GENETIQUE
SUIVRE LE DEVENIR DE CHAQUE CELLULE DU CORPS

> («qui paraissaient toutes complétement
absurdes», se souvient Jay Shendure) ; 'une
d’elles était de reconstruire le lignage de plu-
sieurs cellules a la fois, en une seule expé-
rience. Jay Shendure s’escrima pendant six
mois, manipulant ’ADN a laide d’enzymes,
nommeées recombinases, afin de créer, dans les
génomes de bactéries, une trace qui resterait
lisible lorsqu’elles se divisent. Au lieu de repo-
ser sur des mutations naturelles, le systeme
créerait des variants que I'on suivrait a la trace.
Jay Shendure finit par changer de projet,
mais I'idée lui est revenue il y a quelques années
lorsque deux étudiants, Aaron McKenna et
Greg Findlay, ont rejoint son laboratoire a
Seattle. Ils ont alors réalisé que 'outil d’édition
du génome a la mode, CRISPR-Cas9, serait
idéal pour introduire des mutations tracables
dans n’importe quelle région souhaitée du
génome. En travaillant avec le laboratoire du
biologiste Alexander Schier, a I'université
Harvard, ils ont introduit CRISPR-Cas9 dans
deux embryons de poissons zebres au stade
une cellule apres ’avoir programmeé pour éditer
(supprimer ou ajouter des fragments d’ADN)
des séquences d’ADN repérables — des «codes-
barres» qu’ils avaient insérés au préalable dans
leurs génomes. Ils ont ensuite séquencé ces
codes-barres dans les cellules d’'un animal
adulte et utilisé les mutations introduites pour
reconstituer leur lignage.

DES VARIATIONS
D'UN INDIVIDU A L'AUTRE

Les arbres de parenté qu’ils ont établis
montrent qu’un petit nombre de lignées
embryonnaires qui se forment au début du déve-
loppement engendrent la majorité des cellules
d’un organe donné. Plus de 98 % des cellules
sanguines d’un poisson, par exemple, venaient
de seulement cinq des mille lignées cellulaires
que ’équipe avait retracées. Et méme si ces cinq
lignées contribuaient aussi a d’autres tissus,
c’était en bien plus petite proportion. Elles
étaient, par exemple, entierement absentes des
cellules musculaires du coeur, lequel était prin-
cipalement construit a partir de son propre petit
nombre de précurseurs. «Cela m’a profondé-
ment surpris», note Jay Shendure. Son collegue
Alexander Schier ajoute qu’il essaye encore
d’attribuer un sens aux données obtenues.

Jan Philipp Junker, un biologiste du déve-
loppement spécialisé dans les approches quan-
titatives au centre de médecine moléculaire
Max Delbriick, a Berlin, explique que les arbres
généalogiques cellulaires varient probable-
ment grandement d’un individu a 'autre et que
la domination de certaines lignées observée
par I’équipe de Jay Shendure et Alexander
Schier pourrait étre le résultat d’événements
aléatoires. Les cellules d’'un embryon au stade
précoce se déplacent et seule une fraction
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COMMENT
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uivre le devenir de
s chaque cellule du corps
est une chose.
Comprendre comment
une cellule souche et sa
descendance « décident »
de s'orienter vers tel état
différencié en est une autre,
que l'étude des cellules
individuelles commence
aussi a éclairer. L'équipe
d'Andrés Paldi, de l'Ecole
pratique des hautes études
(Paris), du Généthon (Evry) et
de U'Ecole normale supérieure
de Lyon vient en effet de
montrer que l'état différencié
auquel aboutit une lignée
de cellules n'est pas le fruit
d'une instruction déterministe
que la cellule souche mére
aurait recue au cours
du développement, mais
le résultat d'un processus
aléatoire trés dynamique.

Les biologistes se sont
intéressés a des cellules
connues pour se différencier
en de nombreux types
cellulaires : les cellules

contribue a ’'organisme final. Pour lui, il serait
plus révélateur de suivre des événements plus
tardifs du développement, comme la forma-
tion des trois feuillets germinatifs qui
engendrent les organes, car ces événements
sont moins gouvernés par le hasard.

Jan Philipp Junker et d’autres chercheurs
ont développé pléthore d’autres techniques
fondées sur CRISPR pour reconstituer des his-
toires liées au développement. Avec Alexander
van Oudenaarden, biologiste des systemes a
l'université d’Ultrecht, aux Pays-Bas, il a utilisé
une telle approche pour suivre la régénération
d’une nageoire blessée chez un poisson zebre.
Ils ont alors découvert que la régénération se
déroulait selon un processus similaire a celui
du développement: peu des lignées de cellules
qui avaient donné naissance a la nageoire ori-
ginale étaient perdues quand elle se recréait a
partir de cellules souches. Cette découverte
confirmait des études précédentes, mais cette
fois, les méthodes fondées sur CRISPR ont per-
mis a’équipe de retracer le lignage de milliers
de cellules en une seule expérience.

souches hématopoiétiques, a
la source des cellules qui
assurent les différentes
fonctions du sang. En
culture, ils ont d'une part
suivi en vidéomicroscopie
l'évolution morphologique
de chaque cellule issue d'une
telle cellule souche en voie de
différenciation. D'autre part,
trés réguliérement durant ce
processus, ils ont analysé le
profil d'expression des génes
de cellules individuelles.

Les chercheurs se sont
ainsi apercus que si des
cellules s'orientaient vite vers
un état différencié, d'autres,
chacune a son rythme,
oscillaient de maniére
aléatoire entre divers
phénotypes avant de se
stabiliser : elles semblaient
hésiter, changeant plusieurs
fois de morphologie sur
plusieurs générations. Mieux,
ces hésitations étaient
corrélées avec des variations
dans l'expression des génes,
comme si les cellules
exploraient différentes
possibilités en activant ou
réprimant certains génes,
jusqu’a atteindre une
combinaison stable de génes
actifs et la morphologie
correspondante.

Ainsi, une cellule se
différencie par essais et
erreurs successifs. Que l'on
percoive la différenciation
comme un processus de
variation-sélection analogue
al'évolution, ce qu'a proposé
le biologiste Jean-Jacques
Kupiec des les années 1980,
ou comme une exploration
que ferait la cellule dans un
espace ou chaque point
correspondrait a un profil
d’expression de ses génes,
une chose est stire : le hasard
joue un réle clé dans le tracé
de larbre généalogique des
cellules.

MARIE-NEIGE CORDONNIER
A. Moussy et al., Plos Biol.,
27 juillet 17




George Church explique que son équipe a
utilisé CRISPR pour étudier le développement
de souris et a réussi a suivre la division des cel-
lules embryonnaires qui engendrent les trois
feuillets germinatifs a partir desquels se for-
ment tous les organes du corps. «Je ne pense
pas que nous soyons si loin d’établir un lignage
complet», dit-il.

Certains chercheurs aspirent a com-
prendre non seulement comment les cellules
d’un organisme sont apparentées les unes aux
autres, mais aussi ce qui leur arrive durant le
développement. Michael Elowitz et Long Cali,
tous deux de P'Institut de technologie de
Pasadena, ont développé un traceur de lignée
qui crée une sonde fluorescente les aidant a
suivre I’histoire de cellules au cours de leur
développement. Leur méthode permet de
retracer si, dans une lignée donnée, certains
genes du développement ont été activés par
le passé. Le 5 juillet, Michael Elowitz, Jay
Shendure et Alexander Schier ont recu une
subvention de 10 millions de dollars pour
quatre ans de la part du Paul G. Allen
Frontiers Group pour combiner leurs techno-
logies. Le trio prévoit de développer des
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un lignage complet W4

George Church, généticien a 'université Harvard

chromosomes de synthese agissant comme
des enregistreurs de I’histoire des lignées cel-
lulaires et des événements moléculaires.

De tels enregistrements pourraient per-
mettre aux scientifiques d’agir sur le dévelop-
pement d’une cellule de maniere plus fine
qu’avec les techniques actuelles de reprogram-
mation cellulaire, selon Tim Liu, biologiste de
synthése a D'Institut de technologie du
Massachusetts (MIT), & Cambridge, qui tra-
vaille lui aussi sur une technique pour enregis-
trer I’histoire d’une cellule. «Dans le futur, on >
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> pourrait voir certaines versions de ces enregis-
treurs incorporées dans les thérapies cellu-
laires», bien que ce ne soit pas pour tout de
suite, admet-il. «Je ne vais pas injecter mon
enregistreur CRISPR a un patient. »

Lalutte contre le cancer est le domaine ot
les nouvelles méthodes pour établir les
lignages cellulaires vont probablement d’abord
faire leurs preuves. «Le cancer est une maladie
de lignées — une maladie de cellules souches »,
explique Christopher Walsh. Des chercheurs
se sont ainsi attelés a la recherche de l'origine
des cellules métastatiques qui émergent de la
tumeur primaire et envahissent parfois des
organes distants. Elles semblent étre les cel-
lules cancéreuses les plus difficiles a vaincre et
les plus susceptibles de tuer les patients.

Une équipe dirigée par Nick Navin, géné-
ticien au centre du cancer MD Anderson de
l'université du Texas, a Houston, a publié en
mai dernier une généalogie des cellules de
deux cancers du colon. Les résultats ont mon-
tré que les cellules métastatiques ayant envahi
le foie partageaient un grand nombre de muta-
tions avec les tumeurs primaires dont elles
provenaient. Ce qui suggere que les métas-
tases ont émergé a un stade tardif de la tumeur
et qu’elles n’ont pas eu besoin de beaucoup de
nouvelles mutations pour se répandre.

SUIVRE CHAQUE LIGNEE
TOUT AU LONG DE LAVIE

L’étude des lignages pourrait aussi montrer
si les tumeurs se développent a partir d’une
seule cellule, comme l'ont avancé des généti-
ciens, ou si, au contraire, elles proviennent de
plusieurs cellules, comme le suggerent des
études d’imagerie. Nick Navin pense que des
approches similaires pourraient étre utilisées
pour orienter le traitement. Son équipe, ainsi
que d’autres chercheurs, suivent des lignées de
cellules cancéreuses chez des patients depuis
le début de leur traitement. Ils esperent que
ces études mettront en lumiere des lignées
résistantes, ce qui aiderait les médecins a choi-
sir des traitements plus adaptés et a les modu-
ler au cours de la thérapie.

Cependant, a I’heure actuelle, dans ce
domaine, les promesses devancent de beaucoup
la réalité. Et le lignage cellulaire de C. elegans
effectué par John Sulston domine toujours les
tentatives actuelles. Stephen Quake, un bio-
ingénieur de I'université Standford, en
Californie, a développé sa propre méthode fon-
dée sur CRISPR pour suivre la généalogie des
cellules et, comme John Sulston, il a décidé de
la tester sur le petit ver. «C’est intéressant
d’avoir une référence», explique-t-il. Avec son
équipe, il a séquencé les génomes des cellules
d’un animal adulte apres avoir introduit des
mutations a I'aide de CRISPR durant son déve-
loppement. L’étude a duré bien moins
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longtemps que I’année et demie nécessaire a
John Sulston avec son microscope. Mais
Stephen Quake note que le résultat obtenu était
aussi moins complet. Certes, ’expérience a
capté une transition clé dans le développement
du ver - a savoir la séparation des cellules des-
tinées a former I'intestin de celles concernant
le reste de ’organisme -, mais il manque les

Nous ne savons pas
combien de voies
différentes il existe pour
construire un coeur W

Alexander Schier, biologiste du développement

aluniversité Harvard

détails d’une grande finesse que John Sulston a
observés de ses yeux. «Je vais étre totalement
franc, je ne suis pas tres impressionné par mes
résultats», explique Stephen Quake, qui n’a
méme pas prévu de publier son travail devant
la prolifération des publications utilisant la
méme technique. «Personne n’a encore vrai-
ment réussi pour I'instant», précise-t-il.

John Sulston aurait-il mis la barre trop haut
avec C. elegans? Selon Jan Philipp Junker, «le
concept de généalogie cellulaire est tres
influencé par le travail de Sulston». Et mérite-
rait d’étre repensé.

Chez les poissons, les souris et les humains,
chaque généalogie cellulaire est unique et évo-
lue au cours de la vie de l'individu, au fur et a
mesure que les tissus se réparent et se régé-
nerent. Jan Philipp Junker et d’autres esperent
que les nouvelles techniques vont permettre
aux biologistes de s’intéresser a la variabilité
dans ces arbres généalogiques — entre les indi-
vidus, entre leurs organes et dans le temps.
Comme Alexander Schier le souligne: «Nous
ne savons pas combien de voies différentes il
existe pour construire un coeur.»

Pour Michael Elowitz, ce vaste inconnu
pourrait rendre ce genre de travaux révolu-
tionnaires. «Cela changera le genre de ques-
tions que I’on se posera.» La cartographie de
John Sulston a guidé les biologistes sur un
territoire inconnu et ces nouvelles techniques
pourraient faire de méme. «On ne peut pas
vous dire ce que 'on va trouver, mais le sen-
timent général est que nous allons découvrir
de nouveaux continents a explorer.» m
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