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La reprogrammation directe

Les transitions cellulaires
dévoilées par un petit ver

Marie-Charlotte Morin, Sophie Jarriault

La transdifférenciation :
une alternative prometteuse

pour la médecine régénérative
Améliorer ou pallier les faibles capacités
de régénération de nos tissus et organes
aprés une amputation, ou lors d’une
maladie dégénérative, est un enjeu
majeur de santé publique. Les solutions
actuelles, comme la greffe d’organes,
présentent des inconvénients considé-
rables : faible disponibilité des greffons,
nécessaire compatibilité immunologi-
que. Malgré la formidable capacité des
cellules souches embryonnaires (€S) a
générer tous les types cellulaires, les
problemes éthiques liés a leur origine
font de leur manipulation une technique
trés controversée. Ainsi, la possibilité
de transformer une cellule déja dif-
férenciée en un autre type cellulaire
ouvre de nombreux champs d’applica-
tions thérapeutiques prometteurs. Les
cellules saines du patient serviraient
a la régénération d’autres cellules ou
tissus endommagés tout en éliminant les
problemes de compatibilité et éthiques.
Pendant longtemps, une hypothése ayant
valeur de dogme attribuait un caractere
figé a I'identité finale d’une cellule, ce
qui a nourri un certain

. N (=) Voir les articles
scepticisme a I"égard

de P. Charbord,

L. Casteilla et de

D. Zipori, pages 261
et 303 de ce numéro

de la possible plasticité
de cellules déja diffé-
renciées [16, 17] (=).

Une théorie scientifique en vogue
jusqu’aux années 1950, selon laquelle
le matériel génétique des cellules serait
altéré irréversiblement au cours de la
différenciation cellulaire, a néanmoins
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connu un revers des 1958 avec les expé-
riences de transfert de noyau somatique
[1]. La cellule n’est donc pas condam-
née a un destin figé. €n conséquence, la
communauté scientifique a développé
un intérét exponentiel pour les stratégies
permettant la manipulation du potentiel
des cellules et la reprogrammation de
I’identité cellulaire par conversion d’une
cellule déja différenciée en un autre
type cellulaire.

Ces dernieres années, la reprogramma-
tion cellulaire a connu un essor reten-
tissant grace a la découverte que quatre
facteurs seulement permettent la dédif-
férenciation d’une cellule différenciée
en cellule souche pluripotente induite
(iPS) [2, 14]. Ces cellules iPS peuvent
ensuite étre dirigées vers un autre destin
cellulaire. Cependant, le grand nombre
d’études dédiées a ces cellules a permis
d’identifier les risques potentiels d’uti-
lisation thérapeutique de ces cellules
pour les patients : le stade intermédiaire
pluripotent est associé a un potentiel
cancéreux et un risque d’accumulation
d’aberrations génétiques lors du grand
nombre de divisions cellulaires néces-
saires existe [3, 4]. Bien que les cellules
iPS restent une source d’espoir pour de
futures thérapies régénératives, une
autre piste prometteuse se dessine: la
reprogrammation directe ou transdiffé-
renciation [15].

La transdifférenciation est la conver-
sion directe d’un type cellulaire dif-
férencié en un autre et elle permet en
principe de contourner cette étape de
pluripotence tumorigene. Cependant,
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les étapes de ces conversions cellulaires
directes restent floues et ne permettent
pas d’évaluer les risques éventuels pour
un patient. De plus, du fait de "absence
de tragabilité de cellules uniques in
vivo, la grande majorité des modeles
utilisés utilisent des cellules cultivées in
vitro, ce qui ne permet pas d’aborder ce
processus de transdifférenciation dans
un contexte physiologique. Plusieurs
questions restent en suspens : la trans-
différenciation passe-t-elle par une
identité intermédiaire mixte, ou bien
un état intermédiaire pluripotent ? Pré-
sente-t-elle les mémes limitations que
celles évoquées pour les cellules iPS ?
Est-elle une piste siire pour de futures
applications thérapeutiques ?

Caenorhabditis elegans : un modele
puissant pour adresser ces questions
De fagon remarquable, des événements
de transdifférenciation existent natu-
rellement chez différents organismes,
notamment chez Caenorhabditis elegans
ot une cellule rectale (nommée Y) se
transforme en motoneurone (appelé
PDA) au cours du développement larvaire
[5]. €n effet, la cellule ¥ fait partie du
rectum, un tube composé de six cellules
arrangées par paires en trois anneaux
(Figure 1). Vers la fin du stade larvaire
L1, Y migre antérieurement et se trans-
forme en motoneurone, sans faire inter-
venir de division cellulaire (Figure 1). Ce
processus fournit un modele in vivo idéal
pour élucider les mécanismes sous-
tendant la transdifférenciation dans
un contexte physiologique. Grdce a sa
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nombreuse descendance et a son temps
de génération court (3 jours), C. elegans
se préte parfaitement a des approches
génétiques non biaisées pour identifier
de nouveaux acteurs moléculaires. Ce
ver possede un nombre fini de cellules
au stade adulte : 959 cellules somati-
ques chez I’hermaphrodite. La transpa-
rence du nématode a permis d’établir la
filiation de chaque cellule (lignage cel-
lulaire) depuis le zygote jusqu’a I’adulte
[6, 71, et notamment celle de la cellule
Y. Par conséquent, C. elegans s’impose
comme un excellent modele d’étude
de reprogrammation directe in vivo a
I’échelle d’une cellule.

Le processus de transdifférenciation

transite par une étape dédifférenciée

sans division cellulaire intermédiaire

Un crible de mutagenése aléatoire nous
a permis d’identifier un certain nombre
d’acteurs impliqués dans la transfor-
mation de Y en PDA [8], en particu-
lier UNC-3, un facteur de transcription
conservé (Collier/QIf-1/€BF [9]) impli-
qué dans la différenciation neuronale.
Pour analyser les étapes de la transfor-
mation cellulaire d’une cellule rectale
en un neurone, notre équipe a utilisé
comme modele d’étude les mutants
unc-3 [10]. Grdce a lutilisation d’un
marqueur de Y permettant de suivre sa
migration hors du rectum, les auteurs
ont montré que les premiéres étapes de
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la transdifférenciation de Y (initiation
et rétraction du rectum, migration) se
déroulent de maniere identique chez le
ver sauvage (WT) et le mutant. Chez les
mutants unc-3, Y n’adopte pas non plus
I'identité d’une autre cellule : I'analyse
de marqueurs de I’endoderme, de I'hy-
poderme, des muscles ou méme d’autres
types de neurones a exclu cette possi-
bilité ; le processus de transdifféren-
ciation de Y en PDA est bloqué chez ces
mutants a un stade intermédiaire, qui a
été appelé ¥.1.

Afin de déterminer Iidentité cellulaire
de 'intermédiaire Y.1, nous avons ana-
lysé I’expression de marqueurs des cel-
lules épithéliales et rectales ou bien
de marqueurs pan-neuroblastiques et
pan-neuronaux. Cette étude a mon-
tré que la cellule ¥.1 n’a plus aucune
caractéristique épithéliale ou rectale et
s’est engagée vers une destinée neurale
bien qu’elle n’ait pas encore acquis une
morphologie spécialisée de neurone. De
plus, I’étude détaillée de la dynamique
d’expression de marqueurs moléculai-
res durant la transdifférenciation de
Y en PDA chez les animaux sauvages
montrent que la cellule ¥ perd d’abord
son identité épithéliale (intermédiaire
nommé Y.0) avant d’acquérir des carac-
téristiques de cellule a destinée neurale
(¥.1) (Figure 24). Ainsi, au moins deux
étapes intermédiaires existent entre la
cellule rectale Y et le neurone PDA, et ce

Figure 1. Transdifférenciation d’une cellule du
rectum nommée ) en un neurone appelé PDA.
A. Localisation de Y dans le rectum de C. elegans
a I’éclosion. Le rectum, un organe vital, est un
tube formé par 6 cellules nommées Y et B, U et F,
et KetK; en bleu, le pharynx, qui marque le coté
antérieur du ver ; en vert, la cellule ¥, qui forme un
anneau avec la cellule B. B. Migration de la cel-
lule Y hors de Iépithélium rectal lors du second
stade larvaire (L2). La cellule nommée P12.pa,
qui vient de naitre, remplace Y pour reformer le
tube rectal. Y se transdifférencie en motoneu-
rone PDA, représenté ici avec son axone, au troi-
sieme stade larvaire (L3). A gauche, une échelle
figurant les stades du développement concernés.

Antérieur est a gauche, et ventral en bas.

méme en absence de division cellulaire.
De plus, la premiere étape ressemble a
une dédifférenciation : la reprogramma-
tion directe ne passe donc pas par une
identité mixte. Ceci peut représenter un
mécanisme de protection de "organisme
puisque I’expression simultanée de plu-
sieurs types cellulaires a été observée
dans divers cancers [11]. nfin, la redif-
férenciation par étapes en un neurone
PDA semble mimer le processus de diffé-
renciation neuronale embryonnaire.

Le caractére dédifférencié

de P’intermédiaire Y.0

n’est pas couplé a un état multipotent
La reprogrammation de Y en PDA tran-
site par un stade intermédiaire qui
semble dédifférencié, ce qui suscite
une interrogation cruciale : le chan-
gement d’identité passerait-il dans
ce modéle par un stade pluripotent a
I’instar de la reprogrammation produi-
sant les cellules iPS ? Pour répondre a
cette question importante, nous avons
testé la plasticité des états intermé-
diaires Y.0 et Y.1. A différentes étapes
de la transition de Y en PDA, nous avons
forcé dans Y I’expression de facteurs de
transcription suffisant a I'induction de
différents types cellulaires (inducteurs
musculaires, intestinaux, épithéliaux,
de neurones GABAergiques). Ces molé-
cules peuvent induire la reprogramma-
tion de blastomeres dans I’embryon,
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Figure 2. Découplage entre dédifférenciation
et multipotence in vivo. A. Modéle de trans-
différenciation de Y en PDA. Y transite par
un stade (dédifférencié) qui a perdu toute
caractéristique épithéliale et rectale, sans
avoir acquis de caractéristiques neurales ; ce
stade est représenté ici par Y.0. La redifféren-
ciation de ¥ s’effectue ensuite par étapes. La
cellule s’engage d’abord vers un destin neural
(intermédiaire appelé Y.1) puis se transforme
enfin en motoneurone d’identité PDA. Dans
les mutants unc-3, la reprogrammation de Y
est stoppée avant I’étape finale, résultant en
un intermédiaire Y.1 stable. B. Test de plas-
ticité sur les intermédiaires de la transdiffé-
renciation de Y en PDA. Les lignées utilisées
possédent un transgene contenant un facteur
de transcription, sous contrdle d’un promo-
teur de choc thermique, qui est suffisant pour
I’induction d’un destin cellulaire : soit hlh-1
(spécification musculaire), end-1 (spécifica-
tion intestinale), lin-26 (spécification épithé-
liale), ou unc-30 (spécification en neurone
GABAergique). Aprés un choc thermique, les
blastomeres de I’embryon précoce C. elegans

adoptent le destin cellulaire dicté par le trans-

gene, mettant en évidence leur forte plasticité. Uexpression forcée de ces inducteurs dans les intermédiaires de la conversion de Y en PDA ne change

pas le programme initial : Y devient toujours PDA. Aucun des intermédiaires n’est donc pluripotent malgré I’étape dédifférenciée ¥.0. De plus, forcer

un retour vers une identité épithéliale de ¥.0 ou .1 n’est pas possible, suggérant que, dans un contexte physiologique, le potentiel cellulaire associé

a chaque étape est contrdlé de fagon stricte.

mais @ aucun moment, chez le ver sau-
vage ou le mutant unc-3, I"expression
de ces déterminants cellulaires n’a pu
rediriger Y ou I’'un de ses intermédiaires
vers un autre destin (Figure 2B). De
facon intéressante, il n”’est pas non plus
possible de forcer le retour en arriere
de Y.0 ou Y.1 vers ’ancienne identité
épithéliale. Ceci indique que les tran-
sitions entre les différentes identités
cellulaires que prend Y pour devenir
PDA sont strictement contrdlées in vivo.
Cet aspect pourrait avoir été conservé
lors d’autres événements de plasticité
cellulaire, puisqu’une étude récente a
montré que les cellules qui régéneérent
les membres chez ’axolotl proviennent
d’une dédifférenciation des cellules
avoisinantes qui ne deviennent pas
pour autant multipotentes [12].
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L’élucidation des mécanismes qui inter-
viennent dans le contrdle strict du
potentiel de Y sera I’enjeu des années a
venir. La part de I'influence de I’environ-
nement et celle des facteurs intrinse-
ques a la cellule Y dans la transdifféren-
ciation devront étre précisées. Une étude
récente chez le rat réveéle le réle essen-
tiel du contexte physiologique dans le
controle de I'identité cel- (=) voir Brave,
page 258 de ce
numero

lulaire ou sa reprogram-
mation [13, 18] ().

D’autre part, I’extinction puis la mise en
place de deux programmes d’expression
cellulaires distincts pourraient impli-
quer une restructuration de la chro-
matine. A Pappui de cette hypothése,
la plupart des mutants que nous avons
identifiés soulignent le role important
de complexes nucléaires contenant des

facteurs connus pour maintenir la plu-
ripotence des cellules €S, et d’activités
épigénétiques. Enfin, la transdifféren-
ciation apparait d’ores et déja comme
une voie d’avenir pour la médecine régé-
nérative, puisqu’elle ne nécessite pas de
division cellulaire et ne produit pas d’in-
termédiaire multipotent potentiellement
tumorigene. ¢

Direct reprogramming: a little

worm unveils the cellular transitions
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