrice gliale et contribuent à la réparation de la BHE endommagée (e). 

Nt/Nu : nucléotides/nucléosides, BBB : barrière hémato-encéphalique (d’après, Buffo et 

al., 2010). 

En fonction du contexte pathologique, l’astrogliose, comme l’activation 

microgliale, peut avoir des effets antagonistes : ces cellules astrocytaires peuvent être 

source de composants neurotoxiques tels que des cytokines pro-inflammatoires, de 

l’oxyde nitrique (NO) et du glutamate, pouvant aggraver l’atteinte initiale (pour revue 

Haydon, 2001; Przedborski, 2004). En parallèle, la cicatrisation gliale induite après la 

lésion a été considérée comme une importante barrière à la régénération axonale (Davies 

et al., 1997). Néanmoins, le rôle protecteur de l’astrogliose a été récemment établi. 

Plusieurs études ont suggéré qu’après une lésion traumatique, la composition moléculaire 

de la cicatrice gliale évolue avec le temps en acquérant des propriétés permissives à la 

croissance axonale (Morel et al., 2002). Ceci a été confirmé dans le cas d’une lésion 
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corticale suivie par une transplantation de neurones corticaux embryonnaires. Gaillard et 

Jaber ont constaté que les astrocytes de l’hôte retiennent la capacité de réexprimer des 

facteurs de développement suffisant pour diriger la croissance axonale du transplant 

(Gaillard et Jaber, 2007). Ceci est en accord avec une étude précédente montrant que les 

astrocytes corticaux, chez l’animal adulte, conservent la capacité de réexprimer un 

phénotype précoce qui peut partiellement être à la base de la migration active des 

neurones transplantés et des précurseurs neuronaux (Leavitt et al., 1999). En plus, 

l’astrogliose peut être associée à la promotion et à la survie neuronale par l’élimination de 

certains composants toxiques pour les neurones et par la sécrétion de différents facteurs 

de croissance comme le BDNF (Schwartz et al., 1994) et le VEGF (Rosenstein et Krum, 

2004). Elle permet également une délimitation de la zone endommagée, une limitation de 

l’extravasation leucocytaire et une promotion de la réparation de la BHE (Faulkner et al., 

2004). 

 

3- Les oligodendrocytes 

Les oligodendrocytes forment, avec les astrocytes, un ensemble de cellules que 

l’on appelle la macroglie. Les cellules progénitrices des oligodendrocytes 

(Oligodendrocytes progenitor cells, OPC) constituent 3 à 9% du nombre total de cellules 

dans le SNC adulte. Elles sont localement présentes dans le corps calleux, le striatum et 

le cortex (pour revue, Zhang et al., 2013). Dans le cerveau adulte, les OPCs se 

différencient de façon continue en oligodendrocytes matures pour myéliniser les axones 

amyélinisés tout au long de la substance blanche et grise (Young et al., 2013). Les 

oligodendrocytes sont à l’origine de la myéline qui participe à la conduction du signal 

saltatoire et la myélinisation des axones du SNC puisqu’ils envoient des prolongements 

membranaires qui s’enroulent autour des axones dont le rôle est de fournir et de maintenir 

la gaine de myéline (pour revue, Bradl et Lassmann, 2010). Des études récentes montrent 

qu’en plus de faciliter la conduction saltatoire, la myélinisation dans le cerveau adulte 

contribue au maintien de l'intégrité axonale et à la plasticité neuronale (pour revue, Zhang 

et al., 2013). 
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Les oligodendrocytes matures sont particulièrement vulnérables aux accidents 

cérébraux de par leur capacité limitée à faire face au stress oxydatif. En effet, comme ils 

ne produisent que de faible quantité de l’antioxydant, le glutathion (Thorburne et 

Juurlink, 1996), toute condition qui induit un stress oxydatif ou métabolique est 

susceptible d’entraîner l’apoptose des oligodendrocytes. La présence de cytokines 

inflammatoires est également capable d’initier l’apoptose des oligodendrocytes comme 

par exemple le TNF-α. La première conséquence de la mort des oligodendrocytes est la 

perte de myéline conduisant à un retard ou à un blocage complet de la conduction des 

potentiels d’action le long des axones.  

Plusieurs études soutiennent le concept que les oligodendrocytes subissent une 

gamme de réponses suite à une lésion cérébrale. Le nombre d’oligodendrocytes présents 

dans la substance blanche diminue durant la première semaine après une lésion par 

percussion fluide du cerveau chez le rat (Lotocki et al., 2011). De plus, une augmentation 

rapide du nombre d’OPCs dans les substances blanche et grise à proximité du site de 

lésion a été rapportée (Buffo et al., 2005; Dent et al., 2015). Ces cellules persistent 

jusqu’au 14ème jours après la lésion (Hampton et al., 2004). Ainsi, la modulation de 

l’activation des oligodendrocytes pourrait être un facteur important dans la conception de 

stratégies thérapeutiques pour favoriser la myélinisation axonale des neurones. 

 

 

C. Les médiateurs moléculaires de l’inflammation 

L’ensemble des mécanismes cellulaires met également en jeu de nombreux médiateurs 

moléculaires spécifiques (interleukines, chimiokines) pouvant exercer des fonctions 

variables et parfois antagonistes permettant ainsi le contrôle du processus 

neuroinflammatoire. Les 2 grandes classes de médiateurs moléculaires de l’inflammation 

sont les chimiokines et les cytokines. 
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1- Les chimiokines 

Les chimiokines sont de petites molécules chimiotactiques de très faible 

concentration dans le SNC. Dans une situation inflammatoire, elles sont impliquées dans 

la migration des astrocytes et de la microglie au niveau du site de lésion ainsi que dans le 

recrutement des lymphocytes, des macrophages et des cellules dendritiques au sein du 

SNC. Une cinquantaine de chimiokines (Laing et al, 2004) ainsi qu'une vingtaine de 

récepteurs associés (Bacon et al, 2002) ont été décrits. De nombreux récepteurs aux 

chimiokines sont exprimés à la surface des cellules microgliales tels que CCR2, CCR3, 

CCR5, CXCR4 et CX3CR1 (Simpson et al, 2000). Les chimiokines sont de véritables 

acteurs dans les interactions entre les neurones et la microglie (pour revue, Biber et al, 

2007). Ainsi, une invasion rapide de la microglie activée autour des neurones 

endommagés, suggère une libération, par les neurones, de molécules chimioattractives au 

niveau du site de lésion (Streit et al, 1999). 

De plus, plusieurs expériences in vivo utilisant des souris KO pour certains 

récepteurs aux chimiokines ont permis de mettre en évidence des défauts de migration et 

d’activation de la microglie (Rappert et al, 2004; Cardona et al, 2006; El Khoury et al, 

2007). Cardona et collaborateurs ont montré l’implication du récepteur CX3CR1 et de 

son ligand CX3CL1, dans le contrôle de la neurotoxicité des cellules microgliales 

(Cardona et al, 2006). Dans un modèle de souris de la maladie de Parkinson, ils ont décrit 

une forte activation microgliale accompagnée d'une mort neuronale en absence de 

CX3CL1 (Cardona et al, 2006). Ceci suggère que chez des souris sauvages à l'état 

physiologique, l’état d'activation de la microglie est inhibé via la libération de CXγCL1. 

 

2- Les cytokines 

Pour communiquer entre elles, les cellules utilisent des facteurs solubles qui sont 

les cytokines. Ce sont des glycoprotéines membranaires qui peuvent être synthétisées par 

plusieurs types cellulaires, notamment les macrophages, les lymphocytes et les 

astrocytes. Elles peuvent agir, spécifiquement par l’intermédiaire de récepteurs, sur un 

grand nombre de cellules cibles selon différents modes d’action : autocrine, paracrine et 
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endocrine. Elles sont produites lors d’une réponse inflammatoire et sont essentielles au 

développement et au fonctionnement des réponses immunitaires innées et adaptatives. 

Elles ont pour rôle d’activer les cellules immunitaires et les recruter au niveau du site de 

l’inflammation (pour revue, Woodcock et Morganti-Kossmann, 2013). 

a- Cytokines pro-inflammatoires 

Des cytokines pro-inflammatoires peuvent être secrétées quelques minutes après 

une lésion cérébrale traumatique (TBI, Traumatic Brain Injury) telles que l'IL-1, l’IL-6 et 

le TNF-α (Morganti-Kossmann et al., 2002). Elles sont impliquées dans le 

développement de l’inflammation du SNC, notamment par leur capacité à induire 

l’expression de molécules d’adhésion et la synthèse de chimiokines par les cellules 

endothéliales et les astrocytes environnants, facilitant ainsi la migration intra-tissulaire 

des leucocytes (Engelhardt et Ransohoff, 2005). Récemment, un essai luminex a été 

utilisé pour détecter l’expression des cytokines dans le cortex cérébral des rats après une 

lésion modérée par percussion fluide. Les résultats indiquent que la lésion augmente 

significativement le niveau d’expression d’IL-1α, IL-6 et du TNF-α (Redell et al., 2013). 

 

 L’IL-1 est considéré comme un important régulateur du système immunitaire, 

il existe 2 sous-types agonistes, l’IL-1α et l’IL-1ȕ. La forme activée se lie au 

récepteur de type 1 (IL-1R1) qui exerce ses effets biologiques après sa 

combinaison au IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP). L’effet d’IL-1 

est limité par son récepteur antagoniste endogène (IL-1ra) (pour revue, Ziebell 

et Morganti-Kossmann, 2010). Lors de l’inflammation, les cellules 

microgliales sont une source importante et très précoce de l’IL-1 (Davies et 

al., 1999). En effet, une augmentation du niveau d’IL-1 a été observée durant 

les premières heures après une lésion cérébrale traumatique chez les rongeurs 

(Woodroofe et al., 1991). Des études sur des modèles animaux de lésion 

cérébrale traumatique ont montré que le niveau basal d’IL-1ȕ est très faible et 

qu’une augmentation de l’expression de cette cytokine est détectée dès 1 

heure après la lésion (pour revue, Woodcock et Morganti-Kossmann, 2013).  
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 Le TNF-α est une protéine transmembranaire produite par les macrophages et 

les astrocytes chez les rongeurs et chez l’homme. Une augmentation de 

l’expression de TNF précède l’infiltration des leucocytes au niveau du site de 

la lésion chez le rat (Riva-Depaty et al., 1994), suggérant que le TNF-α est 

produite par les cellules résidentes suite à la lésion neuronale. Vitarbo et 

collaborateurs ont observé une augmentation de l’expression de la protéine et 

du RNAm du TNF-α dans le cortex et l’hippocampe ipsilatérale, 1 heure après 

la lésion chez le rat (Vitarbo et al., 2004). De même, dans un modèle d’un 

impact cortical contrôlé (CCI), Dalgard et collaborateurs ont montré un pic de 

sécrétion de TNF-α 4 heures après la lésion et une diminution de celle-ci 12 

heures après la lésion (Dalgard et al., 2012). La contribution du TNF-α dans 

des lésions tissulaires a été rapportée, notamment par le fait que le TNF-α 

recombinant injecté dans le cerveau induit une inflammation cérébrale, la 

rupture de la BHE et la promotion de l'infiltration de cellules immunitaires 

(pour revue, Ziebell et Morganti-Kossmann, 2010). 

 

 L’IL-6 est une protéine multifonctionnelle produite par plusieurs types 

cellulaires comme les astrocytes, la microglie, et les neurones. L’IL-6 inhibe 

la synthèse du TNF, induit celle du NGF et favorise la différenciation ainsi 

que la survie neuronale (pour revue, Woodcock et Morganti-Kossmann, 

2013). L’IL-6 a également un rôle considérable dans la réponse immunitaire 

en tant que facteur physiologique de prolifération des lymphocytes B et des 

plasmocytes.  

 
 
b- Cytokines anti-inflammatoires 

Des cytokines anti‐inflammatoires peuvent également être secrétées telles que 

TGF‐ȕ, l’IL‐10 et IL-4 qui améliorent ou inhibent l’activation macrophagique et/ou 

microgliale, la présentation antigénique et les manifestations neurologiques induites par 

l’inflammation.  
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 L’IL-10 est l’une des protéines agissant sur l'immunité en inhibant la 

production de certaines cytokines comme IL-1ȕ et TNF et en modulant le 

nombre des différentes cellules intervenant dans le système immunitaire, 

comme les lymphocytes (Moore et al., 2001). L’IL-10 inhibe aussi la fonction 

présentatrice d’antigènes des cellules accessoires (diminution de l’expression 

de CMH classe II). L’ensemble de ces propriétés fait de l’IL-10 une cytokine 

très intéressante pour moduler négativement la réponse immunitaire avec des 

applications thérapeutiques potentielles. 

 

 Le TGF-ȕ comprend γ isoformes chez les mammifères : TGF-ȕ1, ȕβ et ȕγ. 

Dans le SNC, les trois isoformes peuvent être produites. Les astrocytes 

constituent la source principale de TGF-ȕ dans un cerveau sain en secrétant 

constitutivement les isoformes 2 et 3 (Unsicker et al., 1991), bien que les 

neurones et les oligodendrocytes en produisent également (Zhu et al., 2000). 

Les cellules microgliales quant à elles ne produisent que l’isoforme 1. Les 

effets du TGF-ȕ sont nombreux et variés mais contribuent généralement à 

inhiber les réponses inflammatoires (pour revue Pratt et McPherson, 1997). 

Sur la microglie, le TGF-ȕ va avoir pour action générale d’inhiber leur 

fonctions immunitaires (Paglinawan et al., 2003). Il peut ainsi inhiber 

l’expression de CMH classe II, inhiber leur production de radicaux oxygénés 

ou encore bloquer leur prolifération (Suzumura et al., 1993). 

 

 Enfin, les mécanismes précis d’action de certaines cytokines sur le cerveau 

sont encore mal connus. En effet, l’IL-33 a été découverte, en 2005, comme 

un nouveau membre de la famille d’IL-1. Au vue de son rôle crucial dans la 

réponse immunitaire innée, elle était nommée comme « alarmine » (Schmitz 

et al., 2005, Moussion et al., 2008). L’analyse d’ADNc de souris par PCR 

quantitative en temps réel a montré que l’ARNm de l’IL-33 est largement 

exprimé dans de nombreux tissus tels que l’estomac, la moelle épinière, le 

cerveau, les poumons et la peau (Schmitz et al., β005). L’expression de la 

protéine d’IL-γγ a été détectée à l’âge embryonnaire E19 dans les bulbes 
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olfactifs et la rétine, et dans de larges zones du cerveau à partir du 9ème jour 

postnatal (P9) (Wicher et al., 2013). C’est une cytokine à double fonction : 

elle peut agir comme un facteur de transcription (Carriere et al., 2007) mais 

aussi comme un médiateur, « alarm », lorsqu’elle est libérée par des cellules 

endommagées nécrotiques (Cayrol et Girard, 2009). Ainsi, l’IL-33 nucléaire 

peut interagir avec le facteur de transcription nucléaire kappa-B (NF-κB) et 

attenue l’activité de ce dernier (Carriere et al., 2007), tandis que l’IL-33 

extracellulaire se lie à son récepteur hétérodimérique constitué du ST2 et IL-

1RAcP (pour revue, Liew et al., 2010). 

 

Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées à la production et à la fonction 

de l’IL-33 dans le SNC en conditions inflammatoires. Récemment, dans un 

modèle de lésion ischémique, il a été rapporté que l’IL-33 était fortement 

exprimée dans l’hémisphère ipsilatéral à la lésion, 1 jour après l’ischémie, et 

diminue à partir du 8ème jour après la lésion (Korhonen et al., 2015). De plus, 

dans un modèle de lésion de la moelle épinière (Spinal cord injury SCI), 

Pomeshchik et collaborateurs ont observé une augmentation de l’expression 

d’IL-33 par les astrocytes dans la moelle épinière, dès 24 heures après la 

lésion et jusqu’à 4β jours après la lésion (Pomeshchik et al., 2015). Après 

administration de l’IL-33 recombinant pendant la phase aigüe de la lésion de 

la moelle épinière, ils ont détecté un profil anti-inflammatoire 

microglie/macrophage de type M2 entraînant la réduction de la lésion 

secondaire et l’amélioration de la réparation fonctionnelle (Pomeshchik et al., 

2015). Ces résultats confirment ceux obtenus par Yasuoka et collaborateurs 

montrant que les astrocytes sont les principales cellules exprimant l’IL-33 et 

que la microglie et les astrocytes expriment les récepteurs ST2 et IL-1RAcP 

dans le SNC (Yasuoka et al., 2011). Ceci suggère que la microglie et les 

astrocytes peuvent être les premières cibles d’IL-33. Yasuoka et son équipe 

montrent que l’IL-33 agit sur la microglie en induisant sa prolifération et la 

sécrétion des cytokines et des chimiokines telles que TNF-α, IL-1ȕ et CCLβ 

(Yasuoka et al., 2011, pour revue, Liew et al., 2010). En revanche, Gadani et 
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collaborateurs ont montré que l’IL-33 su niveau du SNC est principalement 

exprimée par les oligodendrocytes matures et les astrocytes de la substance 

grise. Après une lésion au niveau du SNC, l’IL-33 sera libérée et agira sur les 

astrocytes et la microglie pour produire des chimiokines nécessaires au 

recrutement des monocytes périphériques (Gadani et al., 2015). Ensemble, ces 

travaux montrent que l’IL-33 est une cytokine multifonctionnelle qui pourrait 

être impliquée dans différentes conditions physio-pathologiques.  

 

L’effet neurotoxique ou neuroprotecteur de l’inflammation n’est donc toujours pas 

clairement établi à l’heure actuelle. Dans la deuxième partie de ce mémoire, nous nous 

sommes alors proposés de comprendre, dans quelle mesure l’inflammation post-

traumatique dans un modèle de lésion corticale, pourrait influencer la survie des neurones 

greffés ainsi que le développement de projections issues de ces neurones, et inversement 

comment les cellules transplantées peuvent moduler l’inflammation post-traumatique. 

Nous nous sommes également intéressés à étudier le rôle de l’IL-33 et son effet bénéfique 

ou néfaste sur le développement du transplant.  
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Résumé de l’article 1 (soumis) 

Développement et maturation dans le temps des neurones 

embryonnaires corticaux et de leurs projections axonales après 

transplantation dans le cortex moteur lésé adulte 

 

 

Le cortex moteur joue un rôle central dans le contrôle, la planification et 

l’exécution des commandes motrices volontaires chez les mammifères. C’est une 

structure organisée en six couches constituées de différents types de neurones, 

d’interneurones et de cellules gliales. Les neurones à projection glutamatergiques 

constituent 80% des neurones corticaux et projettent vers les cibles corticales et sous 

corticales du cortex moteur (Hevner et al., 2006; pour revue Molyneaux et al., 2007). Les 

interneurones GABAergiques impliqués dans les projections locales constituent les 20% 

restants des neurones corticaux (Hendry et al., 1987 ; Meinecke et Peters, 1987). Pendant 

le développement embryonnaire chez la souris, les progéniteurs présents dans la zone 

ventriculaire (VZ) et la zone sous ventriculaire (SVZ) génèrent la majorité des neurones 

corticaux entre le jour embryonnaire (E) 11,5 et E17,5 (Takahashi et al., 1995). Les 

neurones sont générés selon une séquence temporelle précise. En effet, les neurones 

générés en premier forment les couches profondes, et les neurones générés en dernier 

forment les couches les plus superficielles du cortex (Rakic et Lombroso, 1998; 

Molyneaux et al., 2007). L’expression spécifique de différents marqueurs moléculaires 

par les neurones de projection permet d’identifier les différentes couches corticales. Par 

exemple, Cux1 (Cut-like homeobox 1) et Cux2 (Cut-like homeobox 2) sont exprimés 

spécifiquement par des neurones de couches superficielles, ainsi que Foxp2 (Forkhead 

box protein P2), Ctip2 (Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor-

interacting protein 2) et Satb2 (Special AT-Rich Sequence-Binding Protein 2) sont 

exprimés par les neurones des couches profondes (pour revue Leone et al., 2008; Greig et 

al., 2013). 
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La perte des neurones est une caractéristique commune à de nombreuses 

conditions neuropathologiques telles que les lésions (traumatisme, accident vasculaire 

cérébral) ou les maladies neurodégénératives (sclérose latérale amyotrophique, maladies 

d’Huntington, d'Alzheimer...). En réponse à une lésion corticale, les capacités de 

repousse axonale et de régénération spontanée du système nerveux central sont limitées 

(Davies et al., 1997; 1999). Afin de réparer le cerveau lésé, la transplantation neuronale 

apparaît comme une stratégie thérapeutique prometteuse. L’efficacité de la 

transplantation corticale dépend du degré de survie du transplant, de sa capacité à se 

différencier selon le phénotype neuronal approprié et de restaurer les projections 

spécifiques. Il a été démontré que la transplantation de neurones embryonnaires corticaux 

dans le cortex moteur adulte immédiatement après la lésion permet la reconstruction 

anatomique des voies motrices lésées. En effet, les neurones embryonnaires transplantés 

développent des projections axonales point à point vers les cibles corticales appropriées, 

y compris sur de longue distance vers la moelle épinière (Gaillard et al., 2007). Ces 

résultats montrent la capacité de réparation de voies motrices endommagées par des 

précurseurs corticaux d’origine moteurs. Cette capacité de réparation des voies lésées 

n’est pas propre au système moteur. En effet, il a été démontré dans un modèle animal de 

la maladie de Parkinson, la reconstruction de la voie nigrostriée par la transplantation de 

neurones dopaminergiques embryonnaires issus de mésencéphale ventral directement 

dans la substance noire (Thompson et al., 2009; Gaillard et al., 2009; Barker et al., 2013). 

Peu d’études ont été consacrées aux possibilités des réparations des circuits moteurs 

endommagés par des neurones corticaux embryonnaires. Parmi les premières descriptions 

cytoarchitecturales du tissu greffé, il a été démontré une absence de l’organisation 

laminaire des neurones corticaux au sein des transplants. Les neurones greffés 

s’organiseraient plutôt en amas cellulaires séparés par des espaces comportant des 

faisceaux de fibres (Castro et al., 1985; Plumet et al., 1990; Garnier et al., 1995; 

Pinaudeau et al., 2000; Gaillard et Roger, 2000; Santos-Torres et al., 2009). L’étude 

morphologique des neurones corticaux embryonnaires transplantés après une lésion 

ischémique corticale chez le rat montre que les transplants contiennent des cellules 

pyramidales, non pyramidales et gliales (Belichenko et al., 2001). Par ailleurs il a été 

démontré que le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans les 
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transplants de neurones corticaux embryonnaires implantés dans le cortex moteur lésé par 

aspiration (Santos-Torres et al., 2009) ainsi que la présence des neurones de type 

GABAergiques (Bragin et al., 1991).  

Dans ce travail, nous avons effectué une étude dans le temps, allant de 2 à 30 

jours post-transplantation, dans l’objectif d’étudier la maturation des neurones 

embryonnaires corticaux transplantés dans le cortex moteur lésé adulte ainsi que le 

développement de leurs projections axonales. 

Pour cela, nous avons transplanté dans le cortex moteur lésé par aspiration de 

souris adultes des fragments de tissu embryonnaire cortical moteur prélevés à E14 chez 

des souris sur-exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur de l’actine-ȕ. Afin 

d’examiner le développement des cellules greffées dans le temps, les souris transplantées 

ont été sacrifiées à 2, 4, 7, 14 et 30 jours post-transplantation. Après le prélèvement des 

cerveaux, des immunomarquages ont été réalisés sur les coupes de cerveau. Afin de 

visualiser les cellules greffées et leurs prolongements axonaux, un immunomarquage 

contre la GFP a été réalisé. Afin de marquer les neuroblastes immatures présents dans les 

transplants, des immunomarquages contre la doublecortine (DCX) et la PSA-NCAM ont 

été réalisés. Les astrocytes ont été marqués par immunomarquage contre la GFAP. Les 

neurones matures ont été marqués par immunomarquage contre NeuN, et leur phénotype 

glutamatergique ou GABAergique a été évalué par immunomarquages contre le V-

GLUT1 et le GABA respectivement. Les neurones de projection des couches profondes 

et des couches superficielles ont été marqués par immunomarquage contre les facteurs de 

transcription Ctipβ, Foxpβ, Tbr1 et Cux1. Afin d’étudier si, après la transplantation, les 

neurones embryonnaires corticaux se développent en respectant la séquence temporelle, 

l’injection de β-bromo-déoxyuridine (BrdU) a été réalisée 2 et 4 jours après la 

transplantation. Enfin, des immunomarquages contre la BrdU couplée à Ctip2, Cux1 et 

Foxp2 ont été effectués. 

L’étude de la croissance des transplants et du développement de leurs projections 

axonales GFP+ montre qu’à deux jours post-transplantation, les cellules greffées forment 

une fine couche de cellules dans la cavité lésionnelle au contact du cortex moteur de 

l’hôte. Dans certains cas, quelques rares projections axonales GFP+ sont présentes dans 
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le cortex de l’hôte à proximité du transplant. Quatre jours après la transplantation, le 

volume des transplants a presque triplé par rapport à deux jours post-transplantation et la 

quantité de fibres présente dans le cortex de l’hôte adjacent au transplant a augmenté. 

Sept jours post-transplantation, les transplants remplissent partiellement la cavité 

lésionnelle et de nombreuses fibres GFP+ sont présentes dans le cortex moteur et 

quelques fibres pionnières sont présentes au niveau du corps calleux et du striatum 

ipsilateral par rapport au transplant. Quatorze jours après la transplantation, les cellules 

transplantées remplissent la cavité lésionnelle, la densité des efférences axonales 

développées par les neurones transplantés a augmenté par rapport au 7ème jour post-

transplantation. Les fibres GFP pionnières sont présentes au niveau des régions corticales 

et sous corticales normalement connectées avec le cortex moteur, à l’exception des sites 

éloignés tel que la moelle épinière. Trente jours après la greffe, le volume des transplants 

a augmenté d’une fois et demie par rapport au 14ème jour post-transplantation, et de 

nombreuses fibres GFP+ innervent le cortex ipsilatéral et controlatéral, le striatum, le 

thalamus ventrolateral et la capsule interne. Dans certains cas, des fibres GFP+ sont 

également présentes dans les noyaux du pont et la moelle épinière. Ces résultats indiquent 

que les neurones corticaux embryonnaires transplantés envoient des projections 

progressivement vers les cibles corticales et sous corticales appropriées suggérant la 

présence de facteurs de guidage axonales spécifiques permettant l’orientation de ces 

axones vers les régions appropriés. 

L’étude de la maturation des cellules greffées montre que jusqu’à 4 jours post-

transplantation, les transplants sont principalement composés de neuroblastes immatures, 

puisque les cellules transplantées expriment fortement la DCX et la PSA-NCAM. Sept 

jours après la transplantation, les cellules greffées montrent encore une forte 

immunoréactivité pour DCX et PSA-NCAM et dans certains cas, quelques cellules GFP 

expriment NeuN montrant le début de la maturation de ces cellules. Quatorze jours après 

la greffe, l’expression de DCX et de PSA-NCAM a fortement diminué dans les 

transplants, et de nombreux neurones matures NeuN+ sont présents dans tous les cas. 

Après 30 jours, les transplants sont principalement constitués de neurones matures. En ce 

qui concerne l’expression des cellules gliales au sein du transplant, à partir du 2ème jour 

post-transplantation, l’expression des astrocytes, marqués par la GFAP, a été observée 
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dans le transplant entre les amas neuronaux. Quatre jours après la greffe, de nombreuses 

cellules transplantées exprimaient GFAP et de nombreuses cellules GFAP+ ont été 

détectées à l’interface hôte transplant. Le niveau d’expression des astrocytes de l’hôte 

reste élevé jusqu’à 7 jours post-transplantation; il diminue à partir du 14ème jour après la 

greffe. Les cellules GFAP+ réactives de l'hôte présentent une morphologie allongée et 

sont principalement orientées perpendiculairement au transplant, suggérant un rôle 

potentiel de ces cellules dans l’orientation des axones des neurones greffés (Gaillard et 

Jaber, 2007). 

La caractérisation phénotypique des neurones transplantés montre que 30 jours 

post-transplantation, la majorité des neurones matures NeuN+ présents dans les 

transplants sont de type glutamatergique, et peu de neurones matures sont de type 

GABAergique. Ce qui indique que les neurones greffés se différencient conformément à 

la composition neuronale du cortex moteur sain. Cependant le pourcentage de neurones 

matures exprimant le GABA n’est que de 5%, largement inférieur au nombre de neurones 

GABA présent dans le cortex intact. Ceci peut s’expliquer par le fait que le tissu cortical 

utilisé pour la transplantation est prélevé au 14ème jour de gestation et à ce stade du 

développement, peu d’interneurones sont présents au niveau de la plaque corticale. En 

effet, chez la souris les interneurones GABAergiques sont générés au niveau du 

télencéphale ventral, plus précisément au niveau de l’éminence ganglionnaire, puis ils 

migrent tangentiellement vers le cortex en développement (Tamamaki et al., 1997 ; de 

Carlos et al., 1996). Les neurones corticaux dérivés de cellules souches présentent une 

source fiable et illimitée de cellules pour la thérapie cellulaire. Dans le cadre de la 

transplantation corticale, il est important d’obtenir des neurones corticaux à partir de 

cellules exprimant les neurotransmetteurs spécifiques en proportions appropriées 

respectant la balance excitation inhibition. 

De plus, les neurones au sein du transplant expriment les marqueurs moléculaires 

des couches corticales. En effet, nous avons montré que les facteurs de transcription des 

neurones de projection Cux1, Tbr1, Ctip2, Foxp2 sont exprimés par les cellules 

transplantées dès le 2ème jour post-transplantation. Même si les neurones greffés ne 

s’organisent pas en couches, ils se groupent toutefois en amas cellulaires et nous avons 



68 

 

montré la présence de ces amas de cellules exprimant Cux1 ou CTIP2 au sein des greffes. 

En combinant le marquage BrdU et les marqueurs des couches corticales, nous avons 

montré également que les cellules greffées sont capables de proliférer et de se 

différencier en neurones corticaux exprimant des marqueurs des couches corticales même 

après la transplantation chez l’adulte. 

Nos résultats montrent que les neurones embryonnaires corticaux transplantés 

immédiatement après la lésion du cortex moteur adulte se différencient en neurones 

matures conformément au phénotype du cortex normal. De plus, les neurones 

transplantés développent progressivement des projections vers les cibles corticales et sous 

corticales appropriées. Cette étude fournit ainsi des données de références auxquelles 

pourra être comparé le développement après la transplantation de neurones corticaux 

dérivés de cellules souches. 
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ABSTRACT  

Injury to the human central nervous system (CNS) can lead to devastating consequences 

due to the poor ability of the SNC to self-repair. Neural transplantation aimed at 

replacing lost neurons and restore functional damaged circuitry has proven to be a 

promising therapeutical avenue. We previously reported in adult rodent animal models 

with cortical lesions that grafted fetal cortical neurons could effectively re-establish 

specific patterns of projections and synapses. In this study, we aimed at better 

understanding the spatio-temporal development of different cell populations within the 

graft and their axonal outgrowth following transplantation. We show here that as early as 

two weeks after grafting, cortical neuroblasts transplanted into damaged adult motor 

cortex developed projections to most of the cortical and subcortical targets, normally 

innervated by motor cortex. In addition, grafted cells exhibited characteristics of 

immature neurons initially which then differentiated into mature neurons with appropriate 

cortical phenotypes. Indeed, most of the mature neurons were glutamatergic whereas few 

were GABAergic. The presence within the graft of BrdU+ cells co-expressing markers of 

cortical projection neuron identity, such as CTIP2, Cux1, FOXP2 and Tbr1, confirmed 

that all cortical subtypes were generated after grafting. These results provide a detailed 

characterization of the in vivo development of fetal-originating transplanted cells within 

the lesioned adult brain. As transplantation of cells originating from fetal neurons are 

accompanied by ethical and logistical burdens, the set of data provided here is of interest 

it sets biological standards for future studies aimed at replacing fetal cells with embryonic 

stem cells as a source of cortical neurons. 
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INTRODUCTION  

The cerebral cortex is a six-layered structure composed of a large number of neurons 

classically divided into two major groups. In rodents, 70–80% of neurons are excitatory 

glutamatergic projection neurons and 15–20% are inhibitory GABAergic non-pyramidal 

interneurons (Hendry et al., 1987; Beaulieu, 1993). There is a correlation between the 

laminar position of cortical neurons and their connectivity (Jones, 1984; Douglas and 

Martin, 2004). As such, layer II/III callosal neurons project to the contralateral cortex, 

layer V neurons project to the striatum, midbrain pons and spinal cord whereas layer VI 

neurons project to the thalamus (Greig et al., 2013).  Projection cortical neurons from 

different layers express specific molecular markers (Molyneaux et al., 2007; Gaspard and 

Vanderhaeghen, 2011, Gaspard et al., 2009). For instance, Cux1 (cut-like homeobox 1) is 

a specific marker for projection neurons of the superficial layers II/III and IV (Leone et 

al., 2008), while Ctip2 is used as a marker for a subset of subcerebral projection neurons 

of deep layer V (Arlotta et al., 2005) and Foxp2 is used as a marker of layer VI cortico-

thalamic projection neurons (Ferland et al., 2003). The complexity of cerebral cortex in 

terms of cell diversity and specificity of projection pattern is translated into difficulties to 

appropriately repair damaged pathways following injury or disease.  

The cerebral cortex is the target of many neurological conditions such as trauma, stroke, 

and neurodegenerative disorders all associated with cell death and irreversible functional 

deficits. In response to cell loss, the capacity of axonal regrowth and spontaneous 

regeneration within the central nervous system (CNS) are limited (for review see 

Schwab, 2004). Neuronal transplantation appears as a promising therapeutic strategy to 

replace neurons and damaged pathways (Gaillard et al., 2004, 2007). The effectiveness of 
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cortical transplantation depends on the capacity of grafted cells to develop into 

appropriate neurons expressing specific neurotransmitters and transcription factors and to 

reconnect damaged pathways. We have previously shown that transplantation of 

embryonic cortical neurons in the adult motor cortex immediately after injury allows the 

anatomical reconstruction of injured motor pathways and the development of efferent 

projections to appropriate cortical and subcortical host targets (Gaillard et al., 2007). 

While the full repertoire of projections by embryonic cortical grafted neurons appears to 

be produced after 6 weeks (Gaillard et al., 2007), no precise information about the 

dynamics of maturation and axonal projections development of transplanted neurons is 

currently available. This information should provide a control reference regarding 

appropriate development of cortical neurons derived from stem cells.  

In this study, we aimed to characterize the spatio-temporal maturation of the different cell 

populations constituting the graft and their axonal outgrowth. For this, we performed 

lesions of the adult mouse motor cortex followed by cell transplantation of embryonic 

motor cortical tissues and undertook a time-course analysis 2, 4, 7, 14 and 30 days 

following transplantation. We performed BrdU labeling experiments in combination with 

labeling of cortical layer identity markers to determine the temporal and phenotypical 

outcome of grafted cells. Moreover, the progressive axonal outgrowth of grafted neurons 

up to 30 days post-transplantation was also examined. We reveal here the gradual 

neuronal differentiation and maturation of grafted neurons through the characterization of 

expression of markers of immature neurons, glutamatergic and GABAergic phenotypes 

and layers specific molecular markers of cortical and sub-cerebral projection neurons.  
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METHODS  

Animals  

Housing of animals and all animal experimental procedures were carried out in 

accordance with the guidelines of the French Agriculture and Forestry Ministry (decree 

87849) and of the European Communities Council Directive (86/609/EEC). All efforts 

were made to reduce the number of animals used and suffering.  

Transplantation  

Adult (4–6 months) C57BL/6 mice (n=34, R Janvier) were anaesthetized with avertin 

(250 mg per kg of body weight) and the motor cortex was aspirated from approximately 

0.5–2.5 mm rostral to the Bregma and from 0.5–2.5 mm lateral to the midline with the 

corpus callosum left intact according to the protocol routinely used in our laboratory 

(Roger & Ebrahimi-Gaillard 1994; Gaillard et al., 1998; Gaillard et al., 2007). Motor 

cortical tissue was harvested from embryonic day 14 transgenic mice embryos 

overexpressing the enhanced green fluorescent protein (EGFP) under the control of a 

chicken beta-actin promotor (C57BL/6-TgN(beta-act-EGFP) Osb strain (Okabe et al., 

1997). Motor cortical tissue was deposited immediately into the host lesion cavity 

(Gaillard et al., 2007).  

BrdU injections  

To assess cellular proliferation in the graft, transplanted mice were given a single 

intraperitoneally injection of BrdU (Sigma, 50mg/kg, 0.1M NaOH, NaCl 0.9%) 2 (n=3) 
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or 4 (n=3) days after transplantation. Animals were sacrificed 4 hours after BrdU 

injection.  

Tissue preparation  

Two, 4, 7, 14 and 30 days after transplantation, animals received a lethal dose of avertin 

and were perfused transcardially with 150 ml of saline (0.9%), followed by 250 ml ice-

cold paraformaldehyde (PFA, 4%) in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). Brains were 

removed and postfixed for a further 4h in 4% PFA. Brains were cut into 40μm coronal 

section in 6 series with a vibrating microtome (Microm HM650V, Thermo Scientific) and 

stored at -20°C in a cryoprotective solution (20% glucose, 40% ethylene glycol, 0.025% 

sodium azide, 0.05M phosphate buffer, pH 7.4).  

Immunohistochemistry  

Immunostainings were performed as previously described (Gaillard et al., 2007, 2009). 

Free-floating sections were rinsed in 0,05 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.6) and 

incubated in TBS solution containing 0,3% Triton X-100 and 5% donkey serum at room 

temperature (RT) for 90 min to block non specific binding sites. Primary antibodies, 

diluted in blocking solution, were applied overnight at 4°C. Primary antibodies and 

dilution factors were as follows: rabbit anti glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1:500, 

Dako); guinea pig anti doublecortin (DCX), a microtubule-associated protein localized in 

somata and processes of migrating and differentiating neurons (1:100, Abcam); mouse 

anti polysialylated form of the neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) expressed by 

neuronal progenitors and by differentiating neurons (1:1000, AbCys); mouse anti NeuN, 

a marker of mature neurons (1:500, Millipore); mouse or rabbit anti GFP (1:1000, 
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Molecular Probes); rabbit anti CUX1, a marker of superficial cortical layers (1:800, Santa 

Cruz); rabbit or rat anti CTIP2, a marker of deep cortical layers V neurons (rabbit, 1:500, 

rat, 1:300, Abcam); rabbit anti FOXP2, a marker of deep cortical layer VI neurons 

(1:500, Abcam); Chicken anti Tbr1 (1:500, Millipore); rabbit anti Ȗ-aminubutyric acid 

(GABA) (1:1000, Sigma); rabbit anti vesicular glutamate transporter 1 (1:2000, Synaptic 

System) and rat anti-BrdU (1:200, Serotec). Following primary antibody incubation, 

sections were washed three times in TBS for 15 min each and then incubated for 1h at RT 

with the appropriate secondary antibodies. Secondary antibodies generated in donkey and 

conjugated either with Alexa Fluor® (1:500; Invitrogen) or Dylight® (1:500; Jackson 

Immunoresearch) were used. In order to limit non-specific labeling, which can arise from 

secondary antibody detection, a zenon kit (Invitrogen) was used to directly reveal 

neuronal nuclei (NeuN) using a primary antibody conjugated with an Alexa Fluor 555 

fluorophore. Finally, the sections were rinsed 3 times in TBS and cover slipped with a 

10% solution of polyvinyl alcohol containing 2.5% 1,4-diazabicyclo-2,2,2-octane 

(PVA/DABCO, both from Sigma).  

For BrdU staining, before incubation with the primary antibody, sections were pre-treated 

with 2N HCl, 0.5% Triton X-100 in PBS for 30 min at 37°C followed by incubation with 

Borax (pH 8.6) for 30 min at RT and blocking with 3% bovin serum albumin (Sigma), 

0.3% Triton X-100 in PBS 0.1M, pH 7.4. Sections were covered with DePeX (VWR) 

mounting media.  
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Imaging  

Immunofluorescence sections were examined using an Axio Imager.M2 (Carl Zeiss). 

Areas of interest were further analyzed and imaged with a confocal laser-scanning 

microscope FV1000 (Olympus, France). For double or triple-stained sections, sequential 

multiple channel fluorescence scanning was used to prevent cross talk between channels.  

Determination of graft size  

Graft volumes (V) were estimated at various times after transplantation (2, 4, 7, 14 and 30 

days) by outlining graft areas on every six coronal section using fluorescent microscopy 

at low power magnification and an image analysis system (Mercator, Explora Nova, La 

Rochelle, France). Graft volumes (V) were calculated according to the formula for two 

truncated cones (V= A1 + 2A2 + 2A3 +…An )/2 x h) with h as the distance between two 

measured areas considering a section thickness of 40μm.  

Fibers and cell counting  

For each animal and in each area, using a high-magnification objective (X40), fibers 

density was quantified in 1 out of the 6 series of sections at various times after 

transplantation (2, 4, 7, 14 and 30 days). At 30 days post-transplantation, the percentage 

of transplanted neurons expressing cortical transcription factors (TF) or neurotransmitters 

was estimated through quantification within the GFP+ graft area in every 6 sections of 

the overlap between TF/NeuN, GABA/NeuN/ or glutamate/NeuN, respectively (>1000 

NeuN+ cells counted/animal; n = 5).  
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RESULTS  

Morphological characteristics of the graft and projections  

GFP immunoreactivity was used to characterize graft and graft-derived axonal 

projections. At 2 days post-grafting, transplants appeared as a thin layer of GFP+ cells 

covering partially the base and/or the lateral walls of the cortical cavity (Fig. 1A, B). The 

transplants were mainly located in the motor cortical areas I-II and the medial primary 

somatosensory cortical areas. The size of the grafts varied between 0.01- 0.14 mm3 with 

an average volume of 0.07 ± 0.02 mm3. Three grafts out of a total of 5 showed short 

distance GFP+ projections in the adjacent motor and somatosensory cortices (Table 1).  

At 4 days post grafting, transplants were 2.9 times larger than those at 2 days post-

grafting (average volume ± SEM: 0.2 ± 0.06 mm3)  (Fig. 1E, F). Three out of 5 

transplants filled the lower third of the cortical cavity, whereas the remaining two grafts 

appeared only as thin layers of GFP+ cells lying at the base or the lateral wall of the 

cavity. Compared to 2 days post-grafting, the number of GFP+ fibers located in the 

adjacent motor and somatosensory cortices had slightly increased (Table 1) and GFP+ 

fibers were found in these cortical areas in 4 out of 5 transplants. In fact, GFP+ fibers 

were found in the ipsilateral corpus callosum (CC) proceeding towards the midline in 2 

cases whereas, few GFP+ fibers already reached the dorsal part of the caudate putamen 

(CPu) in one case. One transplant was very small in size (0.03 mm3) without any GFP+ 

fibers identified outside the transplant.  

At 7 days post grafting, transplants were 1.6 times larger than those at 4 days post-

grafting (average volume ± SEM: 0.33 ± 0.06 mm3) (Fig. 1I, J) and most of the 
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transplants filled the whole cortical cavity. In addition, the density of GFP+ fibers was 

considerably increased in the motor and somatosensory cortices (Table 1). In 4 out of 5 

cases, the number of fibers running into the CC was increased compared to day 4 post-

transplantation. In two cases GFP+ fibers crossed the midline and reached the 

contralateral CC. In three cases, increasing numbers of GFP+ fibers were identified in the 

dorsal CPu, and in one case rare fast developing fibers were also found within the 

ventrolateral part of the CPu.  

At 14 days post grafting (Fig.1 M, N), the graft size further increased by ~2-fold (0.63 ± 

0.08 mm3) in comparison to 7 days. Transplants filled the whole cortical cavity and the 

density of GFP fibers innervating the host was significantly increased (Table 1). Graft-

derived GFP+ fibers were found in most of brain areas normally innervated by the motor 

cortex, except distant areas such as the spinal cord. In 7 out of 8 cases, the number of 

fibers running into the contralateral CC was increased compared to day 7 post-

transplantation. The number of GFP+ fibers was increased in the dorsal CPu in all cases 

(n=8) and fibers also innervated the contralateral CPu in 5 animals. GFP+ fibers were 

also found in the ipsilateral and contralateral subventricular zone (SVZ), in the internal 

capsule in the ventrolateral thalamic nucleus, in the cerebral peduncle and in the olfactory 

bulbs.  

At 30 days post grafting (Fig.1 Q, R), the graft size increased by ~1.6 times (1 ± 0.22 

mm3) in comparison to 14 days. All cases (n=5) showed far-reaching graft-derived GFP+ 

axonal growth, following specific paths (corpus callosum, internal and external capsule, 

cerebral peduncles) and reaching the specific cortical and subcortical targets that are 

normally innervated by neurons of motor cortex (Table 1).  
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Development and maturation of the graft  

We next focused on temporal maturation of the grafted cells. For this, we labeled 

neuronal progenitors and differentiating neurons using antibodies directed against DCX 

and PSA-NCAM as well as mature neurons and astrocytes using antibodies directed 

against NeuN and GFAP respectively.  

At 2 days post-grafting, transplants appeared as densely packed GFP+ cell bodies. Many 

of the cells with neuroblast morphology in the transplant expressed both doublecortin 

(Fig.2 A, B) and PSA-NCAM (Fig.1 A, C). In all cases, a strong DCX expression was 

found in cells somatas and processes of the majority of the cells composing the 

transplants. In 4 out of 5 cases, PSA-NCAM expression appeared as a punctate 

membrane staining, mainly localized on the cell somata of most of the GFP+ cells. In all 

cases, sparse GFAP cells were found intermixed with neuroblasts within the whole 

transplants (Fig.1 A, D). At this stage, the grafted cells were systematically negative for 

the mature neuronal marker NeuN. The first, but rare, GFP+ fibers growing out of the 

transplant co-expressed DCX (Fig.3 A, C) but not PSA-NCAM.  

At 4 days post-grafting, all transplants (n=5) showed a large proportion of grafted cells 

expressing both DCX (Fig.2 D, E) and PSA-NCAM (Fig.1 E, F). Many grafted cells 

expressed GFAP whereas sparse host GFAP+ cells were found at the graft-host border 

(Fig.1 E, H). At this time-point, many of the transplanted GFP neuronal axons highly 

expressed DCX and PSA-NCAM on their full-length processes (Fig.3 D, E). None of the 

grafted GFP+ cells expressed the mature phenotype NeuN.  
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At 7 days post-grafting, grafted cells still strongly expressed both DCX (Fig.2 G, H) and 

PSA-NCAM (Fig.1 I, K). Mature neurons expressing NeuN were observed in two cases 

(Fig.4 A, B). At this stage, the density of GFP+ fibers was considerably increased in the 

host adjacent cortex and many of those expressed both DCX (Fig.3 G, I) and PSA-

NCAM (Fig.3 J, K). The level of GFAP expressing astrocytes in the graft was still 

sustained (Fig.1 I, L) and astroglia appeared aligned at the periphery of the graft or within 

the septa separating PSA-NCAM highly stained lobules. Glial scar formation was never 

present at the host/transplant border (Fig.1 I, L), 7 days after grafting.  

At 14 days post-transplantation, the expression of DCX and PSA-NCAM was strongly 

decreased in transplants (Fig.1 M, O) and the vast majority of the grafted cells highly 

expressed NeuN (Fig.4 C, D).  

At 30 days post-transplantation, the grafts were almost exclusively populated by NeuN+ 

mature neurons (Fig.4 E, F). At this time point, immature GFP+ neurons co-expressing 

DCX and PSA-NCAM were not detected in the transplants, indicating the full maturation 

of transplanted neurons 30 days after grafting.  

 

Cellular composition of the graft 

The adult cerebral cortex consists of six layers. Neurons from different layers are 

produced at different developmental time points. Earliest generated cortical neurons 

populate deep cortical layers whereas late born neurons generate the upper layers. Our 

results show that that the grafted cells express the layer-specific cortical markers Ctip2 

(Fig. 5 A-J), Foxp2 (Fig. 5 K-T) and CUX1 (Fig. 5 A-J) from the 2nd to the 30th day 
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post-transplantation. Despite absence of laminar organization within the transplant, 

neurons expressing either Ctip2, Foxp2 or CUX1 were organized into distinct clusters 

within the transplant (Fig. 5 G-J), suggesting some level of organization. In some 

transplants the expression of the transcription factors in the graft were in continuity with 

that of the host cortex. Indeed, Cux1+ cells within the graft were mostly located in the 

superficial part of the graft whereas CTIP2+ cells preferentially populated the deep part 

of the graft (Fig. 5 G-H).  

We next performed BrdU nuclear labelling experiments in the grafted mice to determine 

the date of birth of neurons with deep and superficial layers identity. At 2 days post 

grafting, a similar proportion of BrdU+ cells co-expressed CTIP2 (38.7±2.3) or Foxp2 

(37.1±6.9) and a smaller population co-expressed Cux1 (28.3±6) (Fig. 6). At 4 days after 

grafting, the percentage of BrdU+ cells co-expressing CTIP2 increased compared to day 

2 (55.3±8.5), while the fraction of post-mitotic cells co-expressing Foxp2 remained 

unchanged (35.9±1). Interestingly, the proportion of BrdU+ cells co-expressing the upper 

layer marker Cux1 tends to increase from day 2 to 4 post-grafting (44.7±8.4) (Fig. 6), 

which is reminiscent of the delayed emergence of upper cortical layers during 

developmental corticogenesis. Together, this indicates a preserved diversity and 

differentiation potential of cortical progenitors following transplantation in the adult 

cortex.   

Finally, the presence of both GABAergic interneurons and glutamatergic neurons within 

the grafts was evaluated by immunodetection of the neurotransmitter GABA and the 

vesicular glutamate transporter 1 (V-GLUT1), respectively. This analysis was performed 

at the latest time-point (day 30 post-transplantation) to allow maturation of the grafted 
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neurons. Results showed that the vast majority of grafted cells in the transplant were 

glutamatergic (Fig. 7A-C) whereas only few of them were GABAergic (Fig. 7D-E). The 

quantification of the number of mature neuronal marker NeuN co-expressing V-GLUT-1 

or GABA within the graft showed that 70% of the mature neurons in the transplant were 

glutamatergic whereas only 5% of NeuN+ neurons were GABAergic. The proportion of 

glutamatergic neurons within the graft matches the normal percentage of these neurons 

within the adult cortex.  

 

DISCUSSION  

In the past few years, the survival capacity of embryonic neurons transplanted in different 

regions of the adult brain has been demonstrated, and many studies have reported their 

repair potential at the neuroanatomical and functional levels (Lindvall et al., 1990; 

Plumet et al., 1993; Ebrahimi-Gaillard et al. 1995; Gaillard et al., 2007, 2009; Thompson 

et al., 2009, Lu et al., 2012; Klein et al., 2013). Here, we performed a time-course 

analysis, from 2 to 30 days following transplantation, in order to gain insight into the 

developmental course and maturation of cortical embryonic neurons after grafting into 

the damaged adult motor cortex.  

In this study, we have shown that as early as two weeks after grafting, cortical 

neuroblasts transplanted into damaged adult motor cortex developed projections to most 

of the cortical and subcortical targets, normally innervated by motor cortex. In addition, 

transplanted embryonic cortical cells exhibited characteristics of immature neurons 

before differentiating into mature neurons with appropriate cortical phenotypes. Indeed, 
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the grafted neurons expressed molecular markers that characterize neurons of different 

cortical layers and most of the mature neurons were glutamatergic and few were 

GABAergic. 

At early time points, the presence within the graft of GFP+ cells that co-expressed either 

DCX or PSA-NCAM suggests ongoing neurogenesis as part of dynamic growth 

properties of the grafts. On the contrary, at 30 days post grafting, the absence of GFP+ 

cells co-expressing DCX or PSA-NCAM is indicative of complete state of maturation.  

GFP+ cells along with cortical layer markers confirmed the presence of all cortical layers 

neurons within the grafts. The presence within the graft of BrdU+ cells co-expressing 

markers of cortical projection neuron identity, such as CTIP2, Cux1, FOXP2 and Tbr1, 

confirmed that all cortical subtypes were generated after grafting. Overall, this data 

showed the generation of distinct and correct corticofugal neuron subtypes, even after 

transplantation in adult lesioned brain. The grafts also contained cells with mature 

neuronal and glial features as revealed by labelling with NeuN and GFAP. Importantly, 

the examination of neuronal phenotypes revealed a large population of glutamatergic 

neurons (70%) within the grafts. However, the density of GABAergic neurons within the 

cortical grafts was lower than in the intact cortex. This can be explained by the fact that 

the tissue for cortical transplantation was obtained from E14 embryos, a stage at which 

the majority of migrating GABAergic interneurons from the ventral telencephalon did not 

yet reach the cortical plate (Anderson et al., 1997; Marín and Rubenstein, 2003; Wonders 

and Anderson, 2006; Gelman et al., 2009). In other words, there were few GABA 

precursors within the E14 transplant. This is of importance when one considers that the 

ratio between excitatory and inhibitory neurons in the cortex is critical to guarantee 
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normal functioning of cortical circuitries. Indeed, impaired GABA-mediated 

neurotransmission has been implicated in many neurologic diseases, including epilepsy 

and intellectual disability (de Lanerolle et al., 1989; Spreafico R, et al., 1998). 

Interestingly, mouse GABAergic interneurons grafted into the brain of mice with 

temporal lobe epilepsy decreased seizure activity (Maisano et al., 2012; Hunt et al., 

2013). 

For future development of cell replacement based therapies, there is a need for an 

unlimited on-demand source of transplantable cells that should be standardized and 

quality-tested prior to transplantation. Cortical neurons derived from embryonic stem 

cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs) both offer great potential for cell 

therapy given their greater accessibility and standard use (Aboody et al., 2011, Gaspard et 

al., Nature 2008, Espuny et al., neuron 2013, Michelsen et al., 2015). The success of stem 

cell-based neural repair strategies for neuronal replacement treatment following cortical 

damage will critically depend on the ability to generate not only specific cortical cell 

populations but also the maintenance of their correct ratios within the graft. 
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FIGURE LEGENDS  

Figure 1: (A-T) Confocal images of GFP (green), PSA-NCAM (red), GFAP (blue) 

labeling from day 2 (D2) to day 30 (D30) after transplantation. (A-P) Grafts were 

composed of immature neural cell types as revealed by immunochemistry for GFP and 

PSA-NCAM. (Q-S) Grafted cells no longer expressed PSA-NCAM at day 30. (A, D, E, 

H, I, L, M, P, Q, T) Immunohistochemistry for glial marker (GFAP) showed that the 

grafts also contained differentiated astrocytes. Note that not many GFAP expressing 

astrocytes were present at the host-graft interface. Scale bar: 1γ0μm.  
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Figure 2: Confocal images of GFP/doublecortin (DCX) labeling from 2 to 7 days (D2 to 

D7) after transplantation. (A-I) Many of the GFP (green) grafted cells with neuroblast 

morphology expressed DCX (red). Scale bars: 1γ0μm. 

Figure 3: Development and maturation of axons of grafted GFP neurons from day 2 (D2) 

to day 30 (D30) post-transplantation. (A-C, G-I) Immunohistochemistry for GFP (green) 

and DXC (red) shows that many GFP+ fibers co-express DCX. (D-F, J-O) 

Immunohistochemistry for GFP (green) and PSA-NCAM (red) shows GFP axons co-

expressing PSA-NCAM. GFP+ fibers co-expressing DCX or PSA-NCAM leave the graft 

and extend through the cortex and the corpus callosum ipsilateral to the transplant. Note 

that co-expression of DCX or PSA-NCAM by axons of grafted neurons decreased in 

relation with the post-transplantation time, indicative of the maturation of GFP axons. cc, 

corpus callosum; Cpu, caudate putamen; Cx, cortex; Scale bars: A-C: 55μm; D-O: 80μm. 

Figure 4: (A-G) Confocal images of GFP (green) and NeuN (red) from 7 to 30 days after 

transplantation showing an increase of the density of mature neurons within the graft in 

function of the time post transplantation. Scale bar: 150μm. 

Figure 5: (A-R) Expression of cortical layer-specific transcription factors within the 

graft from D2 to D30. (A-J) Immunohistochemistry for GFP (green) and the transcription 

factors Ctip2 (red) and Cux1 (blue) within the graft and host cortex from D2 to D30. (G, 

H) The superficial and deep cortical layers of the host cortex are labeled by Cux1 (blue, 

layers II-IV) and Ctip2 (red, layers V-VI). (G, H, I, J). The grafts were organized in 

clusters in which Ctip2 and Cux1 expression tends to be mutually exclusive. (K-T) 

Immunohistochemistry for GFP (green) and the transcription factors Foxp2 (red) and 
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Tbr1 (blue) within the graft and host cortex from D2 to D30. (K-T) Tbr1+ and Foxp2+ 

cells were uniformly distributed through the grafts and the majority of the labeled cells 

co-expressed both markers corresponding to deep layer neurons (Tbr1, Foxp2). Scale bar: 

150μm. 

Figure 6: Quantification of the percentage of BrdU+ cells within the grafts co-expressing 

Cux1, Ctip2 or Foxp2 at day two and four post-grafting. 

Figure 7: Differentiation of grafted GFP+ cells (green) in (A-C) glutamatergic neurons 

(red), or (D-F) GABAergic neurons (red) at 30 days post-transplantation. Arrows show 

grafted neurons expressing glutamate or GABA. Scale bar: 40μm. 
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Résumé de l’article 2 (en préparation) 

 

Interleukine 33 favorise la croissance axonale des neurones 

embryonnaires greffés dans le cortex moteur 

 

Les pathologies du système nerveux central (SNC), qu’elles soient d’origines 

traumatique, vasculaire ou dégénérative, sont associées à des déficits fonctionnels 

importants et irréversibles. Certains facteurs inhibiteurs de croissance rendent le SNC peu 

permissif à la repousse axonale (Davies et al., 1997 ; 1999 ; pour revue, Wang et al., 

2012). Afin de pallier cette capacité limitée de régénération spontanée des neurones, la 

transplantation cellulaire de tissu embryonnaire présente une stratégie thérapeutique 

prometteuse pour le cerveau adulte endommagé. En effet, il a été démontré que la 

transplantation de neurones embryonnaires corticaux immédiatement après la lésion du 

cortex moteur adulte permet la reconstruction anatomique des voies motrices lésées, les 

neurones transplantés développent les projections axonales vers les cibles corticales 

appropriées y compris sur de longue distance vers la moelle épinière (Gaillard et al., 

2007).   

Différents facteurs peuvent influencer la survie, l’organisation cellulaire du 

transplant et le développement des projections par les neurones transplantés. Par 

exemple, l’âge du donneur et du receveur (Dunnett et Björklund, 1994; Gaillard et al., 

1998; β004), la présence ou l’absence d’une lésion (Castro et al, 1985 ; Gaillard et Jaber, 

2007) ou l’introduction d’un délai entre la lésion et la transplantation. En effet, il a été 

démontré que l’introduction d’un délai semble être bénéfique pour la survie (Nieto-

Sampedro et al., 1983), la taille (Grabowski et al., 1994) et le développement du 

transplant (Gibbs and Cotman, 1987; Gonzalez and Sharp, 1987). Ainsi, nous avons 

récemment montré des effets bénéfiques de l’introduction d’un délai d’une semaine entre 

la lésion et la transplantation corticale aussi bien au niveau de la récupération 

fonctionnelle que neuroanatomique. En effet, la présence d’un délai d’une semaine 

augmente la taille du transplant, la prolifération cellulaire, la vascularisation et le nombre 
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de projections développées par les neurones greffés (Péron et al., 2015). Plusieurs 

facteurs peuvent être le support de ces observations tels que la libération de facteurs 

trophiques (Nieto-Sampedro et al., 1983), la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques 

(Sköld et al., 2005, Dray et al., 2009), la diminution des niveaux des toxines (Gonzalez et 

Sharp, 1987) et le niveau de l’inflammation en réponse à la lésion et la transplantation. 

Suite à toute lésion ou entrée d’un agent infectieux dans le SNC, une réaction 

inflammatoire est déclenchée induisant l’activation des médiateurs cellulaires de la 

neuro-inflammation, principalement les cellules gliales (Russo et al, 1991). La microglie, 

les astrocytes et les oligodendrocytes seront activés et recrutés au niveau du site de 

lésion. De plus, une lésion est associée à une rupture de la barrière hémato-encéphalique 

(BHE), permettant la migration des cellules hématopoïétiques du sang vers le site de 

lésion. Ce processus passe par l’intermédiaire des cytokines et des chimiokines secrétées 

après la lésion (Schmidt et al., 2005). On notera notamment la présence de cytokines pro-

inflammatoires comme IL-1, IL-6, TNF-α et LIF et de cytokines anti-inflammatoires 

comme TGF-β, IL-4 and IL10 (Woodcock et al., 2013). L’IL-33, une nouvelle cytokine 

récemment découverte, est aussi exprimée dans le SNC. Cette cytokine également connue 

sous le nom d’« alarmine » appartenant à la famille d’IL-1. Elle est libérée par les 

cellules en nécrose et joue un rôle important dans la réponse immunitaire innée (Hudson 

et al., β008). Il a été démontré que l’IL-33 présente un effet bénéfique dans les modèles 

de lésion tels que la lésion ischémique (Korhonen et al., 2015) et la lésion de la moelle 

épinière (Gadani et al., 2015). Cependant, le rôle de l’IL-33 dans la régulation de 

l’inflammation après une lésion dans le SNC reste méconnu.  

Beaucoup de travaux de recherches se sont consacrés à l’étude du rôle de 

l’inflammation post-lésionnelle et de ses conséquences sur la régénération axonale au 

niveau du cerveau adulte. Cependant, peu d’études se sont investis à déterminer le rôle 

bénéfique ou délétère de l’inflammation sur le développement des axones de neurones 

greffés dans le cerveau endommagé adulte. 

Ainsi, l’objectif de notre étude était de savoir si l’inflammation post-lésionnelle 

est impliquée dans l’amélioration observée chez les animaux greffés avec un délai d’une 
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semaine en comparaison des animaux transplantés immédiatement après la lésion 

corticale.  

Autrement dit, l’objectif de notre étude était de comprendre comment 

l’inflammation post-lésionnelle peut influencer la survie des neurones greffés et le 

développement de leurs projections dans un modèle de lésion corticale ; et, inversement, 

comment les cellules transplantées peuvent influencer l’inflammation. De plus, nous 

avons étudié, en collaboration avec les Drs André Herbelin et Jean-Marc Gombert 

(IRTOMIT, INSERM U-108β, CHU de Poitiers), l’expression d’IL-33 après la lésion et 

la transplantation corticale ainsi que son rôle bénéfique ou délétère sur le développement 

du transplant.  

Tout d’abord, l’étude a été réalisée dans un modèle de lésion unilatérale par 

aspiration du cortex moteur adulte. Après sacrifice à différents temps post-lésionnels, 

l’expression des cellules gliales et de l’IL-33 a été étudiée par des marquages immuno-

histochimiques et l’expression des cytokines a été analysée par l’hybridation in situ. Nous 

avons par la suite réalisé une transplantation homotopique de tissu embryonnaire cortical 

moteur prélevé à E14 surexprimant la GFP sous le contrôle du promoteur l’actine-β. 

Suite à la lésion corticale, des souris adultes ont été transplantées soit immédiatement 

après la lésion soit une semaine plus tard. Après sacrifice à différents temps post-

transplantation, l’expression des cellules gliales et de l’IL-33 a été étudiée par des 

marquages immuno-histochimiques. 

Nos résultats montrent que sept jours après la lésion, l’expression des astrocytes 

(GFAP), de la microglie (Iba1) et des oligodendrocytes (Olig2) est plus élevée par 

comparaison de celle observée dans le groupe contrôle et le groupe Jour 0 (lésé et perfusé 

immédiatement après la lésion) au niveau du site de lésion. Nous avons détecté un 

changement de morphologie des astrocytes et de la microglie entre le groupe contrôle et 

le groupe Jour 7 (perfusé 7 jours après la lésion). Dans le groupe contrôle, les astrocytes 

présentent une forme étoilée et 7 jours post-lésion, ils adoptent une forme hypertrophiée 

avec des filaments prolongés. Parallèlement, la microglie passe d’une forme ramifiée 

dans le groupe contrôle à une forme amiboïde activée 7 jours après la lésion. 
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En utilisant l’hybridation in situ, nous avons montré une augmentation du niveau 

d’expression de TGF-ȕ1, un facteur anti-inflammatoire, 24 heures après la lésion 

corticale avec un pic à 4 jours post-lésion. Cette expression diminue 7 jours après la 

lésion mais est toujours présente. De façon intéressante, nous avons montré qu’une partie 

des cellules exprimant TGF-ȕ1 co-expriment Iba1 un marqueur de cellules microgliales. 

De plus nous avons montré précédemment qu’un délai d’une semaine entre la lésion 

corticale et la transplantation favorise l’angiogenèse au sein du transplant. Il a été montré 

que TGF-ȕ1 est un facteur proangiogénique induisant l’angiogenèse (Madri et al., 1988; 

Roberts et al., 1986; Yang & Moses 1990; Evrard et al., 2012). Ces résultats suggèrent 

que l’augmentation de la vascularisation au sein du transplant peut être en partie 

provoquée par une activation des cellules microgliales secrétant TGF-ȕ1 qui à leurs tours 

favorisent l’angiogenèse. 

Ce travail de thèse a également permis d’étudier l’expression d’IL-33 suite à une 

lésion corticale. En effet, de nombreux travaux se sont attelés à décrire l’importance de 

l’alarmine IL-33 dans des pathologies du SNC comme la maladie d’Alzheimer ou la 

sclérose en plaques (Chapuis et al., 2009 ; Jiang et al., 2012). Nous avons montré, dans 

notre modèle, une augmentation immédiate de l’expression d’IL-33 après lésion corticale 

mettant en évidence son rôle d’alarmine. Cette augmentation persiste jusqu’au septième 

jour post-lésionel puis revient au niveau basal au 45ème jour après la lésion.  

Les travaux de Pomeshchik et ses collaborateurs ont montré que l’administration 

d’une source exogène d’IL-33 suite à une contusion de la moelle épinière induit une 

augmentation d’expression des marqueurs de la microglie/macrophages de type Mβ 

comme Arginase-1 et Ym-1 (Pomeshchik et al., 2015). Ils ont également observé une 

réduction de la lésion secondaire ainsi qu’une amélioration de la réparation fonctionnelle 

révélant le rôle de neuroprotection que joue IL-33 dans leur modèle (Pomeshchik et al., 

2015). De même, ce rôle protecteur a été mis en évidence, dans un modèle d’ischémie, en 

induisant la sécrétion de l’IL-4 (Korhonen et al., 2015). Il est possible d’envisager que 

l’augmentation endogène d’ILγγ observée après la lésion corticale dans notre modèle 

correspond à une tentative de neuroprotection mise en place contre la lésion. 
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Il est important de connaître la source cellulaire à l’origine d’une augmentation de 

l’expression d’ILγγ suite à une lésion corticale. Les résultats de la littérature à ce sujet 

sont controversés. Certains travaux rapportent que l’IL-33 est exprimée par les astrocytes 

(Yasuoka et al., 2011 ; Pomeshchik et al., 2015). Cependant, d’autres travaux montrent 

que l’IL-33 est exprimée principalement par les oligodendrocytes (Gadani et al., 2015). 

Nos travaux montrent que, 7 jours après la lésion, l’expression de l’IL-33 par les 

astrocytes, la microglie, les neurones et les cellules hématopoïétiques est faible. En 

revanche, cette expression est plus élevée par les oligodendrocytes. Ceci suggèrent que 

les cellules gliales résidentes et les cellules hématopoïétiques dans le cortex lésé ne 

seraient pas la source principale d’IL-33 en raison d’un pourcentage de co-localisation, 

tous types cellulaires confondu, n’excèdant pas les β5%. 

Après la transplantation, nos résultats montrent que l’introduction d’un délai entre 

la lésion et la transplantation n’altère pas l’expression de la microglie. En revanche, 

l’expression de GFAP est plus élevée aux alentours du transplant et dans le transplant 

dans le groupe transplanté une semaine après la lésion que le groupe transplanté sans 

délai. Les astrocytes hypertrophiques apparaissent juxtaposés aux bords de la greffe, en 

effet les astrocytes adoptaient une morphologie allongée et sont principalement orientés 

perpendiculairement aux axones issus des neurones greffés. Nous avons observé une 

augmentation de l’expression d’Oligβ dans le greffon transplanté avec délai par 

comparaison de groupe transplanté sans délai. L’immunoréactivité des cellules IL-33 est 

plus élevée dans le transplant avec délai par rapport au group transplanté sans délai. La 

caractérisation phénotypique des cellules IL-33+ montre que la majorité sont des 

oligodendrocytes Olig2+ et peu sont des astrocytes, microglie, neurones et cellules 

hématopoïétiques. Nous avons observé que la majorité des cellules IL-33+ dans le 

transplant n’expriment pas la GFP. Ceci suggèrent que le tissue hôte peux être l’origine 

des cellules IL-33+/GFP- dans le transplant. En effet, en utilisant des souris déficientes 

pour IL-33 comme receveur, nous avons montré une diminution importante des cellules 

IL-33+ dans le transplant montrant la migration de cellules IL-γγ+ depuis l’hôte vers le 

transplant. De façon intéressante, chez les souris déficientes pour IL-33 transplantées, 

nous avons montré une diminution importante du nombre de fibres innervant les régions 

corticales et sous corticales qui reçoivent des projections du cortex moteur. De plus les 
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projections observées ne se trouvent pas dans des régions sous corticales plus éloigné que 

le striatum. Ces résultats suggèrent que IL-33 joue un rôle favorable dans le développent 

des axones de neurones greffés et par la voie de conséquences son inactivation diminue 

les projections issues de neurone greffés. 
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ABSTRACT  

Introducing a delay between cortical lesion and cell transplantation can significantly 

enhance graft vascularization, survival and the re-establishment of appropriate transplant-

to-host projections, all this being associated with better functional recovery. The purpose 

of the present study is to understand the extent to which post-traumatic inflammation 

following cortical lesion could influence the survival of grafted neurons and the 

development of their projections to target brain regions and conversely how transplanted 

cells can modulate post-traumatic inflammation. For this, we have used an adult animal 

model of cortical lesion that was homotopically transplanted with embryonic motor 

cortical tissue.  We have then performed immunohistochemistry analysis to study the 

density and cell morphology of resident immune, peripheral infiltrating cells and in situ 

hybridization to analyze the distribution and temporal mRNA expression pattern of pro-

inflammatory or anti-inflammatory cytokines following cortical lesion alone or following 

transplantation. Our results show that seven days after the lesion, the number of 

astrocytes, microglia, oligodendrocytes and CD45+ cells was significantly increased. 

Interestingly, a part of microglia co-expressed TGF-ȕ1, an anti-inflammatory cytokine, 

supporting the hypothesis that microglial activation is also neuroprotective. By using, IL-

33 KO mice, we have shown for the first time that the absence of IL-33 decreased the 

axonal outgrowth of transplanted neurons. Therefore, cell transplantation with a one-

week delay in combination with IL-33 treatment may offer a novel therapeutic strategy 

following cortical injury. 
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INTRODUCTION 

Loss of cortical neurons is a common characteristic of numerous neuropathological 

conditions. The inhibitory nature of the adult mammalian central nervous system (CNS) 

prevents spontaneous axonal regeneration following injury (Davies et al., 1997; 1999). 

One way to overcome the limited regenerative capacity of the adult CNS is 

transplantation of embryonic neurons. We have previously reported that embryonic 

cortical neurons grafted into the adult mouse motor cortex immediately after a cortical 

lesion allowed reestablishment of the damaged motor pathways. The transplanted 

neurons develop projections towards all cortical and subcortical targets of the motor 

cortex, including distant targets such as the spinal cord (Gaillard et al., 2007). While the 

results of this study were encouraging for CNS repair, a serious limitation to consider 

such approaches in a clinical setting is the delay of transplantation after injury. We have 

recently shown that a one-week delay between the cortical lesion and transplantation can 

significantly enhance graft vascularization, cell proliferation, survival and density of 

projections developed by grafted neurons, leading to a beneficial impact on functional 

repair and recovery (Péron et al., 2015 submitted). However, mechanisms responsible for 

this improvement are not well defined. It has been hypothesized that potential benefits of 

introducing a delay between the lesion and transplantation may be due to the release of 

trophic factors secreted by cells surrounding the lesion (Nieto-Sampedro et al., 1983), the 

secretion of pro-angiogenic factors (Sköld et al., 2005, Dray et al., 2009), or a decrease in 

toxin (Gonzalez and Sharp, 1987) and inflammation levels, characterized by activated 

microglia and astrocytes (Zhang et al., 2010). Microglia, the resident innate immune cells 

in the brain, is an active contributor to neuron damage in neurodegenerative diseases 
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(Block et al., 2007). In acute injury, microglial response generally reaches its maximum 

at 5-7 days after injury (Ladeby et al., 2005), before gradually disappearing. After 

activation, microglial cells proliferate and migrate to the site of injury where they 

contribute to cell damage by releasing pro-inflammatory cytokines such as interleukin 1 

and 6 (IL-1, IL-6), tumor necrosis factor, (TNF) and leukaemia inhibitory factor (LIF) 

(Chao et al. 1995). Additionally, activated microglia may promote neuronal survival by 

removing cell debris (Rapalino et al. 1998) and releasing protective neurotrophic factors 

such as Nerve Growth Factor (NGF), Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) or 

Glial cell-line Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Madinier et al., 2009, Neumann et 

al., 2006, Schwartz et al., 2006). Furthermore, microglia cells secrete anti-inflammatory 

cytokines such as Transforming Growth Factor-ß1 (TGF-ß1, Kiefer et al., 1995), 

interleukin 4 and 10 (IL-4, IL-10). 

The astrocyte activation may also have antagonistic effects (Farina et al., 2007). For 

example, the production of neurotrophic factors by astrocytes may promote neuronal 

survival (Faulkner et al., 2004, Myer et al., 2006, Sofroniew, 2005, Vinters and 

Sofroniew, 2010). Conversely, glial scar formation impairs adult CNS regeneration (Itoh 

et al., 2007, Rolls et al., 2009, Wanner et al., 2008).  

Interleukin 33 (IL-33), a new cytokine of the IL-1 superfamily, can function as an 

alarmin that is released following cell necrosis to alert the immune system to tissue 

damage or stress. Mouse CNS expresses IL-33 in astrocytes and endothelial cells 

(Hudson et al., 2008; Yasuoka et al., 2011). On the other hand, treatment with IL-33 

induces proliferation of microglia and enhances production of pro-inflammatory 

cytokines, such as IL-1ȕ and TNFα, as well as the anti-inflammatory cytokine IL-10 
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(Yasuoka et al., 2011). It was also demonstrated that IL-33 has a beneficial effect in 

stroke models such as ischemia (Korhonen et al., 2015) and spinal cord injury (Gadani et 

al., 2015). These results show that the pro or anti-inflammatory effects of IL-33 depend 

on the disease and the model. 

The impact of the inflammatory response on neuronal survival seems to depend on a 

balance between pro- and anti-inflammatory mechanisms induced by different mediators 

(Bernardino et al., 2005, Vezzani et al., 2008). Considerable effort has been devoted to 

the study of changes occuring in the post-lesional environment and their effects on axonal 

regeneration in adult CNS. However, few studies have been dedicated to the roles of 

these changes in axonal growth of transplanted embryonic neurons in the injured adult 

brain. The purpose of the present study is to explore the effect of transplanted cells on the 

host local inflammatory environment and to understand the extent to which inflammation 

following cortical lesion could influence the survival of grafted neurons and the 

development of their projections. For this, following cortical lesion and transplantation, 

the density and morphology of resident immune and peripheral infiltrating cells were 

studied in addition to the distribution and temporal mRNA expression pattern of pro- or 

anti-inflammatory cytokines, including IL-33.   

 

MATERIALS AND METHODS  

Animals 

All animal experimental procedures and housing were carried out in accordance with the 

guidelines of the French Agriculture and Forestry Ministry (decree 87849) and the 

European Communities Council Directive (2010/63/EU). All experiments were 
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conducted in compliance with current Good Clinical Practice standards and in accordance 

with relevant guidelines and regulations and the principles set forth under the Declaration 

of Helsinki (1989). All efforts were made to reduce the number of animals used and their 

suffering. A total of 84 C57BL/6 and 20 IL-33 KO mice were used in this study, of which 

12 mice were used as controls (without a lesion), 36 mice were lesioned and 56 mice 

were lesioned and transplanted.  

 

Lesion and transplantation procedures 

Adult (4-6 months old) C57BL/6 mice (n=72, Janvier, France) and IL-33 KO mice 

(n=20, Pichery et al., 2012) were lesioned. Briefly, animals were anaesthetized with 

avertin (intra-peritoneal, ip., 250 mg per kg of body weight) and the motor cortex was 

aspirated from 0.5-2.5 mm rostral to the Bregma and from 0.5-2.5 mm lateral to the 

midline, with the corpus callosum left intact. Among these mice, 36 were transplanted as 

described previously (Ebrahimi-Gaillard et al., 1995; Gaillard et al., 1998). Motor cortical 

tissue was obtained from embryonic day 14 transgenic mice embryos overexpressing the 

enhanced green fluorescent protein (EGFP) under the control of a chicken beta-actin 

promotor (C57BL/6-TgN(beta-act-EGFP) Osb strain (Okabe et al., 1997). Motor cortical 

tissue was deposited into the host lesion cavity either immediately (n=28) or 7 days 

(n=28) after the lesion. Care was taken to maintain the original dorso-ventral and antero-

posterior orientations of the cortical fragments during the transplantation procedure.  
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Tissue processing 

Mice were injected with a lethal dose of avertin and perfused transcardiacally with 150 

ml of saline (0.9%), followed by 300 ml of ice-cold paraformaldehyde (PFA, 4%) in 0.1 

M phosphate buffer (PB, pH 7.4). Brains were removed, post-fixed in 4% PFA overnight 

at 4°C, cryoprotected in 30% (w/v) sucrose, 0.1 M sodium phosphate solution (pH 7.4). 

For immunohistochemistry experiments, brains were cut in 6 series on a freezing 

microtome (Microm HM450, Thermo Scientific) in 40µm-thick coronal sections and 

stored in a cryoprotective solution (20% glucose, 40% ethylene glycol, 0.025% sodium 

azide, 0.05M phosphate buffer, pH 7.4). For in situ hybridization (ISH), brains were 

collected the day of lesion (D0, n=6), 4 days (D4, n=6) or 7 days (D7, n=6) after the 

lesion and cryoprotected by quickly freezing in isopentane (2-methylbutane, VWR) 

cooled at -45°C. Brains were then cut in 6 series on a cryostat (HM550, Microm) in 

16μm-thick coronal sections, mounted on super frost slides (Superfrost Plus, VWR) and 

stored at -80 °C.  

 

Immunohistochemistry (IHC)  

Free-floating sections were incubated in a blocking solution (3% bovine serum, 0.3% 

triton X-100 in PBS 0.1M, pH 7.4) for 90 minutes at room temperature (RT). Primary 

antibodies, diluted in blocking solution, were applied overnight at 4°C. Appropriate 

secondary antibodies were diluted in blocking solution and applied for 1h at RT. The 

following antibodies were used in this study to label activated microglia, hematopoietic 

cells, astrocytes, oligodendrocytes and neurons, respectively: rabbit anti-Iba1 (1:500, 

Wako), rat anti-CD45 (1:500, Abcam), chicken anti-GFAP (1:1000, Abcam), rabbit anti-
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olig2 (1:500, Millipore) and mouse anti-NeuN (1:500, Millipore), Chicken anti-GFP 

(1:1000, Abcam) or Rabbit anti-GFP (1:1000, Invitrogen). For IL-33 staining, goat anti-

IL-33 (1:500, R&D systems) was used, and nuclei were labelled with DAPI (1:2000, 

Sigma). The sections were covered with DePeX (VWR) mounting medium.  

 

In situ hybridization (ISH) 

ISH was performed in order to characterize the spatiotemporal expression of pro-

inflammatory cytokines IL-1α, IL-1ȕ, IL-6, TNFα, and LIF and anti-inflammatory 

cytokines: TGFȕ1, IL-4 and IL-10, several days after cortical lesion. Specific 

digoxygenin-labeled cRNA probes were prepared from cDNA fragments (450bp to 

800bp) of these murine cytokines. cDNAs were amplified by PCR using specific primers 

from cDNA banks obtained from different sources (Brain, liver, spleen, skin, adipose 

tissue and LPS-treated Bone marrow-derived macrophages). cDNA fragments were then 

cloned in pGEM®-T Easy vectors (Promega, Charbonnières-les-Bains, France) and 

verified by sequencing. Complementary (antisense) and non-complementary (sense) 

RNA probes were produced using T7 or SP6 RNA polymerase (Riboprobes® System-T7, 

Promega Corporation, Madison, USA). Before being exposed to the probes, sections 

were digested by proteinase K (5µg/ml) for 10 min at 37°C followed by an acetylation 

step in triethanolamine buffer (100mM triethanolamine, 0.25% acetic anhydride) to 

reduce non-specific binding. Hybridization was carried out overnight at 65°C in a 

humidified chamber using probes at a final concentration of 500 ng/ml diluted in 

hybridization buffer containing 50% formamide, 1X Denhardt's solution, 10% dextran 

sulfate, 1mg/ml yeast tRNA in salt solution (200mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 7.5, 
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10mM phosphate buffer pH 7.4, 5mM EDTA pH 8). The following day, sections were 

washed in 1X sodium saline citrate (SSC), 50% formamide, 0.1% Tween 20 at 65 °C, and 

in MABT buffer (0.15 M NaCl, 0.1 M Maleic acid, 0.2 M NaOH, 0.1% Tween 20, pH 

7.5) at RT. After blocking in 10% B10 reagent (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany) and 10% sheep serum, sections were incubated overnight at RT with an 

alkaline phosphatase-labeled anti-digoxigenin antibody (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany) diluted 1:2000 in blocking buffer. Sections were finally washed with NTMT 

buffer (0.1 M NaCl, 0.1 M Tris–HCl pH 9.5, 0.05 M MgCl2, 0.1 M Tween 20, pH 9.5) 

before being incubated in detection buffer containing 0.045% nitroblue tetrazolium, 

0.35% 5-bromo-4-chloro-3-idolyl phosphate (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

and 0.1% levamisole (Sigma) in NTMT buffer. Slides were then dried and mounted with 

Depex (BDH Laboratories, Poole, England). All results with antisense probes were 

compared with sense probes and were confi rmed by testing six animals for each group.  

Anti-Iba1 antibody was used to define whether macrophage/microglia could be the 

source of IL-1ȕ and TGF-ȕ1. Briefly, after ISH, sections were incubated in blocking 

solution (3% bovine serum, 0.3% triton X-100 in PBS 0.1M, pH 7.4) at RT for 90 

minutes. Anti-Iba1 primary antibody (1:500, Wako) diluted in blocking solution was 

applied overnight at 4°C. Sections were then incubated with biotinylated goat anti-rabbit 

antibody (1:200; Vector Burlingame, CA) at RT for 1h30 minutes. After washing, 

sections were treated with 0.3% hydrogen peroxide (Sigma, Seelze, Germany) to quench 

endogenous peroxidases and were reacted with avidin–biotin peroxidase complex 

(Vectastain® ABC Kit, Vector, Burlingame, CA) at RT for 1h. The sections were 

subsequently incubated in 0.1 M PB containing 0.33 mg/ml 3-3-diaminobenzidine 
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tetrahydrochloride (Sigma, St Louis, USA) and 0.0006% hydrogen peroxide. Mounted 

sections were dried and covered with Depex (BDH, Poole, England). 

 

Data acquisition and quantification 

For each mouse, mosaic images of injury area were acquired with a Zeiss Axio 

Imager.M2 Apotome microscope at x20 magnification, at the rostral middle and caudal 

part of the lesion or the graft. On mosaic acquisition, six images corresponding to the 

areas of interest were used for all quantifications using ZEN software (Zeiss). For control 

mice, equivalent sections were selected at the same antero-posterior coordinates as the 

lesioned sections. Areas of interest were further analyzed and photographed with a 

confocal laser-scanning microscope FV1000 (Olympus, France). 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using a two-tailed student’s t test or two-way analysis 

of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni correction. Data are expressed as 

meanSEM. Differences were considered statistically significant when p<0.05, p<0.001, 

p<0.0001 (*, **, ***; respectively). 
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RESULTS 

Cortical lesion increases brain resident immune and peripheral infiltrating cells  

To examine the effects of cortical lesion on the number of resident immune cells and 

peripheral infiltrating cells in the injured cortex, IHC was used to identify GFAP+ 

astrocytes, Iba-1+ microglial cells/macrophages, Olig2+ oligodendrocytes and CD45+ 

hematopoietic cells. Mice were divided into 3 groups: control group (without lesion), Day 

0 of lesion group or Day 7 after the lesion group, corresponding to the time of grafting 

after initiation of the lesion. As expected, the basal level of number of GFAP+ cells in the 

cortex of control group was low (13±2) (Fig. 1D, P) and immunoreactivity was also low 

for Iba1 (279±29; Fig. 1G, P); Olig2+ (240±17; Fig. 1J, P) and CD45 (17± 2; Fig. 1M, 

P). At the day of lesion (day 0), the number of cells slightly increased around the cortical 

lesioned area (GFAP: 31±6; Iba1: 415±34; Olig2: 277±28; CD45: 32± 3) (Figs. 1E, H, K, 

N, P). At day 7, the number of astrocytes (721±43), microglia (1907±82), 

oligodendrocytes (925±36) and hematopoietic CD45+ cells (683±51) was significantly 

increased in comparison to control and day 0 groups (***, p<0.0001) (Fig. 1F, I, L, O, P). 

In addition, microglia showed morphological changes, became activated and presented an 

amoeboid morphology (Fig. 1I). Thus, a delay of one week after cortical lesion results in 

the recruitment and activation of inflammatory brain resident mediators and peripheral 

infiltrating cells. 
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Cortical transplantation modified brain resident immune and peripheral infiltrating 

cells 

The effects of cortical transplantation, with or without delay after the lesion, was then 

examined on the number of resident and peripheral infiltrating immune cells, 7 days after 

transplantation in the injured cortex as well as in the graft. To achieve this, the same 

previous markers were used in two groups of transplanted animals.  

The number of microglial and hematopoietic cells were not significantly different 

between the two groups of transplanted animals whether in the host cortex adjacent to the 

transplant (Iba1+ cells, No delay: 1329±57; delay: 1349±47) (Fig. 2I-P, 4) (CD45+ cells, 

No delay: 666± 38; delay: 596± 30) (Fig. 3I-P, 4) or in the transplant (Iba1+ cells, No 

delay: 196±15; delay: 191±11) (Fig. 2I-P, 4), (CD45+ cells, No delay: 191± 15; delay: 

149±11) (Fig. 2I-P, 4).  Furthermore, a significant increase in the number of astrocytes 

was observed in the host cortex adjacent to the transplant in the group of animals 

transplanted with a one-week delay, compared to the group without delay (GFAP cells, 

No delay: 632±75; delay: 1047±61) (Fig. 2A-H, 4). A similar significant increase in 

astrocytes was also detected in the transplant (No delay: 68±16; delay: 610±109) (Fig. 

2A-H, 4). Moreover, while numerous oligodendrocytes were detected in the host cortex 

adjacent to the transplant, no significant difference was found between the two groups 

(Olig2, No delay: 740±50; delay: 729±58) (Fig. 3A-H, 4). However, a significant 

increase was observed in the transplant for the group of mice transplanted with a one-

week delay, in comparison to that without delay (Olig2, No delay: 209±20; delay: 

1163±84) (Fig. 3A-H, 4). Our results showed that a one-week delay between lesion and 
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transplantation enhanced the number of astrocytes in the host adjacent cortex as well as in 

the graft, whereas oligodendrocytes increased only within the graft.  

 

Expression of IL-33 following cortical lesion  

IL-33 was found to be expressed in control adult cortex without any lesion (126±14; Fig. 

5A, B, I) whereas cortical lesion induced a significant increase in the number of IL-33+ 

cells immediately after lesion (Day 0 group) (381±50; ***, p<0.0001; Fig. 5C, D, I) 

indicating the alarmin role of IL-33 in the CNS. Moreover, the expression of IL-33 was 

further significantly increased after 7 days of lesion (543±36, Fig. 5E, F, I), in 

comparison to lesion at day 0 (*, p<0.05) and control groups (***, p<0.0001). On the 

other hand, the number of IL-33+ cells returned to basal levels after 45 days of cortical 

lesion (130±6, Fig. 5G, H, I).  

In order to investigate the cellular sources of IL-33 in the cortex, its immunolabelling was 

combined with markers for astrocytes (GFAP), microglia/macrophages (Iba-1), 

oligodendrocytes (Olig2), neurons (NeuN) and hematopoietic cells (CD45). Results 

showed that at day 7 post-lesion, only few IL33+ cells co-expressed GFAP (0.88±0.06%, 

Fig. 6A-D, U), Iba1 (1.76±0.2; Fig. 6E-H, U) and NeuN (0.40±0.08%; Fig. 6M-P, U). 

However, about 18% of Olig2+ (18.13±2.42%, Fig. 6I-L, U) and 4% CD45+ cells 

(4±0.43%, Fig. 6Q-T, U) co-expressed IL-33. 
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IL -33 expression increases in the transplant, but not in the host, in the group with 

delay following cortical transplantation 

The effects of transplantation on the number IL33+ cells in the host cortex as well as 

within the graft was then investigated in two groups of transplanted animals, seven days 

post-grafting. In both transplanted groups, the mean number of IL-33+ cells decreased in 

the host cortex adjacent to the transplant (Fig. 7) and was comparable to the level in the 

control group (126±14; Fig. 2A, B, I). There was no significant difference in the 

expression of IL-33+ cells in the host cortex between the two groups of transplanted 

animals (No delay: 249±14; delay: 200±16; Fig. 7A-H, Q). Moreover, we observed the 

presence of IL-33+ cells in the transplant in both groups, however, the number of IL-33+ 

cells were significantly higher in the transplant in the group with delay, compared to that 

without delay (No delay: 65±6; delay: 101±3; Fig. 7A-H, Q).  

Moreover, the majority of IL-33+ cells within the graft did not express GFP, indicating 

probably their host origin. To investigate graft-versus-host origin of IL-33 cells observed 

within the graft, E14 GFP motor cortical tissues were transplanted into the lesioned motor 

cortex of IL-33 KO mice, with or without delay of 7 days. Results showed that IL-33+ 

cells within the grafts, but not significantly different, in both transplanted groups (No 

delay: 14±3; delay: 18±2; Fig. 7I-P, Q). Furthermore, the number of IL-33+ cells within 

the transplant of wild type were compared to those of IL-33 KO mice. A significant 

decrease in the number of IL-33+ cells was observed in IL-33 KO mice, in comparison to 

wild type, suggesting that a part of IL-33+ cells observed within the grafts originated 

from host IL-33+ cell migration into the graft.  
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In order to reveal the cellular sources of IL-33 after cortical transplantation, the 

phenotype of IL-33+ cells was then determined. There was no difference in the 

percentage of IL-33+ cells co-expressing the markers of astrocyte (1.2± 0.37%; Fig. 8A-

H, 9Q), microglia (2.66±0.49%; Fig. 8I-P, 9Q), neurons (0.33±0.06%; Fig. 9A-H, Q) or 

hematopoietic cells (4.5±0.15%; Fig. 9I-P, Q) between the lesioned and transplanted 

groups, showing again that none of these cells was the main source of IL-33 detected 

following transplantation. Strikingly, the percentage of oligodendrocytes co-expressing 

IL-33 increased in both groups of transplanted animals (No delay: 64±3 %; delay: 

72±3%; Fig. 8Q-X, 9Q). 

  

Absence of IL-33 alters axonal outgrowth of grafted neurons 

Given the increased expression of IL-33 after cortical injury, the effect of IL-33 removal 

on axonal outgrowth of transplanted cortical neurons was analysed. Therefore, to address 

the role of IL-33 in axonal outgrowth of transplanted neurons, we grafted embryonic 

cortical tissue obtained from E14 GFP mice into lesioned cortex of IL-33 KO mice, 

immediately or 7 days following the lesion. Analysis of the projections of grafted neurons 

14 and 30 days after transplantation showed a substantial decrease in the number of 

projections in the group with delay, in comparison to no delay group (Fig.10). Moreover, 

we have not observed any projections beyond the striatum. 

 

Differential expression kinetics of IL -1β and TGF-β1 following cortical lesion 

To evaluate the level of neuroinflammation following cortical lesion, we investigated the 

spatiotemporal mRNA expression profile of pro- and anti-inflammatory cytokines. IL-1ȕ 
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and TGF-ȕ1 exhibited a differential expression at the lesion site, whereas they were 

neither present in the contralateral side nor outside the lesion site (data not shown). 

Expression of IL-1ȕ and TGF-ȕ1, using ISH, was not detected in the control cortex 

without lesion or in the cortex at the day of lesion (Fig. 11A-D, K). However, a strong 

expression of IL-1ȕ was observed 4 days after lesion, within the cortex around the lesion 

cavity (Fig. 11E, K), while IL-1ȕ expression was undetectable 7 days after the lesion, 

(Fig. 11I, K). In addition, TGF-ȕ1 mRNAs were found to be concentrated in the vicinity 

of the cortical lesion and to a lesser extent in the corpus callosum adjacent to the lesion 

site, 4 days after injury (Fig. 11F, K). Seven days after the lesion, TGF-ȕ1 expression 

decreased, in comparison to day 4, but was still present in the cortex adjacent to the 

lesion cavity (Fig. 11J, K). Furthermore, microglial/macrophagic phenotype of the cells 

expressing IL-1ȕ and TGF-ȕ1 was analyzed 4 days after the lesion, using anti- Iba1 IHC 

in combination with ISH, and found that only TGF-ȕ1+ cells expressed Iba1 marker (Fig. 

11G, H). Finally, it’s important to note that IL-1α, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα and LIF 

transcripts were not detected at any time point tested (data not shown). 

 
 
DISCUSSION 

We have recently shown that a 7- days delay between the lesion of motor cortex in the 

adult mouse and homotopic cortical transplantation of embryonic cells can significantly 

enhance graft vascularization of grafted cells proliferation and survival as well as density 

projections developed by grafted neurons. Moreover, we have also shown that this delay 

has beneficial impacts on functional repair and recovery (Péron et al., 2015 submitted). 

However, the mechanism of action that leads to these positive outcomes is not defined. 
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We hypothesized that potential benefits of introducing a delay between the lesion and the 

transplantation may be due, at least in part, to the modulation of neuroinflammation. The 

present study was designed to determine how a delay between lesion and transplantation 

could modulate post-traumatic inflammation and whether these modulations have 

beneficial or deleterious effects. 

 It has been postulated that potential benefits of introducing a delay between the lesion 

and the transplantation may result from the release of trophic factors secreted by cells 

surrounding the lesion (Nieto-Sampedro et al., 1983), the secretion of pro-angiogenic 

factors (Sköld et al., 2005, Dray et al., 2009), the decrease of toxin levels (Gonzalez and 

Sharp, 1987) or the modulation of inflammation level. 

Here we show that, the number of astrocytes, microglia, oligodendrocytes and CD45+ 

cells was significantly increased seven days after the lesion, in comparison to the control 

(without lesion) and day of lesion (D0) groups. In fact, microglial response to cortical 

injury reaches its maximum level at 7 days after cortical lesion and then gradually 

disappears, in agreement with a previous study by Ladeby et al. (2005). While activated 

microglial cells express pro- and anti-inflammatory cytokines, we have found that the 

expression of pro-inflammatory cytokine IL-1ȕ starts 1 day after the lesion (unpublished 

data), increased at day 4 and became undetectable 7 days after the lesion. In addition, we 

have found a robust expression of anti-inflammatory cytokine TGF-ȕ1, 4 days after 

lesion, which decreased significantly seven days after the lesion, but was still detected. 

Interestingly, 19% of TGF-ȕ1+ cells co-expressed Iba1, which supports the hypothesis 

that microglial activation is also neuroprotective (Lai et al., 2006). 
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We have recently reported that a delay of one week between cortical lesion and 

transplantation leads to a transient but significant increase in graft vascularization. 

Increasing evidences have demonstrated that TGF-ȕ1 is pro-angiogenic in vivo and 

induces angiogenesis (Madri et al., 1988; Roberts et al., 1986; Yang & Moses 1990; 

Evrard et al., 2012). Our results suggested that an increase in graft vascularization 

observed in delay group could be in part the consequence of an increase of the expression 

of TGF-ȕ1 promoting graft vascularisation.  

Surprisingly, this study demonstrated, for the first time, that IL-33 is implicated in the 

development of axons of grafted neurons where its absence was shown to alter the axonal 

outgrowth of transplanted neurons.  

There are several possible explanations for this. First, IL-33 may have a role in the 

expression of pro-inflammatory cytokines. Indeed, it has been reported that IL-33 

treatment, after spinal cord contusion, reduced the expression of pro-inflammatory TNF-

 and promoted the activation of anti-inflammatory arginase-1 positive M2 

microglia/macrophages (Pomeshchik et al., 2015). We observed that host IL-33 deletion 

impaired axonal outgrowth of transplanted neurons, which suggests that absence of IL-33 

increases the levels of proinflammatory cytokines thus creating an environment hostile 

for axonal outgrowth of grafted neurons. Second, previous studies have suggested that 

IL-33 signalling induces angiogenesis (Choi, et al., 2009; Maywald et al., 2014). We 

hypothesize that deletion of IL-33 may decrease the vascularization of the graft therefore 

decreasing the survival of the grafted neurons. Finally, two recent reports showed that IL-

33 treatment is protective in mouse brain after cerebral ischemia, through induction of IL-
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4 secretion (Korhonen et al., 2015), or in mice subjected to middle cerebral artery 

occlusion (Lu et al., 2015).  

A major problem in cell transplantation is low cell survival rate following implantation, 

(Emgard et al., 2003; Hicks et al., 2009). As IL-33 may have a protective effect against 

cell loss of grafted cells, its absence may decrease grafted cells survival.  

Collectively, these results suggest a beneficial effect of IL-33 in axonal outgrowth of 

grafted neurons. Cell transplantation in combination with IL-33 treatment may offer a 

novel therapeutic strategy for cortical injury. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Characterization of the environment surrounding cortical lesion 

The effect of cortical lesion on the number of resident immune cells and peripheral 

infiltrating cells in the injured cortex was evaluated in 3 groups of mice: control without 

lesion, Day 0 of lesion or Day 7 after lesion. Black squares show area of interest in 

Control (A), Day 0 (B) or Day 7 (C) groups. Immunostaining using antibodies against 

GFAP (D, E, F), Iba1 (G, H, I), Olig2 (J, K, L)  or CD45 (M, N, O) allowed the 

detection of astrocytes, microglia, oligodendrocytes or hematopoietic cells in control, day 

0, and day 7 after cortical lesion; respectively. (P) Histogram showing the quantification 

of the number of Iba1+, GFAP+, Olig2+ or CD45+ cells in different group. Results 

showed a significant increase in the number of astrocytes, microglia and oligodendrocyte 

inflammatory cells in mice one week after lesion, compared to Day 0 and control groups. 

Microglia showed the highest increase in the number of positive cells. The p value was 
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determined using two-way ANOVA followed by Bonferroni test. Values for p<0.0001 

(***) were considered significant. Results are expressed as meanSEM. Results are 

representatives of n=6 animals per group. Scale bar: 80μm. 

 

Figure 2: Expression of astrocytes and microglia after cortical transplantation. 

Low magnification photomicrographs of coronal sections illustrating the immunolabelled 

immune cells (red) in the GFP+ transplants (green) at day 7 after transplantation (A, E, I, 

M ). Astrocytes (A, E), microglia (I, M ) after transplantation without delay (A, I ) or with 

delay (E, M) after the cortical lesion. High magnification images from regions of interest 

showing immunolabelled astrocytes (B-D, F-H), microglia (J-L, N-P), in the GFP+ 

transplants (in green) after transplantation without delay (B-D, J-L) or with delay (F-H, 

N-P) after the cortical lesion. Scale bars: (A, E, I, M ) 480μm, (B-D, F-H, J-L, N-P) 

80μm. 

 

Figure 3: Expression of oligodendrocytes and hematopoietic cells after cortical 

transplantation. 

Low magnification photomicrographs of coronal sections illustrating the immunolabelled 

immune cells (red) in the GFP+ transplants (green) at day 7 after transplantation (A, E, I, 

M ). Oligodendrocytes (A, E) and hematopoietic cells (I, M ) after transplantation without 

delay (A, I ) or with delay (E, M) after the cortical lesion. High magnification images 

from regions of interest showing immunolabelled oligodendrocytes (B-D, F-H) and 

hematopoietic cells (J-L, N-P) in the GFP+ transplants (in green) after transplantation 
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without delay (B-D, J-L) or with delay (F-H, N-P) after the cortical lesion. Scale bars: 

(A, E, I, M ) 480μm, (B-D,F-H,J-L,N-P) 80μm. 

 

Figure 4: Histogram showing the quantification the number of GFAP+, Iba1+, 

Olig2+ or CD45+ cells after cortical transplantation in different groups.  

Results are expressed as meanSEM, asterisk indicates statistically significant 

differences (Student’s T test, ***p<0.0001). 

 

Figure 5: Expression of IL-33 in the cortex following cortical lesion.  

Low magnification photomicrographs of coronal sections illustrating IL-33+ cells (red) in 

control (A), day 0 (C), day 7 (E) and day 45 (G) groups. High magnification images from 

regions of interest (white squares) showing IL-33+ cells (in red) in control (B), day 0 (D), 

day 7 (F) and day 45 (H) groups. Quantification of the number of IL-33+ cells in 

different groups is shown in histogram I . Arrows show IL-33+ cells. The p value was 

determined using student’s t test. *, *** represent significance for for p<0.05, p<0.0001. 

Cx: cortex. Scale bars: (A, C, E, G) 480 μm, (B, D, F, H) 90 μm. 

 

Figure 6: Identity of IL-33 expressing cells. 

Double immunofluorescence of IL-33 and astrocytes (GFAP, A-D), microglia, (Iba1, E-

H), Oligodendrocytes (Olig2, I-L ), Neurons (NeuN, M-P), and Hematopoietic cells, 

(CD45, Q-T). DAPI labeled nuclei are shown in blue. Arrows indicate co-localization. 

Histogram showing the percentage of IL-33+ double-labeled cells in different group (U). 
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Data are presented as mean±SEM and asterisk indicates statistically significant 

differences (Student’s T test, *p<0.05; ***p<0.0001). Scale Bar: 80μm. 

 

Figure 7: Expression of IL-33 following cortical transplantation 

Images from regions of interest showing IL-33+ cells (red) in the GFP+ transplants 

(green) at day 7 after transplantation in the motor cortex of wild type (A-D) or IL-33 KO 

mice (I-L ) without delay (A-D) and with delay (E-H). Images from regions of interest 

showing IL-33+ cells (red) in the GFP+ transplants (green) at day 7 after transplantation 

in the motor cortex of IL-33 KO mice without delay (I-L ) and with delay (M-P). 

Histogram showing the number of IL-33+ cells into the host cortex, grafts placed into 

motor cortex of wild type or IL-33KO mice (Q). The p value was determined using t-test. 

Values for p<0.001 (**) were considered significant. Results are expressed as 

meanSEM. Scale bar: 80μm.  

 

Figure 8: Co-expression of IL-33+ cells and brain resident immune cells after 

cortical transplantation 

Images from regions of interest showing co-staining of IL-33+ cells (red, B, F, J, N, R, 

V) and GFAP+ (astrocytes, white, C, G), Iba1+ (microglia, white, K, O) or Olig2+ 

(oligodendrocytes, white, S, W) after transplantation without delay (A-D, I-L, Q-T ) or 

with delay (E-H, M-P, U-X). DAPI was used to label the nucleus. Arrows show co-

localization. Scale bar: 80μm. 
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Figure 9: Phenotype of IL-33 immunoreactive cells after cortical transplantation 

Images from regions of interest showing co-staining of IL-33+ cells (red, B, F, J, N) and 

NeuN+ (neurons, white, C, G) or CD45 (hematopoietic cells, white, K, O) after 

transplantation without delay (A-D, I-L ) or with delay (E-H, M-P). DAPI was used to 

label the nucleus. Arrows show co-localization. Quantification analysis for the percentage 

of co-localization of IL-33 with the brain resident immune and peripheral infiltrating cells 

was calculated (Q). Data are presented as group mean±SEM. Scale bars: 80μm. 

 

Figure 10: Axonal projections developed by transplanted neurons 

Low magnification photomicrographs of coronal sections illustrating the GFP+ (green) 

grafted neurons projections after transplantation with delay in the motor cortex of wild 

type (A,C) or IL-33 KO (B,D) mice. Scale bars: (A,B) 1β0μm (C,D) 90μm. 

 

Figure 11: Differential expression of IL-1ß and TGF-ß1 following lesion of the 

motor cortex 

The presence of IL-1ß and TGF-ß1 mRNAs was tested in unlesioned cortex (Ctrl) (A, B), 

at the day of lesion (D0) (C, D), 4 days (D4) (E-H) and 7 days (D7) (I, J) after lesion (in 

blue, black arrowheads). Co-labeling of IL-1ß (G) or TGF-ß1 (H) transcripts (in blue) 

with Iba1 macrophage/microglia marker (in brown) 4 days after lesion (black 

arrowheads). Quantification analysis of the mean number of IL-1ß and TGF-ß1-

expressing cells, in Ctrl, D0, D4 and D7 groups (K ). Data are presented as group 

mean±SEM and asterisk indicates statistically significant differences (Student’s T test, 

***p<0.0001). Scale bar: 20μm.  
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La mort neuronale est une caractéristique commune de nombreuses conditions 

neuropathologiques telles que les lésions (traumatisme, accident vasculaire cérébral) ou 

les maladies neurodégénératives (sclérose latérale amyotrophique, maladies 

d’Huntington, d'Alzheimer...). Les capacités de régénération axonale spontanées du SNC 

adulte étant limitées, des approches thérapeutiques sont à l’étude. Parmi elles, se trouvent 

la thérapie cellulaire, qui occupe à ce jour, une place prometteuse. Le principe de cette 

thérapie est de substituer les neurones dégénérés par des neurones sains du même type. 

Actuellement, il existe deux possibilités : soit  1) la transplantation neuronale à partir 

d’une source cellulaire exogène (Gaillard et al., β007, β009; Magavi et Lois, β008; 

Thompson et al., 2009) soit 2) la mobilisation vers la région endommagée, de cellules 

souches neurales endogènes, présentes dans quelques régions précises du cerveau 

(Hippocampe, SVZ) (pour revue, Saha et al., 2012 ; Saha et al., 2013).  

 L’objectif de notre travail était  d’étudier, dans un modèle de lésion par aspiration 

du cortex moteur chez la souris adulte, le potentiel thérapeutique de remplacement 

cellulaire par la transplantation de neurones embryonnaires corticaux et plus 

particulièrement, la modulation du profil inflammatoire observé suite à la lésion corticale. 

 Dans notre premier travail, nous avons réalisé une étude dans le temps, de 2 à 30 

jours après la transplantation, afin de décrire le développement et la maturation de 

neurones embryonnaires corticaux transplantés dans le cortex moteur lésé chez la souris 

adulte.  

En ce qui concerne la composition cellulaire de neurones corticaux transplantés 

dans le cortex moteur lésé chez l’adulte, nous avons montré que les cellules greffées dans 

un premier temps, expriment les marqueurs de précurseurs neuronaux tels que DCX et 

PSA-NCAM et se différentient progressivement en neurones matures exprimant NeuN. 

Nous avons montré que 30 jours post-transplantation, 70% de neurones matures NeuN+ 

co-expriment V-GLUT1 un marqueur de neurones glutamatergiques. La densité des 

interneurones GABAergiques dans le transplant était inférieure à celle observée dans le 

cortex intact. En effet seulement 5% de neurones NeuN+ co-expriment GABA un 

marqueur de neurones GABAergiques. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le tissu 

cortical transplanté est obtenu à partir d’embryons de souris au quatorzième jour 
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embryonnaire (E14) et qu’à ce stade, la majorité des interneurones GABAergiques ne 

sont pas encore arrivés au niveau de la plaque corticale. En effet, les interneurones 

GABAergiques sont générés dans le télencéphale ventral et migrent vers la plaque 

corticale (Anderson et al., 1997; Marín and Rubenstein, 2003; Wonders and Anderson, 

2006; Gelman et al., 2009). De plus, le ratio de neurones excitateurs inhibiteurs dans le 

cortex est important afin de garantir la fonction des circuits corticaux. Il a été montré 

qu’une altération de la neurotransmission GABAergique peut être impliquée dans des 

maladies neurologiques comme l’épilepsie (de Lanerolle et al., 1989). Les neurones 

greffés expriment des facteurs de transcription spécifiques des différentes couches 

corticales et se regroupent en bandes ou en amas. Cependant, de nombreux travaux 

mettent en avant l’absence d’organisation laminaire des neurones corticaux au sein des 

transplants. Les neurones corticaux se présentent souvent sous forme diffus ou organisés 

en bandes ou en amas (rosettes, clusters), séparés par des espaces comportant des 

faisceaux de fibres (Castro et al., 1985 ; Plumet et al., 1990 ; Garnier et al., 1995 ; 

Pinaudeau et al., 2000 ; Gaillard et Roger, 2000 ; Santos-Torres et al., 2009). 

En ce qui concerne le développement des projections, nous avons mis en évidence 

un développement progressif des axones issus de neurones greffés, dont les premiers 

axones quittent le transplant 2 jours après la transplantation. A partir de deux semaines 

post-transplantation, la majorité des cibles corticales et sous-corticales du cortex moteur 

sont contactées par les axones des neurones greffés à l’exception des sites éloignés tels 

que le noyau du pont et la moelle épinière. Ces résultats sont en accord avec nos travaux 

antérieurs montrant la présence de projections axonales issus de neurones transplantés 

vers les cibles corticales et sous-corticales appropriées du cortex moteur (Gaillard et al., 

2007). La possibilité de restauration des voies neuronales endommagées par greffe de 

neurones embryonnaires n’est pas spécifique au cortex moteur. En effet, notre équipe et 

d’autres ont rapporté dans un modèle animal de la maladie de Parkinson, la 

reconstruction de la voie nigrostriée lésée par la transplantation dans la substance noire 

de neurones dopaminergiques embryonnaires issus du mésencéphale ventral (Thompson 

et al., 2009 ; Gaillard et al., 2009). De plus, la transplantation de neurones embryonnaires 

dopaminergiques du MV a montré que le sous-type neuronal utilisé doit être approprié 

puisque seul les neurones dopaminergiques du type substance noire sont capables 
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d’innerver le striatum (pour revue, Lindvall et Björklund, β004 ; Thompson et al., β009). 

La réparation anatomique et fonctionnelle de la voie nigrostriée suggère la présence de 

facteurs de guidage axonale spécifiques dans le cerveau adulte et leur capacité d’orienter 

les axones des cellules embryonnaires transplantées vers leurs cibles spécifiques chez 

l’hôte (Gaillard et al., β009 ; Thompson et al., 2009, pour revue Gaillard et Jaber, 2011).  

Pris ensemble, nos résultats présentent une description détaillée du 

développement des neurones corticaux embryonnaires transplantés dans le cortex moteur 

lésé chez la souris adulte. Ces résultats fournissent des données de références auxquelles 

pourraient être comparés le développement après transplantation de neurones corticaux 

dérivés de cellules souches embryonnaires ou des cellules souches pluripotentes induites. 

En effet, il est peu probable que les neurones fœtaux deviennent une source de cellules 

pour la transplantation en raison de problèmes éthiques, d’approvisionnement ou de 

standardisation de tissus pour la transplantation. L’avenir de cette thérapie cellulaire 

dépend d’une autre source de cellule pour la transplantation telle que les neurones 

corticaux dérivés des cellules souches embryonnaire ou dérivés de cellules souches 

pluripotentes induites. Ainsi, de nombreux protocoles ont été développés afin de générer 

in vitro des neurones corticaux à partir de cellules souches embryonnaires de souris 

(Gaspard et al., 2008 ; Espuny-Camacho et al., 2013 ; Michelsen et al., 2015). Toutefois, 

l’utilisation de cellules souches embryonnaires souffre également de certaines limites. 

D’une part, il existe une grande variabilité entre les lignées de cellules souches 

embryonnaires humaines dans leur capacité à générer du tissu neural (Osafune et al., 

β008). D’autre part, la dérivation de cellules souches embryonnaires humaines dépend de 

la disponibilité de blastocystes humains surnuméraires ce qui peut poser des limites 

éthiques. De ce fait, les cellules souches pluripotentes induites représentent 

potentiellement une source cellulaire inépuisable dotée des mêmes capacités de 

différentiation que les cellules souches embryonnaires mais ne nécessitant pas la 

destruction d’un embryon (Takahashi et Yamanaka, β006). Il a été rapporté que les 

cellules souches pluripotentes induites humaines sont capables, sans ajout de 

morphogènes, de se différencier et de générer une population de neurones corticaux en 

respectant les principales étapes de la corticogenèse (Espuny-Camacho et al., 2013). 

Cependant, l’utilisation des cellules souches pluripotentes induites est toujours à un stade 
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expérimental et certains obstacles majeurs doivent encore être maitrisés, notamment leur 

potentiel tumorigène après inoculation à un stade trop précoce de différenciation. 

De même, dans l’optique d’une application thérapeutique de la greffe neuronale, 

il paraît difficile de réaliser la transplantation de neurones immédiatement après lésion du 

cerveau. Ainsi, en utilisant un modèle identique à celui de la première étude, une étude 

pilote a été réalisée dans notre laboratoire afin de déterminer la fenêtre de temps 

appropriée au cours de laquelle la transplantation neuronale est bénéfique. Les résultats 

obtenus à des délais post-lésionnels de 5 jours, 7 jours ou 1 mois nous ont permis de 

mettre en évidence qu’un délai de 7 jours était le plus approprié. En effet, nous avons 

récemment démontré qu’introduire un délai d’une semaine entre la lésion corticale et la 

transplantation de neurones embryonnaires avait un effet bénéfique au niveau de la 

récupération fonctionnelle et neuroanatomique. En outre, la taille du transplant est 

augmentée après la transplantation avec un délai de 7 jours entre la lésion et la greffe, de 

plus la prolifération cellulaire au sein du transplant est augmentée ce qui peut être à 

l’origine d’une augmentation de la taille du transplant. Nous avons également montré, 4 

jours après la transplantation, une augmentation significative des vaisseaux sanguins chez 

le groupe délai, ainsi qu’une différence d’origine des vaisseaux. En effet, chez le groupe 

avec délai, les vaisseaux provenaient non seulement de la régénération des vaisseaux 

sanguins de l’hôte mais également de celle du tissu transplanté à l’inverse du groupe sans 

délai. Nous avons également montré que le nombre de projections développées par les 

neurones greffés se voit augmenté quand la transplantation est effectuée avec un délai 

d’une semaine (Péron et al., β015). De façon intéressante, nous avons montré que 

l’introduction d’un délai permet une amélioration des performances motrices. Nous avons 

voulu par la suite connaitre le support de ces améliorations. Il faut noter qu'un certain 

nombre de travaux antérieurs soulignent l'importance de plusieurs facteurs dans le 

développement des neurones transplantés, comme la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques (Sköld et al., 2005, Dray et al., 2009), la diminution des niveaux de 

toxines (Gonzalez et Sharp, 1987), la sécrétion de facteurs trophiques (Nieto-Sampedro et 

al., 198γ) et le niveau de l’inflammation. 
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En effet, des réactions neuroinflammatoires ont été observées dans les maladies 

neurodégénératives ainsi que dans des conditions neuropathologiques comme les lésions  

traumatiques ou vasculaires (pour revue, Amor et al., 2010; 2014). Beaucoup de travaux 

de recherche se sont consacrés à déterminer le rôle de l’inflammation post-lésionnelle et 

ses conséquences sur la régénération axonale au niveau du cerveau adulte. Cependant peu 

d’études se sont consacrées au rôle bénéfique ou délétère de l’inflammation sur le 

développement des axones de neurones greffés dans le cerveau adulte endommagé. 

Dans un deuxième temps, l’objectif de notre deuxième étude était de déterminer si 

l’inflammation post-lésionnelle est impliquée dans l’amélioration observée chez les 

animaux greffés avec un délai d’une semaine en comparaison des animaux transplantés 

immédiatement après la lésion corticale.  

Nos résultats montrent une augmentation du nombre d’astrocytes, de la microglie, 

des oligodendrocytes et des cellules hématopoïétique CD45+ aux alentours du site de 

lésion 7 jours après la lésion corticale par comparaison au groupe lésé sacrifié 

immédiatement après la lésion et au groupe contrôle sans lésion. Nous avons également 

observé un changement de morphologie des astrocytes et de la microglie montrant un état 

d’activation. En effet, les astrocytes réactifs sont hypertrophiques et marqués par 

l’expression accrue de la protéine GFAP (Raivich et al., 1999). La microglie active est 

caractérisée par la rétraction de ses branches, l’hypertrophie de son corps cellulaire et 

adopte un morphotype amiboïde, proche de celui des macrophages facilitant sa migration 

vers le site de lésion (Raivich, 2005). Ces résultats confirment des études antérieures 

réalisées dans différents modèles de lésion dans le système nerveux montrant que les 

cellules gliales prolifèrent et expriment des marqueurs moléculaires différents que ceux 

observés dans le système nerveux intact (Faulkner et al., 2004 ; Buffo et al., 2005 ; 

Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005 ; Ertürk et al., 2011).  

En effet, 7 jours après une lésion corticale, il a été observé une augmentation du 

nombre d’astrocytes hypertrophiques (Hampton et al., 2004). De même, il a été 

également constaté par Villapol et ses collaborateurs la présence d’une astrogliose 

s’étendant de 7 jours à 2 mois après la lésion corticale. De plus, cette équipe a démontré 

la présence d’un contact entre les astrocytes et les vaisseaux, à la frontière de la cavité 
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lésionnelle, à partir de 7 jours après la lésion (Villapol et al., 2014). La cicatrice gliale 

formée par les astrocytes autour de la lésion a pour principal objectif de protéger les 

neurones intacts des dommages incontrôlés (Silver and Miller, 2004). Elle permet 

également une limitation de l’extravasation leucocytaire et une promotion de la 

réparation de la BHE (Faulkner et al., 2004).  

 Plusieurs études récentes cherchent à élucider l’hétérogénéité de l’activation 

microgliale dans des modèles de maladies neurodégénératives et de lésions cérébrales 

afin de comprendre le rôle bénéfique ou délétère de ces cellules. En particulier, il a été 

décrit que dans le cas des maladies neurodégénératives, l’activation microgliale peut se 

propager et se prolonger pour amplifier la destruction des neurones (Gao et Hong., 2008) 

en secrétant des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1ȕ et IL-6 (Sairanen et al., 

1997). De façon contradictoire, d’autres études suggèrent un rôle protecteur de la 

microglie sur les cellules environnantes à travers la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires, l’IL-10 et TGF-ȕ (Masliah et al., 2005) et des molécules neurotrophiques 

participant à la survie neuronale et à la réparation tissulaire comme le NGF (Nerve 

Growth Factor), le NT3 (Neurotrophine 3) et le BDNF (Elkabes et al., 1996; Batchelor et 

al., 2002). Ces données suggèrent donc que la microglie est extrêmement plastique de par 

son programme d’activation selon ses différents phénotypes et fonctions. Ainsi, la 

cinétique de polarisation de la microglie dans un modèle d’accident vasculaire cérébral a 

été analysée. Elle s’oriente vers un phénotype M2 lors de la phase précoce puis changent 

vers un phénotype M1 progressivement (Hu et al., 2012). De même dans un modèle 

murin de CCI, les résultats montrent qu’une réponse de type Mβ est transitoire avant 

d’être remplacée par une réponse de type M1 7 jours après la lésion (Wang et al., 2013). 

De ce fait, il serait intéressant d'étudier cette plasticité microgliale en fonction du temps 

dans notre modèle, afin de cibler une fenêtre thérapeutique pour agir sur la 

neuroinflammation. 

En utilisant l’hybridation in situ, nous avons montré une augmentation du niveau 

d’expression de TGF-ȕ1 β4 heures après la lésion corticale avec un pic à 4 jours post-

lésion. Cette expression diminue 7 jours après la lésion mais est toujours présente. De 

façon intéressante, nous avons montré qu’une partie des cellules exprimant TGF-ȕ1 co-
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expriment Iba1 un marqueur de cellules microgliales. De plus nous avons montré 

précédemment qu’un délai d’une semaine entre la lésion corticale et la transplantation 

favorise l’angiogenèse au sein du transplant. Il a été montré que TGF-ȕ1 est un facteur 

proangiogénique induisant l’angiogenèse (Madri et al., 1988; Roberts et al., 1986; Yang 

& Moses 1990; Evrard et al., β01β). Ces résultats suggèrent que l’augmentation de la 

vascularisation au sein du transplant peut être en partie provoquée par une activation de 

cellules microgliales sécrétant TGF-ȕ1 qui à leurs tours favorisent l’angiogenèse. 

Ce travail de thèse a également permis d’étudier l’expression de l’IL-33 suite à la 

lésion corticale. En effet, de nombreux travaux se sont attelés à décrire l’importance de 

l’alarmine IL-33 dans des pathologies du SNC comme la maladie d’Alzheimer et la 

sclérose en plaques (Chapuis et al., 2009 ; Jiang et al., 2012). Nous avons montré, dans 

notre modèle, une augmentation immédiate de l’expression d’IL-33 après la lésion 

corticale mettant en évidence son rôle d’alarmine. Cette augmentation persiste jusqu’au 

7ème jour post-lésionnel puis revient au niveau basal au 45ème jour après la lésion.  

Il est important de connaître la source cellulaire à l’origine d’une augmentation de 

l’expression d’IL-33 suite à la lésion corticale. Les résultats dans la littérature sont 

controversés. Certains travaux rapportent que l’IL-33 est exprimée par les astrocytes 

(Yasuoka et al., 2011 ; Pomeshchik et al., 2015). Cependant, d’autres travaux montrent 

que l’IL-33 est exprimée principalement par les oligodendrocytes (Gadani et al., 2015). 

Nos travaux montrent que, 7 jours après la lésion, l’expression de l’IL-33 par les 

astrocytes, la microglie, les neurones et les cellules hématopoïétiques est faible. En 

revanche, cette expression est plus élevée par les oligodendrocytes. Cependant les 

cellules gliales résidentes et les cellules hématopoïétiques dans le cortex lésé ne semblent 

pas être la source principale d’IL-γγ en raison d’un pourcentage de co-localisation, tous 

types cellulaires confondu, n’excèdant pas les 25%. 

L’un des objectifs de nos travaux sera de déterminer le rôle de l’IL-33 suite à une 

lésion corticale afin de déterminer si une source exogène d’IL-33 peut avoir un effet 

bénéfique ou néfaste sur la lésion, puis sur le développement du transplant. En effet, la 

signalisation extracellulaire d’IL-33 dépend de ses récepteurs heterodimériques, ST2 et 

IL-1RAcP (Liew et al., 2010). Les neurones expriment uniquement IL-1RAcP tandis que 
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les astrocytes et la microglie expriment ST2 et IL-1RAcP (Yasuoka et al., 2011). 

L’ensemble de ces informations indique que les astrocytes et la microglie peuvent être les 

cibles principales de l’IL-33. Les travaux de Pomeshchik et ses collaborateurs ont révélé 

que l’administration d’IL-33 suite à une contusion de la moelle épinière induit 

l’augmentation de l’expression des marqueurs de la microglie/macrophages de type Mβ 

comme Arginase-1 et Ym-1 (Pomeshchik et al., 2015). De même, dans un modèle 

d’ischémie, l’administration d’IL-33 ne modifie pas le nombre de microglie/macrophages 

mais induit une polarisation vers le type M2 (Korhonen et al., 2015). Ces données 

suggèrent donc que l’administration d’IL-33 peut avoir un rôle bénéfique en polarisant la 

microglie/macrophages vers un phénotype M2 impliqué dans la réparation. 

Nous avons voulu étudié l’expression d’autres cytokines pro- et anti-

inflammatoire suite à la lésion corticale. Dans les 3 groupes lésés, jour 0, jour 4 et jour 7, 

parmi les 8 cytokines testées, seule l’expression de l’IL-1ȕ et du TGF-ȕ1 a été détectée, 

suggérant que ces deux cytokines jouent un rôle majeur dans le processus de 

neuroinflammation de notre modèle. Nous avons montré que l’expression de l’IL-1ȕ est 

fortement détectable dès 24h post-lésion alors que celle du TGF-ȕ1 débute plus 

faiblement à 48h. De nombreuses études ont démontré le rôle délétère de l’IL-1ȕ suite à 

une lésion du SNC. Par opposition, il a été récemment suggéré un rôle prépondérant de 

l’IL-1ȕ dans la phagocytose, un processus physiologique considéré comme bénéfique 

suite à une lésion du SNC. En effet, Ferreira et ses collaborateurs ont démontré que 

l’augmentation de l’activité de phagocytose de la microglie suite à une co-stimulation 

LPS/ATP, est inhibée par l’ajout d’un antagoniste du récepteur de l'interleukine-1. Les 

auteurs ont par la suite validé que l’ajout d’IL-1ȕ stimule la phagocytose (Ferreira et al., 

β011). De manière intéressante, il a été montré que l’ingestion de débris cellulaires par 

phagocytose par les macrophages et la microglie entraine la production et la sécrétion de 

TGF-ȕ1 (Huynh et al., β00β ; Fadok et al., 1999). Ces résultats sont en adéquation avec 

les cinétiques d’apparition des transcriptions de l’IL-1ȕ et du TGF-ȕ1 que nous 

observons. Par la suite, nous avons montré que 4 jours après la lésion, le nombre de 

cellules exprimant le TGF-ȕ1 est fortement augmenté, et bien supérieur au nombre de 

cellules exprimant l’IL-1ȕ. 7 jours après la lésion, au contraire de l’IL-1ȕ, quelques 

cellules exprimant le TGF-ȕ1 restaient détectables. Nous avons ensuite observé que les 
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cellules qui expriment fortement le TGF-ȕ1 présentent une morphologie similaire aux 

leucocytes. Cette morphologie a été associée à l’activité de phagocytose. Nous avons 

finalement mis en évidence que ces cellules co-expriment le CD68 et Iba1 démontrant 

que ce sont des microglie / macrophages. Ainsi, ces résultats semblent indiquer que 

l’activité de phagocytose des microglie / macrophages est plus importante à 4 jours qu’à 

7 jours après la lésion. Nous pouvons donc supposer que 7 jours après la lésion la plupart 

des débris ont été phagocytés au niveau du site de lésion rendant l’environnement plus 

propice au développement des cellules greffées.  

Ensuite, nous avons voulu étudier l’influence des cellules transplantées sur la 

modulation de la réponse inflammatoire chez l’hôte. Nous avons observé une 

augmentation du nombre d’astrocytes après la transplantation. Il a été montré que, suite à 

une transplantation, les astrocytes de l’hôte retiennent la capacité de réexprimer des 

facteurs de développement suffisant pour diriger la croissance axonale du transplant 

(Gaillard et Jaber, 2007). De plus, les astrocytes conservent la capacité de réexprimer un 

phénotype précoce qui peut partiellement être à la base de la migration active des 

neurones transplantés et des précurseurs neuronaux (Leavitt et al., 1999). Les astrocytes 

peuvent également secréter différents facteurs de croissance comme le BDNF (Schwartz 

et al., 1994) et le VEGF (Rosenstein et Krum, 2004). Au total, sur la base de nos travaux 

et des données de la littérature, nous pouvons supposer que l’expression des facteurs 

trophiques par les astrocytes après la transplantation crée un environnement plus 

favorable au développement du transplant. Aucune différence au niveau de l’expression 

de la microglie et des cellules hématopoïétiques n’a été détectée entre le groupe 

transplanté avec délai et celui transplanté sans délai. De plus le nombre de microglie a 

diminué après la transplantation. Ces données suggèrent donc que la microglie agirait 

principalement suite à la lésion afin de se débarrasser des débris et améliorer la 

réceptivité du tissu après la transplantation. Cependant, nous avons observé que le 

nombre d’oligodendrocytes est plus élevé dans le transplant greffé avec délai de 7 jours 

en comparaison du groupe transplanté sans délai. Il est important de vérifier en 

microscopie électronique, la présence d’un plus grand nombre d’axones myélinisés dans 

le cas de transplantation avec délai en comparaison de la transplantation sans délai.  
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 Enfin, nous avons montré que l’expression d’IL-33 est plus élevée dans le 

transplant greffé avec délai en comparaison du transplant du groupe sans délai. De 

manière intéressante, nous avons montré, 7 jours après transplantation, 70% des cellules 

qui expriment IL-33 sont des oligodendrocytes, laissant supposer un rôle de 

neuroprotection de ces cellules dans une fenêtre de temps précise. En effet comme 

énoncé précédemment, l’administration d’une source exogène d’IL-33 a révélé un rôle de 

neuroprotection en réduisant la lésion secondaire et une amélioration de la réparation 

fonctionnelle (Pomeshchik et al., 2015). De même, le rôle protecteur de l’IL-33 a été mis 

en évidence, dans un modèle d’ischémie, en induisant la sécrétion d’IL-4 (Korhonen et 

al., β015). De plus, l’IL-33 nucléaire peut interagir avec le facteur de transcription 

nucléaire kappa-B (NF-κB) et attenue l’activité de ce dernier (Carriere et al., β007), ce 

qui entraîne l’inhibition de la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires  (Ali et al., 

β011). L’utilisation des souris IL-33KO par Gadani et ses collaborateurs a montré que, 

suite à une contusion de la moelle épinière, la récupération chez les souris IL-33KO est 

réduite en comparaison des souris sauvages (Gadani et al., 2015). De ce fait, il semble 

intéressant d’utiliser les souris IL-γγKO afin de confirmer le rôle de l’IL-33 suite à la 

lésion et la transplantation corticale au niveau neuroanatomique et fonctionnelle.  

En conclusion, nous avons montré qu’IL-33 joue un rôle favorable dans le 

développement des axones de neurones greffés. Ces résultats ouvrent des perspectives 

intéressantes dans le cadre de la réparation de lésion corticale. La transplantation 

cellulaire en combinaison avec un traitement avec IL -33 peut offrir une nouvelle approche 

thérapeutique pour la lésion corticale chez l’adulte.  
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