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Identification des progéniteurs
de ’épithélium intestinal feetal

Marie-Isabelle Garcia, Gilbert Vassart

> Lépithélium intestinal est I'un des
tissus subissant le plus fort taux de
renouvellement chez les mammiféres
adultes. Cette capacité d’autorégéné-
ration constante est assurée par des
cellules souches adultes qui, tout en se
perpétuant a long terme, se différen-
cient en I'un des cinqg types cellulaires
de I’épithélium : les entérocytes impli-
qués dans I'absorption des nutriments,
les cellules caliciformes produisant
le mucus intestinal, les cellules enté-
roendocrines produisant des hormones
digestives et les cellules tuft dont la
fonction précise reste a déterminer dans
les villosités, tandis que les cellules de
Paneth, engagées dans I'immunité anti-
microbienne, sont situées au fond des
cryptes de Lieberkithn au contact des
cellules souches [1].

Les cellules souches adultes : un pool
complexe

Les recherches menées au cours des
derniéres années ont permis d’iden-
tifier les cellules souches au moyen
de marqueurs moléculaires spécifiques
et d’étudier leur fonction [1, 2]. Les
cellules souches nommées crypt base
columnar cells (CBC) assurent le renou-
vellement en condition d’homéostasie.
Elles sont caractérisées par un taux de
prolifération élevé et par I'expression
du récepteur Lgr5 (leucine-rich repeat
G protein-coupled receptor 5) [3]. €n
cas de dommages nécessitant une régé-
nération, des cellules souches cyclant
peu en conditions normales, situées en
position « +4 » dans les cryptes, aussi
désignées label-retaining cells, peuvent
étre recrutées afin d’assurer le renou-
vellement de I'épithélium. €n réalité, il
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existe une grande plasticité cellulaire
puisque ces deux compartiments de cel-
lules souches sont capables d’intercon-
version. De plus, des cellules déja enga-
gées dans la voie de la différenciation,
sont également capables de dédifféren-
ciation vers les CBC et peuvent étre, de
ce fait, considérées comme des cellules
souches additionnelles de réserve [4].
Malgré ces avancées importantes dans
I'identification et les fonctions des cel-
lules souches adultes, leur origine au
cours du développement embryonnaire
reste encore peu connue. Cette ques-
tion est d’autant plus intéressante que
I’architecture de I’épithélium intesti-
nal subit des modifications majeures
au cours de la période prénatale avant
de se présenter selon un axe crypto-
villositaire adulte. €n effet, les villosités
intestinales n’apparaissent qu’autour
du jour embryonnaire €15 chez la souris
(équivalent a la 9° semaine de gestation
chez ’homme) au cours d’un proces-
sus associé a I'acquisition de I'identité
(cytodifférenciation) des différents types
cellulaires de I’épithélium. Auparavant
(€14 chez la souris), I'intestin se présente
comme un tube constitué d’un épithé-
lium simple pseudostratifié [5]. Il était
donc intéressant d’identifier les cellules
feetales impliquées dans la villogenése,
et d’établir leur lien potentiel avec les
cellules souches adultes de type CBC.

Les cellules progénitrices foetales

Des sphéroides cultivés ex vivo

Cette question a été abordée en uti-
lisant le systeme ex vivo développé
pour la culture tridimensionnelle de
cellules souches intestinales adultes

Institut de recherche interdisciplinaire en
biologie humaine et moléculaire (IRIBHM),
Faculté de médecine, Université libre de
Bruxelles, route de Lennik 808, 1070 Bruxelles,
Belgique.

mgarcia@ulb.ac.be

gvassart@ulb.ac.be

sous forme d’organoides, aussi décrits
comme des « mini-intestins adultes »
[6]. Les intestins de souris ont été pré-
levés a différents stades du développe-
ment feetal et postnatal, puis cultivés
ex vivo [7]. Nous avons constaté que
la culture d’intestins a €14 génére, non
pas des organoides, mais des sphéroides
constitués de cellules épithéliales pola-
risées monostratifiées d’origine intes-
tinale, capables de renouvellement a
long terme. La proportion des sphéroides
produits en culture décroit au cours du
développement, ces derniers étant pro-
gressivement remplacés par des orga-
noides, tels qu’on les obtient par la
culture de cellules souches adultes.
Ceci indique que les cellules générant
les sphéroides sont le reflet d’un stade
particulier du développement de I’épi-
thélium intestinal feetal.

Un transcriptome différent de celui des
CBC

Le profil d’expression génique de ces
sphéroides feetaux differe de celui des
organoides par I'absence d’expression
de marqueurs de différenciation des
lignées cellulaires de I’épithélium adulte
et par des niveaux faibles, voire indétec-
tables, des marqueurs de CBC, tels que le
récepteur Lgr5. U'analyse de cultures
d’intestins provenant de souris inva-
lidées pour le récepteur Lgr5 a montré
que ce marqueur n’est pas requis pour la
croissance des sphéroides, au contraire
du récepteur paralogue Lgr4 qui, lui, est
apparu essentiel pour leur génération
[7]. Bien que radicalement différents
des CBC, les sphéroides feetaux sont
caractérisés par I’expression de genes
décrits comme marqueurs de cellules
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Figure 1. Représentation schématique de I’épithélium intestinal murin aux stades embryonnaire

(€14) et adulte. Les cellules progénitrices feetales et souches adultes Lgr5* générent respective-

ment des sphéroides et des organoides lorsqu’elles sont cultivées ex vivo. U'expression de Lgr5,

marqueur de cellules souches adultes, y est visualisée par mesure de I’activité B-galactosidase

(cellules bleues) & partir de la lignée de souris transgénique Lgr5-LacZ. Echelle : 200 pm.

souches/progénitrices ou impliqués
dans la régénération cellulaire dans
certains tissus. La pertinence in vivo
des marqueurs de sphéroides (cultivés
ex vivo) a été ensuite confirmée en
analysant leur expression sur de I’épi-
thélium intestinal d’embryons de souris.
Parmi ces marqueurs figurent le tumor-
associated calcium signal transducer 2
(Trop2/Tacstd?2), proposé comme mar-
queur diagnostique de cancer colorec-
tal, et la connexine 43, aussi nommée
gap junction protein 1 (Cnx43/Gjal)
car impliquée dans les communications
intercellulaires [8, 9]. Au stade précé-
dant la phase de villogenése (€14), ces
deux molécules apparaissent fortement
exprimées dans I’épithélium, tandis que
leur expression disparait progressive-
ment apres le début de la cytodiffé-
renciation [7]. Des expériences com-
plémentaires de tracage cellulaire ont
été réalisées a 'aide de souris transgé-
niques Cnx43-Cre€R/RosaZéR exprimant
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une Cre recombinase placée sous le
controle du promoteur du gene Cnx43
et activable de fagon conditionnelle par
le tamoxiféne. Les données obtenues
ont montré que les cellules exprimant
la Cnx43 contribuent essentiellement a
la villogenese feetale. Au contraire, des
expériences similaires réalisées avec
des souris transgéniques Lgr-Cre€RT2/
Rosa26R ont confirmé le role majeur
des cellules exprimant le récepteur Lgrb
dans la villogenese adulte et postna-
tale, mais une contribution mineure a la
villogeneése feetale [7]. Ces observations
ont permis de conclure que I’épithélium
intestinal se développe en deux phases
successives, 'une feetale transitoire
et I'autre adulte définitive, et que ces
phases dépendent de deux types diffé-
rents de cellules souches.

Conversion des sphéroides en organoides
Afin d’établir s’il existe un lien pos-
sible entre ces deux types de cellules

impliquées dans les villogenéses feetale
et adulte, la conversion de sphéroides
feetaux en organoides adultes a été
recherchée ex vivo. Une conversion spon-
tanée a pu étre constatée, conduisant a
I"apparition de CBC dans les organoides
néoformés, mais elle est peu active [7].
Ce taux de conversion augmente si les
cultures sont traitées avec des agents
modulant négativement la cascade de
signalisation Notch, voie bien connue
pour contrdler la différenciation des
cellules souches intestinales [7]. Bien
que les mécanismes moléculaires impli-
qués dans la transition de sphéroide a
organoide ne soient pas encore élucidés,
ces données indiquent toutefois que les
cellules feetales ont la capacité intrin-
seque de se convertir en cellules souches
adultes et suggeérent I’existence d’un
processus similaire in vivo.

Dans un article paru simultanément au
notre, Fordham et al. ont aussi rapporté
I’existence de cellules feetales murines
et humaines (au stage gestationnel de
10 semaines) de I’épithélium intestinal
capables de générer des sphéroides ex
vivo [10]. Dans une expérience destinée
a établir la preuve de concept, les cel-
lules de sphéroides feetaux murins ont
pu étre utilisées comme source de greffe
dans un modeéle de colite induite dans
des souris adultes immunodéficientes ;
elles se montrent capables de générer
des cellules différenciées dans le tissu
hote [10].

Uidentification de cellules progénitrices
a Porigine de I’épithélium feetal intes-
tinal et en amont des cellules souches
adultes laisse penser que des types de
cellules similaires pourraient exister
dans d’autres organes du tube digestif
embryonnaire. L'isolement et la carac-
térisation de ces populations cellu-
laires feront certainement 'objet de
recherches futures. ¢

identification of progenitors

of the foetal intestinal epithelium
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Les tumeurs dormantes prises
au piege de la récidive

Nicolas Boisgerault, Richard G. Vile

> Le suivi des tumeurs dormantes et la
détection précoce des récidives tumo-
rales constituent des défis majeurs en
cancérologie. La phase de dormance
est la période durant laquelle certaines
cellules malignes ayant échappé au trai-
tement de la tumeur primaire demeurent
au site tumoral a I'état latent [1]. Chez
les patients, cette période peut s’étendre
de plusieurs mois a plusieurs années et
précede souvent I’émergence de réci-
dives agressives, conséquences de pro-
fondes modifications phénotypiques
acquises sous la pression de sélection du
microenvironnement, des cellules immu-
nitaires et des traitements antitumo-
raux. Les mécanismes qui président a
la réactivation des tumeurs dormantes
sont largement méconnus et il demeure
extrémement difficile de prédire I"émer-
gence de récidives ou leur sensibilité aux
traitements disponibles.

Afin d’étudier les mécanismes tumoraux
impliqués dans ces différents stades
de la progression tumorale, nous avons
récemment développé différents modeéles
murins de mélanome et d’adénocarci-
nome de la prostate. Dans ces modeéles,
les cellules tumorales sont traitées de
fagon sous-optimale par immunothéra-
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pie, virothérapie ou chimiothérapie afin
de provoquer une régression significative
de la tumeur primaire tout en permettant
la survie de quelques cellules a I'état
latent, puis I’émergence de récidives.
Dans un travail précédent, nous avions
ainsi identifié une sous-population de
cellules tumorales, responsables de I'ini-
tiation du processus de récidive, qui
présentent des propriétés plastiques leur
permettant d’ajuster leur phénotype en
fonction des pressions de I’environne-
ment [2]. Ces cellules se caractérisent
notamment par une surexpression tran-
sitoire de la topoisomérase-IlaL qui peut
étre ciblée de fagon spécifique par 'uti-
lisation de doxorubicine afin de prévenir
I’émergence de récidives.

Détection précoce des récidives
tumorales

Notre derniere étude visait a caractériser
plus précisément les tumeurs dormantes
et a déterminer si les récidives pou-
vaient étre détectées a un stade précoce
et avant tout autre signe clinique [3].
Des travaux précédents [4], en par-
ticulier sur la transi-
tion angiogénique [5,
6] (=»), suggéraient

(=») Voir m/s n° 12,
décembre 2012,
page 1069

notamment que certaines cytokines
intervenaient dans ces mécanismes.
Nous avons effectivement découvert que
I"apparition de récidives chez I’animal
était précédée de la sécrétion transitoire
de vascular endothelial growth factor
(Vegf) et d’interleukine-6 (IL-6), qui
pouvaient étre détectés de fagon sys-
témique dans le sérum. €n combinant
Iutilisation d’un plasmide contenant le
geéne de la luciférase sous le contrdle
du promoteur du gene Vegf et I'imagerie
de bioluminescence in vivo, I'apparition
de récidives pouvait ainsi étre anticipée
jusqu’a douze jours avant que la tumeur
ne devienne décelable par les techniques
classiques.

Les sécrétions de Vegf et d’IL-6 sont
liées a I'activation d’une réponse immu-
nitaire innée qui reconnalt la reprise
soudaine de la prolifération tumorale.
Afin d’échapper a cette réponse immune
puis d’évoluer vers une récidive de taille
plus importante, les cellules malignes
doivent alors modifier leur phénotype
en profondeur. Nous avons ainsi montré
qu’au cours du processus de récidive,
ces cellules acquiérent une forte insen-
sibilité aux effecteurs innés, tout en
étant reconnues plus efficacement par
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