repas sanguins de la punaise, lorsque la
salive de celle-ci entre en contact avec
le sang de I’h6te. Une étude récente
suggere méme que dans certains cas
de trypanosomiase chronique, I’ADN
mitochondrial du trypanosome, dont le
cycle de développement se déroule en
partie a I'intérieur des cellules humai-
nes, peut étre transféré dans le génome
de ’homme [10]. Les €T auraient pu
emprunter la méme route que les trypa-
nosomes, ou méme étre véhiculés par
I’intermédiaire de ces derniers. Nous
n’avons pas trouvé de trace des qua-
tre familles d’€T en question dans le
génome complet de Trypanosoma cruzi,
un des agents de la maladie de Chagas,
mais nous continuons de chercher acti-
vement ces éléments dans les génomes
d’autres trypanosomes. Il est cependant
possible que les trypanosomes aient
véhiculé les €T entre la punaise et ses
hotes mammaliens sans que ces €T ne
se soient intégrés de maniére stable et
soient donc détectables dans le génome
de ces microparasites.

Ici encore le mécanisme moléculaire
précis a Iorigine de ces transferts ne
peut pas étre formellement démontré.

Néanmoins, c’est @ notre connaissance
la premiére fois que des transferts hori-
zontaux d’€T impliquant des vertébrés et
un de leurs parasites invertébrés ont été
détectés. Il s’agit donc de I'évidence la
plus probante supportant I’hypothese
proposée par Margaret Kidwell en 1991
selon laquelle les relations hotes-para-
sites pourraient faciliter les transferts
horizontaux [11]. Des datations basées
sur I’horloge moléculaire des mammi-
féres nous ont permis de montrer que
la plupart de ces transferts horizontaux
se sont produits entre 15 et 50 millions
d’années avant I’ere actuelle. Afin de
caractériser de maniere plus directe un
vecteur et un mécanisme de transfert
horizontal, il serait souhaitable d’iden-
tifier un transfert plus récent. Si cette
possibilité pouvait paraftre irréaliste il y
a seulement quelques années, la réduc-
tion continue des colts du séquencage
génomique devrait nous permettre de
rapidement détecter un tel événement et
d’évaluer plus précisément I'impact des
transferts horizontaux sur ’évolution des
eucaryotes. ¢

Mobile elements jump between
parasites and vertebrate hosts

NOUVELLE

Fuseau mitotique

et division asymétrique

des cellules souches

De ’importance de bien s’orienter

Frédéric Hollande, Dominique Joubert

> Le fuseau mitotique, assemblage de
microtubules formé a partir des cen-
trosomes, participe a la séparation des
chromatides durant la division cellu-
laire. U'orientation du fuseau mitotique
est un des mécanismes permettant aux
cellules souches de se diviser de facon
asymétrique, en modifiant le position-
nement d’une des cellules filles par
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rapport a I’environnement cellulaire, ou
niche [1]. Ce type de division asymé-
trique permet de générer des cellules
différenciées tout en maintenant le
nombre de cellules souches, assurant
ainsi le renouvellement et I"homéosta-
sie tissulaires. Le contrdle de la division
asymétrique des cellules souches fait
donc partie des événements primordiaux

dont la perturbation participe a I’initia-
tion et a la progression tumorales [2],
comme cela a été démontré chez la
drosophile ou dans I’épiderme humain.
Les résultats récents de I’équipe de
Inke Ndthke montrent maintenant que
le controle de I'orientation du fuseau
mitotique est également essentiel pour
la division asymétrique des cellules

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/201026121027
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souches intestinales [3], siege des
mutations initiatrices de la tumori-
genése colorectale [4].

Contréle de I’orientation

du fuseau mitotique dans les cryptes
intestinales : réle du géne APC

Le c6lon humain est constitué de plu-
sieurs millions de cryptes, chacune
contenant environ 2 000 cellules. L’épi-
thélium intestinal est entiérement
renouvelé tous les 2 a 7 jours chez la
souris et "homme, et environ 100 nou-
velles cellules sont ainsi produites tous
les jours dans I"intestin. Deux types cel-
lulaires présentent des caractéristiques
de cellules souches intestinales chez la
souris : les cellules portant le marqueur
Lgr5 (crypt base columnar cells, ou CBC),
et les cellules localisées en position +4!
dans la crypte, qui expriment le mar-
queur Bmil et seraient quiescentes [5].
Dans le travail de Quyn et al., 'orienta-
tion du fuseau mitotique a été exami-
née sur des cryptes intestinales entieres

!Le point de départ de la numérotation est le fond de la
crypte : la position +4 indique donc qu’il s’agit de la qua-
trieme cellule a partir du fond.
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grdce a la microscopie multiphoton et
celle des cellules situées dans les posi-
tions 1 a 7 (incluant ainsi les cellules
Lgr5* et Bmil®) a été comparée a celle
des cellules en phase mitotique locali-
sées plus haut dans la crypte, qui cor-
respondent principalement aux cellules
progénitrices. Alors que dans ces dernie-
res, le fuseau mitotique est orienté de
fagon paralléle a la membrane basale,
il est orienté perpendiculairement a la
lumiere dans les cellules souches. La
méme étude suggere également que ce
mécanisme est corrélé a la ségrégation
asymétrique des chromatides dont il a
déja été question dans Médecine/Scien-
ces [14]: le brin «parental » d’ADN
resterait dans la cellule souche alors
que le brin néosynthétisé serait sys-
tématiquement dirigé vers la cellule
fille [3]. Une telle ségrégation, aussi
identifiée récemment par Falconer et
al. [6], corrobore la théorie du brin
immortel d’ADN émise par Cairns [7].
Les auteurs montrent par ailleurs que
cette orientation spécifique du fuseau
dans les cellules souches est majoritai-
rement perdue dans le tissu intestinal
précancéreux des souris APC""* et des

Figure 1. Représentation schématique de
Porientation du fuseau mitotique et de la ségré-
gation des chromatides et des déterminants
protéiques du destin cellulaire dans les cellules
souches intestinales du tissu sain et du tissu
précancéreux. Dans le tissu sain, la ségrégation
asymétrique de toutes les composantes permet
de maintenir ’homéostasie. A la suite de muta-
tions hétérozygotes du gene Apc, la ségrégation
asymétrique des chromatides est perdue dans la
majorité des cellules souches. Cependant, plu-
sieurs possibilités existent (et coexistent peut-
étre) concernant la ségrégation des détermi-
nants plus immédiats du phénotype. Au moins
deux de ces possibilités (division symétrique en
deux cellules a caractere « souche » ou division
asymétrique lors de laquelle la cellule souche
est altérée et ne contient plus forcément le brin
d’ADN parental) pourraient participer & Iini-
tiation du développement tumoral. Le symbole
vert (v) indique la survenue du processus, le

symbole rouge (X) son absence.

patients atteints de polypose adéno-
mateuse familale (PAF) qui portent
des mutations hétérozygotes du gene
codant pour I'adenomatous polyposis
coli (APC).

’étude de Quyn et al. suggere donc que
le controle de I'orientation préféren-
tielle du fuseau mitotique participe au
role répresseur de tumeur du produit
du gene APC, dont les mutations sont
impliquées dans I’initiation tumorale
d’une majorité de cancers colorectaux.
Au-deld du mécanisme de ségrégation
asymétrique des chromatides, ce travail
souleve également plusieurs questions
complémentaires, notamment en ce qui
concerne les mécanismes moléculaires
impliqués, la relation entre division asy-
métrique et destin cellulaire et 'impact
physiopathologique de la mutation du
geéne APC chez ’homme.

Sur le plan mécanistique, I'identifica-
tion du réle d’APC sur I'orientation du
fuseau mitotique et sur le controle de la
division asymétrique n’est pas nouvelle
a proprement parler. Une démonstration
élégante en avait déja été apportée par
Y. Yamashita dans les cellules germi-
nales de Drosophila melanogaster [8].



Plus récemment, la relation entre la
voie Wnt et le contréle de I"orientation
du fuseau a également été mise en
évidence chez C.elegans [9]. Cepen-
dant, en démontrant I’existence d’un
tel phénomeéne dans les cellules sou-
ches intestinales, siege de I'initiation
tumorale [4], Quyn et al. identifient
une arme supplémentaire dans I'arse-
nal déja bien fourni des mécanismes
participant au réle oncogénique des
mutations du gene APC dans I’intestin.
€n effet, I'impact de ces mutations est
trés important, car il affecte 'activité
transcriptionnelle de B-caténine/Tcf-4,
la stabilité chromosomique, la vitesse
de division cellulaire [10], I’adhésion
cellulaire, et maintenant la division
asymétrique. S’il est probable que, dans
la plupart des cas, les cellules affectées
entrent en apoptose car elles sont inca-
pables de gérer de telles modifications,
une extension de la théorie du just right
[11] suggére qu'un nouvel équilibre doit
cependant intervenir entre les diffé-
rents effets associés aux mutations du
gene APC dans un petit nombre de cel-
lules, leur permettant de dériver vers un
état néoplasique.

Orientation asymétrique du fuseau
mitotique et destin cellulaire

Par ailleurs, un point important reste
également en suspens en ce qui
concerne I'impact de cette orientation
particuliere du fuseau mitotique sur la
régulation du destin cellulaire. Ainsi,
le travail de Quyn et al. ne démontre
pas de facon formelle que la perte de
ségrégation asymétrique des chroma-
tides s’accompagne nécessairement
d’une perte de la répartition asymétri-
que des protéines, déterminants plus
immédiats du phénotype cellulaire.
€n d’autres termes, les cellules filles
issues de la division altérée des cellules
souches dans le modéle hétérozygote
Apc*’~ sont-elles différentes I'une de
I’autre, ou bien cette division est-elle
devenue complétement symétrique ?
Le fait que la proportion des différents
lignages différenciés n’est pas fonda-
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mentalement altérée dans I’épithélium
intestinal de ces souris semble arguer
en faveur de la premiere alternative.
Cette hypothése impliquerait que I'une
des deux cellules continue a présenter
des caractéristiques de cellule souche
(peut-étre en partie a cause de son
positionnement), mais ne conserverait
plus nécessairement son ADN parental.
Lors des divisions ultérieures, un tel
mécanisme permettrait a une ou plu-
sieurs mutations supplémentaires d’af-
fecter cette cellule «souche» au lieu
de cibler de fagon mécanique la cellule
destinée a se différencier, augmentant
ainsi I'impact potentiel de ces muta-
tions sur le développement tumoral
(Figure 1).

U’alternative d’une division réellement
symétrique induite par la mutation hété-
rozygote de Apc dans la majorité des
cellules souches donnerait quant a elle
naissance soit a deux cellules souches,
soit a deux cellules ayant vocation a
devenir post-mitotiques et différenciées.
Ces deux types de division symétrique
ont déja été identifiés dans les cellules
souches intestinales : la premiére hypo-
these entrafnerait I'expansion du com-
partiment souche (et pourrait ainsi jouer
un role dans le développement tumoral,
Figure 1), alors que la deuxiéme condui-
rait a I'extinction des clones affectés
et a un phénomeéne de conversion clo-
nale des cryptes [12]. Cependant, aucun
de ces deux mécanismes n’est détecté
de fagon globale dans toutes les cryp-
tes de ces souris, en partie parce que
la perte de division asymétrique n’af-
fecte pas toutes les cellules souches,
mais peut-étre également parce que ses
conséquences ne sont pas identiques
dans toutes les cellules souches de I’épi-
thélium ; s’établirait alors un nouveau
niveau d’équilibre entre les divisions
d’expansion et celles d’extinction. Bien
que les pertes d’orientation du fuseau et
de la division asymétrique identifiées par
Quyn et al. concernent les positions 1 a 7
de la crypte, I'identification formelle des
cellules concernées n’est pas toujours
facile, en particulier pour les cellules

Bmil®, et I'existence d’un mécanisme
de régulation différent pour les cellules
Lgr5* et Bmil® ne peut pas étre exclue a
ce stade.

Quelles perspectives

en physiopathologie humaine ?

Sur le plan physiopathologique, cette
problématique est particulierement
relevante dans le cas des patients
atteints du syndrome héréditaire de
polypose adénomateuse familiale (PAF),
puisque toutes les cellules portent une
mutation du gene APC similaire a celle
qui caractérise le modéle de souris uti-
lisé par Quyn et al. Bien que de nom-
breux adénomes se développent dans
I’épithélium intestinal de ces patients,
chaque cellule souche ne génere pas un
adénome, suggérant bien que la perte
d’orientation du fuseau initie un proces-
sus de transformation uniquement dans
certaines cellules. De plus, les données
récentes de la littérature suggerent que
le nombre de cellules souches est signi-
ficativement élevé dans les adénomes
intestinaux des patients PAF [13]. On
peut donc postuler que les divisions des
cellules souches intestinales gardent un
degré d’asymétrie sur le plan phénotypi-
que (y compris du fait de la ségrégation
au hasard des chromatides parentales et
néosynthétisées) générant de facon non
homogene certaines cellules a carac-
tere souche présentant un avantage
sélectif (par ex. un taux de renouvelle-
ment accru) et d partir desquelles vont
émerger les adénomes.

Enfin, ces patients ont un risque accru
de développer d’autres pathologies can-
céreuses (hépatoblastomes, tumeurs
thyroidiennes, desmoides, cérébrales,
etc.). Le mécanisme d’initiation tumo-
rale engendré par 'orientation anormale
du fuseau mitotique et par la perte de
division asymétrique ne serait donc pas
restreint a I’intestin chez ces patients, et
pourrait également jouer un réle dans ces
autres organes dans les rares cas ou ils
sont le siege d’'une mutation de APC. ¢
Mitotic spindle and asymmetric

stem cell division
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La transition

mésenchymato-épithéliale,
passage obligatoire

pour la reprogrammation
de fibroblastes en iPSC

Laurent David

> Une des limites de la médecine régé-
nérative est la difficulté d’obtenir en
nombre suffisant des cellules différen-
ciées qui pourraient remplacer les cel-
lules d’un tissu défectueux. Les cel-
lules souches pluripotentes, par leur
capacité a se développer en tout type
cellulaire et a proliférer indéfiniment in
vitro, pourraient répondre a cet impé-
ratif. Initialement isolées chez "homme
a partir d’embryons surnuméraires issus
de fécondations in vitro, les cellules
souches embryonnaires (ESC, embryo-
nic stem cells) posent cependant plu-
sieurs problémes, notamment éthiques
et de tolérance immunologique dans une
perspective thérapeutique.

Récemment, plusieurs méthodes per-
mettant de reprogrammer des cellules
adultes différenciées en cellules pluri-
potentes ont vu le jour. La premiere est
le transfert d’un noyau somatique dans
un ovule, méthode qui a abouti a la nais-
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sance de Dolly. La deuxiéme est la fusion
d’une cellule somatique et d’une cellule
souche embryonnaire: dans la cellule
hybride, le noyau de la cellule somatique
est reprogrammé par I’environnement
embryonnaire pluripotent, qui est domi-
nant, et il prend les caractéristiques
d’un noyau de €SC. Les connaissances
acquises grace a ces méthodes et grdce
a I’étude des €SC ont permis de mettre au
point une troisiéme technique en 2006.
Celle-ci consiste a surexprimer des fac-
teurs de transcription - Oct4, KIf4, c-Myc
et Sox2 (0KMS) - dans une cellule soma-
tique, ce qui entraine la reprogramma-
tion du noyau et 'acquisition par cette
cellule somatique de caractéristiques de
cellules souches pluripotentes : on parle
de cellule souche pluripotente induite
(ipsC) [1, 21.

Depuis cette découverte, les méthodes
de production se sont améliorées et
des critéres précis de pluripotence ont
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été définis. Néanmoins, les mécanismes
contrélant le processus de reprogramma-
tion lui-méme n’ont pas pu étre appro-
fondis a cause de la tres faible efficacité
du processus de reprogrammation.

Transition
mésenchymateuse-épithéliale :

une étape nécessaire

L'établissement de modeles murins dits
«secondaires » a permis de mieux appré-
hender les mécanismes de la reprogram-
mation des iPSC. Les systemes secondai-
res sont obtenus par reprogrammation
de cellules somatiques primaires avec
des transgenes inductibles, puis diffé-
renciation des iPSC ainsi obtenues, in
vitro, ou in vivo, par agrégation dans
une morula et création de souris chime-
res a partir desquelles on peut isoler des
fibroblastes (MEF, murine embryo fibro-
blasts) dits secondaires. €n déclenchant
I’expression des transgenes inductibles



