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NOUVELLE

De nouveaux types cellulaires
identifiés par séquencage
haut débit sur cellule unique

Stanislas Quesadal™3, Philippe Jay!™®

> Une récente étude [1] a permis de
mettre a jour de nouveaux types cellu-
laires au sein de I’épithélium intestinal.
Au-dela de son intérét en physiologie
digestive, ce travail princeps ouvre une
voie nouvelle dans la caractérisation de
I’identité cellulaire qui pourrait se révé-
ler féconde tant en recherche fonda-
mentale que pour la meilleure compré-
hension des processus pathologiques.

L’épithélium intestinal :

tissu complexe et outil de recherche
L’épithélium intestinal constitue la
principale interface de I'organisme
avec son environnement extérieur. Sa
surface totale atteint les 200 m?. I
s’agit du tissu disposant du plus haut
taux de renouvellement de I’organisme,
avec un cycle de renouvellement de 3 a
5jours [2].

Au niveau de I'intestin gréle, I’épithé-
lium présente une structure en cryptes
et villosités (Figure 1). Les cryptes qui
sont des invaginations dans le stroma
sous-jacent, constituent le compar-
timent de prolifération. Les villosités,
qui sont des protrusions dans la lumiere
intestinale, ne portent, quant a elles,
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que les cellules différenciées exergcant
des fonctions particulieres. Le renouvel-
lement de I’épithélium s’effectue selon
un schéma en tapis roulant, du fond des
cryptes, ou se concentrent les cellules
souches, jusqu’a I’apex des villosités ou
les cellules différenciées se détachent
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par exfoliation. Les cellules souches
donnent naissance a des cellules pro-
génitrices. Ces cellules proliferent de
maniére trés active au niveau du com-
partiment d’amplification transitoire,
dans les parois des cryptes. Les cel-
lules produites cessent de proliférer et
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Figure 1. Structure de I’épithélium de Uintestin gréle et différents types cellulaires.

447

MAGAZINE

NOUVELLES


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20163205007

448

se différencient a la jonction entre la
crypte et la villosité. Elles sont alors a
I’origine de plusieurs types cellulaires
différenciés, poursuivant leur migration
vers 'apex des villosités (Figure 1).
Classiquement, quatre types de cellules
différenciées sont décrits. Les entéro-
cytes, majoritaires, exercent une fonc-
tion d’absorption des nutriments. Les
cellules de Paneth, impliquées dans la
défense antimicrobienne, sont locali-
sées en fond de crypte ol elles consti-
tuent aussi une niche pour les cellules
souches intestinales. Les cellules calici-
formes, elles, sécrétent le mucus néces-
saire @ la protection de I’épithélium.
Enfin, les cellules entéro-endocrines,
représentées par de nombreux sous-
types, régulent le métabolisme en pro-
duisant plus d’une dizaine d’hormones,
chaque sous-type n’en sécrétant qu’un
nombre restreint [3,4]. €n sus de ces
quatre types principaux, d’autres types
existent. Nous avons ainsi caractérisé au
sein de notre laboratoire, un cinquiéme
type de cellules [5], les cellules dites
tufts d’apres leur morphologie particu-
liere (en « touffes ») qui expriment cer-
tains marqueurs de I'inflammation [6].
Notons également I’existence des cel-
lules M (pour microfold) qui sont impli-
quées dans la capture des antigénes
luminaux et des cellules cup décrites
seulement dans quelques espéeces et
dont les fonctions précises restent a
déterminer [6].

Concernant les cellules souches intesti-
nales, la détermination de la, ou plutot
des cellules a I'origine de I’ensemble de
I’épithélium intesti- .
(=) Voir la Nouvelle
de D. Joubert et al.,
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nal a fait 'objet de
nombreux débats
[2,7] (=).

Actuellement, il est généralement consi-
déré que les cellules columnaires situées
a la base des cryptes (les cellules CBC,
crypt base columnar cells) et exprimant
LGRS (leucine-rich repeat-containing
G-protein coupled receptor 5), consti-
tuent les cellules souches pluripotentes.
Elles proliferent de maniére active
et sont a I'origine de I’ensemble de
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I’épithélium intestinal dans la souris
adulte. Les cellules dites +4, en rai-
son de leur position au quatrieme rang
depuis la base des cryptes, joueraient
le rdle soit de cellules souches quies-
centes, soit de progéniteurs précoces,
aptes a repeupler le contingent de cel-
lules souches en cas de Iésions. Loin
d’étre achevée, I’histoire des acteurs de
I’épithélium intestinal est donc toujours
en pleine écriture.

La découverte de nouveaux types rares
de cellules intestinales

Létude que nous allons décrire [1] est
innovante tant au niveau conceptuel que
du point de vue des approches technolo-
giques déployées et/ou développées.
Afin de pouvoir déceler de nouveaux
types cellulaires, le transcriptome de
cellules isolées provenant d’organoides,
sans sélection préalable, a d’abord été
déterminé par séquengage ARN [8]. Les
organoides utilisés sont des structures
purement épithéliales développées in
vitro. Elles sont initiées a partir d’une
seule cellule souche CBC exprimant Lgr$,
et reproduisent a la fois la structure
et la diversité cellulaire de I'épithé-
lium intestinal, en Iabsence du tissu
conjonctif sous-jacent présent in vivo.
Les données du séquencage ont ensuite
été exploitées avec un logiciel spécia-
lement congu pour 'occasion, RacelD,
permettant d’effectuer un regroupe-
ment hiérarchique mettant en évidence
les types cellulaires rares (c’est-a-dire
représentés par une seule cellule au sein
de I'échantillon de départ). A partir de
ces données, il a été possible de mettre en
exergue REG4 (regenerating islet-derived
protein 4), un nouveau marqueur commun
a I'ensemble des cellules entéro-endo-
crines. Ce marqueur REG4 a ensuite permis
d’isoler les cellules entéro-endocrines et
d’en caractériser de nouveaux sous-types,
en fonction du sous-ensemble d’hormones
exprimées. L'existence de ces nouveaux
sous-types a été validée in vivo chez la
souris (Figure 2).

Cette approche ouvre donc des pers-
pectives innovantes engendrant de

Culture
d’organoides

ARN-seq de
aque

Nouveaux types cellulaires

Validation in vivo

Figure 2. Schéma simplifié de la méthodo-
logie utilisée pour caractériser de nouveaux
marqueurs et/ou types cellulaires. ARN-seq :
Single-cell messenger RNA sequencing ;
RacelD : rare cell type identification in com-

plex populations of single cells.

nouvelles questions. €n effet, I"expres-
sion d’un panel distinct de génes par une
cellule a un instant précis n’implique
pas nécessairement une pertinence d’un
point de vue physiologique, et il reste
a démontrer si I’ablation sélective de
ces sous-types cellulaires conduit a un
phénotype altéré. D’autre part, cette
approche par séquencage ARN repré-
sente un «instantané » de la dynamique
d’expression génétique, et n’exclut
en rien la possibilité que les cellules
entéro-endocrines puissent permuter
d’un sous-type a un autre, par exemple
au cours de leur maturation.

Une nouvelle approche conceptuelle ?
Ces travaux s’inscrivent dans une nou-
velle forme de recherche, permise par
la démocratisation du séquencage a
haut débit a I’échelle de la cellule et
de la molécule uniques [9]. Il est pos-
sible d’y voir un parallele avec la géné-
tique classique et la génétique inverse
(ou moléculaire). De maniére simpli-
fiée, la génétique classique s’attelle, a
partir d’un phénotype altéré et étudié
exhaustivement, @ remonter a un géno-
type associé. €n revanche, la génétique
inverse part du gene, que I’on va muter,



pour ensuite évaluer I'impact sur le
phénotype. Il en va de méme ici, puisque
contrairement a I"approche descrip-
tive classique (depuis le macroscopique
vers le microscopique), nous partons du
séquengage a I'aveugle d’un ensemble
de cellules hétérogenes provenant d’un
tissu pour, ensuite, grdce a des données
d’expression génétique, en extraire une
classification moléculaire.

Ces nouvelles techniques ont déja promu
une caractérisation sans précédent de
la diversité de phénotype existant au
sein d’un tissu sain [10, 11] ou tumoral,
contribuant au concept d’hétérogénéité
intra-tumorale [12]. Elles ont égale-
ment permis la reconstruction de la
généalogie des cellules cancéreuses, par
"accumulation de mutations au gré des
divisions cellulaires, et du processus de
dissémination métastatique, étayant
au niveau moléculaire, le concept cli-
nique d’histoire naturelle de la maladie
[13]. A avenir, cette approche pourrait
permettre de déceler une hétérogé-
néité fonctionnelle au sein de cellules
indiscernables jusque la. Les blasto-
meres, dérivant des premieres divisions
du zygote et pensés comme homogenes,
en sont un exemple. Les concepts d’en-
gagement cellulaire et de dynamique
de différenciation, usuellement décrits
comme une séquence d’activations et/
ou d’inhibitions de facteurs de trans-
cription particuliers, pourraient étre
revisités. €n cancérologie, le couplage
du séquencage de cellules uniques et
d’algorithmes capables d’identifier
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des états cellulaires minoritaires, tels
que les cellules souches cancéreuses,
devrait faciliter des avancées majeures
en physiopathologie.

Cette approche conduira nécessairement
a de nouvelles couches de complexité.
Par conséquent le concept méme de type
cellulaire, une entité regroupant un cer-
tain nombre de cellules selon des criteres
prédéfinis, pourrait étre réévalué. Par
reductio ad absurdum!, I’hyper-classifi-
cation pousserait inexorablement a défi-
nir chaque cellule prise individuellement
comme une classe per se.

Pour aller encore plus loin, ces perspec-
tives basées sur des données de trans-
criptome pourraient étre élargies par la
recherche de nouveaux types cellulaires
via d’autres approches de type -omics
telles que le protéome, I"épigénome ou
le métabolome, et I'inclusion des fluc-
tuations temporelles d’expression géné-
tique, afin d’appréhender les notions
de plasticité cellulaire et de transdif-
férenciation. A plus grande échelle,
et a I"image du connectome décrivant
les réseaux d’interactions neuronales
[14], un nouveau concept dit « eco-
lomics » pourrait étre défini, combi-
nant une approche quantitative (de
type données -omics sur cellule unique)
et une approche qualitative (la cellule
au sein de son écosysteme cellulaire et
tissulaire). ¢

Single cell next generation sequencing

and characterization of new cell types

! Raisonnement par I"absurde.

> Grdce a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
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