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TFF Trefoil Factor

TGP Transforming Growth Factar

Tm Température d’hybridation

TNM Tumor-Node-Metastasis

TSG101: Tumor susceptibility gene 101
UTP Uridine triphosphate

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
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Résumé

L’incidence de I’adénocarcinome de I’aesophage (AO) augmente depuis 30 ans dans les
pays occidentaux et son pronostic est sombre. Le reflux gastphagien et les acides
biliaires ont été incriminés dans [’apparition de I'cesophage de Barrett (OB), lésion
précancéreuse s’accompagnant d’un processus de métaplasie intestinale et dans sa
dégénérescence en dysplasie et en AO. Au cours de cette ségammcegénétique, a été
observée, a partir de tissus humain, une augmentation de I’expression des mucines MUC1 et
MUC4. MUC1 et MUC4 sont de®-glycoprotéines membranaires impliquées dans les
phénoménes de reconnaissance cellulaire et de signalisation InkaéreelLes roles respectifs
des différentes composantes du reflux ainsi que les mécanismes moléculaires irdphgués
progression de cette séquence carcinogéenétique demeurent mal compris.

Nous avons tout d'abord évalué le réle de la composition du reflux sur le déotide la
séquence carcinogénétique en utilisant un modele animal de reflux iRduit.cela, nous
avons randomisé 108 rats Sprague-Dawley en deux groupes expérimentaux @t néadis
anastmose ceso-duodénale avec (groupe reflux duodeéesphagien RDO, n=63), ou sans
gastrectomie (groupe reflux duodéno-gastsophagien RDGO, n=45). La prévalence de
I'OB, de la dysplasie et de I’AO dans les groupes expérimentaux était de 41%, 7% et 11%
respedvement. Aucune métastase a distance n’a été identifiée. Les caractéristiques
moléculaires de I’OB identifi¢ chez le rat étaient similaires a celles de I’homme. L’OB était

plus fréquent, la dysplasie et ’AO moins fréquent dans le groupe RDO que dans le groupe
RDGO (44% vs 24% [P = 0,038] et 7% vs 25% [P =0,012], respectivement). Il a étd mis e
évidence une surexpression des genes de mucines Mucl et Muc4 daoseledes plus

exposees au reflux.
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Nous avons étudié les propriétés biologiques de cellsd@ssid’un AO humain et mis en
évidence quea perte d’expression de MUCI dans les cellules OE33 (i) diminue fortement
leurs propriétés de prolifération, migration et invasion in vitro etrdéssance tumorale in
vivo, suggérant un rbéle majeur de MUC1 dans la tumorigenése épéhslidMUC1 est
surexprimée (ii) est corrélée avec une dimion de I’expression de NFkB et PI3K peut-étre
corrélé a I’altération des propriétés biologiques, notamment de prolifération (iii) avec une
diminution & I’expression de TSG 101 et MCM6 potentiels marqueurs mis en évidence dans
le modele murin.

En conclusion malgré des différences pgthgsiologiques avec ’homme, le mod¢le de reflux
eeso-gastro-duodénal reproduit les lésions histologiques et moléculairea @équence
carcinogénétique de Barrett et a permis d’identifier des protéines associées a la tumorigenése

et dont I’impact sur les propriétés biologiques des cellules tumorales a été confirmé in vitro et

qui pourraient étre de potentiels biomarqueurs et cibles thérapeutiques dans 1’ AO.

Mots clés: adénocarcinome eesophage - modeéle animal - séquence carcinogénétique -

mucines - biomarqueurs
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Abstract

Incidence of oesophageal adenocarcinoma developed on Barrett esophagussincrease
since 30 years and its prognosis remains poor. Gastro-esophageal refluxaapadids have
been incriminated in Barrett esophagus metaplasia and its degemeratidenocarcinoma
according to the sequence metaplasia/dysplasia/adenocarcinoma. fharicgrcinogenetic
sequence, was observed an increase of expression of the mucins MUC1 and MWCH. M
and MUC4 are membrane boun@-glycoproteins implicated in cell recognition and
intracellular signaling. The mechanisms of esophageal reflux leathngsophageal
adenocarcinoma (EA) remain poorly understood. In a first part we appraisedllgrian
operatively induced chronic reflux rat model. We randomized 108 Sprague-Daatdagto 2
experimental groups: one was performing esophago-duodenal (ED) anastomosis with or
without gastrectomy to induce duodeno-esophageal reflux (DER group; n = 6&)eavttier
involved duodeno-gastro-esophageal reflux (DGER group; n = 45). The prevalence of
Barrett’s esophagus (BE), dysplasia, and EA in the experimental groups was 41%, 7%, and
11%, respectively. No distant metastases were identified. Thewleharacteristics of both
BE and EA were similar to humans. BE was more common, and dgsplad EA less
frequent in the DER group when compared with the DGER group (44% vs. 24% [P = 0.038]
and 7% vs. 25% [P = 0.012], respectively). It was highlighted an overexpressia)Gif khd
MUC4 genes in the areas most exposed to reflux. Cell biological pexpetiidies were
carried outin vitro in OE33 oesophageal adenocarcinomatous cells. We showed that loss of
expression of MUC1 in OE33 cells (i) induced a reduction of their proliferatiggation and
invasionin vitro properties , tumor growth in vivo suggesting a major role of MUC1 in
epithelial tumorigenesis if MUC1 is overexpressed, (ii) is linked witthimainution of the

expression of NEB and PI3K and can be correlated with an alteration of the bialogic
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properties especially proliferation (iii) is lined with a diminution gpression of TSG101 and
MCM6 , potential biomarkers highlighted in the rat model.

In conclusion, despite physiopathological differences with humans, the rat ofi@selphago-

duodenostomy reproduces accurately histological and molecular lesionscarc¢hegenetic

sequence of BE and allowed us to identify novel, tumor-associated prtdtainsmay be

potential biomarkers and new therapeutic targets in EA.

Keywords: adenocarcinoma esophagus animal model- carcinogenetic sequence- mueins

biomarkers
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1 INTRODUCTION

1.1  Adénocarcinome de l'eesophage

1.1.1 Epidémiologie
Le cancer de 1’cesophage se situe dans le monde au 9™ rang des cancers et at"7rang
des décés par cancer selon la base de données GLOBOCAN (Ferlagedb@se 2010). Le
nombre de nouveaux cas en 2008 est voisin de 480000 dont 400000 chez ’homme et 80000
chez la femme. En France, le cancer de I’cesophage touche chaque année pres de 4300
personnes (TNCD 2013). Son pronostic tous traitements et tous stades confondus est
extrémement sombreavec une survie a 5 ans qui ne dépasse pas 10% (Mariette, Biemsen
2007) Certaines études suggerent que les tumeurs diagnostiquées dans le cadre d’un
programme de surveillance ont un stade plus précoce avec une melevee (Streitz,
Andrews et al. 1993; Wright, Gray et al. 1996; van Sandick, van Lanschiotl&08; Corley,
Levin et al. 2002).

Les deux principaux types histologiques des cancers de I’cesophage sont le carcinome
épidermoide et I’adénocarcinome (Daly, Fry et al. 2000). Tadénocarcinome représentait il y
a peuen France 25% des cancers de 1’cesophage contre prés de 65% aux Etats-Unis (Faivre,
Lepage et al. 2005; Holmes and Vaughan 2007). Il existe au cours dedm®idfes années,
une forte augmentation de I’incidence de 'AO (x6) (Whiteman DC Gut 2008), dans 1’ensemble
des pays occidentaux (Watson 2000; Faivre, Lepage et al. 2005; Pohl and 20@fch
Holmes and Vaughan 2007) (Pera state of the art 2000) dans tous les groupgspléioques

et plus particulierement chez les hommes caucasiens (Edgren Gut 2012; Goodnber

2009) Figures 1 et 2.
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Dans une série récente de cancer de 1’cesophage opérés en France, 1’adénocarcinome

représentait  50% des cancers de
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Figure 1: Incidence du cancer
de I’cesophage aux Etats-Unis:
L’augmentation de I’incidence du
cancer de I’cesophage par rapport
au autres cancers fréquer
(poumon, sein, colon, mélanom:
(Pohlet al, 2005).

Figure 2: Evolution des types
histologiques auxEtats-Unis :
L’incidence de 1’adénocarcinome
(ligne pleine) augmente
contrairement a celle di
carcinome épidermoide (Polst
al., 2005)
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Une étude récente a démontré que la date de début d'augmentatidertie de I'AO variait
en fonction des pays et avait débuté de facon brutale au mili@ndéss 1970 aux Etats-Unis
((Hur, Miller et al. 2013; Edgren, Adami et al. 2013). Cette augmentatimid#nce contraste
avec la stabilité voiréa diminution de I’incidence du carcinome épidermoide de 1’cesophage et
expligue que I'AO est en train de devenir le type histologique prédamdans les pays
occidentaux. Certaines études ont sugggkél’augmentation de I’incidence de I'AO avait
atteint un plateau (Pohl, Sirovich et al. 2010; Lagergren and Mat2§ddr), néanmoins, des
études récentes suggérente I’augmentation de I’incidence de I'AO se poursuit & un taux

similaire (Edgren, Adami et al. 2013).

1.1.2 Facteurs de risques de I’adénocarcinome de I’cesophage

De nombreux facteurs de risque d'AO ont été identifiés parmi lesguediux gastro-
cesophagien (RGO) et 1’0OB, I’obésiteé, le tabac, le sexe masculin, le type caucasien, 1’age
avancé (Ochs-Balcom, Falk et al. 2007). Outre ces facteurs environaamenine
prédisposition génétique a été identifiee dans 13% des cas dans une é&ute (@rloff,
Peterson et al. 2011). Néanmoins, linteraction entre les facteurs des rigguetiques et

environnementaux reste mal élucidée.

1.1.2.1 Reflux gastro-cesophagien

Le reflux gastraesophagien a été identifié en clinique comme €étant un facteur de
risque majeur d'’AO (Mayne and Navarro 2002; Wild and Hardie 2003). L'incideno®O a
augmenté ces derniéres années de facon parallele a l'incidenc®©diL&fergren, Bergstrom
et al. 1999). Méme si 40% des patients présentant un AO n'ont pas pi®egs de RGO
(Lagergren, Bergstrom et al. 1999), celui-ci constitue un facteuisqae dose-dépendant

(Rubenstein and Taylor 2010)La séquence carcinogénétique de 1’adénocarcinome de
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I’cesophage médiée par le reflux est initiée parle développement d’une inflammation de

I’cesophage (cesophagite) suivi par le développement de 1’cesophage de Barrett.

1.1.2.2(Esophage de Barrett

L’OB se caractérise par le remplacement de la muqueuse malpigbiesoghagienne
normale par une métaplasie glandulaire. Actuellement, la défimiémmue par le College
Américain de Gastroentérologie implique pour un diagnostic positif d’OB une languette de
muqueuse anormale visible en endoscopiedeasiss de la jonction cesogastrique et
correspondant en histologie a de la métaplasie intestinale (Sanf{0id2). Seul ce type de

meétaplasie est exposeé a un risque de dégénérescence (Wild and Hardig~R108)3).
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Figure 3: lllustration de la métaplasie intestinale: Comparaison d’un épithélium
cesophagien normal (A) avec un épithélium d’un cesophage présentant une métaplasie
intestinale, ou cesophage de Barrett (B), caractéris¢ par la présence de cellules muco-
sécrétantes et une augmentation du nombre de cellules inflamesaf@iild and Hardie
2003).

A — (Esophage normal B — (Esophage de Barrett
Lumiere oesophagienne
I e -?—;S:; qg‘\j/é?enu_l‘:ef caliciformes —

> - W o i |

Cellules inflammatoires

1 Glande muco-sécrétante

Musculaire
mugueuse
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La muqueuse de « type spécialisé » ou métaplasie intestinale est caragtarila présence de
cellules caliciformes qui sont identifiées par la présence d’une large vacuole de mucus. La
plupart des adénocarcinomes se développer®Buselon la séquence métaplasie/dysplasie de
grade croissant/ adénocarcinome (Schmidt, Riddell et al. 1985; Jaskieaunzrens et al.
1989; Prach, MacDonald et al. 199Bn cas d’OB, le risque relatif de développer un
adénocarcinome par rapport a la population générale oscille entre 30 etrikbs(J2oak et

al. 2002; Solaymani-Dodaran, Logan et al. 2004).

1.1.2.3 Obésité

L’obésité est associée a une augmentation du risque de plusieurs cancers, au premier
rang desquels on trouve I'AO (Renehan, Tyson et al. 2008). Plusieurs mésagxgiieatifs
ont été proposés, parmi lesquels la résistance a I’insuline, 1’augmentation des taux de leptine et
de stéroides sexuels endogénes, la diminution du taux d’adiponectine et I’inflammation
chronique (van Kruijsdijk, van der Wall et al. 2009). Concernant 'AO, un méoarptus
spécifique d’organe pourrait s'ajouter. En effet, I’adiposité augmente la pression intra-
abdominale favorisant ainsi le RGO (Lagergren and Lagergren 2013). Umeanadyse
récente suggere que le RGO et I'obésité ont un réle synergiqueélistimist dans la survenue
de I'AO (Hoyo, Cook et al. 2012)

L’augmentation de I’indice de masse corporelle (IMC) est associé¢ a une augmentation
du risque d'AO, quelque soit le sexe (Hoyo, Cook et al. 2012). Les résldtaisux méta-
analyses récentes suggere que par rapport a un patient avec un IMC <25, le risque d'AO est 2,7
et 4,8 fois plus important en cas d'IMC > 30 et 40, respectivement (Hoyo, Cook et al. 2012;
Turati, Tramacere et al. 2013). Plus que I'IMC, c'est la présenose didiposité a

prédominance centrale et intra-abdominale qui a une grande influente ssgue d'AQ
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puisque le sur-risque existe méme pour des patients ayant un IMC normatdgiBd€&arrow

et al. 2007; Corley, Kubo et al. 2008; O'Doherty, Freedman et al. 2012).

1.1.2.4 Tabac

Le tabagisme constitue un facteur de risque de développer un AO avequerglatif
de 2,3 par rapport a un non fumeur (Engel, Chow et al. 2003). Ce sur-risque modéré n'explique
pas l'augmentation récente de lincidence de I'AO d'autantexisile une tendance a une
diminution de la consommation de tabac a I'neure actuelle. (Cook, Kametnghr2010;
Lubin, Cook et al. 2012);(van Meijgaard and Fielding 2012) La consommatiohate daéte
montrée comme potentialisant le risque d 'AO chez les papentsurs d'un RGO clinique

(Pandeya, Webb et al. 2010).

1.1.25 Facteurs alimentaires

La consommation d’une alimentation hypercalorique, riche en cholestérol et d’un exces
de viande rouge a été identifiée comme facteurs de risque majeuaddaocarcinomes
aesogastriques (Mayne and Navarro 2002; Engel, Chow et al. 2003). Une alimentation pauvre
en fruits et légumes augmente également le risque d’AO (Kubo, Corley et al. 2010).
L'association du RGO, du surpoids, du tabagisme, et d'une faible consommeattioitsdet
légumes serait responsable de 76 & 79% des AO survenant en Awdtralie Etats-Unis

(Engel, Chow et al. 2003; Olsen, Pandeya et al. 2011).

1.1.2.6 Acides biliaires

Plusieurs études ont suggéré un réle majeur des acides bitiaireEinitiation et la
progression de la métaplasie intestinale en adénocarcinome (KdldHardie 2003; Fein,
Maroske et al. 2006). Une transformation de la muqueuse de Barrett en adéoome été

décrite chez plusieurs patients porteurs d’un reflux biliaire en 1’absence de reflux acide
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(Jankowski, Hopwood et al. 1993; Debruyne, Bruyneel et al. 2001; Piessen, Joneklaere

2007).

1.1.3 Principaux facteurs protecteurs

1.1.3.1Infection a Helicobacter pylori

L'infection a Helicobacter pylori est associée a une réduction sigtivé du risque
d'AO avec un Odd ratio de 0,27 (IC a 95% / 0,12-0,59) (Hansen, Vollskt280&), Cette
association inverse résulterait de 1’atrophie gastrique liée a l'infection a Helicobacter pylori,
qui en réduisant I’acidité et le volume de sécrétion gastrique, diminuerai le risque de RGO.
Cette hypothése est supportés par une étude cas-témoin démontrartgueale pepsinogene
I, marqueur sérique d’atrophie gastrique est inversement proportionnel au risque de développer

un AO (Anderson, Murphy et al. 2008).

1.1.3.2Facteurs alimentaires

Plusieurs études mettent en évidenceole protecteur d’une alimentation riche en

légumes, fruk et de la prise d’antioxydants tels que les vitamines C, E, bétacaroténe/vitamine

A) sur la survenue d'un AO (van den Brandt and Goldbohm 2006; Kubo and Corley 2007).

1.1.3.3Médicaments

L’augmentation de I’incidence de 1’AO débutée il y a 30 ans est concomitante a
I’augmentation de la disponibilité et de I’utilisation des médicaments inhibiteurs de la
sécrétion acide gastrique. Un lien entre ces deux phénomeénes evogué (Lagergren,
Bergstrom et al. 1999; Garcia Rodriguez, Lagergren et al. 2D06) pas été mis en évidence
de lien entre I’augmentation de 1’incidence de 1’AO et I’utilisation d’inhibiteurs de la pompe a

protons (Wild and Hardie 2003).
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Les médicaments diminuant la contraction du sphincter inférieur de I’cesophage et
favorisant le RGO comme certains anti-cholinergiques ont été asaogigsaugmentation du
risque d’AO (Lagergren, Bergstrom et al. 2000; Fortuny, Johnson et al. 2007).

Le r6le des antinflammatoires dans la prévention de la carcinogénése cesophagienne
est controversée. Certaines études mettent en évidence un effeeprdtésttuny, Johnson et
al. 2007) d’autres non (Abnet, Freedman et al. 2008). Une revue de la littérature récente
s’intéressant aux facteurs de risque et a la prévention de I’OB suggere que 1’aspirine et les anti-
inflammatoires non stéroidiens pourraient avoir un role protecteur sur I’apparition de 1’OB

(Winberg A 2012).

1.2 Physiopathologie de I’cesophage de Barrett

1.2.1 Définition de I’cesophage de Barrett

L’OB se caractérise par des languettes de muqueuse anormale de couleur saumon, se
développant a partir de la jonction gas#epphagienne vers la muqueuse cesophagienne
normale de couleur rose pakdure 4). Microscopiquement il s’agit d’un remplacement de la
mugueuse malpighienne par un épithélium de type glandulaire. Ce remefdcest appelé
métaplasie, avec trois types décrits, de maniere isolée ou diversemergeassoci
- un « type jonctionnel ayant I’aspect d’une muqueuse cardiale,

- un « type fundique », semblable a celle du corps gastrique,

- un « type spécialisé » ou lésion de métaplasie intesticatactérisé par la présence de
cellules caliciformes (cellules a mucus ou « goblet cellet)dentifié sur une coloration
classique hématoxyline - éosine - safran (Daly, Fry epal.)a présence d’une large vacuole

de mucus optiquement vide (ou bleutée en cas d’utilisation de bleu alcian).

Seules les lésions de métaplasie intestinale peuvent dégénérer en aoemesg(iwild and

Hardie 2003)et ce quelque soit la longueur du segment cesophagien concerné.
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Figure 4 : (Esophage de Barrett en endoscopie
Aspect de langtttes foncées correspondant au remplacement de 1’épithélium malpighien
normal par un tissu glandulaire. (Fleche noire)
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1.2.2 Genése de ’cesophage de Barrett :

La pathogénie exacte de 1’0OB n’est pas connue. Quatre théories existent a propos de
son origine tissulaire (Jankowski, Harrison et al. 2000):
- la théorie de la métaplasiede novo: des cellules souches sont localisées dans le
compartiment basal de 1’épithélium cesophagien normal, en particulier au sommet des papilles.
La destruction des celluletu compartiment superficiel de 1’épithélium cesophagien par le
RGO rendrait ces cellules souches plus exposées et sensiblem@nggenes contenus dans
le reflux ou ingérés, favorisant ainsi la constitution d’'une muqueuse de Barrett,
- la théorie de la métaplasie transitionnelle les cellules de la jonction ceso-gastrique (zone
transitionnelle) coloniseraient la muqueuse cardiale et cesophagienne distale en réponse a
I’agression par le reflux gastro-cesophagien. Le caractére multipotent de ces cellules de 1a zone
transitionnelle a en effet été rapporté, celles-ci pouvant exprimer urotghé glandulaire
dans I’cesophage ou malpighien dans le cardia en fonction des conditions locales,
- l1a théorie de la métaplasie d’origine canalaire : les cellules multipotentes situées au niveau
des glandes cesophagiennes sous muqueuses coloniseraient sélectivement 1’cesophage en cas
d’atteinte de la muqueuse stratifiée,
- la théorie des cellules souclse: la métaplasie dériverait des cellules souches de Ilhemoe
osseuse. Une étude menée chez le rat (Sarosi, Brown et al. 2008) aré@meries cellules
progénitrices de la moelle osseuse participaient a la régénératiola dauqueuse
cesophagienne et a I’initiation d’'un OB en réponse au RGO. Des rates ont bénéficié d'une
irradiation corporelle totale (900 cGy) puis ont été recu une injectiorltldes souches de
moelle osseuse de rats males. Les rates ont ensuite subit une ehimdegsant un RGO

chronique etdes lésions d’OB. L’analyse de ces lésions retrouvaient la présence de
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chromosomes Y dans les noyaux des cellules épithéliales cesophagiennes et également dans les

cellules constituant les zones de métaplasie.

1.2.3 Progression histologique de la séquence carcinologique
Le développem& d’'un AO sur OB résulte de modifications cellulaires et

architecturales successives désignées sous le terme desay$pdskiewicz, Louwrens et al.
1989). La séquence carcinogénétique a été documentée dans des érmmmtdequi ont
montré une aggravation progressive de la sévérité des Iésions dysdadas grade puis
haut grade) avant I’apparition du cancer (Schmidt, Riddell et al. 1985).

Ces modifications histologiques sont les seules a étre utilisgastgue courante pour
définir et surveiller les patients a risque de dégénérescence (Samdi02). En effet, la
réalisation de biopsies étagées par quadrant, selon les recortiorendatuelles, pose des
problémes de représentativité de 1’échantillonnage. Du fait de la mise en défaut de ces
modifications histologiques dans la prédiction de 1’évolutivité vers 1’adénocarcinome, il serait
intéressant d’identifier des altérations moléculaires qui permettraient de prédire 1’apparition

des différents éléments de la séquence carcinogénétique.

1.3 Carcinogenése cesophagienne et problématique

1.3.1 Carcinogenese cesophagienne
Cette carcinogenése se fait selon une séquence bien identifiée sucsedent

meétaplasie/dysplasie de grades croissants/ adénocarcinome (PraBlonildcet al. 1997).
Les patients présentant une muqueuse de Barrett ont un risque relatif edi@ppiév un
adénocarcinome de 30 a 125 fois supérieur compare a la populationggélarkins, Doak et
al. 2002). Pour un patient donné, le taux de transformation maligne est dé.%,%par an

(Jankowski, Provenzale et al. 2002; Shaheen and Ransohoff 2002).
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1.3.2 Problématique de prise en charge

Le développement d’'un AO sur OB résulte de modifications cellulaires et
architecturales successives de la métaplasie intestigalgnées sous le tee de dysplasie
(Jaskiewicz, Louwrens et al. 1989). La séquence carcinogénétique a rigitepant
documentée dans des études de cohorte qui ont clairement montré unataggpavgressive
de la sévérité des lésions dysplasiques (bas grade puis haut grade) avant I’apparition du cancer
(Schmidt, Riddell et al. 1985).

Ces modifications histologiques sont les seules a étre utiliseé@sagque courante
pour définir et surveiller les patients a risque de dégénérescence (®argph2). Le but de
cette surveillance est de détecter des lésions précancéreusexéreuses débutantes afin de
les traiter précocemest d’en améliorer le pronostic. Le risque de dégénérescence d’un OB
étant faible avec un risque annuel de dégénérescence dans desdétedbsrte récentes
variant entre 0,12 et 0,14% et une incidence entre 1,2 et 1,4 pour 1000 personness¥tnée
des patients développant un OB décéderont d’un AO (Jankowski, Provenzale et al. 2002;
Shaheen and Ransohoff 2002; Lepage 20A®)si, le rapport colt bénéfice de cette
surveillance a été remis en question (Williams, Guernsey et al. .20y études
rétrospectives suggerent néanmoins que les tumeurs détéai€és cadre d’un programme
de surveillance sont de stade tumoral moins avancé avec un megitb@ostic (van Sandick,
van Lanschot et al. 1998; Corley, Levin et al. 2002).

Cependant , les écueild’une surveillance uniquement basée sur des critéres
histologiques sont les suivants: (i) variabilité intra- et iot&ervateur de I’examen anatomo-
pathologique (la concordanceenbbservateur pour le diagnostic positif de dysplasie est de 72
%), (ii) problémes d’échantillonnage(coexistence de lésions d’ancienneté et de gravité
différentes), et (iii) histoire naturelle des différents grades de dyspia connue (Flejou

2005; Williams, Guernsey et al. 2006). Les lésions de dysplasie derhds gtaient
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habituellement réputées avoir un faible potentiel évolutif aveccdssle régression décrits
(Flejou 2005). Deux études dont une incluant une double relecture anatomopatieg|tmyt
état d’une évolution vers la dysplasie de haut grade et I’adénocarcinome dans respectivement

15 et 30% des cas (Skacel M; Petras RE 2000; Montgomery.208{9lution de la dysplasie
de haut grade vers 1’adénocarcinome n’est pas inéluctable ; ce type de Iésion peut demeurer
stable pendant des mois, voire plusieurs années (Kahrilas, Dodds et al.StB8&ll TG
2001).

En cas d’oesophagectomie pour dysplasie de haut grade, les séries chirurgicales
récentes font état de la coexistence d’un adénocarcinome dans 30 a 40% des cas, malgré des
protocoles systématisés de biopsies (Falk GW 1999; Tseng EE 2003). deuragson,
certains auteurs proposent une oesophagectomie en cas de dysplasie dgadteut
Cependant I’exérése chirurgicale de 1’cesophage méme pour des états précancéreux ou des
petites tumeurs reste un geste lourd gréuée mortalité de 3 % et d’une morbidité de
30%(Mariette C 2004) L’ablation endoscopique des zones dysplasiques constituent une
alternative a 1’oesophagectomie en cas de risque chirurgical (Tokar et al 2006). Cette
destruction des 1ésions muqueuses peut néanmoins aboutir a la persistance d’ilots de muqueuse
glandulaire anormale sous 1’épithélium malpighien qui repousse. Ces ilots échappent ainsi a la
surveillance endoscopique avec le risque de découvrir cette lésiontadentismoral tardif
(Maley 2007).

Ainsi actuellement la découverte lors de la surveillance endoscopligu€sions
d’EBO constitue un tournant évolutif dans le suivi du RGO. A partir du stade de dysplasie de
haut grade, un traitement par ablation ou destruction de I’EBO est justifi¢ et une
oesophagectomie sera envisagée lorsque le risque ganglionnairdie sst-a-dire lors que

la musculaire muqueuse est envahie (Mabrut J.-Y. 2013).
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Il existe donc un intérét a I’identification de nouveaux marqueurs de risque afin
d’identifier le sous-groupe de patients a risque de dégénérescence. Ces évéenements
histologiques seuls ne permettant pas une stratégie de préventiaceeficslre, de nombreux

auteurs se sont attachés a identifier les événements moléculaires cormgsponda

1.4 Altérations moléculaires
En effet, des modifications chromosomiques ainsi que des altérationsqgését

s’accumulent aboutissant a des anomalies d’expression de certains génes et a une dérégulation

du cycle cellulaire. Bien que la fréquence et la chronologie déwd@®ements ne soient pas
aussi bien idemfiées qu’au cours de la carcinogenése colorectale, des schémas de progression
carcinogénétique ont été proposés (Jankowski, Wright et al. 1999; Wijnhovem,sTét al.
2001). Certaines de ces altérations moléculaires pourraient étsgagilafin de prédire ou
d’identifier précocement les malades a risque de dégénérescence (Williams, Guernsey et al.
2006). Elles pourraient également permettre de prédire le stade turagpabnbstic, et la
radio-chimio-sensibilité et de définir urgble en vue de 1’administration d’une biothérapie

(Williams, Guernsey et al. 2006).

1.4.1 Prolifération cellulaire et apoptose

L’augmentation de la prolifération cellulaire au cours de la progression de la séquence
carcinogénétique est bien établie (Wijnhoven, Tilanus et al. 2001). $slétuldes, I'apoptose
est augmentée ou diminuée, notamment via le protooncogéne bcl-2 cstdmesyFas-Fas
ligand, dont les membres sont surexprimés au cours de la progression de naesé§oeza
RF 2001; Jenkins, Doak et al. 2002; Raouf AA 2003). La télomérase est uneecegaym
empéche le raccourcissement des télomeres. Par ce biaigpeihee I'apoptose et provoque
I’apparition de populations cellulaires immortelles dans lesquelles peuvent s’accumuler les

mutations génétiques (Morales CP 1998; Wijnhoven, Tilanus et al. 2001; MGRI2602)
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La télomérase ne s'exprime que peu ou pas dans les cellulefgaemat augmente dans les
cellules cancéreuses. Son expression augmente des le stademlagsiespuis tout au long de

la séquence carcinogénétique(Morales CP 1998).

1.4.2 Genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire
Au cours du cycle cellulaire, |ghase G1 peut étre bloquée par la p27 mais ¢’est surtout

la transition de la phase G1 a la phase S (point R) qi est ’objet d’une intense régulation médiée

par les interactions entre la protéine du rétinoblastome (rb), les cyclines, les «lepelndant
kinase » (CDKs), ainsi que les inhibiteurs des CDKs (comme p21l) (Souza RF 2001;
Wijnhoven, Tilanus et al. 2001). De nombreuses modifications ont étdedéan cours de
I’évolution de la séquence aboutissant a un emballement du cycle cellulaire (Souza RF 2001;

Morales CP 2002).

1.4.3 Ploidie et anomalies chromosomiques

1.4.3.1 Ploidie

La tétraploidie ou I’aneuploidie déterminées par cytométrie de flux augmente avec le
degré de dysplasie, et sont associées au risque de progression vers I’AO (Montgomery E 1996;
Wijnhoven, Tilanus et al. 20018t a un plus mauvais pronostic en cas d’adénocarcinome

constitué.

1.4.3.2 Anomalies chromosomiques

Les études cytogénétiques et une étude sur puéd3N ont montré que 1’anomalie
chromosomique la plus fréquente était la perte du chromosome Y (Helm J RL@&%Qurs
autres anomalies impliquant des réarrangements ou un nombre aberrarandesome ont
¢été mises en évidence sans qu’il ait été possible de déterminer si elles pouvaient aider a prédire

la progression de la séquence carcinogénétique (Wijnhoven, Tilanus et al. 2001).
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1.4.4 Geénes suppresseurs de tumeur

La perte d’une région chromosomique dans le tissu tumoral en comparaison du tissu
sain suggere 1’existence dans cette région ou a proximité d’un géne suppresseur de tumeur.
Les zones chromosomiques 3p, 5q, 9p, 13q, 17p et 189 sont fréquemment perdues dans I'AO.
Certaines de ces zones sont porteuses de génes suppresseurs de tmmeutesogenes
« adematous polyposis coli », pl6, du rétinoblastome (rb), ou bien encore p53 qui
interviennent directement ou indirectement dans la régulation du @jtiéare (Wijnhoven,

Tilanus et al. 2001; Keswani, Noffsinger et al. 2006; Maley 2007).

1.4.5 Les proto-oncogenes
Ces geénes codent des protéines impliquées dans la transduction deesidmal

régulation d’autres genes. La survenue d’une mutation activatrice peut aboutir a la formation
d’un oncogene qui va alors provoquer une sur-stimulation de la croissandaireeli@ette
activation peut étre secondaire a une mutation ponctuelle, une translocation chrauesnmi
une amplification génique.

-Facteurs de croissance et récepteurs tyrosine kinase

L’ « epidermal growth factor » (EGF), le « transforming growth factor-alpha » @) GF-
et leur récepteur transmembranaire I’ “epidermal growth factor receptor” (EGFR ou “human
EGFR4” HER1 ou c-erbBl) et HER2 (ou c-erbB2) sont surexprimés de facon
progressivement croissante au cours de la séquence carcinogénétippv@i, Tilanus et
al. 2001; Lagarde, Reitsma et al. 2007). Le Trastuzumab est une thélpgmerdiibitrice de
HER2 (Trastuzumab) qui fait maintenant partie de I'arsenal thérapeutlgléeermassociation
avec une chimiothérapie pour les adénocarcinomes cesogastriques métastatiques surexprimant
HER-2 (Okines and Cunningham 2012), mais un grand nombre de patients dont la gimeur e

HER-2 positif ont toutefois une résistance primaire au Trastuzumab.
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-Des mutations de génes codant pour les kinasas (Sommerer, Vieth et al. 2004) et

Src (Wijnhoven, Tilanus et al. 2001; Jenkins, Doak et al. 2002), ainsi qudepfmateur de
transcription c-myc (Tselepis, Morris et al. 2003) ont été mises idler®e au cours de la

séquence carcinogénétique.

1.4.6 Adhésion cellule-cellule
La diminution des interactions cellubeHule supprime I’inhibition de contact et permet

un échappement aux mécanismes controlant la croissance tissulaire, favorisant 1’invasion et
I’apparition des métastases. Ces événements semblent survenir tardivement au cours de la

séquence carcinogénétique (Wijnhoven, Tilanus et al. 2001). Des anomal@splexe E-

cadhérineB-caténine ou de la protéine transmembranaire d’adhésion CD44 ont ainsi été

rapportées (Maley 2007).

1.4.7 Les mucines
Les mucines sont de®-glycoprotéines impliquées dans la formation du mucus

(mucines sécrétées) et dans les phénomenes de transduction de gignataennaissance
cellulaire (mucines membranaires). Ces derniéres jouent desciélatans les propriétés
prolifératives, invasives et métastatiques des cellules tursoi@wniaux N 2001). La
spécificité de leur profil d’expression au cours de la séquence carcinogénétique en fait des

marqueurs phénotypiques.

1.4.8 Néoangiogenese
La néoangiogenése est essentielle pour le développement, la gimgrest la

dissémination tumorale. Les « Vascular Endothelial Growth Factor€EGKES) sont une
famille de facteurs de croissance angiogéniques surexprimés dans deusaslibumeurs dont

I’AO et constituent une nouvelle cible thérapeutique (Morales CP 2002; Lagarde SM 2007).
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1.4.9 Altérations moléculaires en pratique clinique

L’utilisation de ces altérations moléculaires en pratique clinique se heurte aux limites
suivantes :

La plupart des observations proviennent d’études transversales et non d’études longitudinales

Les variations intraetinterindividuelles concernent les données moléculaires et histologiques

(Brabender J 2004)

L’hétérogénéité génétique et clonale joue probablement un role dans la progression de '0B

(Maley 2007)

Des études de microdissection laser sur OB ont montré que le prtdiionnel des cellules
variait d’une crypte a ’autre (Maley 2007). Cette multiplicité des clones cellulaires est en
faveur de 1’évolution complexe de plusieurs lignées plutot que de la progression linéaire d’une
seule lignée (Wijnhoven, Tilanus et al. 2001).

La dysplasie de haut grade reste actuellement le marqueur ipdligtogression vers I'AO le
plus fiable mais des modificationsotdculaires comme 1’aneuploidie, les altérations des génes
p53 ou pl6 et la surexpression de la cycline D1 sont prometteuses (WiBasrssey et al.
2006). De nombreux potentiels biomarqueurs dans différentes étapes de nagémese
oesophagienne ont été mis en évidence par approche globale de scraesorgptomique et
protéomique (Huang Q 2010; lllig, Klieser et al. 2013).

Il est probable compte tenu de la complexité et de la multiplieigealtérations moléculaires
observées au cours de la séquence carcinogénétique qu’un panel de biomarqueurs soit

nécessaire en vue d’une application clinique.
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1.5 Modélisation de la séquence carcinogénétique

Le but de cette modélisation est d’¢tudier les différents stades de la séquence
carcinogénétique afin de mieux comprendre les mécanismes régulateuguésyglans la

dégénérescence.

1.5.1 Invitro
Les modelesin vitro d’épithélium malpighien sont soit des cellules épithéliales

cesophagiennes natives (Kazumori, Ishihara et al. 2006) ou immortalisées par transfection
virale SV-40 comme la lignée Het-1A (stoner et al 1991, hu 2007) ssitceldules de
carcinome épidermoide de 1’cesophage, comme les lignées TE1, TE13 ou KYSE30 (Kazumori,
Ishihara et al. 2006). Afin de mimer la jonction ogsstrique, 1’utilisation d’une co-culture de
cellules d’adénocarcinome OE21 et de carcinome épidermoide TE7 de I’cesophage a été
décrite (Fitzgerald RC 2002). Pour modéliser le stade de métapitestinale, des lignées
d’adénocarcinome colique sont le plus souvent utilisées comme les lignées Caco-2 ou HT29
(Kazumori, Ishihara et al. 2006)a réalisation de cultures primaires de cellules d’OB
transfectées par un rétrovirus contenant la sous-unité catalytique hutealaetélomérase

reverse transcriptase (tERT) a également été décrite (Jaiswal K 2007).

1.5.2 Exvivo
Afin de pallier les inconvénients du modele cellulaire (monocultuleserece

d’architecture tissulaire), la culture primaire d’explants tissulaires obtenus par biopsies a été
proposée. Une analyse biologique et un dosage des lacto-déshydrogénadesntiieu de
culture permettent de s’assurer de I’intégrité morphologique et de la viabilité tissulaire
(Shirvani VN 2000).

La majorité des expériences ont été menées sur des explants d’OB prélevés en

endoscopie (Kaur, Ouatu-Lascar et al. 2000; Shirvani VN 2000; Fitzgerald RCT220&pis,
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Morris et al. 2003)Ces études visaient a étudier I’effet de la composition du reflux sur la
prolifération et la différenciation cellulaire. Une équipe a rapporté 1’utilisation d’explants
d’adénocarcinome dans le but de tester I’efficacité antitumorale de vecteurs adénoviraux
(Marsman WA 2004). La viabilité tissulaire semblait toujours moins baqune celle
d’explants d’épithélium malpighien, d’OB ou de carcinome épidermoide, possiblement du fait

d’une plus forte activité métabolique.

1.5.3 Modélisation animale
De nombreux modéles animaux ont été développés dans le but de comprendre la

pathogénie de I’OB chez ’homme. Certains modéles ont permis de reproduire la séquence
carcinogénétique en induisant de maniére expérimentale un reflux. L utilité¢ de la modélisation
animale se justifie car elle permet (i) d’étudier les mécanismes carcinogénétiques et de tester
I’effet thérapeutique de certaines molécules, (ii) 1’adénocarcinome humain sur OB est un
événement rare et imprévisible a 1’échelon individuel, les travaux chez ’homme nécessitant
donc de grandes cohortes et un suivi de plusieurs années, enfin (iifiles tes modeles
vitro etex vivg ont été soulignées précédemment.

Le mod¢ele animal idéal pour comprendre la pathogénie de I’OB devrait avoir des
caractéristiques anatomiques, physiopathologiques et génétiquesresrd 'nomme. Il a été
proposé un modéle avec développement spontané d’une métaplasie intestinale au niveau de la
JOG avec présence de glandes cesophagiennes sous-muqueuses qui pourraient mimer au mieux
I’cesophage humain (Macke, Nason et al. 2011). Cependant hormis chez les primates aucun
modele animal ne présente de développement spontané d’AO sur OB.

Cependant ’Induction d’AO a pu étre réalisée par manipulation chirurgicale dans

différents modeles.
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Ainsi, le premier modeéle décrit a été réalisé chez le chien ¢enbynch et al. 1970). Il
s’agissait d’une cardioplastie associée a une mucosectomie permettant de créer un reflux. Les
résultats témoignaient de la formation d’un épithélium glandulaire, avec des cellules
caliciformes dans la zone d’cesophage exposée au reflux, permettant de démontrer le caractere
acquis de lésion de métaplasie et de renforcer la théorie transigofesl glandes sous

mugueuse étant emportées par la mucosectomie).

1.5.3.1 Modélisation chez le rat
Les études de modélisation de la séquence carcinogénétique qminéigalement

développées chez le rat (Ireland, Peters et al. 1996; Miwa, Sghelrd 996; Goldstein, Yang
et al. 1997; Moore, Barry et al. 2001; Pera, de Bolos et al. 2007) et donnegisdksts
hétérogenes.

La réalisation d'une cardioplastie a été proposée afin de reproduire umBRiG@vec
des résultats inconstants (Melo, Kruel et al. 1988y deux principaux types d’interventions
utilisés ont été les anastomoses ceso-duodénales et les anastomoses ceso-jéjunales (Mirvish
1997). L'adjonton ou non d'une gastrectomie permet d’exposer 1’cesophage a un reflux
uniquement biliaire (avec gastrectomie) ou acido-biliaire (sans gastiegto
Dans ces modeéles de rat, I'analyse du liquide de reflux retrouvaitsenpeédes principaux
acides biligres et de l'acide gastrique. Il existait une cesophagite constante, témoin de
I’agression chronique par le reflux. On retrouvait les différents stades de la séquence
carcinogénétique qui surviennent dans le méme ordre que chez I'homme aumesetre de
l'allongement du délai d'exposition au reflux (Jang, Min et al. 2004).

La présence de lésions de métaplasie intestinale chezdst i faveur de la théorie

de la métaplasiee novo(Goldstein, Yang et al. 1997; Kumagai, Mukaisho et al. 2003; Su,
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Chen et al. 2004)En effet, I’cesophage de rat ne comporte pas de glandes sous muqueuses,
écartant donc I’hypothése de la théorie de la métaplasie d’origine canalaire (Pera 2000).

Selon les étudedgs délais d’apparition de ces lésions différaient. Les Iésions de
métaplasie étaient constatées généralement a partir @enaihss. Les Iésions de dysplasie et
de cancer apparaissaient dans des délais plus variables, s’échelonnant de 10 & 30 semaines et
de 10 a 50 semaines, respectivement (Pera 2000; Oyama, Fujimur2@@5alMiyashita,
Ohta et al. 2006) Ces variations s’expliquent possiblement par 1’administration de
cocarcinogénes dans certaines de ces études (Ireland, Peters et &ol@€6jn, Yang et al.
1997; Melo, Kruel et al. 1999; Bonde, Sui et al. 2007).

L'utilisation de cocarcinogenes comme la 2,6-di-méthyl-nitrosaminka méthyl-n-
nitrosamine permet de raccourcir la durée d'expérimentation de it#ditiédood, Smyrk et al.
1992; Ireland, Peters et al. 1996; Miwa, Sahara et al. 1996). Leur igilisest controversée
car:

- les coearcinogénes induisent des cancers en 1’absence de reflux (Melo, Kruel et
al. 1999; Sakuramoto, Sasako et al.) et favorisent I'apparition de cdeceyse épidermoide
ou muco-g¢idermoide (forme mixte d’adénocarcinome et de carcinome épidermoide),

- l'existence d’OB dans ces modéles avec co-carcinogene a été fortement remise
en question (Melo, Kruel et al. 1999)

- ils sont a l'origine d'une toxicité hépatique et rénale des taumatealité

pouvant atteindre 20% des cas (Balansky 2002, Sallet 2002).

Le fer par voie parentérale a été décrit comme un cocarcinogerecef{iGoldstein,
Yang et al. 1997), avec comme avantages :

- I’absence de toxicité propre démontrée, (Sakuramoto, Sasako et al.)
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- I’absence d’impact direct sur les types histologiques des cancers induits
(Goldstein, Yang et al. 1997; Buttar, Wang et al. 2002; Chen, Mukaisho et al. 2007), et, -

la lutte contre ’anémie postopératoire induite par le saignement peropératoire et la
malabsorption induite par le montage chirurgical. C'est d'ailleurs a@absitcqu'il avait été
initialement utilisé par Goldstein et al, (Goldstein, Yang et al. 1997).

- les caractéristiques des tumeurs ne semblent pas modifiéks pése de fer
avec la constatation d’adénocarcinomes mucineux bien différenciés développés au contact

d’une zone d’OB et associées a des zones de dysplasie (Goldstein, Yang et al. 1997) .

Cet effet coearcinogéne du fer semble étre imputable a son pouvoir oxydatif, et n’est
pas modifié par I’ajout de N-nitrosamines (Goldstein, Yang et al. 1997; Chen, Yang et al.
1999; Su, Chen et al. 2004).

Au total, les résultats de ces études menées chez le ratas@titles et ne sont pas
strictement similaires & ceux observées chez 'homme. En effetgiaence des Iésions de
métaplasie et d'adénocarcinomes varie de 22 a 100% et 15 a 87%ivesmett Un taux
aussi ¢levé de cancérisation est surprenant étant donné la rareté de sa survenue chez I’homme
soumis au RGO. Les adénocarcinomes chez le rat sont habituellentgpé daucineux, un
type histol@ique rarement rencontré chez I’lhomme avec dans certaines études la description
de carcinomes adénosquameux voire de carcinomes ¢épidermoides. L’adjonction de
cocarcinogéenes ne permet pas d'individualiser I'effet du reflux dans lee glggksions. Les
effectifs étudiés sont souvent faibles sans analyse statistique. Enfin 1’authenticité des cancers
observés a rarement été vérifiee et étudiée de facon approfondie san leng@Eculaire.
L’ensemble de ces constatations nous a incité a développer un modele d’étude de la séquence

carcinogénétique cesophagienne chez le rat en se basant sur des calculs d’effectifs précis avec
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plusieurs groupes contrdles et une analyse de biologie moléculaire compléte, afin d’en réaliser

une approche citue. C’est I’objet de la premiére partie de notre travail.

1.5.3.2 Modélisation chez la souris

La modélisation animale de la séquence carcinogénétique cbeuaria a également été
rapportée de fagon plus limitée dans la littérature. Les inconvémigntspaux sont que : (i)
le risque de développer une tumeur est plus faible que dans le modedeat€ii) la chirurgie
est techniquement plus difficile du fait de la petite taille de ’animal avec un taux de mortalité
postopératoire plus important (Xu, LoCicero et al. 2000; Garman, Orlando et al. 2012)
Cependant les modeles de souris offrent 1’opportunité de 1’étude d’animaux transgéniques
notamment mutés pour des génes d’intérét dans la carcinogenése cesophagienne et constituent

donc un axe de recherche intéressant.
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1.6 Mécanismes de cytotoxicité du reflux gastro-oesophagien

Les mécanismes de cytotoxicité aboutissant a I’initiation et a la progression de I’OB
sont encore mal élucidés. La composition du reflux est tres hétérogerdeav@mmposés oro-
cesophagiens (salive, ingestats, secrétions cesophagiennes), gastriques (acides, pepsine) et
duodénaux (acides biliaires, cholestérol, sécrétion pancréatiques de sbdeetatrypsine et

de la lipasejFigure 5).
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Figure 5: Différents types de reflux: Le reflux gastro-oesophagien (fleche rouge), le reflux

duodéno-gastraesophagien (fléche bleue) (Wild and Hardie 2003)
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1.6.1 Reflux gastrique:
L’acidité gastrique et la pepsine ont longtemps été considérés comme les seuls

responsables des 1ésions d’cesophagite (Richter 2000). Cependant, les traitements antiacides,
comme les IPPbien qu’efficaces sur les symptomes cliniques du reflux, ne permettent ni la
régression, ni I’arrét de la progression des 1ésions de métaplasie (Triadafilopoulos 2000; Tack,
Koek et al. 2004)Par ailleurs, 1’apparition d’un OB chez certains patients présentant une
achlorydrie gastrique ou apres gastrectomie suggere un réle de la complosaideale du

reflux dans 1’apparition de ces 1ésions.

1.6.2 Reflux duodénal :
Le reflux duodénal dans l’estomac est un phénomeéne physiologique, survenant

principalement la nuit, qui peut en cas d’exces, provoquer des lésions muqueuses (Richter
2000). Plusieurs observations ont suggérédle majeur des acides biliairesians I’initiation
et la progression des lésions de métaplasie intestinale en adémmoar (Kauer, Peters et al.
1997; Nehra, Howell et al. 1998) :

- la gravité des I¢ésions d'cesophagite et d'OB est liée a 1’existence d’une composante biliaire du
RGO (Fein, Maroske et al. 2006),

- parmi les patients ayant un RGO, le reflux biliaire est plus fréqhez ceux présentant un
OB (Wild and Hardie 2003),

- une transformation de la muqueuse de Barrett en adénocarcinome aitgé&hézplusieurs
patients porteurs d’un reflux biliaire sans reflux acide (Jankowski, Hopwood et al. 1993),

- les acides biliaires ont été impliqgués dans la proliférationcdgles a mucus (Tselepis,

Morris et al. 2003),
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- dans des modeles animaux, le reflux duodénal a été identifié ec@tamt un carcinogene
suffisant pour induire un AO sur lésions de métaplasie intestinalea(Mdahara et al. 1996;
Martin Fein 1998); le potentiel mutagene du reflux duodénal a été mgdance (Theisen,

Peters et al. 2005).

1.6.3 Role de I'inflammation de la muqueuse cesophagienne et des radicaux
libres

L’infiltrat inflammatoire est un phénoméne commun au niveau de la muqueuse
aesophagienne aprés agression par 1’acide et la bile, en particulier autour des cellules souches
au niveau du compartiment basal et de la papille (Goldblum JR 1998). Urainfilodéré
persiste méme apreés suppression de la composante acide du reflux padidesnents anti-
acides (Goldblum JR 1998). COX2 est surexprimée au cours de la séquentegéadtique
et en cas d’exposition aux acides biliaires ou a 1’acide (Kaur, Ouatu-Lascar et al. 2000;
Shirvani VN 2000; Fitzgerald RC 2002; Wild and Hardie 2003).

Une inflammation, secondaire a des corps étrangers ou des parasitesdpeatia
prolifération des cellules a mucus(lshikawa N 1997; Lee HM 20DGpfiltrat cellulaire
inflammatoire observé dans 1’cesophagite et I’OB pourrait contribuer aux Iésions de I’ADN par
le biais du stress oxydatif et de la production de radicaux libresl @ud Hardie 2003) ; Des
taux élevés de radicaux libres ont été identifiés dans la muqueuse cesophagienne ulcérée (Naya
MJ 1997), et peuvent induire la production de cytokines. Les cytokines entuia
prolifération épithéliale, la migration cellulaire. Plusieurs d’entre elles sont produites par les

cellules inflammatoires et 1’épithélium dans la métaplasic de Barrett (Harrison RF 200Q)

comme le TGR, I’interleukinlB (IL-1B), I’interféron-y (IFN-y) et le « tumor necrosis factor-

a » (TNF-o).
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1.7 Acides biliaires

1.7.1 Synthese

Les acides biliaires sont synthétisés a partir du cholestérol et participent & 1’absorption
des lipides contenus dans 1’alimentation. Les acides biliaires primaires synthétisés dans le foie
sont : I’acide cholique (C) et ’acide chénodésoxycholique (CDC). Avant leur excrétion dans le
tractus biliaire, 905% d’entre eux sont conjugués et forment ainsi 1’acide taurocholique
(Buttar, Wang et al,)l’acide glycocholique (GC), le glycocholate de sodium (GNa), I’acide
taurochénodésoxycholique (TCDC) et I’acide glycochénodésoxycholique (GCDC). Cette
conjugaison favorise la solubilité des acides biliaires (hydrophRi€s de 85% sont ensuite
réabsorbés dans I’intestin gréle. Les 15% restant sont convertis en acides biliaires secondaires
par la flore bactérienne intestinale. Ainsi, les acides désoxycieoli (DQ,
taurodésoxycholique (TDC) et lithocholique (LC) proviennent respectivemedtedel C par
déconjugaison et de CDC par déshydroxylation (Podevin, Rosmorduc et al. 1999; Debruyne

Bruyneel et al. 2001).

1.7.2 Effets biologiques et role du pH
A pH acide (2-5), les acides biliaires conjugués, constituants prédominants du reflux

duodéno-gastro-oesophagien (Richter 2000), sont partiellenomgés Ills sont alors
susceptibles de pénétrer dans les cellules épithéliales et de provoquer des Iésions de I’ADN et
des mitochondries (DeMeester 2001). lazsdes biliaires secondairgségalement présents
dans le reflux duodéno-gastsesophagien (Nehra, Howell et al. 1999), semblent étre
responsables des lésions muquewsesi plus éleve(5-8) (Richter 2000). Les médicaments
de type inhibiteur de la pompe a protons pourraient jouer un réle aggravdes sésions
muqueuses provoquées par les acides biliaires. En effet, I’augmentation du pH favorise la
croissance de la flore bactérienne, qui génere des acides bdiet@sdaires délétéres a pH

élevé, et des composés nitrosaminés carcinogenes (Wild and Hardie R8€93cides
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biliaires secondairessont capables d’induire, in vitro sur descellules cesophagiennes en
culture, I’expression de marqueurs de lésions de métaplasie intestinale(Hu, Jones et al.

2007).

1.8 Les Mucines

1.8.1 Généralités

Les mucines constituent une famille d’O-glycoprotéines de masse moléculaire élevée.
Elles sont caractérisées par la présence, au sein de leumdopegitidique (apomucine) de
séquences répétitives, disposées en tandem, riches en sérine et enetl{d@mckheere and
Van Seuningen 2008), sur lesquelles viennent se fixer des chaines gjyeasnnpar
I’intermédiaire d’un résidu de N-acétylgalactosamin@-igure 6). Les mucines sont impliquées
dans la formation du mucus (mucines sécrétées) (Corfield, Carroll et al. 2004nseles
phénoménes de transduction de signal et de reconnaissance céhulairees membranaires)
(Jonckheere and Van Seuningen 2008). Elles jouent des rbles clefs dans lestégropri
biologiques des cellules tumorales (prolifération et adhésivité) stldgrogression tumorale

(Hollingsworth and Swanson 2004).
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Figure 6: Structure des mucines : Représentations schématiques des squelettes
protéiques des mucines transmembranaires les mieux caractérisdd€l et MUC4.

(Jonckheere and Van Seuningen, 2008).
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1.8.2 Mucines sécrétées et mucines membranaires
Deux classes de mucines sont individualisées:

- les mucines sécrétées MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC9, MUC19
(Porchet and Aubert 2004). Elles sont sécrétées a la surface épitipdliales glandes
spécialisées ou cellules a mucus. Les mieux caractérisées (MUGEZHALC, MUCS5B,
MUCSG6) sont loalisées au sein d’un méme cluster en 11p15.5 (Pigny, Guyonnet-Duperat et al.
1996) Leur capacité a s’oligomériser en fait un des constituants principaux du gel de mucus.
Elles lui conferent ses propriétés hydrophiles et rhéologiques et jouedlieumajeur dans le
maintien de I’homéostasie des épithélia.

- lesmucines membranaires MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15,
MUC16, MUC17, MUC20, MUC21(Jonckheere and Van Seuningen 2008). Elles possédent un
domaine hydrophobe tramsembranaire leur permettant de s’ancrer a la surface cellulaire et
sont le plus souvent monomériques. Elles jouent un réle dans les intesamllule-cellule,
cellule-matrice extracellulaire, dans la signalisation cehelat leprocessus métastatiquee
qui suggere I’importance de leur implication dans les propriétés des cellules cancéreuses

(Porchet and Aubert 2004)

1.8.2.1 La mucine MUC1
La mucine membranaire MUC1 est localisée au pbéle apical deinesrtzellules

épithéliales polarisées. L’apomucine contient un domaine central O-glycosylé répété en
tandem (TR) et une queue cytoplasmique de 72 acides aminés. MUC1 pigaledsent un
site potentiel de clivage, le domaine SEA, situé a la siuitdomaine TR, contenant cing sites

potentiels de N-glycosylation (Jonckheere and Van Seuningen 2008).
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Les tissus exprimant MUCL1 réalisent des interactions spécifiquedeawreenvironnement
grace a la glycosylation de son domaine extracellulaire. lloestucque MUC1 peut subir un
épissage alternatif, ses épitopes variant dans de nombreux calscgtete cancer du célon
ou du sein. Son profil de glycosylation, ainsi que sa distribution, sontsatténs les celluke
épithéliales malignes : avec une distribution de MUCL1 circonférenéelen plus seulement
apicale (Hollingsworth and Swanson 2004} phénoméne, ainsi que 1’augmentation de la
glycosylation, entrainent un encombrement stérique des cellules emase®iqui aide a leur

détachement des cellules voisines et de la matrice extracellfamalélement a ceci, dans les

cellules cancéreuses, MUC1 va séquestres-daténine et donc empécher la formation de

jonctions adhérentes, contribuant ainsi & leur migration (Kufe 2008)semble de ces
changements a de lourdes conséquences sur les propriétés métastatsoums|utis
cancereuses.

Il a été montré que MUCL1 joue également un réle important dans lducdies du signal
cellulaire (Schroeder, Thompson et al. 2001; Carraway, Ramsauer et al., 2802)
différenciation et la prolifération des cellules épithéliales. Latfonale MUC1 dans les voies
de signalisation est due a la queue cytoplasmique qui inteaggi diverses protéines
participant a la néoplasie, I’adhésion cellulaire, et également les quatre membres de la famille
de récepteurs ErbB (Carraway, Ramsauer et al. 2002; Singh and HollingsworthT2Q063.
ces propriétés biologiques cellulaires sont altérées et subiEsemodifications dans les cas
de carcinomes, conférant a MUC1 un rble majeur dans la progression tuetodaes la
formation de métastases (Hollingsworth and Swanson 2004; Carraway, Funes et al. 2007).

Tout ceci fait de la mucine membranaire MUC1 un outil attractif pour de aoxve
systéemes diagnostiques et également pour des thérapies immunoladiquegeéniques des

cancers (Jonckheere and Van Seuningen 2008; Jonckheere and Van Seuningen 2010).
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Le profil d’expression des génes de mucines épithéliales chez 1’adulte sain varie selon
le type cellulaire et tissulaire (Corfield, Carroll et al. 2001) llsestmis a des variations au
cours du développement, de la différenciation cellulaire, des processusnratoires et de la
carcinogenese (Van Seuningen, Pigny et al. 2(Egure 7).

Au cours de ces maodifications, il suit le phénotype tissulaire (CorfieldplCat al.
2001) Dans I’cesophage sain, MUC1 et MUC4 sont les deux principales mucines exprimées
dans 1’épithélium stratifié, alors que MUCSB est exprimée au niveau des glandes sous-
muqueuses (Arul, Moorghen et al. 2000; Guillem, Billeret et al. 2000). Wqueuse de
Barrettexprime fortement MUCSAC et MUC3 dans 1’épithélium de surface, MUC2 dans les
cellules a mucus et MUCG6 dans les glandes. Par ailléexprdssion de MUCSB disparait dés
le stade des lésions de métaplasie intestinale (Arul, Moorghen et al. 2000).

Dans les lésions de dysplasie de haut geadens I’adénocarcinome s@B, il y a une
diminution de ’expression protéique de MUC2, de MUCSAC et de MUCS6, alors qu’il existe
une surexpression des mucines MUC1 et MUC4 (Arul, Moorghen et al. 2000; Glickman,

Blount et al. 2006).
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Figure 7: Variation d’expression des mucines au cours de la séquence carcinogénétique
oesophagienne chez ’homme

Les mucines sécrétées sont absentes dans I’cesophage normal, fortement exprimées au stade de
métaplasie et leur expression décroit avec la progression dans la séquence.

Les mucines membraites, sont présente dans 1’cesophage normal, leur expression décroit au

stade de métaplasie puis augmente avec la progression dans la séquence.
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Les mucines semblent étre des marqueurs phénotypiques adaptés iade slav
séquence carcinogenétique comant a 1’adénocarcinome (Arul, Moorghen et al. 2000;
Guillem, Billeret et al. 2000; Warson, Van De Bovenkamp et al. 2002jithgr Kountouras
et al. 2005) De plus les apports récents sur les mécanismes de régulation de 1’expression des
mucines ouvrent des perspectives pdudtude de la carcinogenése cesophagienne et la
définition de cibles thérapeutiques. En effet il a ét¢é montré que, suite a 1’agression de
I’cesophage par le reflux et notamment les acides biliaires, 1’activation de 1’expression des
mucines été médiée par: la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pourmigsines
membranaires (Mariette, Perrais et al. 2004; Mariette, Piessan 2008), et le facteur de
transcription CDX-2 pour les mucines sécrétées (Hu, Jones et al. 2007).

Notre équipe a porté son choix sur 1’étude des mucines MUC1, MUC2 et MUC4 car (i)
leur niveau d’expression varie au cours de la séquence carcinogénétique de 1’AQ, (ii) ce sont
les mucines membranaires les plus étudiées et les mieux daémséet (iii) elles sont
impliquées dans de nombreux cancers (Carraway, Ramsauer et al. 20@3teMBréssen et

al. 2007).

1.8.3 Régulation de I’expression des mucines dans I'cesophage

1.8.3.1 In vitro

Dans notre laboratoire, des travaux portant sur la régulation de I’expression des genes
de mucinesMUC1 et MUCA4 par les acidebiliaires dans la lignée cellulaire OE33 d’AO ont
éteeffectués (Mariette, Perrais et al. 2004; Piessen, Jonckheere et al. 2007; Mieissen et
al. 2008).

Les principaux résultats étaient les suivants:
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- parmi différents acides biliaires testés TC, TDC, TCDC, GC et @bgmentaient
I’expression de MUC1 et MUC4, via une régulation transcriptiontekt traductionnelle. - en
utilisant des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques des voiesgdalisation PI3K,
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), Protein Kinase A (PKA)Rrotein Kinase C
(PKC), il a été montré que la sur-expressionMig¢C1 et deMUC4 par les acides biliaires
metait en jeu principalement les voies PI3K pddUC4, et les voies PI3K et MAPK pour
MUC1,

- enfin, par des expériences de transfections cellulaires transitbieeg€té montré que la
régulation @ I’expression de MUCA4 par les acides biliaires était promoteur-dépendante -et que
la régulation de I’expression de MUCA4 par les acides biliaires TDC et TCDC était médiée par

le facteur nucléaire hépatocytaire (HNF1a) (Piessen, Jonckheere et al. 2007).

1.8.3.2 Ex vivo

Dans un modelex vivod’explants tissulaires humains de tissu sain, d’OB et d’AO
remis en culture avec traitement par acides biliaires (selon uocpletmis au point dans le
laboratoire), les résultats suivants ont été olstenu
- les traitements par TC, TDC, TCDC, GC, GNa ou DC augmentkiaatix d’ARNm de
MUC1 en tissu adénocarcinomateux.

- seuls les traitements par TC, TCDC, GNa ou DC augmeante taux d’ARNm de MUC4 en
tissu sain et adénocarcinomateux,
- aucune variation de I’expression protéique de MUC4 et MUC1 en immunohistochimie n’a pu

étre mise en évidence dans les mémes conditions de traitements.

1.8.3.3 Corrélation clinique

Nousavons précédemment étudié le profil d’expression des mucines MUC1 et MUC4

par analyses immuno-histochimiquéss 1’AO associé a I’OB et des Iésions co-existantes de
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métaplasie, dysplasie et muqueuse normale afin d’évaluer leur valeur pronostique (Piessen,
Wacrenier et al. 2009). Cette analyse a été réalisée a parthadtélons issus
d’oesophagectomies pour adénocarcinome de I’cesophage chez 52 patients consécutifs entre
1997 et 2002. Les paramétres histo-pathologiques, de récidive et &Uovig terme étaient
corrélés avec le nombre de cellules marquées. MUC1 et MUC4t&ammeé chez 52 et 41
patients avec adénocarcinome (soit 100 et 78%), respectivement.

Tous les échantillons surexprimaient fortement MUCL1. La prévaleeceMdC4 était
significativement diminuée dans la métaplasie en comparaiscraveuqueuse normale (53
vs 92%, p<0,001). Cependant aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre le niveau
d’expression de MUC1 et MUC4 dans I’adénocarcinome de I’cesophage et les variables histo-

pathologiques, la récidive ou la survie. Il n’a donc pas été démontré de valeur pronostic pour

MUC1 ni pour MUCA4.
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1.9 Buts du travail

Les travaux antérieurs de notre équipe ont donc démontré que les mucineseMUC1
MUC4 étaientimpliquées dans la carcinogenése cesophagienne et que leur expression était
régulée par les acides biliaires.

Nous nous sommes fixés comme objectifs de :

1. Mettre au point un modeéle animal de reflux gastro-duodésaphagien chez le rat afin de
pouvoir (i) étudier le role respectif de la composante acide eirbildu reflux sur la
carcinogenese oesophagienne, (ii) de tester sa capacité a reprodagendeble la séquerc
carcinogénétique chez I’homme, (ii1) réaliser des analyses moléculaires afin d'étudier les voies

de signalisation impliquées dans linitiation et la progression dédaence et de rechercher
d’éventuels biomarqueurs et cibles thérapeutiques , (iv) tester de nouvelles thérapeutiques
préventives ou curatives de I'AO ,

2. Poursuivre I’étude du role des mucines dans la carcinogenése oesophagienne en focalisant
notre attention sur 1’étude du role de MUCT sur les propriétés biologiques des cellules

d’adénocarcinome de 1’cesophage..
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2  RESULTATS

2.1 Partiel: Apports et limites du modeéle chirurgical pour induire et
étudier la carcinogenése cesophagienne induit par le reflux
Article |

Operatively-induced chronic reflux in rats: a suitable model for studyng esophageal
carcinogenesis?

Caroline Gronnier*, Emilie Bruyére*, Guillaume Piessen, Nicolas Briez, Jérome Bot, David
Buob,

Emmanuelle Leteurtre, Isabelle Van Seuningen and Christophe Mariette (*both authors
participated equally to this work)

Surgery, 2013 (sous presse)

Article 11

Suitability of surgically-induced chronic reflux in rats for studying esophageal
carcinogenesis

Caroline Gronnier, Guillaume Piessen, Emmanuelle Leteurtre, Isabelle Van Seuningen,
Christophe Mariette

Comment on:

Prevention of Barrett esophagus and esophageal adenocarcinoma by smaothibriiedin a
rat model of gastroesophageal reflux disease. Gibson 44Kli AH, Davison JM, Sanz AF,
Hough B, Komatsu Y, Kosovec JE, Bhatt Malhotra U, Foxwell T, Rotoloni CLHoppo T,

Jobe BA. Ann Surg. 2013 Jul;258(1):82-8.

Annals of Surgery ANNSURG-D-13-01361R1 in press
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2.1.1 ChapitreI: Le reflux induit chirurgicalement chez le rat est-il un modele
valable pour I'étude de la carcinogenése cesophagienne ?

Les mécanismes cytotoxiques du reflux qui conduisent a I’initiation puis a la progression
d’0OB en AO restent mal compris. En raison du délai lagtgdu caractere aléatoire de la
progression de la séquence carcinogénétique chez I’homme, une modélisation animale
reproduisant cette séquence a une fréquence élevée et de facon nine akéaio utile afin de
pouvoir étudier les mécanismes impliqués dans la dégénétesteOB en AE. Dans la
littérature différents modeles chirurgicaux de rats ont été pudliés des résultats discordants
sur (i) l'authenticité des lésions observées (type histologique etéraraumoral), (ii) le délai
d'apparition des différents éléments de la séquence carcinogénédiq(i&) le rdle des
différentes composantes du RGO sur le déroulement de la séquence (RPelemslet al. 1996;
Miwa, Sahara et al. 1996; Goldstein, Yang et al. 1997; Moore, Barry 20Gil; Pera, de Bolos
et al. 2007).

Nous avons donc adopté une approche critique du modéle animal avec induction
chirurgicale d’un reflux chronique duodénal ou gastro-duodénal et avons étudié la survenue des
différents éléments de la séquence carcinogénétique. Une analgsegitjge et moléculaire a
été réalisée afin dauthentifier les lésions observées et diglerte potentiels nouveaux
marqueurs diagnostiques ou cibles thérapeutiques.

Le but de cette étude prospective expérimentale est : (i) une appi®Emeécanismes
physiopathologiques au niveau histologique et moléculaire, (ii) une dgpcotique du modele
animal de reflux gastrduodénal chirurgicalement induit afin d’en apprécier les limites, et (iii)
lidentification de nouvelles protéines potentiellement impliquées dangarcinogenese

oesophagienne.
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Article type: original article, experimental paper

Background

The mechanisms of reflux leading to esophageal adenocarcinoma (EA) remain poorly
understood. This study critically appraises a surgically-induced chronic reflux rat model
Methods

We randomised 108 Sprague Dawley rats into two experimental groups, perfosogigago-
duodenal (ED) anastomosis +/- gastrectomy, to induce duodeno-esophagegDieRugroup,

n = 63) and duodeno-gastro-esophageal reflux (DGER group, n = 45). Control groups included
() Roux-enY esophago-jejunal anastomosis, (ii) laparotomy alone, (iii) subtasitegtomy to
induce duodeno-gastric reflux (DGR group), and (iv) the same procedure as inHlfe ddaiip
plus proton pump inhibition (PPI group). The esophagus underwent histological aewlilaol
analyses.

Results

The prevalence of Barrett’s esophagus (BE), dysplasia and EA in the experimental groups was
40.7%, 6.5% and 11.1% respectively. Histological and molecular analyses in @&ibs
DGER and DGR suggested BE occurred throdghnovointestinal metaplasia and proximal
migration of duodenal cells. No distant metastases were idenfiliedmolecular characteristics
of both BE and EA were similar to humans. BE was more frequent, apthsigsand EA less
frequent, in the DER group when compared to the DGER group (44.4% vs. 23.8%,038
and 6.7% vs. 25.4% = 0.012, respectively). When compared to the DGER group, carcinogenic
sequence occurred less frequently in the PPI treated geoup.019).

Conclusion: Despite pathophysiological disimilarities with human, the rat Edehaccurately
reproduces histological and molecular lesions of the BE carcinogengiiense and allowed us
for identifying potential new tumor-associated proteins that may telbim@markers and new

therapeutic targets in EA.
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INTRODUCTION

Despite advances in multimodal therapy, the prognosis for invasiphageal adenocarcinoma
(EA) remains poor’ EA is thought to develop on Barrett’s esophagus (BE), via low to high
grade dysplasia sequence under the influence of duodeno-gastric-esophageal reflux {DGER).
The cytotoxic mechanisms of reflux leading to initiation and progressiorEofeBhain poorly
understood. It is hypothesized that DGER pH changes caused by PRhdnag bile acid
cytoxicity through bile acid conjugation and may play a role in theeraf EA incidence in
Western Countries.

Due to long delay in the progression of the carcinogenic sequence in humaffgiant animal
model of BE and EA would be fundamental to the better understanding of tfemsns
involved. Various surgical models of BE/EA have been repott€dlone showed a superiority.
Discrepant results have been reported regarding the time of developmenhistga in the
sequence of carcinogeneSiswhether the metaplasia in these modelsidsnovo,originating
from the esophageal glands, is derived by entrapment (stitching of duodecadamo the
esophageal wall during surgery) or occurs by creeping substitution (proxiigedtion of
duodenal cells through the anastomosis) remains uricié&tDoubt has been cast on whether
these models reflect the development of BE and’ Bforeover, authors have reported adeno-
squamous or pure squamous cell carcinoma, questioning the model’s ability to elucidate
mechanisms of tumorigenesi&’ Finally, the respective roles of duodenal and gastro-duodenal
reflux in the model remain unsolvéd These questions raise the validity of the animal model as
a valuable tool in understanding the human carcinogenic seqtérice.

The aims of our study were consequently to evaluate at histologtahalecular levels the (i)
value of the rat model, and (ii) respective roles of the duodenal arrd-dasdenal reflux, in

studying the BE/EA carcinogenetic sequence.
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MATERIAL AND METHODS

Rat model Surgery

Six week-old male Sprague-Dawley rats (Charles River, France), weredhaoder standard
laboratory conditions. Operations were performed under geaszathesia, using xylazine (12
mg/kg) and ketamine (80 mg/kg). Through a midline laparotomy, surgicaledures were
performed to induce esophageal reflux. The experimental protocol recgnesdreent from the
Veterinary Ethics Committee (CREEA, authorisation no.59-350177).

1/ Experimental groups

- DGER group (duodeno-gastro-esophageal reflux): performing an esophago-duodenal (ED)
anastomosis without gastrectomy, to study the impact of the combination of gastricodedal

reflux on esophageal mucosa. The esophagus was transected proximalastritbesgphageal
junction, anastomosed to a duodenotomy with mucosal to mucosal appa#itiéinterrupted
stitches of 7.0 polypropylene suture.

- DER group (duodeno-esophageal reflux): performing an ED anastomosis viidcigasy, to
evaluate the impact of the duodenal reflux on esophageal mucosa. Aydstedctomy was
performed after ligation of left gastric vessels, short gastric Mess®d duodenum distal to the
pylorus. The distal esophagus was anastomosed as in DGER group .

2/ Control groups

- RY (RouxenY) group: performing an esophago-jejunal (EJ) anastomosis with jelomal
without reflux (internal control). The proximal jejunum was ligated 4gstabto the Treitz
ligament and sectioned proximal to the ligature. The distal setgmas anastomosed to the
distal esophagus constructing a RarnY esophago-jejunostomy and entero-entero anastomosis
at least 15cm distal to the esophago-jejunostomy using a onedayeng 7.0 polypropylene
suture.

- LAP (laparotomy) group: performing a laparotomy only (external control).
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- DGR (duodeno-gastric reflux) group: performing a partial gastrectomy regpetite
gastroesophageal junction, with a gastro-duodenal anastomosis on the pimdgynaf the
stomach. This group, in which the esophagus was adjacent to but not peatasfastomosis,
acted as a control for the DER group to evaluate if the origin of eseghatestinal metaplasia
was de noveQ originating from the esophagus, or originating from the duodenum through
entrapment (stitching of duodenal mucosa to the esophageal wall durgegys or creeping
(proximal migration of duodenal cells through the anastomosis as a healing process).

The stomach was anastomosed to the duodenum performing a gastro-duodemo#iohty
interrupted stitches of 7.0 polypropylene suture.

- PPI (proton pump inhibitor) group: rats who underwent the same proceduréhasDIGER
group received Esomeprazole (Astra-Zeneca, France), at a dose of 5udaljkgavage from
day 1 after the surgical procedure. This group was undertaken to obtaupghession of the
acidic component of the gastric reflux in surgically induced DGERtoaeyaluate its role on
reflux induced lesions.

Sacrifices and management of operative specimen

All animals were weighed on a weekly basis. Rats that becdroe ldst >15% weight were
euthanized. Rats that died before the scheduled date were autopsied.

Animals were sacrificed under general anaesthesia to recoverdamapées at 20 weeks for BE
lesions, 30 weeks for dysplasia and 50 weeks for'EAs a consequence of the intermediate
results obtained, sacrifices were delayed to 60, 70 and 80 weeks, for th& tast who were
operated in order to test the hypothesis that longer exposure to reflux ootddse the
incidence of each step of the carcinogenic sequerdter an injection of euthanizing agent
T61, the thoracic and abdominal cavities were inspected with an enrdstomval of the

esophagus. After longitudinal opening, the esophagus was sectioned intoo$lize3mm
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thicknessln rats with visible esophageal tumor growth, the liver and the lungs removed in
order to perform a histological analysis looking for the presence of micrometastasis.
Histological analysis

Histological analyses were performed by two expert pathologistsdiouble blinded manner
(EL, DB). Tissues were fixed in 10% (w/v) buffered formaldehyde, embedded in paraffat, cu
4um thickness and finally applied on SuperFtadides (Menzel-Glaser, Germany). Slides were
then stained with Hematoxylin-Eosin-Safran-Astra-blue. Lesionse wiefined as (i) BE:
specialised columnar epithelium with structures mimicking humar{i@&gstinal-like cells and
alcian-blue positive goblet cells) (ii) Dysplasia: lesionshwén increase of the nuclear-
cytoplasmic ratio, nuclear atypia, partial loss of cell polamty Bcrease in mitotic figures, and
(iif) EA: predominant component or pure EA with an invasion through the basenesnbrane

to surrounding tissues, tumor stroma reaction, increase in nuclear atypia, and mitotic figures.
pH-metry

A measurement of intragastric pH was performed, using a pH meter oriotar2 s
(Thermoscientific, France), in ten randomly selected rats of the DGAIR, and PPI groups,
after aspiration through a gastrotomy, to assess the persistence séaeiibn (DGER group)
or its suppression (PPI group).

RNA extraction and purification

Total RNA was isolated and purified from tissues using the NucleB$HWA L kit (Macherey-
Nagel, Germany) as described in manufacturer’s protocol. The RNA quantity was determined by
measuring the optical density at 260nm with a NanoBtd00 spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA).

Quantitative Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

Total RNA (0.5ug) was used to prepare cDNA using thé Riist Strand Kit (SABioscience,

USA). qRT-PCR was performed on cDNA (1 ul), using specific primers for TFF2
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(PPR48691A), TFF3 (PPR52672A), Mucl (PPR51463A), Muc4 (PPR47950A), Nfkbl
(PPR42746A), and Pik3cg (PPR56854A) synthesized by SABioscience andtfast BYBR
Green Master Mixes/ fluorescein qPCR Master Mixes. For each of those priheestandard
curve was made in order to determine the best concentratiorN# tbuse. Amplification was
made in triplicate for each sample and the internal control used was the Lactate detasbay
(Ldha) gene (PPR56603B). Amplification was made using the CFX96 thermo¢Ba&ad,
France): 1 cycle of 10 min at 95°C, followed by 45 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C.
RT-PCR

Total RNA (1pg) was used to prepare cDNA using oligod(T) (1ul) and recombinant Retro-
Transcriptase Moloney Murine Leukemia Virus (MEV) (1ul) (Promega, France). PCR was
performed on cDNA (pl), using specific pairs of primers: Bactin  (s:
ATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAA ; as: AACACAGCCTGGATGGCTACGTACAT
Cyclin D1 (s: TGACTGCCGAGAAGTTGTG ; as: GAGGGTGGGTTGGAAS), ErbB1 (s:
AGTGGTCCTTGCAAACTTGG ; as: TTAACTCAAGCTGCCTCGCC), Cox2 (s:
AGTATCAGAACCGCATTGCC ; as: TAAGGTTTCAGGGAGAAGCG), PI3K s
GAAGCCATTGAGAAGAAAGGA ; as: GAGGTGTTCAGTATTATCAGAGC),NFkB (s:
GAAGAAGCGAGACCTGGAG ; as: TCCGGAACACAATGGCCAC), Smad4 (s:
CATTCCTGTGGCTTCCACAA ; as: GACTGATGGCTGGAGCTATT) and VEGF &CG
AAA GCG CAA GAA ATC CC; as: TTA ACT CAA GCT GCC TCG CC) (MWGHiech,
Germany).For each gene, analyses were made from at least three different rats. Rat Pactin was
used as the internal control. PCR products (20pul) were separated on a 1.5% (w/v) agarose gel
containing ethidium bromide run in 1X Tris Borate EDTA buffer. The gene of interest/Bactin
ratio was calculated after scanning DNA bands with GelAnalyst-GelSmasasef{Claravision,
France).

Microarray analysis
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Complementary RNA was synthesized from total RNA and purified using thd.abekng-

AMP 2.0 Kit and the ArrayGrade™ cRNA Cleanup Kit respectively (SABioscience), together

with biotin-UTP (Roche, Neuilly-sugeine, France), according to the manufacturer’s
instructions. Complementary RNA (21 g) was incubated with Oligo GEA@r@ABioscience):

Rat Cancer PathwayFinder, Rat Tumor Metastasis, Rat Cell Cycle and Rat PI3K-At&llisig
Pathway Microarrays, all designed for profiling the expression of 113 genesssigprievel of

each gene was detected by chemoluminescence using' BGBstrate on a Stofty860 scanner

(GE Healthcare Buckinghamshire, England). Signals were finally anaWitedhe GEArray’
Expression Analysis Suite (SABioscience).

Immunohistochemestry

Protein expression was studied using either manual or automatic imntaobéisistry (IHC).
Automatic IHC with an automated 8 immunostainer (ES, Ventana Medysaér8, France).
Antibodies were purchased from Cell Signaling [Cyclin D1 (2926 at 1/50e)]aSaniz
Biotechnology [MCM6 (sc-9845 at 1/100e) [Mmp3 (sc-31074 at 1/100e), Mmp7 (sc-8832 at
1/50e), Mmp10 (sc-6842 at 1/200e) and Timpl (sc-6834 at 1/100e)]. Positive controls were
included by staining normal rat tissues known to express the protein of rdatesegative
controls were run with 1X D-PBS instead of primary antibodies.

Cell culture

The OE33 esophageal adenocarcinomatous cells were purchased fiieordpean Collection

of Cell Culture (ECACC) and cultured as described in Maristt '

siRNA (Small interfering RNA) assays

Parental OE33 cells were transfected with siRNA from Dharmacon (EpseitedKingdom)
following the protocol described in Piesseral*®

Proliferation
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Cell proliferation was analysed by counting cells on a Malassezinguwittamber. OE33 call
transfected with siRNA were plated on 24-well plates then counted d@rinigys after
transfection.

Migration

Cell migration was studied by a wound healing test. Cells were piated6-well plates until
confluence, a wound was then performed using the 96-pin WoundMaker (Essen Bigscience
Plates were finally placed in an incubator with 5% of,@®37°C into the IncucyteTM (Essen
Bioscience). Every other hour a picture of the wound was taken. The wound claosenet e
was then measured every 12h, from 0 to 48h.

Statistical analysis

The primary objective was the occurrence of at least one elemé® cdrcinogenetic sequence
(either BE, dysplasia or EA). Based on preliminary experiments amdtlite results, we
hypothesized that with a power of 80% and c&anvalue of 5%, at least 45 animals per
experimental group (DGER and DER groups) were required to observe an incidence iof 40%
one group versus 75% in the other group (bilateral comparison of two binomial pogprti
Since intermediate analysis showed a mortality rate up to 60%, tHeenwirats required per
group was 120. Statistical analysis was performed using SPSS véEsrsoftware (SPSS,
Chicago, IL, USA). Data are shown as prevalence and means (standatte\vContinuous
data were compared by means of the Mann-Whithégst and ordinal data by the chi-square
test or Fisher exact test as appropriate. All statistical vests two-sided with the threshold of

significance set @< 0.050.

RESULTS

Global evaluation
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Among 285 rats operated on, 120 were included in the DGER group and 120 inRhgrdp.

The overall mortality rate was 53.0% and decreased during the study pemods.8% to
36.9%. 55 rats died from respiratory failure due to massive aspiration (none in-teBuro
groups). Other causes of death were malnutrition (loss of weight > 15%) (n = 62), peritonitis (n =
9), intra-operative complications (n = 20) and unknown causes (n = 5). Number of survivors
analyzed was 63 in the DGER group, 45 in DER the group, 6 in the DGR group, 10RPiRIthe
group, 7 in the RY group, and 3 in the LAP group.

Nutritional status

The mean body weight loss was 1@%- 4) and was maximal after 3 weeks. After an initial
postoperative decrease, the animal body weight curve progressively jbeénene of the control
group (not shown). This result suggests that nutritional status did not interferéhe results

that we observed.

pH-metry

The mean values of the intragastric pH were 2.7 (+/-0.35), 2.8 (+/- 0.4) and 5M35)}#n the
DGER, LAP and PPI groups, respectively. This underlines the expectsidtgrece of acid
gastric secretion in the DGER group and a significant reduction aRéra@ministration
(P=0.019. These results validate the surgical approaches to generate bothalwdegastro-
duodenal refluxes, in a similar way as observed in humans.

Macroscopic and histological results

Reflux lesions

In the LAP and RY groups, all rats had normal esophagus on macroscopicgRiguaed 1B)

and microscopic examination (Figure 2A). In the DGER (Figure 1C) , DER, BIG&RPPI
groups (not shown), the esophagus was dilated and markedly shortened in all rat and microscopic
analysis showed esophagitis (Figure 2B). These results dutesftficacy of this chronic reflux

model to induce esophagitis.
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Steps of the carcinogenetic sequence

In the LAP and RY groups (Figures 1A and 1B), no lesions of the carcirtagseguence were
found. In the reflux groups, 32 animals exhibited a visible tumor growth localised on the external
surface of the esophagus (Figure 1C).

Histological analysis in the experimental groups showed at ¢e&sstep of the carcinogenetic
sequence in 50% of rats (Table 1). Prevalence of BE, dysplasia andware&0.7% (n = 44),

8.3% (n=9), and 11.1% (n = 12), respectively. Histological lesions were aivagsved in the

distal esophagus, which was the region with maximal exposure to reflux. Among 32 macroscopic
tumors, only 12 were histologically proven carcinomas (Figure 1E), the 20niegh@ases
showing only an inflammatory granulomatous reacti®he positive predictive value of a
macroscopic examination in predicting a cancerous lesion was only 37.5%.

This suggests that exposure to chronic reflux promotes the developmentmehtsieof the
carcinogenic sequence in half of the animals in comparison with 5-20% itP men.

Histological tumor characteristics

Among the proven carcinomas, 8 were well-differentiated mucinous ademaraas
(malignant infiltrating glands associated with lakes of extraceltalacus) (Figure 1E). Five rats
developed adeno-squamous carcinomas combining components of squamous carcinoma and
adenocarcinoma, but in all cases adenocarcinoma was the major tuompainent. Some of
these cases exhibited endovascular invasion, confirming their maligaaure. Neither lymph

node nor distant metastases were identified macroscopically during sacrificeés withravisible
esophageal tumor growth, a systematic histological analysis divéreand the lungs did not
exhibit any micrometastatatic disseminati@ven if sometimes features of local malignancy
were observed, these results challenge the ability of these tumors to disseminate.

Characterization of the Intestinal Lesions
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The IHC analysis showed that intestine-specific markers suchllas Zidx-2 and Muc2, were
expressed in BE, whereas they were never expressed in normal esophagulsoimpt s
Expression of cytokeratins 4 (CK4) and 14 (CK14), known to participate in the cytoskele
formation and usually found in normal esophageal epithelium, in the cytoashe supra-
basal cells for CK4 and of the basal cells for CK14, was also ass&bsgdwere expressed in
the histologically normal rat esophagus without expression in BE lesions.

These results confirm the differentiation of normal esophageal cells tsedbri@ reflux into an
intestinal-type phenotype mimicking human BE.

Origin of the Intestinal Mucosa

In order to investigate the origin of BE lesions observed in the reflux groups, we went further
in the histological analysis.We observed the presence of numerbwndilBrinner glands in
the esophageal wall, two histological characteristics of normal duodehaimare usually not
present in human BE (Figure 2 B and 2C). These results suggest thedi@ts in the ED rat
model may not be true BE lesions originatidg novofrom the esophagus but be caused
mechanically induced through entrapment or creeping (Figure 2). To ealitzte hypotheses,
additional experimentations were handled. Firstly, a histologicatesasment of rats with BB
was performedA short segment of BE surrounded by squamous mucosa corresponding to a
typical aspect of entrapment was found in one rat (Figure 2D). Secondlgeanontrol group
was constructed by performing a subtotal gastrectomy and gastro-duodemaiasas (DGR
group) in which the esophagus did not form part of the anastomosis. As presengddeiri,
esophagitis was present in all cases confirming the presence oftuah eeflux. One rat
developed a massive mucinous adenocarcinoma coming directly from #teraotic site and
located between the remaining stomach and lower esophagus with surrounding BEIretiens
absence of histological lesions solely developed in the esophagusptipsdid not allowed us

to eliminate the hypothesis of creeping. Expression pattern of genesngntredoil factors
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(TFF) in BE has been previously shown to differ significantly from thahormal jejunal
mucosa in an EJ rat modeél, suggesting that BE lesions represented de novo BE and not
creeping. We therefore undertook to study the expression of TFF-2 and TFF-3 bR\ -
PCR in BE and normal duodenum. The expression of TFF-2 was elevated rB&eompared
with duodenum (1030 folds) whereas expression of TFF3 was more uniform in the aisdues
was not discriminant (1.6 folds) (not shown).

Altogether, these data suggest that, in # model, BE lesionsnay occur through various
concomitant mechanisms includirde novointestinal metaplasia and proximal migration of
duodenum (entrapment and creeping that could not be eliminated).

Characterization of the Esophageal Adenocarcinomatous lesi@figure 3)

We sought to evaluate the similarities of tumors found in humans arusimmidel. The
expression of genes and proteins associated with EA tumorigeti€sisyd/or implicated in
mediation of bile acid effects in EAwas compared in normal esophageal mucosa (no-reflux
control groups) and in EA. Having previously shown that membrane-bound mucins MUC1 and
MUC4 are overexpressed in human EA and that they are regulated by big™atiwe
undertook to confirm their altered pattern of expression in the rat modedhtWeed that genes
encoding Mucl and Muc4 mucins were overexpressed in EA (figure 3A), as atl the
protein level (not shown). Expression of transcription factors associated esphageal
tumorigenesis or implicated in MUC1 or MUCA4 regulation by bile acid$’ was also studied
(figure 3B, 3C, 3D). A neexpression of Smad4 (TGFp pathway) and Cox2 (inflammation) was
observed in EA when compared to RY controls (Figure 3B). An increase afyckdl-actor
Cyclin D1 and EG® receptor ErbBl (cell proliferation), NFkB (cell signaling), VEGF
(angiogenesis) was also found (Figure 3C). By qRT-PCR, we confirmed the aatigatiwo
central signalling pathways in EA tumor progression: NFkB and PI3K (Figure 3D) Hnf-lo and

Hnf-4a transcription factors were not expressed in the esophagus of the RY and LAP groups
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whereas nuclear expression was found in EA lesions. Nuclear expression of PG3 wastei
found in the esophageal epithelium of RY and LAP groups and was lost in Niklear
expression of Ki-67 (proliferation) was observed in the basal layer of the nosoyathageal
epithelium in the RY and LAP groups and in EA lesions (not shodfter studying genes
known to participate in esophageal carcinogenesis, we then searched factoesvusing a
transcriptomic approach (Figure 4). As above, genes known to participateifi@ratioin (cyclin

D1) and metastasis formation or invasion (Mmp3, -7, -9, -10, -13, the metalloproteinase+inhibit
Timpl) were up-regulated in EA. Conversely, tumor suppressor (Tp53, Tsgl01, Ptenhesd ge
participating in cell death (CHEK2, Caspase 9) were down-regulatgdréMtA). Alteration of
gene expression was confirmed at the protein level by IHC for some ofattken (Figure 4B).

We then focused our attention on three genes, CHEK2, TSG101 and MCMS6, not krnden ye
participate in esophageal tumor progression. Using a siRNA approach, those genes’ expressions

were knocked-down in OE33 cells (Figure 5). Decreased proliferationhsasved for the thee
deficient cells lines and was significant as soon as day 2 for M@&fi6ient cells (D2: p =
0.0309; D3: p = 0.0019) and as of day 3 for CHEK2 and TSG101 (D3: p = 0.0056 and D3: p =
0.0009 respectively). No difference in cell migration was found in CHEK2, TSG1LMICM6
deficient cells compared to controls (Figure 5).

These data indicate that tumor progression is induced by chronic reflix,aativation of
signalling pathways and expression of tumor-associated proteins inlarsiay in both the
DGER and DER groups. These results demonstrate that BE and EA preskamt raplecular
characteristics in both experimental groups when compared to humans.

Role of time exposure on esophageal carcinogenesis

The prevalence of histological lesions did not differ between theratiféimes of exposure to
reflux (esophagitis? = 0.612, BEP = 0.195, dysplasia and E&R = 0.741). No significant

differences were found when comparing time of reflux exposure to promotetatieastep of
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the carcinogenetic sequence between the DGER and DER groups (medmbQif22-68] vs.

50 [22-83] weeksP = 0.789)(Tabled. Subgroup analysis in the DGER and the DER groups
found similar results H=0.741). This suggests that esophageal carcinogenesis is not clearly
linked to time exposure to reflux and that delaying the sacrifice after 50 weeksssusel

Role of the reflux composition on esophageal carcinogenesis

The proportion of rats who developed at least one step of the carcinogenincgedic not

differ significantly between the two groups (49.3 vs. 51.2%, respecti/el®.841). BE lesions
were more frequent in the DER group when compared to the DGER group (44.4 vs.R3.8%,
0.038). Prevalence of dysplasia and/or EA lesions was less in the DER gréép\$.25.4%,
P=0.012).

These results suggest that the duodenal component of the refluxaganphitiating role in the
carcinogenic sequence whereas duodenogastric juice may lead to progreseorarcinogenic
sequence to EA.

Impact of acid component of gastric reflux

In order to determine the role of acid component in these findings, a cBRirgroup (n = 10)

was constructed. Macroscopic and histological results are presenitabllén At 30 weeks, the
esophageal macroscopic appearance was similar in the PPI (n = 10)th@d@ER groups (n

= 19), with esophagitis present in all rats. At least one stelpeofdrcinogenetic sequence was
observed more frequently in the DGER group (57.9%) when compared to the PPI group (10.0%)
(P = 0.019). These results suggest that the acidic reflux may favour progrexfsithe

carcinogenic sequence toward EA.

DISCUSSION
The rat surgical model using either ED or EJ anastomosis isdeoadithe most promising in

reproducing histological lesions mimicking the human EA carcinogeniceseqti However
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few have characterized the lesions which develop at both histologimal molecular
levels®321%2This has led to the urgent need to resolve whether the rat modadilyedind
accurately reproduces the carcinogenic sequence as it occurs in Kdfans.

We demonstrate here that an ED rat surgical model of reflux allowsld@helopment of
metaplasia-like lesions (BE) and its degeneration into dys@asid&A with similar histologil
and molecular characteristics as described in humans. We shoWwetlthtadenal component of
the reflux may play a significant role in initiating the carcinogesejuence, whereas
duodenogastric juice may lead to its progression to EA. However, disergpancies have been
highlighted in the literature when comparing human observations to previous animal iiddels.
It includes the development of benign tumor and adeno-squamous tumors raesledhbs
humans, a low rate of EA tumorigenesis despite deliberate esoplexgesiure to intensive
gastroesophageal reflux disease and no impact of the exposure durationimcidérece of
BE/EA. The absence of tumoral dissemination to regional lymph nodes antdisgans also
guestions whether the induced tumors behave in a truly malignant ménhas also been
guestioned whether creeping substitution of the esophageal mucosa or entpmefjunal
mucosa may be the mechanisms to be involved in the development ohBEth&n ade novo
process.As reported by othefs the high postoperative mortality rate despite wellknown
expertise of the surgical team, raised ethical concerns and qudstieneproducibility of such
modeling.

In humans, BE metaplasia is thought to result from the abnormal difegrentof esophageal
stem cells or from the transdifferentiation of one mature esophageal cell type into arpelodr ty
mature celf®* Gene expression profile of TFF in a rodent model with EJ anastomogis ma
indicate that BE occursle novoand is not due to proximal migration of jejunal mucbsa.
However, presence of numerous intestinal villi and Brunner glands in the DRG group and

observation of short segment of BE surrounded by squamous mucosa sugge$-ikat B
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lesions in the rat model also may arise from duodenal mucosa through entrapereeiping in
accordance with previous studi&S.only a formal lineage tracing could allow us to definitely
enlight this point. Contrary to our results, some authdrshave suggested that the time of
exposure to reflux may determine both the type and the incidence ofitres ledich develop,
however the number of rats operated on in each of those studies was yetatig#f®** The
incidence in the present study of EA was low (13%) with some adeno-sgsatamors
occurring despite avoiding the use of nitrosamines, a co-carcinogen shbwnedsponsible for
high rates of a squamous cell tumoral compofeAtreview has discussed the reproducibility of
the rat modéf with regard to (i) the variability of the surgical procedures, with herigate of
EA after EJ than after ED anastomo$i§® possibly because of less reflux juice volume in the
latter type of anastomosiS(ii) the various durations of reflux exposure, (iii) the use of a variety
of rat species, and more importantly (iv) the suboptimal pathologialysas of induced
lesions®

We performed a transcriptomic approach that allowed us to identify numeznas that have
been previously shown to be important in human EA corroborating the validithi®of t
model®?"#Moreover, this analysis allowed us to identify new potential biomaiteotved in
esophageal carcinogenesis. Firstly, S100a4 gene, which protein is knowre tméay roles in
cancer cell properties was found to be upregul&tétle previously reported that altered
properties of OE33 esophageal cancer related to MUC4 deficiency cenirétathat of the
calcium-binding protein s100A%.These results are in favour of regulation of S100A4 by the
membrane-bound mucin MUC4, that would lead to decreased proliferation amdtionig
properties of esophageal cancer cells.

MCM6 and CHER, both involved in cells’ proliferative properties, were up regulated in our
transcriptomic study. Their roles iells’ proliferation were confirmed by vitro study. MCM6

has been previouslshown to be involved in meningioma and to be correlated with clinical
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outcomes and grad® As for CHEK2, a gene mutation has been associated with ansedrea
risk of breast cancéf.Our results associated to the previously findings of the literatlow us

to assess that MCM6 and CHEK2 may play an important role in the tuproperties of the
OE33 esophageal adenocarcinoma cells.

Whereas, Tsgl101 has been found down regulated in our transcriptomicistwdyo .down
regulation of Tsg101 by small interfering RNA inhibits the proliferatiomedophageal cancer
cell as previously reported for breast cariéer.

The respective contributions of the duodenal and gastro-duodenal reflux onelapaent of

BE and EA are still controversial:®*?We wanted to evaluate the impact of the gastric and the
duodenal contents on the carcinogenic sequence. The gastric juiceviasspyéoeen shown to
be neutralized when an EJ anastomosis is performed without gastréttoemee, we chose to
perform an ED anastomo$i& We show that absence of gastric juice (DER group) was
associated with significantly earlier lesions of BE whereas awoeabgastric and duodenal reflux
(DGER group) was associated with more advanced lesions (dysplasia andl &trol groyp

of rats exposed to a mixed reflux and receiving drug acid suppressiogr@@p) confirmed this
mechanism with a dramatic decrease in the number of early lesionsrn@ogfipreviously
reported data using a cellular model of EA, these results suggésstinct impact of the
duodenal reflux according to pH environm&hthis leads to hypothesize that PPl may prevent
the initiation of the carcinogenic sequence with a protective effédoese results are in
accordance with a recent published stirdjut contrary to anoth& in which a PPl was
administered subcutaneously on alternative days without verificationdbappression by pH
measurements.

Gastric content may act as a catalyst for the carcinogenic prfavessing tumor development.
When comparing our data to published results from previous similar raestadmparing

DGER and DER, 3 of 4 studies did not show any differences between groups redgaeding
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occurrence BE or EA, with small number of animals enrolled and lesionsetaied to
reflux.”®*? The fourth study suggested a protective effect of gastric juicensigde
development of EA.

We chose for ethical reasons to include a limited number of rats icottieol groupsOn the
PPI group, we performed a preliminary analysis at 30 weeks. Sincesthis ngere statistically
significant, it does not seem ethically valid to continue the study.

In conclusion, desp pathophysiological dissimilarities with human, the rat ED model
accurately reproduces histological and molecular lesions of the BE camcetmgsequence and
allowed us for identifying potential new tumor-associated proteins thgatb@ new biomarkers
and new therapeutic targets in EA. This rat ED anastomosislroffdrs a unique opportunity to
study the respective roles of the duodenal and gastro-duodenal contentB&ncidneinogenic
sequence.
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Figure 4:
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Figure 5:
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Titles and legends to figures
Figure 1: Macroscopic aspect of surgical specimens, classified accorglithe operation

group and histological observation of the esophagus after surgery ngi Hematoxylin-Eosin
Safran and Astra blue stainings.

The control groups with no refluxAj LAP and B) RY groups, showed thin and not inflamed
esophagus. In case of an induced refl@ DGER group: the esophagus are dilated and
inflamed with sometimes the presence of a macroscopic tumorysalaealized in the distal
portion of esophagus submitted to the reflux. The histological observations dsH@ye
esophagitis (magnification x 20QE) Esophageal adenocarcinoma with the presence of mucus
lakes stained in blue (black arrow) (magnification x 200) comparedtan§ert) normal
esophagus (magnification x 200), @Qrgical procedures and compositions of reflux for each
group: DGER group: duodeno-gastro-esophageal reflux group allows the induction of a mixed
gastric and duodenal reflux at the distal portion of the esopha@U&ER; group: duodeno-
esophageal reflux induces a duodenal reflux only in the distal portion of the esspRag
group: RouxenY group is the internal controLAP group: laparotomy group is the external
control: DGR group: duodeno-gastric reflux group is a control of DER group RRH group:

proton pump inhibitor group, allows inhibition of acidic component of the gastric reflux.

Figure 2: Histological analyses showing the presence of intestinal tissuethhe esophagus

submitted to a reflux.

A: IHC using an anti-MUC2 antibodyB: Lysozyme staining shows the presence of villi
(arrows),C: IHC carried out with an anMUC4 antibody shows the presence of Brunner’s
glands (arrow), two histological characteristics of normal duodenal epithéhat are normally
not present in human Barrett’s esophagus lesions, suggesting that these lesions may be
mechanically induced from duodenal mucosa through entrapment. This hypoteesis

strengthened by the observation of typical aspects of entrapmenttehaesl by a short
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segment of Barrett's esophagus surrounded by squamous mb¢cds€& using an anti-MUC4
antibody. MagnificationsA x 200;B x 400;C andD x 100.

Figure 3. Gene expression in control squamous esophagus (RYid LAP groups) and in
esophageal adenocarcinoma (EA).

(A) Up-regulation ofMucl andMuc4 in EA compared to RY by qRT-PCR. Expression levels
are normalized tbdhaand compared to the RY groyB) Neo-expression ddmad4andCox-2

in EA compared to RY and LAP groups by RT-PCR) Up-regulation ofcyclin D1, ErbB1,
NF-xB, Vegfin EA compared to control groups using RT-PCR. The internal control usieel is
pactin. (D) Activation of Pi3k andNF-«b, associated with the tumor progression, in esophagus
submitted to a reflux by qRT-PCR. Expression levels are normalizedn@and compared to
the RY control. E) Proliferation andK) migration assays on OE33 cells transfected with PI3K
or NF[IB siRNA. Controls are made by a transfection with a non-targeting (NT) siRNA or with
the transfection agent alone (Mock). * correspond to a p < 0.05 and ** to a p < 0.005.

Figure 4: Expression of genes associated with tumorigenesis @sophagus submitted to
reflux

(A) Expression of genes in esophagus submitted to reflux using microarraysgdeérive
different rats showing EA lesionsB) Expression of proteins (IHC) for which genes were up-
regulated in microarrays studies. Normal squamous esophagus (x100); EA (x100); Insert (x200).
Figure 5: Proliferation and migration assays on OE33 cells transfeet with MCM6,
CHEK2 or TSG101 siRNA

Controls are made by a transfection with a non-targeting (NT) siRNAitbrthe transfection

agentalone (Mock). * correspond to a p <0.05 and ** to a p < 0.005.
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Table I Total number of rats analyzed: histological analysis of resecepghagus of rats,

analyzed according to the treatment group.

Experimental groups Control groups
Group DGER DER group DGR PPI RY group LAP
group group group group
Reflux composition Gastric Duodenal | Duodenal Gastric  Noreflux No reflux
Duodenal non acid
Duodenal
Number of rats 63 45 6 10 7 10

Histological results*
- Esophagitis 63 (100%) 45 (100%) | 6 (100%) 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

- BE 23 (36%) 21 (47%) | 1 (16%) 1 (10%) 0(0%) 0 (0%)
- Dysplasia 7 (11%) 0 (0%) | 0 (0%) O (0%) 0(0%) 0 (0%)
- EA 8 (13%) 4 (9%) | 1 (16%) O (0%) 0(0%) 0 (0%)

DGER: Duodeno-Gastro-Esophageal reflux; DER: Duodeno-esophageal reflux; DGR: Duodeno-
Gastric reflux; PPI: Proton Pump Inhibitor; RY: RoewY; LAP: Laparotomy: BE: Barrett's
Esophagus; EA: Esophageal Adenocarcinoma.

*Some rats may exhibit concomitant steps of the carcinogenetic sequence
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Table 2 Distribution of histological lesions according to the duration of reflux exposure in rats.

Time of exposure to 21 to 30 weeks 30 to 50 weeks 50 to 83 weeks
reflux
(in weeks)
Reflux group DGER DER DGER DER DGER DER
group group group group group group
Histological results
-Esophagitis only 6 (50%) | 2 (25%) | 11(55%) | 9 (64%)| 15 (48%) | 11 (48%)
-BE only 3 (25%) | 5(62%) | 4 (20%) | 4 (28%)| 8 (26%) | 11 (48%)
-Dysplasia or EA 3(25%) | 1 (13%)| 5(25%) | 1 (8%)| 8 (26%) | 1 (4%)
Total 12(100%) | 8 (100%)| 20(100%) | 14(100%)| 31(100%) | 23(100%)

BE: Barrett's Esophagus; EA: Esophageal Adenocarcinoma
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Dans cette étude, 108 rats répartis en 2 groupes experimentaux ontlgs&sa Une
cesophagite était présente dans 100% des cas dans les groupes expérimentaux. Nédamoins,
prévalence de I’OB, de la dysplasie et de I’AO était faible (41, 7 et 11%, respectivement). Les
analyses histologiques et moléculaires sugigér que 1’0OB survenait selon plusieurs
mécanismes incluant la métaplasie intestirdde novocommechez ’homme mais aussi la
migration proximale de la muqueuse duodénale.

La majorité des tumeurs observées étaient de type adénocarcinomaie39%¥hal'entre
elles étaient de type adénosquameux. Aucune métastase gangliannaioéden’a pu étre
identifiée.

Les principales caractéristiques moléculaires de I’0OB (marqueurs intestinaux) et de I’AO
(marqueurs de tumorigenese) étaient similaires a ceux identifiés chez 1’homme. Aucune
corrélation n’a pu étre faite entre la distribution des Iésions histologiques et le temps
d’exposition au reflux (P > 0,20).

La composante duodénale du reflux duodénal était associée a linitiatidesoes
(dysplasie et AE).

Dans ce travail, nous montrons que :

1. le modéle chirurgical d’anastomose ceso-duodénale chez le rat permet le développement
de lésions mimant la métaplasie et sa dégénérescence erasiyspt AO avec des
caractéristiques histologiques et moléculaires similaires par rappbohane.

2. la composante duodénale du reflux jaueréle significatif dans I’initiation de la
séquence carcinogénétique alors que la composante gastrique assocefkixaduodénal
favorise progression de la séquence carcinogénétique.

3. Pexpression des mucines MUC1 et MUC4 est induite dans les 1ésions d’adénocarcinome

de I’cesophage dans 1’cesophage soumis artificiellement au reflux
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4. les protéines TSG101, CHEK2 et MCM6 identifiées grace au modaéntjun réle sur
les propriétés biologiques des cellules humaines d'’AO dans un nodéfe.

Sur le plan pratique, l'utilisation de cette modélisation animale padieé la séquence
carcinogénétique de I'AO se heurte aux limites suivantes:
- le mécanisme de survenue de la métaplasie intestinale qui semble différeez ibomme
- le développement de tumeurs adéno-squameuses dans 39% des cas aloss sguklle
exceptionnelleshez I’homme
-le caractére non métastatique des Iésions tumorales observpeamatant pas I'étude de la
dissémination a distance dans ce modele
- le faible taux d’AO malgré une exposition prolongée desophage au reflux, qui associé a un
taux élevé de mortalité post-opératoire pose des questions éthicquresagiutilisation de ce
modele
- I'absence d’impact de la durée d’exposition sur I’incidence de I’OB et de I’AO et donc la non
predictibilité de la survenue des lésions

En conclusion, malgré des différences physiopathologiques avec I’homme, le modéle

de rat d’anastomose ceso-duodénale reproduit les Iésions histologiques et moléculas de la
séquence carcinogénétique tenous a permis d’identifier des protéines potentiellement
associées au cancer et qui pourraient étre de nouveaux biomaeaurs et de nouvelles cibles

thérapeutiques dans ’AO.
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2.1.2 Chapitre II : Limites de I’article : Prévention de I'cesophage de Barrett et
de l'adénocarcinome de I'cesophage par un inhibiteur de la voie Hedgehog
dans un modéele de reflux gastro-oesophagien chez le rat

Dans cette lettre a I'éditeur, nous avons voulu souligner les lichitesodele de rat dans
un article récemment paru dathe Annals of Surgeryntitulé « Prevention of Barrett esophagus
and esophageal adenocarcinoma by smoothened inhibitor in a rat modelro¢sggstageal
reflux disease » écrit par Gibson MK, Zaidi AH, Davison JM, SanzHdtgh B Komatsu Y,
Kosovec JE, Bhatt AMalhotra U, Foxwell T, Rotoloni CL, Hoppo T, Jobe BA et dont les

références de publication sont les suivantes : Ann Surg. 2013 Jul;258(1):82-8.

Gibson et al. onétudié la prévention de I’apparition de I’OB et de I’AO dans un modéle
de reflux induit chirurgicalement chez le rat par la réalisation d’une anastomose ceso-jéjunale par
I’administration d’un inhibiteur de la voie de signalisation Hedgehog (Gibson, Zaidi et al. 2013)
Dans cet article, 94 rats Sprague Dawley ont été opérés avec réalisation d’une anastomose ceso-
jéjunale puis a 10 semaines ils ont été répartis en 2 groupes d’études. Dans le groupe traitement
les rats recevaient du Bristol-Myers Squibb 839233, un inhibiteur de laHaxgehog a
intervalles réguliers mélangée a la nourriture et alorsdgue le groupe contréle il n’y avait
aucun additif. Les rats ont été sacrifiés apres 28 semaines et alggseanistologique a été
réalisée en aveugle par un anatomopathologiste. Une diminution de 1’incidence des lésions
considérées comme étant de 1’0OB et de I’AO ont été observée avec une diminution du risque
relatif de 35,7%.

Il nous a paru opportun fort de notre expertise dans ce modele de rat et desertai
limites de cette étude de réagir en envoyant cette lettiedidelr qui a été acceptée pour

publication en format électronique dans le rexneals of Surgery
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Dear editor,

We read with great interest the article by Gibson MK et atcently published itthe
Annals of Stgery. Based on the results of a well-conducted experimental study imedat of
gastroesophageal reflux disease, the authors demonstrate a decredsedanui both Barrett's
esophagus (BE) and esophageal adenocarcinoma (EAC) in animals treatadsmitothened
(Smo) inhibitor aimed at blocking the hedghog (Hh) pathway. We congrathiat@uthors for
this publication. Some qualifications need to be made regarding the attdcaccuracy of this

rat model and their results.

Firstly, we would like to comment on the high mortality rate before dti@eduled
termination of the present study. When combining the rats who diedodwsergical and
procedure-related complications prior to randomization (n=40) and the animalgeck prior to
the study endpoint procedure (n=24), the overall mortality rate in the stu@jbkgn et dlin
which 134 rats were operated on amounts to 47.8%. Despite higher than the neqpaatisd
mortality rate of 10 to 20% in the literatdre this rate is consistent with that reported by other
authors*>® This high postoperative mortality rate, despite the well-known espedf the
surgical teams reporting these results, raises ethical concewedl as concerns regarding the

feasibility of the model.

Secondly, we agree with the authors that the surgical rat model hrasHmeen to be the
most promising in reproducing histological lesions of the human EAC carcietigsequence.
However, it remains a matter of debate whether histological eatiois of lesions derived

from the animal model are similar to the events of the human EAC carcinogenetic séquence

(i) As concerns the origin of BE lesions, whether the metaplasiaese tmodel igde novo

originating from the esophageal glands, is derived by entrapment (stitdhthugpdenal mucosa
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to the esophageal wall during surgery) or occurs by creeping substitutiomgroxigration of
duodenal cells through the anastomosis) remains uriclégince the Hh signaling axis is
activated in the jejunurha determination of Indian Hedgehog mRNA expression in the jejunum
compared with in BE lesions would have been of interest as a controlifewely a formal
lineage tracing would allow to definitively resolve the question obtigen of BE lesions in the

rat model.

(i) Whether the authors observed dysplasia during histological anedgaid be interesting to

know since it is a necessary step between BE and EAC.

(i) Finally malignancy and EAC characteristics of tumors in thé model have been
repeatedly questioned in the literatfifEhe well described absence of tumoral dissemination to
regional lymph nodes or distant organs questions whether the induced tummes inehdruly
malignant manner, limiting the possibility of exploring the potentiad il the Hh pathway in
inhibiting metastatic growth. Whether the authors analyzed lymph nodestantdorgans was
not mentioned in the manuscript by Gibson &tBb date, there has been one attempt to confirm
the malignant character of these tumors by growing threwitro andin vivo with a similar
modified Levrat modef. Surprisingly, the histology of xenografts revealed well-differentiated
squamous cell cancers whereas tumors were initially carcinomfaghandular differentiation
guestioning the accuracy of the model. Reports of adenosquamous and even pooesqed
carcinomas have also been made without administration otarmynogen?*®Whether the

authors observed pure EAC or mixed adenosquamous tumors would also be interesting to know.

Thirdly, as underlined by the authors in the results section, all gaestiiat
hemorrhages leading to death occurred in the Smo inhibitor treatment. droopay be

hypothesized that this may be due to the higher rate of esophagitis grdup, but this could

108



also be due to the Smo inhibitor. To confirm this hypothesis, an external control group of healthy

animals would have been helpful. Are the authors aware of such complications in humans?

Fourthly, the observed risk reduction of BE and EAC in the treated group is nalljorm
proved to be mediated through the Hh pathway by the authors. Despite thenargl work
described in the methods section dealing with impact of the Lpxwatedure on the absorption
of the Smo inhibitor, no proof of the efficiency of this treatment on thepathway is given
except a modest but significant downregulation of Ki-67 in immunohistoctrgmisgudy of the
expression of downstream target genes of Smo would have been of grest iatelarify this

point.

Fifthly, the gene expression study in animals that developed EAC irgerest but in
order to investigate the role of Smo inhibitor treatment in tumors.athiors could have
compared data from tumor samples obtained from the control group and not dateofroat

esophageal samples.

Finally, and conversely to what the authors state in the discussibonsehis is not the
first demonstration of prevention of EAC in an in vivo model since severhlos have

previously reported therapeutic interventions in a surgical rat migdel.

Acknowledgments: the authors thank Dr William B Robb for revision of the English language of

this manuscript.
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2.1.3 Chapitre III : Mise au point d’'un modele de reflux chirurgicalement
induit chez la souris

Outre les limites du modéle chirurgical abordées précédemmentod@lisation chez le
rat se heurte au probleme du nombre limité d'outils de recherche etmtaunfe I'absence de
lignées transgéniques. Afin daller plus loin dans lidentification du dét différents genes
potentiellement impliqués dans la carcinogenese oesophagienne (natatesieucines MUC1
et MUCA4 pour lesquelles des souris déficientes sont déficienteradesantre laboratoire) nous
avons donc cherché a mettre au point un modeéle de carcinogenese induite chez la souris
Dans un premier temps nous avons envisagé de transposer le modeéle ahigugicous
réalisions chez le rat a la sourlSintervention a été réalisée chez 26 souris aves un taux de
mortalité post-opératoire de 1008tune durée de survie maximale de 5 jours.

L’intervention était réalisée sous loupe binoculaire avec un grossissement entre x6 et x16, apres

une période de mise au point du protocole d’anesthésie, la mise au point de la technique
chirurgicale a compris’dbord la réalisation d’une anastomose ceso-duodénale telle que décrite
chez le rat a points séparés au prolene 10/0, soit avec du fil trét#lifé en microchirurgie.

Nous avons été confrontés tout d’abord a des complications per-opératoires a type de déchirure

de I’cesophage soit par les fils de traction utilisés pour I’exposition, Soit au cours de confection

de I’anastomose, puis & une mortalité post-opératoire précoce liée a une désunion anastomotique.
Etant donné ces résultats, nous avons, dans wicdeutemps, opté pour la mise au point d’un
modele chirurgical de reflux chez la souris comprenant un geste chiturgigss lourd afin
d’améliorer sa faisabilité Quatre groupes d’étude on été mis au point (cf appendice techniqué

basés sur la physiopathologie du RGO qui implique pour rappel notamment un
dysfonctionnement du sphincter inférieur de 1’cesophage (SIO) (Hoshino, Sundaram et al. 2011 ),

la perte de I’angle de His, etla présence d'une hernie hiatale :

Groupe Myotomie extra-muqueusé s’agissait de la réalisation d’une cardiomyotomie extra-

muqueuse avec pour objectif la suppression du réle du SIO. Les avantagesidéele sont la
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non réalisation de suture permettant de s'affranchir du risque de fistule, snénegiste un

risque de perforation de la mugqueuse oesophagienne et des phénomenes d'entrapment,

Groupe Hernie hiatale : il s’agissait de positionner I’estomac de fagon partielle en intrathoracique

afin recréer lesonditions d’une hernie hiatale,

Groupe Fogartyil s’agissait de dilacérer les fibres musculaires du SIO par dilatation a 1’aide

d’un ballonnet afin de neutraliser 1’action du SIO sans 1éser la muqueuse,

Groupe Fogarty + intussusception, la méme procédure que dans le groupg &eéganéalisée
avec positionnement de la partie distale de I’cesophage dans I’estomac afin de 1’exposer de fagon

plus efficace au reflux,

Groupe laparotomie blanche : contrdle interne.

. Effectifs: Au total, 71 souris ont été opérées, avec la répartition par groupes suivante :

18 pour le groupe myotomie extra-muqueuse,
6 pour le groupe avec hernie hiatale,

23 pour le groupe Fogarty seul,

20 pour le groupe Fogarty + intussusception,

4 pour le groupe laparotomie blanche,

Mortalité précoce :

1/ Groupe hernie hiatatdes 6 souris ont présenté un arrét cardipiratoire lors de I’ouverture

de I’orifice hiatal par libération des piliers du diaphragme. Cette stratégie a donc été abandonnée.

2/ Groupe FogartyVingt-trois souris ont été opérées. Une souris a été sacrifiéeapépsoire

du fait de la surveue d’une plaie cesophagienne. Une souris est décédée en peropératoire par

surdosage en anesthésique. Quatre souris sont décédées a J1 sang@aéseE riétutopsie.
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Une souris est morte a J1 d’une éviscération. Quinze souris sont décédées dans les 5 premiers
jours postopératoires. dutopsic a permis de retrouver la présence d’une perforation
aesophagienne ou d’un abcés au niveau de la jonction oeso-gastrique dans tous les cas. Une seule

souris a survécjusqu’a J12et est décédée sans étiologie retrouvée a 1’autopsie.

3/ Groupe Heller Dix-huit souris ont été incluses dans ce groupe. Deux souris sont adites
sans cause retrouvée a l’autopsie. Douze souris sont mortes dans les 7 premiers jours
postopératoireQuatre souris ont survécu a J30. L’autopsie mettait en évidence dans 8 cas une
perforation de 1’cesophage. Aucune cause de déces n'était retrouvée dans les autres cas.

4/ Groupe Fogarty+IntussusceptioWingt souris ont été incluses dans ce groupe. Deux souris

sont mortes en peropératoire. Deux souris sont morteslankld’une éviscération, et l'autre
sans cause retrouvée a l'autopsie. Treize souris sont mortes dans les 7 premiers jowsrigrois s
ont survécu jusqu’a J 25. La cause de déces était une perforation cesophagienne dans 10 cas, et

non identifiées lors de l'autopsie dans les autres cas.

5/ Groupe 5 laparotomie blanch®uatre souris ont étacluses. Toutes ont survécu.

Au total étant donné, le taux de mortalité il n’a pas semblé éthique de poursuivre cette mise au

point.
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2.2 Partie Il : Implication de la mucine MUC1 dans la régulation des
propriétés biologiques de I'adénocarcinome de I'cesophage dans un
modeéle in vitro et in vivo

Article Il :
The MUC1 membrane-bound mucin regulates esophageal adenocarcinoma atetigcdi
properties
Caroline Gronnier*, Emilie Bruyere*, Nicolas Jonckheere, Mickael Per@iglaume Piessen,

Christophe Mariettand Isabelle van Seuningen

*pboth authors equally participated to this work

En rédaction, soumission prévue a Biochemical an d Biophysical Research
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Dans cette seconde partie du travail, nous avons entrepris, de poursuivre 1’étude de
I’influence des mucines membranaires sur les propriétés biologiques des cellules de I'AO. Nous
avons montré dans des travaux précédents au sein de notre laboratoire Qdugoltit un role
clé dans les propriétés de prolifération et de migration de cellules d’AO avec implication de la
protéine S100A4 qui avait été identifiée dans le modele anineallehrat. (Bruyere, Jonckheere
et al. 2011)

Fort de nos résultats précédemtwitro et ex vivo((Mariette, Piessen et al. 2008) sur le
réle de MUC1 dans la régulation des acides biliaires dans I'AO & denstatation d'une
surexpression de MUC1 au cours de la séquence carcinogénétique chez les mton®woulu
étudier lerdle de MUCI sur les propriétés biologiques de cellules d’AO. Les résultats de ce

travail font I'objetde Particle II1I.
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Abstract:

MUC1 is a membrane-bound mucin known to participate in tumor proliferdtidras been
shown that MUCL1 pattern of expression is modified during esophageal carcisisgevith a
progressive increase from metaplasia to adenocarcinoma. The principalafalevelopment of
esophageal adenocarcinoma is gastro-oesophageal reflux and MUC1 viasspyrehown to be
upregulated by several bile acids present in reflux. In this report, our arthusto determine
whether MUCL1 plays a role in biological properties of human esophageal cefisefor that,
stable MUC1-deficient cancer cell lines (shMUC1 cells) werebéshed using a shRNA
approachln vitro (proliferation, migration and invasion) and in vivo (tumor growth following
subcutaneous xenografts in SCID mice) biological properties of shMUC1 a=its amalyzed.
Our results show that shMUC1 cells were less proliferative had dedreageation properties
and invasion index and did not express MCM6 and TSG101 promies compared with
MUCL1 expressing cells. Subcutaneous xenografts showed a significant ddoréasor size
when cells did not express MUC1. Altogether, the data indicate that Mil&#g4 a key role in
proliferative, migrating and invasive properties of esophageal candgraselvell as in tumor
growth promotion. MUC1 mucin appears thus as a good therapeutic targ&iwodown

esophageal tumor progression.
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Introduction

Esophageal cancer is thd tause of death due to cancer worldwide and esophageal
adenocarcinoma (EAC) incidence has been increasing importantly fasthd0 years (Ferlay,
Parkin et al. 2010; Luketich, Pennathur et al. 2012). Whereas the use of aodalltthrerapy
with surgery more and less chemo- or radiotherapy to treat this cémegrognosis remains
poor with 15 to 25 % of 5-year overall survival (Mariette, Piesseml. 2011; Luketich,
Pennathur et al. 2012). It is mainly due to a late diagnosis with astvatege of the disease and
resistance to schemes of chemotherapy and/or radiotherapy (Marie$serPiet al. 2011;
Luketich, Pennathur et al. 2012).

Duodeno-gastro-oesophageal reflux responsible of chronic exposure of the distal
esophagus has been demonstrated to have a major participation in E&@mn{Kauer, Peters
et al. 1997; Wild and Hardie 2003; Fein, Maroske et al. 2006). This exposure intaces
initiation of early carcinogenetic lesion called Barrett esophagus (BE). BE is haad by the
replacement of a normal epithelium by an intestinal and/or gastricnigp@plasia and by the
increase of the mucus secreting cells, the goblet cells (Colleyphiastl et al. 2009). Under the
effects of this chronic exposure to the reflux, BE lesions may evolve tgrhade then high-
grade dysplasia and finally to EAC (Prach, MacDonald et al. 1997). Wepsgvishowed in a
rat surgical model of induced gastro-duodenal reflux that the duodenal compotieatreflux
may play a significant role in initiating the carcinogenic seqe, whereas duodenogastric juice
may play a significant role in progression to EAC(Gronnier, Bruyere et al. 2013).

In order to improve patient therapy and prognosis, there is an urgent needeto bet

understand the molecular mechanisms and identify new actors involvedg dthis
carcinogenesis in order to further find new target for early diagnosis or nigutes that could

be used as potential therapeutic targets.

120



The mucin MUC1 is a large membrane-bound ladgglycoproteins that is overexpressed

in oesophageal adenocarcinoma (Piessen, Wacrenier et al. 2009; Jonckh&&ne Sadningen
2010); MUCL1 is normally expressed at the apical membrane of polarizedli@pitells. Thanks

to a specific region present in its long extracellular domain, MUC1 heasdapacity to interact
with oncogenic receptors and plays roles in signal transduction and mookilatar biological
properties (Jonckheere and Van Seuningen 2010; Jonckheere, Skrypek et alli2@id)y
epithelial cancers, MUC1 sverexpressed, circumferentially on the surface of cancer cell where
it promotes tumor progression via its interaction with oncogenic receptors (ldalbrifpy and

Swanson 2004; Kufe 2009)

We have previously showMUCL1 is overexpressed in EA@nd that MUC1 varies
expression along the oesophageal adenocarcinoma carcinogenesisn(Rissenier et al.
2009). MUCL1 is expressed at a very low level in normal oesophageal epithelial bidlaltered
pattern of expression of MUC1 associated to the fact that MBM are knownuiateegellular
biological properties and participate to tumor progression and metdstasation in numerous
cancers (Hollingsworth and Swanson 2004; Jonckheere and Van Seuningen 2008; Kufe 2009)
led us to hypothesize that MUC1 could also be an actor of EAC initiation grdfression and
appears to be a potential therapeutic target of the esophageal acdieonata (Jonckheere and
Van Seuningen 2008; Jonckheere and Van Seuningen 2010).

Having previously shown in a cellular model that deoxycholic,duié acids present in
reflux, was a strong activator of MUC1 overexpression along the EAC carcismyédariette,
Piessen et al. 2008), we thus undertook to study the roles of MUC1 on thedaibprgperties

of human esophageal adenocarcinomatous cells.

Methods
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Cell culture

The OE33 esophageal adenocarcinomatous cell line was cultureds@shete previously
(Mariette, Perrais et al. 2004)jo study the role of MUC1, a stable cell line deficient in MUCL1
(shMUC1) was established following a retro-viral infection using a pRetroSpipsmid
(SABiosciencesTM) containing a sequence targeting MUC1
(s:GATCCCCGGTACCATCAATGTCCACG-TTCAAGAGA-CGTGGACATTGATGGTBC-
TTTTTGGAAA; as: AGCTTTTCCAAAAA-GGTACCATCAATGTCCACG-TCTCTGAA-
CGTGGACATTGATGGTACC-GGG) , previously described elsewhere (Gendler , Mukhérjee e
al 2005). The control cells (Mock) were infected with the corresponding eveptgr. All the
results presented in this study correspond to the mean of two represesitatese shMUC1L:
and shMUC1-2 compared to two representatives control clones, Mockl and Mock?2.
Immunohistochemistry

MUC1 protein expression was studied on human normal esophageal tissues on Euarah B
esophageal EAC lesions as described in van der sluis et al (van deiV&llis et al. 2004). The
MUC1 monoclonal antibody (M8) used was a gracious gift from Pr Dallas @wélniversity
College London). The dilution used was f/89egative controls were included using 1X D-PBS
instead of primary antibody.

siRNA (Small Interfering) assays (NFK, PI3K, MMP3 and MMP13)

OES33 cells were transfected with specific NFKB, PI3K, MMP3 ansiR3 siRNA (ON-
TARGET plus SMART pool siNFKB2ON-TARGET plus SMART pool siPIBKCGON-
TARGET plus SMART pool sSiIMMP3DN-TARGET plus SMART pool siMMP13 ) purchased
from Dharmacon (Epson, United Kingdom), following the protocol described previously
((Piessen, Jonckheere et al. 2007)). Controls were included using eibarBargeting siRNA
(NT) or the transfection agent alone (Dharmafect 1, Dharmacon).

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
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Total RNA (1pg) was used to prepare cDNA using oligodT (1pL) and recombietrt-
Transcriptase Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (1uL) (Promega, Charbonnieres
France). PCR was performed on cDNA (5uL), using specific pairs of priers: 28S,($
GAAGCCATTGAGAAGAAAGGA. As GAGGTGTTCAGTATTATCAGAGC), NFKB (s:
GAAGAAGCGAGACCTGGAG; as: TCCGGAACACAATGGCCAC) (MWG-Biotech
(Ebersberg, Germany). For each gene, analyses were made for at |eadiffément times. 28S
was used as an internal control. PCR products (20uL) were separated on a 1)58gdva'se

gel containing ethidium bromide run in 1X Tris Borate EDTA. The geni&atefest/28S ratio
was calculated after scanning DNA bands with Gel Analyst-gaedrSeoftware (Claravision,

Orsay, France).

Protein extraction and expression

Total protein extraction and expression using Western-Blotting wereedadis described in

(Piessen, Jonckheere et al. 2007). Antibodies used were purchased fromBaigginaA-5441

at 1/5000e)], from Abcam [TSG101(ab83 at 1/500) and MCM6 (ab4458 at 1/2000)], Cell
signalling [PI3K (4228 at 1/1000 ) and from Santa Cruz BiotechnoldgyB p65 (sc-7151X at
1/250e)] or were a gracious gift from Pr Dallas Swallow (University @elleondon), [MUC 1

(M8 at 1/250e)]. Peroxydase-conjugated secondary antibodies (Pierce) were used and the chemo-
luminescence was visualized using a LAS4000 apparatus (Fujifilm). Tireeafjenterest/Bactin

ratio was calculated after scanning DNA bands with Gel AnalystQmart software
(Claravision, Orsay, France).

Proliferation

The capacity of the OE33 Mock and shMUCL1 cells to proliferate wagsauaby counting cells

on a Malassez Chamber. 1.5%H@lls were plated in 6-well plates in triplicate and were calinte

every day during 6 days. Each experiment was carried out three times in triplicate
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Migration

2x1C cells were plated in 96-well plate in triplicate. At confluena wound was carried out
using the 96-pin WoundMaker device (Essen Bioscience). The plate waplde=d in an
incubator into an Incucyt¥ chamber apparatus (Essen Bioscience) at 5%ab® 37°C. Every
2 hours a picture of the wounds was taken and the wound closure percentagesloutated
every 12h, from 0 to 36h. Each experiment was carried out three times.

Invasion

The capacity of the cells to be invasive was studied using Bo@lambers coated with
Matrigel® (BD Bioscience). The cells that had the capaatygét through the matrix were
counted 48h after the cells had been plated. The invasion index walstealas recommended
by the manufacturer (Invasion/Migration ratio). Each experiment waedaut three times in
triplicate.

Subcutaneous xenografts

The role of MUC1in vivo was studied by performing subcutaneous xenografts into SCID mice
maintained in pathogen-free conditions. Injections were made with 15§ RPMI 1640
medium (Invitrogen) containing 4xi0Ocells and 150 pl of Matrigel® (BD 354262,
BDBioscience). The tumor progression was followed weekly and the tumomesl were
calculated in crh(width/length). For each cell clone, 10 mice were injected. All procedvess
in accordance with the guideline of animal care committee (Cdatiiggue Expérimentation
Animal Nord Pas-de-Calais, AF042008).

Immunohistochemistry

MUC1, TSG101 and MCM6 expression in human tissues with EAC was studiaddigadic
and manual immunohistochemistry (IHC), respectively. Manual IHC was pertbras
described in (van der Sluis, Melis et al. 2004) and automatic IH®& wam automated

immunostainer (ES, Ventana Medical System, Strasbourg, France) abeatbso (Mariette,
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Perrais et al. 2004). Antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (MIJC1, s
13654 at 1/30e), from Santa Cruz Biotechnology (TSG101, M-19 at 1/100e and MCM6, sc-9843
at 1/100e). Positive controls were included by staining tissues knoexptess the protein of
interest and negative controls were run with 1_ D-PBS instead of primary antibodies.
Statistics

The statistical analyses were carried out using both Excel aaphBad 4.0 softwares
(GraphPad softwares Inc., La Jolla, USA). The differences in the meansnpfesawere
analyzed using student t test or one way anova test with setsotgzhrison using tukey post
hoc test with differences less than 0.05 considered as statissicgdifrcant (*). ** indicate p <
0.01 and *** p < 0.001.

Results

MUC1 expression in human esophagus

To study whether the membrane-bound mucin MUCL1 participates in the humangesdpha
adenocarcinoma development, we first considered its expression alongmie grogression
using immunohistochemistry. MUCL1 is expressed in some epitheliafaetieng the superficial
layer in the normal squamous esophageal epithelium. In BE, MUCL1 islgtexpgessed in the
epithelial cells forming the intestinal metaplasia. MUC1 Iso astrongly expressed in the
epithelial cells forming the EAC lesion.

Characterisation of the shMUC1 OE33 cells

To study the roles of MUC1 in the EAC tumor progression, we establishéable ©E33
shMUC1 cell line using a shRNA approach (Figure 1A). The completeofoSBJC1 protein
expression in the shMUCL1 cells was confirmed by western-blotting whepateth to the
control cells (Mock).

Proliferation
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The capacity of OE33 cells to proliferate in absence or presence of Mid€lested over a
period of 6 days (Figure 1B). The results indicate that MUCL1 deficieig (shMUCL1)
significantly proliferate less than Mock cells as of day 4 (p = 0.0158) asdrediuced
proliferation is sustained till day 6 (p = 0.0002).

Migration and invasion

The role of MUC1 cell migration was studied using a wound-headisg(Figure 1C and 1D
We showed that in MUCL1 deficient cells (shMUC1), the migration was negbas of 12h (p =
0.0179) after the wound was made when compared to Mock cells. This wasesuisiail 36h
(p = 0.0025).

MUC1 role in OE33 capacity to invade a matrix was studied using Bogtlamber coated with
Matrigel® (Figure 1D). The results indicate that MUC1 deficient cetks significantly less
invasive compared to Mock cells (p = 0.0137), with a reduction of the invasiox aidl%
compared to the controls.

Subcutaneous xenografts

Having shown that MUC1 deficient cells were less proliferatives, ilegasive and less migrating
than Mock cellsin vitro, we then undertook to study the role of MU@1 vivo using
subcutaneous xenografts in SCID mice (Figure 2). At 6 weeks post-injetiimrshMUC1
tumors were much smaller (shMUC1-1: 0.57 + 0.07 and shMUC1-2: 0.49 + 03 ahamn the
Mock cell tumors (1.76 + 0.07 c¢hnwith a 68 % and 72% reduction respectively. This difference
between the tumors volumes was highly significant between the Mutkha shMUC1-1 cells
(p < 0.01) and extremely significant between the Mock and the shMUC1-2 cells (p < 0.001).
Link between MUC1 and NFKB and PI3K expression

In order to understand the mechanisms that could mediate MUC1 effect ondaibjrgperties
of OE33 cells we decided to study molecular pathways previously destwili®d involved in

EAC carcinogenesis. Therefore we decided to study the expression of NEKBIZkinase in
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shMUC1 cells. We showed a tendency toward decreased expression fofpR(EBB55) and a
significant decrease for NFKB (p=0.04).
Their involvement in cell proliferation properties was confirmed usingR&A approach
Significant decreased proliferation was observed significantly aftdays after NFKB siRNA
treatment and after 2 days for sSiRNA PI3K treatment (Figure 5 C and D).
In order to decipher the mechanisms that could mediate MUC1 effe@&8® cancer cells, we
searched for tumor-associated proteins overexpressed in MUC1-expresgihggesl cancer.
For that we performed a microarray study on esophageal tissues from ratwehgurgically
induced EAC (Gronnier, Bruyere surgery 2013 in press
In both cases, we found overexpression of the Tumor susceptibility gene 101(T3@d0)
the minichromosome maintenance complex-6 gene (MCM6) in MUC1-expressiphageal
cancer (figure 6C). We thus studied expression at the protein level idGhMompared to
Mock cells and found that, in shMUC1, the TSG101 expression and the MCM6 eapressi
strongly decreased compared to Mock cells. We previously demonstrated in Gronnier, Bruyere e
al 2013, the role of TSG101 and MCM6 on OE33 cell properties using a sigpidazh. The
results indicate that expression of TSG101 and MCM6 reduce signifithatbapacity of OE33
cells to proliferate but not to migrate when compared to control cells.
Discussion

In this study,we showed that decreased expression of MUC1 in OE33 cells strongly
impaired theirin vitro proliferation, migration and invasion properties, vivo SC tumors
deficient for MUC1 were also smaller than those expressing MUCL.
The results confirm the fact that MUCL1 is an oncoprotein involved in many epitheliatsance
Our team focused its research on regulation of the MBM MUC1 and MUC4nshgenes by
bile acids in oesophageal carcinoma. Expression of this MBM is masthgased from

metaplasia to adenocarcinoma, suggesting a potential role 1) aagmogtic marker of
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carcinogenetic evolution and ii) degeneration of Barrett’s oesophagus into adenocarcinoma
Elevated intragastric bile acid concentration has been observpdtients with BE (Gillen,
McDermott et al. 1994; Jankowski, Harrison et al. 2000). Duodeno-oesophageeafibiehas
been identified has a predominant and sufficient carcinogen to induce oesaphag
adenocarcinoma on BE rat model (Goldstein, Yang et al. 1997; Sato, Miwa et al. 2002; Gronnier,
Bruyere et al. 2013) . Deoxycholic acid was found to be a strong actvbMUC1 through
PI3K signalling pathway (Mariette, Piessen et al. 2008).

Moreover, MUC1 has been shown to be involved in metastasis becauseraeé iin tumour
proliferation in pancreas cancer (Ho and Kim 1994), which is confirmexiirstudy. To go
further, we showed that Tumor Susceptibility Gene 101 and Minichromosome Mainte6ance
expression decreased in shMUC1 cells suggesting a link between MUGQChispdotein. We
confirmed that SiRNA treatment leads to a decrease proliferafiS@101 is involved in
numerous cellular process including, apoptotic resistance (Liu, Yaig2€11), G1/SCell cycle
checkpoint control (Carstens, Krempler et al. 2004). MCM6 is involved Incgele control
(Frisa and Jacobberger 2010). This constatation could partly explain ¢hefi@lUC1 in cell
proliferation.

On the other hand, MUCL1 is also involved in metastasis due totidésla@sive activity (van de

Wiel-van Kemenade, Ligtenberg et al. 1993; Satoh, Hinoda et al. 20@0}odits binding

properties tos-catenin and other family members (Ren, Li et al. 2002), involved in cell

interaction and transcriptional regulation(Carraway, Ramsauer et al. 2008)1 cytoplasmic
tail has the ability to interact with fibroblast growth factor§&@FR3) (Ren, Raina et al. 2006)
This could explain the alteration of biological cells properties, migration and amvasi

In this report we show that the loss of MUC1 expression in OE33 cells Igtiomggirs
their proliferative, invasive and migrating propertiesvitro and their tumor growtim vivo and

that these effects may be partly mediated by TSG101 and MCM6 protein.
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Figure legends

Figure 1.(A) Expression of MUC1 protein in Mock and in shMUC1 OE33 cells by Western-
Blotting.

(B)Analysis of shMUCL1 (grey line) and Mock (black line) cells prolifenatn vitro. Countings
were carried out with Malassey Chambers and were performed every dag @udays. *
corresponds to p < 0.05 and *** to p <0.001 (student t test).

(C) shMUC1 and Mock OE33 cell migration was studied by wound-healing Tds.
photographies of the wounds closures were taken at Oh and 36h post-wounding.

(D) Representation of the wound closure in percentage from TO to T36h. Comparison of the
shMUC1 (grey line) to the Mock (black line) cells.

(E) Representation of the invasion index of the Mock (black) and the shMUCL1 (grisy)siab
Boyden Chambers coated with Matrigel®. The invasion index is theaatiesponding to the
number of invasive cells reported to the number of migrating cells. *spmnels ¢ p < 0.05

(student t test).

Figure 2. Role of MUC1 analysed vivo following subcutaneous xenografts in SCID mice.
Means of tumor volumes in chobtained 6 weeks after injections of Mock or shMUCL1 cells. **

corresponds to p < 0.01 and *** to p <0.001 (one way anova with tukey post hoc).

Figure 3. (A) Expression of NiB, PI3K ands-actin protein in Mock and in shMUC1 OES33 cells

by Western-Blotting. (B) protein intensity in Western-blot reportedhe Bactin expression *

corresponds to p < 0.05 and ** to p < 0.01 (C)Loss of expression of NdB and PI3K gene by

RT-PCR after siRNA treatment (D) Analysis of OE33 cells proliferation tiro\after treatment

with siRNA NFKxB and PI3K. Counting were carried out with Malassey Chambers and were
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performed everday during 6 days. * corresponds to p < 0.05 and ** to p <0.01 (E) OE33 cells

migration in vitro after treatment with sSiRNA MB and PI3K was studied by wound-healing

test. Representation of the wound closure in percentage from Oh to 48h. (F)

Figure 4. (A) Expression of TSG101, MCM6 and Bactin protein in Mock and ind&HIMOE33
cells by Western-Blotting. (B) protein intensity in Western-blporéed to the Bactin expression
* corresponds to p < 0.05 and *** to p < 0.001 (C) Immunohistochemical study realised with
anti-MUC1, anti-TSG101, anti-MCM6 antibody on human tissue: normal oesopkagos,

Barrett oesophagus x100, oesophageal adenocarcinoma x100, inserts x 200.
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Figure 2.
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Figure 3
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Figure 4.

[ shmuct

I Mock

ok k

MCM6

T5G101

uoissaadyo uopq sy of pagaodas
FOJG-UAPISAA U] KTHSUIIUI SUIIO4f

MCM6
Bactin

—
o
—
Q
n
-

Barrett esophagus Adenocarcinoma

Normal esophagus

135



Dans ce travail, nous montrons que :

1. la perte d’expression de MUCI dans les cellules OE33 diminue fortement leurs
propriétés de prolifération, de migration et d'invadiowitro et la croissance tumoraie vivo,
suggérant un rdle majeur de MUC1 dans la tumorigenése épithéliale

2. la perte d’expression de MUCI1 dans les cellules OE33 est corrélée a une diminution de
I’expression de NFkB et peut-Etre corrélé a 1’altération des propriétés biologiques

3. la perte d’expression de MUC1 dans les cellules OE33 est corrélée a une diminution de

TSG101 et MCM6.
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3 DISCUSSION GENERALE

3.1 Partie I1: Apports et limites du modeéle chirurgical pour induire et
étudier la carcinogenese cesophagienne induit par le reflux

Nos objectifs a traversette modélisation animale chez le rat étaient de :

1- préciser le role respectif des différentes composantes du reflux sur le déroulement de la
séquence carcinogénétique de I'AO

2- identifier des marqueurs d'intérét (génes et protéines) associés a la progression de
Iésions dans la séquence carcinogénétique

3- établir une corrélation entre les niveaux d'expression de ces différents margle=urs e
anomalies observées au cours de la carcinogenese cesophagienne

L acidité gastrique a été longtemps considérée comme le principal facteur causdbdans
survenue d'un OB et de sa dégénérescence en AO (Richter 2000)viSiett a été remise en
cause, devant la constatation de 1ésions de métaplasie et d’adénocarcinome, méme en 1’absence
d’acidité gastrique (Tack, Koek et al. 2004). Le rble des sels biliaires contenus darellix
duodénal dans le développement et la dégénérescent®©B est actuellement considéerée
comme majeur (Wild and Hardie 2003; Fein, Maroske et al. 2006).

Nos résultats ont confirmé que le reflux duodénal et duodéno-gastrique paduai
'ensemble des éléments de la séquence carcinogénétique deerddféeente. En cas de reflux
duodénal, les Iésions de métaplasie intestinales étaient plusriiésjulk aété préecédemment
montré que les acides biliaires étaient impliqués dans la proliférdésncellules & mucus
(Tselepis, Morris et al. 2003n cas de reflux duodéno-gastrique, la dégénérescence était plus
fréquente suggérant un role decldité dans la progression de la séquence carcinogénétique, réle
confirmé par l'effet antitumoral des inhibiteurs de la pompe a protonsditéagastrique a été
montré comme étant impliqué dans la survedeemutations somatiques a 1’origine de la

cancérisation (Fitzgerald 2005). Nos résultats suggerent donc, en aceordleayprécédents
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travaux (Koek, Sifrim et al. 2008) une action conjuguée, des différentes congsodaneflux,

sur la carcinogenese.

Nous avons été confrontaslifférents écueils au cours de ce travail constituant des limites de

modéle de rat:

- un taux de mortalité élevé de 53%i dans la littérature la plupart équipes rapportent un

taux de mortalité de 10 a 20 % (Pera, Brito et al. 2000; Buttar, Warlg 2002), d’autres

travaux menés dans des équipes expérimentées rapportent en accord avec nos données un taux de
mortalité oscillant entre 50 a 70 % (Miwa, Sahara et al. 1996; Buskeisshidr et al. 2006)

Nous avons observé des déces a 2 moments ; en postopératoire imenédason de
complications postopératoires et plus tardivement aprés plusieuesnes en raison d’une
dénutrition, notamment dans le groupe gastrectomies.

-une incidence faible de lésions histologigues, rarement synchrones che2Zmm m

individu avec seulement 13% d'adénocarcinomes malgré une exposition prolonggiua

allant jusqu'a 80 semainePlusieurs hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer ces

résultats : (i) la technique de préparation de la piece opératoiremguirtait la moitié des tissus
pour l'analyse moléculaire (voir FigureiB,’intrication ou la focalité des lésions qui a pu faire
sous-estimer lincidence des lésions de dysplasig(i) le remplacement des zones de
métaplasie ou de dysplasie par la tumeur, phénoméne décrit chemehbrans la littérature, la
réalisation d'une anastomose ceso-jéjunale permet d'obtenir un taux de cancérisation plus élevé
gu'en cas d'anastomosso-duodénalg38-75% vs. 13-5%) (Miwa, Sahara et al. 1996; Oberg,
Lord et al. 2000; Sato, Miwa et al. 2002; Kumagai, Mukaisho et al. 2003, Ch&aisho et al.
2007; Szentpali, Szell et al. 2007). Ceci s'explique probablement par unetierpo®ins
importante du bas cesophage au reflux en cas d'anastomose entreesbphage et le premier
duodénum para rapport au jéjunum. Le choix d'une anastomyosguodénale était délibéré de

notre part car permettant d'évaluer l'impact de la composanteqgastiu reflux dans la
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déroulement de la séquence carcinogénétique. Il a en effet été montia gomposante
gastrigue était tamponnée par la composante duodénale en cas d'arastorj@sinale (Fein,

Fuchs et al. 2000).

- le développement de tumeurs adéno-squameQsety/pe de tumeur, rarement observe
chez I'hnomme est associé a des altérations moléculaicesdeux types histologiques. Une des
hypothéses avancées éstgression des cellules souches épithéliales par les acides biliaires,
ameénerait & une accélération de leur différenciation, soit lelesede phénotype caliciforme,
soit en cellules de phénotype épithélial conduisant a l'activatésn 2 voies distinctes de
carcinogenése dans le modele:

- Le criblage a grande échelle par GEArray a la recherche de marquédistifs de
cancer effectué dans le modele a permis de mettre en évidencerexgression de genes
spécifiguement impliqués dansniitiation et la progression tumorale. Il a été également mis en
evidence une surexpression des genes de mucines Mucl et Miladp#tation de la voie
PI3K/Akt. Nous n’avons pas mis en évidence de différence d’expression de ces génes entre les
lésions considérées comme précoce (métaplasie) et plus teadémocarcinome).a limite a
apporter a cette constatation est que I’analyse porte sur une extraction d’ARN totaux sur
la rondelle d’cesophage juxtaposée aux lésions observées en histologie. Le fait que nous
n’ayons pas mis en évidence de différence d’expression significative pourrait s’expliquer

par le bruit de fond résiduel lié a la technique de prélévement.

Par ailleurs, cette étude transcriptomique a été réalisée dans le but dgisardetmodele
de carcinogenese chez lat et d’identifier de potentiels nouveaux protagonistes de la
progression de tumeurs cesophagiennes dans le modele. Nous avons ensuite concentré notre
attention sur 3 genes : CHEK2, TSG101 et MCM6, non connus pour partidgp@ra@gression

des tumeurs de 1’cesophage mais connus pour avoir un réle dans la tumorigenese épithéliale.
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Nous avons réalisé desuées par small interference siRNA dans des cellules d’AO OE33
confirmant le potentiel de ces génes comme acteurs de progression de 1’AO. Une telle approche
transcriptomique avait ét¢ décrite uniquement dans l’article de Bonde et al dans une lignée
cellulaire de carcinome épidermoide issue de tumeurs obtenues damodéte de rat
d’anastomose ceso-jéjunale (Bonde, Sui et al. 2007).

Il nous a semblé intéressant de mettre en lumiéres les liquiesous avons rencontrées
dans notre modéle dans un article paru récemmenttdamsnnals of Surger§Gibson, Zaidi et
al. 2013) qui étudiait I’impact du traitement par un inhibiteur de la voie Hedgehog sur la
carcinogenése cesophagienne dans un modele de reflux chez le rat par anastomose ceso-jéjunale
En effet dans notre expérience, parmi 285 rats opérés, nous avons observe un taualité m
global de 53% qui aliminué au cours de la période d’étude essentiellement grace a une
modification de I’alimentation post-opératoire comme cela a été bien décrit dans 1’article de
Gibson et al dans la section matériel et méthode. Nous pensorssgpstibn péri-opératoire est
d’une extréme importance dans ce modele chirurgical chez |B’tatire part, dans notre série
de 285 rats, aucun envahissement ganglionnaire ni métastase a distance n’a été identifié
macroscopiquement ni microscopiquement. Ces résultats posent la questarapacité de la
tumeur a disséminer et limite donc les podgiside 1’exploration du role potentiel de la voie de
signalisation Hh a inhiber la croissance métastatique.

Devant ces limites du modéle chez le rat, nous avons voulu le transposer ches.l&éeouri
but était d’avoir acceés a un panel plus large d’outils moléculaires et notamment de pouvoir
transposer le modele chez des souris knock out pour I'étude du réle aillescgenes dans le
déroulement de la séquence carcinogénétique. Nous avons observé un tauxlié gleve en
reproduisant le modéle chirurgical chez le rat qui nous a amené aléentese au point d'un
modele moins complexe, sans succes. Dans la littérature, les articlesamaippsrtésultats d'une

modélisation de la séquence de I'AO chez la souris sont peu nombreux garaieomn des
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articles chez le rat. Les taux de mortalité post-opératoire rapportées sont compi2€ ent50%

(Xu, LoCicero et al. 2000; Hao, Liu et al. 2009) ; De Mars Vet Parasitol 2Gbipte tenu des
difficultés rencontrées dans notre expérience et par analogie auenube le rat, on peut
supposer qu'il existe un biais de publication. Aux vues de ces réguéhitsinaires, il ne nous a

pas semblé éthiguement acceptable de poursuivre cette mise au point.
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3.2 Partie Il : Implication de la mucine MUC1 dans la régulation des propriétés
biologiques de I'adénocarcinome de I'cesophage dans un modeéle in vitro et
in vivo

Dans cette seconde partie du travail, nous avons voulu poursuivre sxtragnés dans
notre laboratoire visa a étudier I’implication des mucines dans la carcinogénése cesophagienne.
En effet, d’importantes variations des mucines sécrétées (MUC2, MUCSAC, MUCS5B, MUCH)
et des mucines membranaires ont été mises en évidence au cours sEEuénce

carcinogénétique de I'AO (Piessen, Wacrenier et al. 2009; Bruyere, Jonckhée28Xkt)a

Notre équipe a précédemment mis en évidence une régulation desbexpre la mucine
MUCL1 et MUCA4 par les acides biliaires dans une kgiémaine de cellules d’AO et dans un
modeéleex vivod'explantsesophagiens (Mariette, Perrais et al. 2004; Mariette, Piessen et al.
2008). Cette surexpression des mucines MUC1 et MUC4 a été confirmée dansodéle
animal figure 3A article 1) dans la zone la plus exposée au reflux. Nous avons récemment
démontré que l'inhibition de MUC4 par shARN dans une lignée stable entraigaliminution
de la prolifération et de la migration cellulairevitro et une perte de l'agressivité des cellules
xénogreffes sous cutanées chez des souris SCID potentiellement via S10684umgi protéine
liant le calcium (Bruyere, Jonckheere et al. 2011) dont la surexpressibégalament été mise
en évidence dans notre modéle anirfigu(e 4a article I).

Il s’agissait dans DParticle III d’étudier le role de MUCI dans 1'AO. L'inhibition de MUC1
par shARN dans une lignée stable entrainait une diminution de la pradifiéeatde la migration
cellulairein vitro et une perte de l'agressivité des cellules xénogreffées en sous cutanées chez de
souris SCID.Nous avons également mis en évidence une diminution de I’expression de la
protéine TSG101 dont le rbéle a été montré dans le maintietindgité du génome et dont la
surexpression a été mise en évidence dans des tumeurs du seintayagda (Hsu SF 2012)
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et de la protéine MCM6 dont le rble a été montré dans le méningiodoat 1’expression était
corrélé au grade tumoral (Gauchotte, Vigouroux et al. 2012) . La surexpressioresdes ¢
marqueurs a également été détectée par I’analyse transcriptomique de notre modele de rat
(Figure 4 article 1).Ces deux protéines constituent des axes higrebe intéressants quant a de

potentiels biomarqueurs.
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4  CONCLUSION ET PERSPECTIVES

4.1 Conclusion

Au total, au cours de ce travail nous avons montreé :

1. que le reflux duodénal jouait un role initiateur dans le déroulemergt séglence
carcinogénétique, tandis que le reflux duodéno-gastrique favorisait la progressiohQers I'

2. que la suppression de la composante acide du reflux par inhibiteurs de lagompe
proton permettait une diminution de I’initiation de la séquence carcinogénétique,

3 .les limites de I’utilisation du modéle chirurgical de reflux par anastomose ceso-
duodénale dans 1’étude de la carcinogenése cesophagienne,

4. la sur-expression des protéines S100A4, CHEK2, TSG101 et MCM6 au cours de la
carcinogenese induite chirurgicalement par reflux chez le rat. Limmlpar siARN dans une
lignée cellulaire d’AO de SI00A4 entrainait une diminution de la prolifération, suggérant un réle
important de cette protéine dans les AO,

5. que I’inhibition de la protéine MUCI entraine une diminution de la prolifération, la

migration, I’invasion cellulaire in vitro et une diminution de la croissance tumoraleivo.
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4.2 Perspectives de recherche

Nos perspectives de recherche sont de :
1. poursuivre la caractérisation des protéines CHEK2, TSG101, S100A4 et MGM6
constituent des biomarqueurs ou des cibles thérapeutiques pot@&tigisela nous avons prévu
d’établir des lignées stables déficientes et d'étudier leur role sur la croissance tumorale in vivo
dans un modéle de xénogreffes sous-cutanées chez des sourisAR@ID étudier leur rdle
potentiel en tant que biomareurs, leur niveau d’expression sera évalué en immunohistochimie
sur des pieces d’oesophagectomie de patients présentant les différents ¢léments de la séquence
carcinogénétiques deéAO avec corrélation aux données de récidives et de survie. Le niveau de
I'expression de ces marqueurs sur les biopsies réalisées lors desilasigey endoscopique de
I’OB sera corrélé au risque de dégénérescencdin d’évaluer leur potentiel role pronostic.
2. Dans le cadre du site de recherche intégré sur le cancer, lnossceter une banque de tissue
micro array (TMA) a partir d’'une population de patients sélectionnés ayant eu une résection de
I’cesophage avec ou sans traitement néoadjuvant. Ces TMA seront utilisés pour tester de
potentiels biomarqueurs qui pourraient étre identifiés.
3.Nous allons identifier des biomarqueurs associés au pronostic, a la chstdop&Esou qui
pourraient étre ciblés par des médicaments dans une population de pat@qnigsségsour un
adénocarcinome de I’cesophage. Une étude par puce pangénomique sera réalisée sur des
¢chantillons de tumeur congelés. L’expression des genes sera interprétée selon leur implication
dans les caractéristigues tumorales (potentiel métastatique, iioleractvec le
microenvironnement, chimiorésistance, prolifération). Leur expression chez iéntpséra
étudiée en TMA puis leur réle sur les propriétés biologiques desesefiumorale sera étudiée in
vitro et par xénogreffe chez la souris.
4. En collaboration avec le laboratoire GSK Big Pharma, nous allons éJalueiveau

d’expression d’antigenes spécifiques des tumeurs en particulier MAGE A3 et PRAME dans les
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cancers potentiellement curable. L’objectif sera d’étudier la corrélation entre le niveau
d’expression de ces marqueurs et des facteurs cliniques. Ceci pourrait éventuellement permettre
le développement d’une vaccination anti-cancéreuse par le ciblage de cellules tumorales par

stimulation du systéme immunitaire du patient.

Au total, I’objectif de ce travail est de permettre un diagnostic et donc une prise en charge
plus précoce d’une part, et de proposer une approche médical plus personnalisée via
l'identification des facteurs de non réponse a la radiochimiothérapie ebowelles cibles
thérapeutiques, cecifin d’améliorer le pronostic extrémement péjoratif de ce cancer dont

I’incidence est croissante.”
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5 APPENDICE TECHNIQUE

Modeéle animal

Chez le rat
Expérimentation animale

Le protocole expérimental décrit ci-aprés, mené sous la directiortifsgiendu Pr Mariette
(Habilitation a expérimenter sur les animaux au niveau |, autiorisa°59-350177), a été validé
par la Direction Départementale des Services Vétérinaires du dtigrdr le Comité Régional
d’Ethique en matiére d’Expérimentation Animale. L’expérimentation est effectuée dans le
Département Hospitalo-universitairée Recherche et d’Expérimentation (DHURE) de
I’Université de Lille 2.

Période préopératoire

L’expérimentation animale est réalisée sur des rats Sprague-Dawley maleslégds a huit
semaines et pesant entre 350 et 400 g (Charles River). L’acclimatation en cages de six animaux
dure deux semaines, a 55 % d’humidité et a 20 °C, avec des cycles alternatifs de lumiére et
d’obscurité de 12 h. L’alimentation consiste en une nourriture standard en bouchons (Rodent
Maintenance, Harlan) et un accés a I’eau ab libitum La veille del’intervention, une diéte solide
est réalisée et ’eau est remplacée par du sérum glucosé a 10 % (v/v). Au total 285 rats ont été
Opérés.

Principe des interventions chirurgicales

Nous avons constitué 2 groupes principaux d’étude (Figure 1 article 1).

- Groupe DGER: réalisation d’une anastomose ceso-duodénale sans gastrectomie,

soumettant 1’cesophage a un reflux duodénal (provenant du duodénum) et acide (provenant de

I’estomac),
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- Groupe DER: réalisation d’une anastomose ceso-duodénale avec gastrectomie,

soumettant 1’cesophage a un reflux duodénal uniquement,

Et quatre groupes contréles:

- Groupe RY : réalisation d’une anastomose ceso-jéjunale sur une anse en Y, situation
dans laquelle 1’cesophage n’est soumis a aucun reflux (controle interne), ce groupe permet de
contrdler les lésions dues a la I’inflammation consécutive a 1’agression mécanique de

I’intervention au niveau de 1’cesophage

- Groupe LAP : réalisation d’une laparotomie seule (contrdle externe). Ce groupe permet

de controler les 1ésions qui peuvent étre dues a 1’anesthésie ou au stress chirurgical en général.

- Groupe DGR : réalisation d’une gastrectomie partielle des 4/5, puis d’une anastomose

gastroduodénale, dans le but de reproduire un reflux duadéphagien avec interposition de
muqueuse gastrique entre le duodénum et I’cesophage. L’objectif était de prouver que les 1€sions
de métaplasie mises en évidence dans les groupes DER et, D®aR pas di a I’entrapment
(grefte artificielle de muqueuse de type intestinal au niveau de I’cesophage lors de la confection
de I’anastomose, due au passage de 1’aiguille), ni au creeping (migration de proche en proche de
la muqueuse intestinale). La persistance d’'une muqueuse de type gastrique en aval d’une zone de

1ésion de métaplasie et en amont de 1’anastomose permettrait de confirmer cette hypothése.

- Groupe PPI: rats ayant subi la méme procédure que dans le groupe DGER puis qui
regoivent de I’Esomeprazole (Astra-Zeneca, France), a la dose dgmbl/kg, par gavage
quotidien des le premier jour post opératoire. Ce groupe a été entreprde aupprimer la
composante acide du reflux gastrique induit chirurgicalement chezdedurgtoupe DGER afin

d’évaluer son rdle sur I’induction des Iésions induites par le reflux.

Techniques chirurgicales
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Une anesthésie générale était réalisée par injection intragéigode kétamine (80
mg.kg") et de xylazine (12 mg.Kgy. L’abdomen était tondu et désinfecté avec de I’alcool & 70°
et de la polyvidongedée. L’animal était installé en décubitus dorsal sur alaise en coton,
recouvert par un champ opératoire stérile, sous lampe chauffante afinideserines pertes
thermiques. L’intervention respectait une asepsie rigourcuse. La voie d’abord était une
laparotomie médiane Apres repérage de la jonction ceso-gastrique, une ligature cesophagienne
était rédisée (a I’exception du groupe DGR), juste en amont, avec du fil tressé, résorbable
Vicryl® 2/0 en bobine
L’ceesophage était sectionné en prenant soin de sectionner d’abord la musculeuse cesophagienne
puis de décaler la section de la muqueuse de 2 mm de facon distale, afin de faciliter I’anastomose
qui peut étre génée par la rétraction de la mugugilan solide de I’anastomose).

L’intervention différait ensuite en fonction des groupes :

Groupe DGER et PPI: Anastomose ceso-duodénale sans gastrectomie

Une duodéenotomie de 5 mm était pratiquée sur le versant antimésentBrguene anastomose
eso-duodénale, termino-latérale, par 8 points séparés de fil monofilamentrésorbable,
Prolene® 7/0 était réalisée.

Groupe DER : anastomose eeso-duodénale avec gastrectomie

Pour la gastrectomie totale, une ligature pas a pas des vaisseatsX dc 1’arcade gastro-
épiploique, puis du pédicule gastrique gauche était réalisées.

L’anastomose était identique a celle du groupe DGER.

Groupe RY : anseenY

Pour la réalisation d’anse en Y, I’angle de Treitz était repéré, puis le jéjunum était sectionné a 1
cm en aval. L’anse était montée en pré-colique pour une anastomose ceso-j€junale, termino-

latérale, avec 8 points séparés de Proléene® 7/0. Enfin une anastomioggé§gjnale au pied de
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I’anse était pratiquée (5 cm au minimum apreés la section), de fagon latéro-latérale par deux hémi-
surjets de Proléne® 7/0.

Groupe LAP : laparotomie seule (contrdle)

L’intervention comprenait une laparotomie médiane, le prélévement du contenu duodénal par
introduction d’une sonde urinaire pédiatrique charriére 6 aprés duodénotomie a 1 cm du pylore.
La duodénotomie était fermée par des points séparés de Prolene 7/0.

Groupe DGR : anastomose gastroduodénale aprés gastrectomie partielle

La gastrectomie partielle débutait par la ligature vasculaige vdésseaux courts et gastro-
épiploiques. Le pédicule gastrique gauche était préservé, pour lat&iahilitissu gastrique
restant. Apres la ligature duodénale, la ligne de section gastriguedétmitée au bistouri
électrique (en raison de réseaux vasculaires densespm de la jonction ceso-gastrique. La
gastrectomie se terminait par la section duodénale ; loseagdstrique était réalisée en dernier
pour limiter la contamination. Une anastomose gastroduodénale termiradeladtait réalisée
avec 10 points séparés de Proléene® 7/0.

Dans tous les cas I’intervention se terminait par un nettoyage de la cavité péritonéale et une
compensation des pertes hydriqgues par du sérum physiologique (0,2 ml). La fermeetare
laparotomie se faisait en 2 plans par des surjets de monofilament, résorbable, Moacryl
Période postopératoire

Suite a la chirurgie, les animaux sont placés dans des cages intbgicdiams sciure durant trois
semaines. La boissad libitumest autorisée des le réveil. Le premier biberon contient 200 ml
d’eau associée a un antalgique (60 mg/kg/j de paracétamol). Des le lendemain, et pendant trois
semaines, les biberons sont remplis de sérum glucosé a 10 % (v/€eaanialgique et pour
¢viter I’hypoglycémie.

L’alimentation est ensuite reprise au deuxiéme jour postopératoire, par un régime mixé durant

trois semaines, les bouchons standards étant broyés dans de 1’eau. Le fait de mixer la nourriture

153



ainsi que d’6ter la sciure de la cage permet d’éviter la création de bézoard pouvant entrailaer
mort del’animal.

A trois semaines, les animaux sont placés dans des cagegdtd@dax animaux, avec de la
sciure. L’alimentation et la boisson sont reprises de maniere habituelle. Dés le quinzieme jour
postopératoire, des injections de fer dextran (Cofafe®jntramusculaire sont réalisées (50
mg/kg) et ceci de maniere mensuelle afin de lutter cditnémie postopératoire et également

en tant que cocarcinogene. Les rats opérés sont pesés deux fois pae gEndant les deux
premiéres semaines, puis denigee hebdomadaire jusqu’au deuxiéme mois postopératoire, et
enfin de maniere mensuelle.

Tous les animaux décédés avant la date de sacrifice prévue séstppes autopsiés afin de
déterminer la cause potentielle de leur déceés.

Sacrifice

Les animaux opérés sont sacrifiés aux différents temps de 20, 3@an&hes. Ces temps sont
décrits dans la littérature comme étant, respectivement, les temps d’apparition des lésions
meétaplasiques, dysplasiques et adénocarcinomateuses.

Aprés les résultats d’une analyse intermédiaire, pour les 55 derniers rats opérés dans les groupes
d’étude, les sacrifices ont été réalisés a 60,70 et 80 semaines afin de tester 1’hypothése qu’une
exposition plus longue au reflux pourrait augmenter 1’incidence de chaque ¢lément de la
s@juence carcinogénétique.

Avant chaque sacrifice, les rats sont pesés puis anesthésiésesgl@mée protocole décrit pour
la chirurgie. Leur abdomen est ensuite rasé puis une laparotomie estéeffefin de permettre
I’exploration de la cavité abdominale. L’anastomose est repérée et les organes sont inspectés
dans le but de chercher des tumeurs visibles macroscopiquementrifieesgse fait ensuite par

une injection intracardiaque d’un euthanasique vétérinaire, le T61® (Curare, 0,3 mi/kg).
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Une thoracaimie est alors pratiquée, puis ’cesophage est disséqué du pharynx jusqu’a
I’anastomose ou jusqu’a la JOG dans le cas des témoins ayant subit une laparotomie seule.
Préparation technique de la piéce opératoire

La piéce opératoire ainsi obtenue est placée sur une compresse stérile puis découpée
transversalement en tranches épaisses de 2 mm environ, de la portion distalponticnl

proximaleFigure 8.
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Figure 8 Schéma décrivant la préparation des pieces opératoires.

Anastomosis

Les chiffres 2 a 8 correspondent aux pieces congelées en vue dessarydiologie
moléculaire, et les lettres A a H aux pieces fixées en parafdéhyde pour les analyses
histologiques. Dans le cas d’un bourgeon tumoral macroscopique (T), celui<i fait I’objet a la
fois d’un prélévement pour les analyses de biologie moléculaire et d’un prélévement pour les

études histologiques et immuno-histochimiques
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Une tranche sur deux est placée dans du paraformaldéhyde (10 &dnw/i¢) but d’étre ensuite
incluse en paraffine afin de réaliser des analyses histologiquesmeinohistochimiques. La
tranche en regard est placée dans un cryotube, congeléadatediquide puis stockée a -80°C
jusqu’a utilisation pour réaliser des extractions d’ARN totaux. L’anastomose est
systématiquement fixée en paraffine afin de réaliser une letistelogique. Les coupes
congelées destinées a 1’étude d’expression génique a partir des ARN totaux ne comportent donc
gue du tissu oesophagien.

Lorsqu’un bourgeon tumoral macroscopiquement visible et de taille suffisante est observe, celui-
ci fait I’objet a la fois d’un prélévement fixé en paraffine et d’un prélévement congelé dans

I’azote liquide.

Analyse du liquide de reflux
Il s’agissait de vérifier des conditions physiopathologiques du reflux en étudiant le pbjuleli

duodénal et la composition en acides biliaires.

Pour les rats des group&ER, DER et PPI, plusieurs méthodes de prélevement ont été testées
au cours de I’expérimentation :

La premiere consistait, lors du sacrifice de prélever le contenu duodéndugumgnotomie
directe, mais le prélévement était souillé par le saignement lors de I’entérotomie.

La seconde consistait en ’introduction d’un cathéter par 1’ cesophagotomie supérieure, jusqu’au
duodénum dont la position était controlée par la laparotomie lors du sagrdisdes quantités
de liquide prélevées étaient tres faibles.

La troisieme méthode mise au point, apres anesthésie généraleeptorngle kétamine (80
mg.kg") et de xylazine (12 mg.Kg, a I’introduction d’une sonde urinaire n°6 par voie orale
jusqu’au duodénum (repére sur la sonde fait lors d’une précédente laparotomie indiquant la
position au niveau de [’anastomose). Cette méthode permettait une durée d’aspiration plus

longue et de recueillir des quantités plus importantes de liquide.
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Nous avons également realisé le prélévement du liquide istregee dans le groupe DGER
(reflux acidobiliaire) par gastrotomie lors des sacrifices pour vérifier I’acidité intragastrique
chez ces rats. En effet une Iésion des nerfs vagues lors de la chyaugiait la remettre en
cause. Ceci attesterait indirectement d’un reflux acido-biliaire dans la mesure ou des stigmates
de reflux étaient mis en évidence dans I’ensemble des rats des groupe DGER et DER.

Pour les rats du groupe LAP (contrdle) : Une sonde urinaire n°6 reliée a ungeiseté gavage

était introduite dans la duodénotomie puis le contenu duodénal était prélevé papaspirat

Mesure du pH

Le liquide prélevé était placé dans un microtube de 500 pL. La mdaup était
effectuéea I’aide d’une microélectrode reliée a un pH-metre de paillasse Orion 2 star
(Thermoscientific) immédiatement aprés le prélevement. Letpl @rrigé en fonction de la
température. Un volume de liquide d’au moins 200uL était nécessaire a la mesure.

Une mesure du pH intra-gastrique a été réalisée chez 10 rats sélactiorfrasard parmi
les groupes DGER, LAP et PPI par aspiration aprés gastrotomie coéumiiepdécédemment
afin de vérifier la persistance (groupe DGER) ou la suppression (groupe PRI)séerétion

acide.

STATISTIQUES

Tests statistiques utilisés

Une analyse statistique a été r&ali en fixant le risque de premiére espece a a 5%. Les
données qualitatives ont été étudiées avec : (i) le test binpmialcomparer les pourcentages a
une fréquence théorique, et (ii) le test du Chi2 pour comparer les distributions. En cas d’effectifs
insuffisants (effectifs théoriques inférieurs a 5), un (iii) test exacFigieer a été employé.
L’analyse des variables quantitatives a été réalisé par un test non paramétrique de Mann et

Whitney dans la mesure ou la normalité de la distribution desbuaria’était pas vérifiée
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(moins de 30 sujets pas groupe). Cette analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS

17.0

Calcul de I’effectif nécessaire

Le calcul de I’effectif nécessaire dans les 2 groupes d’intéréts (groupe DGER et groupe
DER) considérait comme critére de jugement principal I’apparition d’au moins un élément de la
séquence carcinogénétique (lésions de métaplasie, de dysplasie ou de cancer). L’hypotheése d’un
pourcentage de 40% dans un groupe et de 75% dans ’autre groupe a été retenue pour le calcul.
Le calcul du nombre de sujet nécessaire a analyser par groupe a domn mompte la
comparaison de deux proportions binomiales de facon bilatérale, avec unatfgpele 5% et
une puissance de 80%. Ce nombre était de 45. Etant donné la mortalité spattésageant 60%
lors de I’analyse intermédiaire, le nombre a été porté a 120 rats par groupe.

Les autres groupes étaient considérés comme groupes contréles, nous avdastoguesi3 rats
étaient suffisants a la constitution du groupe LAP (laparotomie seulptrble externe).
Concernant les groupes RY et groupe DGR, au moins 5 individus étaient méselssa de
I’analyse pour la réalisation de tests statistiques, compte tenu de la mortalité avant sacrifice, 14
rats ont été opérés dans chacun de ces groupes

Analyses histologiques

Inclusion de la piéce en paraffine

Les picces destinées aux études histologiques obtenues a partir des cesophages disséqués sont
rapidement immergées dans une solution de paraformaldéhyde 10 % (v/v). Ckestrsomt
ensuite incluses en paraffine (Service d’histologie, Pr Defossez, Faculté de Médecine de Lille,
Pole Recherche). Les blocs d’inclusion sont enfin coupés a 5 pm d’épaisseur. Ces coupes sont

étalées sur des lames silannées (SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser).

Analyses histologiques
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Afin d’analyser la morphologie des tissus, des colorations sont réalisées en immergeant les lames
dans un mélange de colorants, le trichrome Hématoxyline-Eosine-SHIES), (permettant de
différencier les noyaux en bleu et le cytoplasme en rouge, ainsi @leueAstra, colorant le
mucus en bleu (Service d’anatomopathologie, Pr Copin, Centre de Biologie Pathologie, CHRU
Lille).

Une fois les colorations réalisées, une analyse histologique des dsimesalisée en aveugle
grace au concours d’une anatomopathologiste experte en pathologie digestive membre de notre
équipe, le Pr Leteurtre (Service d’anatomopathologie, Pr Copin, Centre de Biologie Pathologie,
CHRU Lille et équipe 5 Inserm UMR837).

Immunohistochimie

Les études immunohistochimiques sont réalisées sur des lareasexbt partir des blocs inclus
en paraffine comme décrits dans la partie I1.1.

Immunohistochimie manuelle

La réalisation d’un marquage immunohistochimique des lames obtenues a partir de blocs inclus

en paraffine suit le protocole suivant :

- Immerger 2 x 5 min dans 2 bains successifs de xylene
- Immerger 2 x 5 min dans 2 bains successifs d’éthanol absolu  Déparaffinage

- Immerger 1 x 5 min dans de I’éthanol a 95 % (v/v)

- Immerger 1 x 30 min da& de 1’eau oxygénée a 3 % (v/v) Désactivation des peroxydases endogenes

- Rincer 1 x 5 min dans du D-PBS1X

- Chauffer 20 min audour micro-ondes (700 W) dans c¢ Destruction des liaisons moléculaires form
tampon citrate 1X (Dako) [dans le cas d’un marquage Mucl lors de la fixation des coupes de tissus dar
de rat, le temps est de 10 min] paraformaldéhyde puis [’éthanol 70 %,

- Laisser refroidir les lames a température ambiante da empéchant, ou diminuant, la reconnaissa

bécher contenant le tampon citrate : au moins 30 min anticorps-antigene
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- Placer les lames dans des portoirs (Coverslip) Permettre aux anticorps de pénétrer p
- Rincer 3 x 5 min dans du D-PBS1X facilement les membranes cellulaires
- Recouvrir 30 min les lames de Triton® X100

- Rincer 3 x 5 min dans du D-PBS1X

- Incuber les lames avec 100 pl de la solution d’anticorps Reconnaissance antigéne-anticorps
primaires diluée dans du D-PBS++ 1X : toute la nuit a 4 °(
- Composition du D-PBS1++ 1X : 1% de BSA fraction V, |

% (p/v) de Triton® X 100, qsp 10 ml avec du D-PBS1X

- Rincer 5 x 5 min dans du D-PBS1X Reconnaissance anticorps primaire
- Incuber 1 h avec 100 pl de la dilution d’anticorps anticorps secondaires

secondaires biotinylés dans du D-PBS1X

- Rincer 4 x 5 min dans du D-PBS1X Amplification du marquage avec [’anticorps
- Incuber 1 h avec un complexe Avidine-Biotine « AB-P( secondaire biotinylé

(Vectastain, ABC system, Vector Laboratory). Les comple

« AB-PO » sont réalisés 30 min avant leur utilisation

suivant le protocole du fournisseur

- Rincer 6 x 5 min dans du D-PBS1X

- Incuber avec la 3,3-Diaminobenzidine (DAB, Sign Révélation
Aldrich) préparée une heure avant utilisation comme ind

dans le protocole du fournisseur

- Réaliser I’incubation dans 1’obscurité afin d’éviter un bruit

de fond, et pas plus de 20 min afin d’éviter les faux-positifs

- Suivre le margquage en direct au microscope

- Pour un méme anticorps le temps d’incubation a la DAB

sera le méme pour toutes les coupes afin de pouvoi
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comparer entre ks
- Arréter la réaction par immersion dans de 1’eau

déminéralisée au moins 5 min

- Tremper 3 x 1 s dans de I’Hématoxyline non diluée (Sigma- Contre-coloration
Aldrich)

- Rincer sous 1’eau courante

- Immerger 1 x 5 min dans de 1’éthanol a 95 % (v/v) Déshydratation
- Immerger 2 x 5 min dans 2 bains successifs d’éthanol absolu

- Immerger 2 x 5 min dans 2 bains successifs de xyléne

- Protéger les lames avec une lamelle de verre fixée avi Montage des lames
produit de montage Pertex (Mounting medium for li

microscopy, Histolab)

Toutes les manipulations sont réalisées en ajoutant un témoin positif de I’anticorps étudi€, c’est-
a-dire une lame comprenant une coupe d’un tissu connu pour exprimer la protéine étudiée. Ceci
permet de vérifieta spécificité de 1’anticorps utilisé ainsi que les bonnes conditions d’utilisation

de celuiei.

Afin de contréler la spécificité de reconnaissance des anticorps sgesnddisés, des témoins
négatifs sont également réalisés. Dans ce cas, les lamssesubés mémes traitements que les
autres excepté qu’elles ne sont pas incubées avec un anticorps primaires mais avec 100 ul de D-
PBS++1X uniquement.

Les différentes conditions d’utilisation des anticorps primaires utilisés en immunohistochimie

manuelle sont décrites dans le tableau I.
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Tableau I: Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie manuelle chez le rat.
Concentration de Anticorps secondaire  Concentra
Antige
Source I’anticorps de I’anticon
ne
primaire secondaire
Anti  1gG de chévre 1/2000
sG¢6827 (Chévre)
Mucl 1/50 biotinylés,
Santa Cruz Biotechnology
Vector Laboratory
Anti-1gG de souris 1/1000
Cyclin Cyclin D1 2926 (Souris)
1/50 biotinylés,
D1 Cell Signaling
Vector Laboratory
Anti  IgG de chevre 1/2000
sG9845 (Chévre)
MCM6 1/100 biotinylés,
Santa Cruz Biotechnology
Vector Laboratory
Anti  1gG de chévre 1/2000
s¢-31074 (Chévre)
Mmp3 1/100 biotinylés,
Santa Cruz Biotechnology
Vector Laboratory
Anti  1IgG de chevre 1/2000
s¢-8832 (chevre) Santa Cruz
Mmp7 1/50 biotinylés,
Biotechnology
Vector Laboratory
Anti  IgG de chevre 1/2000
s¢-6842 (chevre)Santa Cruz
Mmp10 1/200 biotinylés,
Biotechnology
Vector Laboratory
Anti  1gG de chévre 1/2000
s¢6834 (chevre)Santa Cruz
Timpl 1/100 biotinylés,

Biotechnology

Vector Laboratory
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Immunohistochimie automatique

Les lames obtenues a partir de blocs de tissus inclus en paraffine panatffitiées et plongées
dans le tampon citrate comme décrit dans le chapitre précédenttirAdpace moment de la
manipulation, le marquage est réalisé a I’aide d’un automate Ventana (ES, Ventana Medical
System) sur le principe de la formation du complexe streptavidotewdi Le volume de la
dilution d’anticorps primaire (100uL) est ajouté manuellement. L’automate va ensuite réaliser
les différentes incubations avec les anticorps secondaires, la stlgmevibtine, la DAB et
enfin I’hématoxyline pour la contre-coloration. Les lames sont ensuite déshydratées et les
lamelles montées comme dans le chapitre précédent.

Des témoins positifs et négatifs sont également inclus dans les séries.

Les différentes conditions d’utilisation des anticorps primaires utilisés en immunohistochimie
automatique sont décrites dans le tabkktau

Tableaull : Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie automatique chée rat

Antigene Souce concentration

Muc?2 Sc15334(souris) 1/1000

Santa cruz biotechnology

Muc4 Sc13654 (souris) 1/30

Santa cruz biotechnology

Immunohistochimie sur tissus humains
Afin de vérifier si certaines des protéines exprimées dans notre nzotiglal le sont également
chez I’homme, des immunohistochimies sont réalisées sur des coupes de tissus humains. Les

conditions de réalisation sont résumées dans le tableau IlI.
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Tableau llI: Liste des anticorps utilisés en immuohistochimie automatique chez I’homme:

Antigene | Source Type Concentration | Concentration
de  Danticorps | de  D’anticorps
primaire secondaire

MUC1 M8(lapin) Don| automatique 1/50 200ug/mL

gracieux du Pr Dalla
Swallow
MUC2 Sc¢15334 (souris) automatique 1/500 200ug/mL
santa cruz
biotechnology
MUCA4 Sc53945 (souris) automatique 1/100 200ug/mL
santa cruz
biotechnology

S100A4 | Ab-41532 (lapin) manuelle 1/100 1/1000

abcam

MCM6 Sc9843 (chevre) sant manuelle 1/100 1/2000

cruz biotechnology
TSG101 | AB-83 (souris) abcam| manuelle 1/500 1/1000

Extraction des ARN totaux a partir de tissus

Les ARN totaux sont extraits a partir des pieces opératoires congelées dans 1’azote liquide grace
au kit Total RNA IsolationNucleoSpin® RNA L (Macherey-Nagel), le protocole utilisé étant |
suivant :

- Découper le plus petitopsible le tissu (maximum 100 mg) a I’aide d’un scalpel dans une boite

de pétri contenant 1,8 ml de tampon de lyse RA1 et 18 pthakrcaptoéthanol.
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- Laisser le tissu découper dans le mélange RAIn&trcaptoéthanol puis le broyet’aide d’un

Potter Elvejem. Faire attention & ne pas trop chauffer le tissledangs temps de broyage afin
de préserver la qualité des ARN.

- Appliquer le broyat sur une colonne Nucleospin® Filter L. - Centrifuger 10 min & 4&00 x
- Jeter le filtre et ajouter 1,8 ml d’éthanol 70 % (v/v) au lysat puis vortexer 2 x5 s.

- Appliquer le mélange sur une colonne NucleoSpin® RNA L.

- Centrifuger 3 min & 4 500¢

- Ajouter 2,2 ml de tampon de lavage MDB sur la colonne.

- Centrifuger 3 min a 4 500¢puis jeter I’éluat.

- Préparer le mélange de rDNase : par échantillon mélanger 235 pl de tampon et 25 |dsde rDN
reconstituée.

- Appliquer 250 pl du mélange de rDNase au centre du filtre.

- Incuber a température ambiante pendant 15 min.

- Ajouter 2,6 ml de tampon RA2 sur la colonne afin de désactiver la rDNase.

- Incuber a température ambiante pendant 2 min.

- Centrifuger 3 min a 4 500¢puis jeter 1’¢luat.

- Ajouter 2,6 ml de tampon RAS3 sur la colonne.

- Centrifuger 3 min a 4 500¢et jeter 1’¢luat.

- Ajouter 2,6 ml de tampon RAS3 sur la colonne.

- Centrifuger 5 min a 4 500

- Placer la colonne sur un tube collecteur neuf de 15 ml.

- Centrifuger 1 min a 4 500

- Placer la colonne sur un tub&lution neuf de 15 ml.

- Appliquer 500 jiid’eau stérile (« RNase-free » du kit) directement au centre du filtre.

- Incuber a température ambiante pendant 2 min.
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- Centrifuger 3 min a 4 500
- Récupérer 1’¢luat dans un microtube de 1,5 ml.
- Conserver les ARN &6 °C jusqu’a utilisation.
La quantité ainsi que la qualité de ces ARN sont contrblées faidapar la mesure de
[’absorbance des échantillons a une longueur d’onde de 260 nm avec un NanoDropTM 1000
(Thermo Scientific) et également par la migration électrophorétiqesdé 1 g d’ARN totaux
en gel d’électrophorése d’agarose 1 % (p/v) dans un tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) (Tris 45
mM ; Acide borique 45 mM ; EDTA Na2 2,5 mM) 1X en présence de bromiétaidium
(BET) (10 p/ml). Cette migration nous permet d’observer deux bandes correspondantes aux
ARN ribosomaux 18S €28S ; le rapport 28S/18S de I’intensité de ces bandes devant étre de
I’ordre de 2.

Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Synthése de I’ADN complémentaire

La transcription inverse est effectuée en travaillant sur glace.

Pour chaque échantillon, mélanger :

-1lugd’ARN

- 1 ul d’Oligo(dT) (Promega, 500 pg/ml)

- gsp 14ul avec de I’eau stérile

- Incuber les tubes a 70°C pendant 5 min dans un bain-marie, puis refrpidemant sur la
glace.

- Ajouter 25ul du mélange suivant dans chaque tube :

- 14l d’eau stérile

- 5ul de tampon M-MLV RT-5X (Promega)

- 5ul de dNTPs, sels de lithium (Eurogentec)

- 1 ul de Transcriptase inverse (Promega, 200U/

166



- Incuber 1 h & 42 °C puis 5 min a 94 °C dans un bain-marie.

- Ajouter 60ul d’eau stérile a I’ADN complémentaire synthétisé afin d’obtenir un volume
final de 100ul.

- Garder I’ADN complémentaire a -80 °C jusqu’a utilisation.

Amplification

La préparation de I’amplification est effectuée sur glace.

- Préparer un mélange réactionnel pour tous les échantillons comme décrit asdesso
- 13,5ul d’eau stérile

- 2,5ul de tampon MgCI210X (Promega)

- 1 ul de dNTPs (Eurogentec)

- 1 ul d’amorces sens diluées a 5 pmol/ul (MWG ou Eurogentec)

- 1 ul d’amorces anti-sens a 5 pmol/pl (MWG ou Eurogentec)

- 1 ul de Taq polymerase (Promega)

- 5ul d’ADN complémentaire

- L’amplification est réalisée dans un thermocycleur BioRad CFX96 en suivant les cycles

suivants :

1 cycle n cycles 1 cycle

94 °C 94 °C Tm °C 72 °C 72 °C 8°C
2 min 45 s 1 min 1 min 10 min

Les séquences des différentes amorces utilisées ainsi que leurs conditions d’utilisation sont

décrites dans le tableau IV. Le contrdle interne utilisé gstletinede rat.
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TableaulV : Séquences des oligonucléotides utilisés en RT-PCR chez le rat.

Nom du | Séquence des amorces (5°—3°) Taille de Nombre Température
Géne I’amplicon | de cycles | d’hybridation
(pb) (°C)

zactine | S+ ATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAA 409 35 60
as : AACACAGCCTGGATGGCTACGTACAT

Mucl s : TCGACAGGCAATGGCAGTAG 286 35 60
as : TCTGAGAGCCACCACTACCC

Muc?2 s : CAGAGTGCATCAGTGGCTGT 241 30 59
as : CCCGTCGAAGGTGATGTAGT

Muc4 s : AAGTATGCTGGAGGAGTACTT 324 35 54
as : AACTTGTTCATGGAGCAGCCGC

Cyclin s : TGACTGCCGAGAAGTTGTG 299 30 56

D1 as : GAGGGTGGGTTGGAAATG

ErbBl | s: AGTGGTCCTTGCAAACTTGG 664 35 57
as : GTTGACATCCATCTGGTACG

Vegf s : ACGAAAGCGCAAGAAATCCC 155 35 57
as : TTAACTCAAGCTGCCTCGCC

Cox2 s : AGTATCAGAACCGCATTGCC 334 35 57
as : TAAGGTTTCAGGGAGAAGCG

Nfxb s : GAAGAAGCGAGACCTGGAG 398 35 58
as : TCCGGAACACAATGGCCAC

Smad4 | s: CATTCCTGTGGCTTCCACAA 752 35 57

as : GACTGATGGCTGGAGCTATT
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Migration en gel d’agarose

- Mélanger 20 jud’amplicons a 4 ul de tampon de charge.

- Déposer 20 lude ce mélange sur un gel d’agarose a 1,5 % (p/v) contenant du BET dans un
tampon TBE 1X.

- Faire migrer : le temps de la migration dépend de la taille des amplicons déposés

- Révéler le gel aprés migration sur une plaque a UV.

- Le ratio gene d’intérét/p-actine est calculé aprés avoir scanné les bandes obtenues grace au

logiciel GelAnalyst-GelSmart (Claravision).

Oligo-GEArray®

Les puces Olig@GGEArray® (SABioscience) sont constituées d’une membrane de nylon de 2,5 x

3,8 cm placée dans un tube d’hybridation HybTub. Chaque membrane comprend un code-bar
unique d’identification.

Chaque Oligo-GEArray® est a usage unique et est constituée de tiBcea
oligonucléotidiques, soit 96 génes differents. Chaque gene est reprpaeme « spots »
d’amorces. Sur chaque membrane, différents contréles positifs sont également présents : (i) des
séquences biotinylées (2 x BAS2C) et (ii) des genes de ménages (1 X2Ppl@APDH ; 2 x

Aldo A ; 1 x Ldha ; 1 x Rpl32).

169



Figure 9: Exemple de puces Oligo-GEArray® (SABioscience).
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Peptidylpropyl isomerase 1 (Ppia)

Le principe des puces OIligGEArray® consiste en la synthése d’ADN complémentaires a partir
d’ARN totaux extraits. (Figure 10) Ces ADN complémentaires servent de matrice pgaur
synthése d’ARN complémentaires avec utilisation d’UTP-biotinylés permettant de détecter de
maniére chimioluminescente, apres ajout de substrat ECF @aEhkare), la quantitd’ ARN

présents dans chaque échantillon.
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Figure 10 : schématisation d principe des puces Oligo-GeArray®
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Synthése de I’ADN complémentaire

La synthése de ’ADN complémentaire se fait a partir du kit True Labelling-AMPTM 2.0
(SABioscience), sur glace et selon le protocole suivant :

- Mixer et centrifuger brievement tous les réactifs.

- Préparer le mélange suivant pour chaque échantillon :

-1 pg I’ARN

- 1 Jl de solution d’amorces G1

- gsp 10 jtavec de I’eau stérile RNase-freelu kit (sans DEPC)

- Incuber tous les tubes a 70 °C pendant 5 min dans un bain-marie, puis redmatment sur

la glace.
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- Centrifuger 2 s et mettre sur la glace.

- Ajouter 10 pl du mélange suivant dans chaque tube :

- 4 pl de tampon G3 (58DNA Synthesis Buffer

- 1 pl de RI RNase Inhibitoy

-1 pl de G2¢DNA Synthesis Enzyme Wix

- 4 ul d’eau RNase-freelu kit (sans DEPC)

- Incuber 50 min & 42 °C puis 5 min a 75 °C dans un bain-marie.

- Mettre sur la glace.

Synthése de I’ARN complémentaire

- A Ajouter 20 J du mélange de synthése de I’ARN complémentaire suivant pour chaque
échantillon :

- 16 pl de G24 (2,5RNA polymerase Buffer

- 2 Wl &’UTP biotinylés 10 mM (Roche)

- 2 ul de G25RNA polymerase Enzyjne

- Centrifuger brievement.

- Incuber toute la nuit a 37 °C dans un bain-marie a sec sous agitation douce.
Purification de I’ARN complémentaire

La purification des ARN complémentaires se fait a 1’aide du kit SuperArrayGrade cRNA Clean-
up kit (SABIioscience) selon le protocole suivant :

- Ajouter 60 | d’eau RNase-fre@ I’ARN complémentaire.

- Ajouter 350 ul de tampon G&y(sis and Binding Buffer

- Ajouter 350 |1 d’éthanol 100 % (v/v).

- Pour chaque échantillon mettre une colonne Spin sur un tube colldgyaelégpmoser le mélange
ci-dessus.

- Centrifuger 30 s a 8 000g«
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- Jeter I’¢luat et replacer la colonne sur le tube collecteur.
- Ajouter 600 ul de tampon de lavage G17.
- Centrifuger 30 s a 8 000g
- Jeter I’¢luat et replacer la colonne sur le tube collecteur.
- Ajouter 200 ul de tampon de lavage G17.
- Centrifuger 3 min a 11 000
- Transférer chaque colonne sur un nouveau tube collecteur.
- Ajouter 50 pul de tampon Tris 10 mM pH 8.0 au centre de chaque colonne.
- Incuber a température ambiante pendant 2 minutes.
- Centrifuger 1 min a 8 000
- Garder I’ARN complémentaire purifié a — 80 °C jusqu’a son utilisation.
La quantité ainsi que la qualité de ces ARN sont controlées comoni¢ dins1’appendice
technique.
Hybridation sur puce GEArray®
Les puces GEArra® utilisées sont : « Rat Cancer PathwayFinder » (Cat-ORN-033),
« Rat Cell Cycle » (Cat-ORN-020), « Rat PI3K/Akt Signaling Pathwd{at-ORN-058) et «
Rat Tumor Metastasis » (Cat-ORN-028) (SABiosciente)protocole d’hybridation des ARN
complémentaire sur ces puces est le suivant :
- Noter le code-bar représentant chague membrane.
- Vérifier que I’anneau a I’intérieur du bouchon du tube est présent et intact.
- Toujours bien fermer les tube
- Ajouter 5 ml d’eau stérile dans le tube d’hybridation afin d’hydrater la membrane.
- Visser le bouchon.

- Inverser le tube 5 minutes a température ambiante.
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- Chauffer la solution d’hybridation GEAHyb a 60 °C dans un bain-marie et dissoudre
completement la solution par inversion du flacon.

- Eliminer I’eau stérile.

- Ajouter 2 ml de solution d’hybridation GEAHyb préchauftée.

- Vortexer brievement les tubes.

- Placer les tubes dans un cylindre d’hybridation.

- Pré-hybrider a 60 °C pendant 2 heures dans un four a hybridation sous agdationec(7
rpm).

- Ajouter 2 |z d’ARN complémentaires biotinylés a 0,75 ml de solution d’hybridation GEAHyb
préchauffée.

- Bien homogénéiser et conserver le mélange a 60 °C.

- Eliminer la solution d’hybridation du tube.

- Ajouter la solution d’hybridation contenant les ARN complémentaires dans le tube.

- Hybrider toute la nuit a 60 °C dans un four a hybridation sous-agitation continue (7 rpm).
- Le lendemain, préparer 5 ml de solution de lavage 1 et de I2vager chaque membrane et
les préchauffer a 60 °C avant leur utilisation.

- Solution de lavage 1 : - 10 ml de tampon SSC 20X (Invitrogen)

-5 ml de SDS 20 % (p/v)

- 85 ml d’eau stérile

- Solution de lavage 2 : - 0,5 ml de tampon SSC 20X (Invitrogen)

- 2,5 ml de SDS 20 % (p/v)

- 97 ml d’eau stérile

- Récupérer le « mix » d’hybridation contenant I’ARN complémentaire dans un tube stérile et le
stocker a80 °C jusqu’a sa réutilisation (le chauffer 5 min a 60 °C avant de la réutiliser).

- Ajouter 5 ml de solution de lavage 1 dans le tube.
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- Vortexer brievement.

- Laver la membrane 15 min a 60 °C sous agitation continue (25 rpm).

- Eliminer la solution de lavage 1.

- Ajouter la solution de lavage 2.

- Vortexer brievement.

- Laver la membrane exactement 15 min a 60 °C sous agitation cofhgem) (solution trés
stringente, un lavage excessif entrainerait une perte du signal).

- Eliminer la solution de lavage 2.

- Refermer le tube d’hybridation afin d’éviter un desséchement de la membrane.

- Refroidir la membrane a température ambiante.

Toutes les étapes suivantes se font a température ambiante dans un four a hybridation.

- Préchauffer et bien homogénéiser la solution de saturation Q et le tampon F 5X.

- Ajouter 2 ml de solution GEABIocking Q dans le tube.

- Vortexer brievement.

- Incuber 40 min sous agitation continue (25 rpm).

- Préparer le tampon F 1X en le diluant dans de I’eau stérile : il faut 16 ml de tampon par
membrane et 16 ml pour diluer I’AP-SA (Alkaline Phosphatase-conjugated Streptavidin
nécessaire a 8 OligoGEArrays®.

- Diluer le tampon AP-SA au 1/8000 dans du tampon F 1X.

- Eliminer la solution Q.

- Ajouter 2 ml d’AP-SA dilué.

- Vortexer brievement.

- Incuber 10 min sous agitation continue (7 rpm).

- Laver 4 x 5 min avec 4 ml de tampon F 1X sous agitation continue (7 rpm).

- Eliminer la solution de lavage.
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- Rincer la membrane avec 3 ml de solution G.

- Inverser le tube 3 fois.

- Répéter 1’opération une fois.

- Mettre la membrane dans un petit sachet plastique soudé sur 3 bords a usage unique.

- Appliquer 500 jid’ECF (GE Healthcare) directement sur la membrane.

- Chasser les bulles d’air et souder le quatrieme bord.

- Incuber 5 min a I’abri de la lumiére.

- Prélever la membrane en la tenant par un coin avec une pince propre.

- Egoutter la membrane sans la laisser sécher. Attention a ne pas toucher.les spots

- Placer la membrane dans une pochette plastique préalablement nettoyées a 1’éthanol 70 °C et
seche.

- Placer les membranes sur la vitre du scanner Storm® 860 (GE ldeaJihepots contre la
vitre.

- Eliminer les bulles.

- Acquérir ’image grace au logiciel Image and acquisition and analysis

Lecture de la puce GEArray® et interprétation des résultats

Les signaux chimioluminescents sont analysés avémgleiel GEArray® Expression Analysis
Suite (SABioscience). Chaque type de puces est utilisé pour sur un minimum de deux
échantillons pour chaque type de lésions (métaplasie et adénocarcih@ndprection du type
de reflux induit. Une normalisation est effectuée par rapport aux intensst@eides de ménages
et les variations d’intensités des spots sont calculés par rapport aux témoins AnseenY. Seules
les variations d’intensités supéricures a 1,5 fois celles des témoins sont considérées comme étant
significatives.

Quantitative Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

Synthése de I’ADN complémentaire
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L’ ADN complémentaire est synthétisé comme décrit précédemment

Courbe standard

Afin de déterminer la meilleure dilution d’ADN complémentaire a utiliser pour chaque géene
étudié, une courbe standard doit étre réalisée @i@ecRad CFX Manage(Bio-Rad) au logiciel.
Pour chaque géne une amplification est faite a partir d’un témoin positif a différentes dilutions :
non dilué, 1/10, 1/100 et 1/1000. La dilution des ADN complémentaires qui $iséeuen
fonction du géne est déterminée par le Ct analysé ; cediaiit Etre entre 20 et 35 (Tableal V

Tableau V : Références des amorces pour la qRT-PCR chez le rat.

Geéne Références Dilution des ADN | Efficacités(%)
SABioscience complémentaires

Ldha PPR56603B 1/10 100,6

Mucl PPR51463A Non dilué 103

Muc4 PPR47950A Non dilué 113,7

Nfkb1 PPR42746A Non dilué 90,5

Pik3cg PPR56854A Non dilué 108,3

Tff2 PPR48691A Non dilué 106,4

Tff3 PPR52672A Non dilué 95,5

Afin de pouvoir comparer I’expression des geénes il faut également calculer 1’efficacité
d’amplification (E) pour chacun d’entre eux. Celle-ci est calculée par rapport & la courbe
standard. Toutes les efficacités doivent étre proches les unes des autres.

Amplification

La préparation de 1’amplification est réalisée a 1’aide du RT2 Fast SYBR Green qPCR Master
Mix (SABioscience) et des paires amorces décrites dans le tablg@®ABioscience). La
préparation s’effectue sur glace.

- Préparer un mélange réactionnel pour tous les échantillons comme décrit asdesso
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- 10,5 U d’eau stérile

-12,5 pl de RT2 SYBR Green qPCR Master Mix
- 1 pl du mélange de paires d’amorces a 10 pM

- 1 pl d’ADN complémentaire

- L’amplification est réalisée dans un thermocycleur BioRad CFX96 selon le programme suivant

1 cycle 45 cycles
95 °C 95 °C 60 °C
10 min 15s 1 min

Le géne de ménage servant de controle est la Lactase déshydrogénase A (Ldha).

Analyses des résultatd1éthode dwaCt)

- Déterminer pour chaque réactiontteeshold cycl€Ct) pour les génes de ménage et les genes
d’intérét.

- Utiliser uniquement les valeurs de Ct inférieures a 35 et ne cempae les échantillons
contenant la méme quantité d’ADNc.

- Pour chaquedge calculer la différence entre les Ct de chaque géne d’intérét et la moyenne des

Ct des génes de ménag€).

- Pour chaque paire d’échantillon a comparer, calculer la différence entre les uCt des genes
d’intérét entre les échantillons (AACH).

Exemple 4AACt = ACt (échantillon)ACt (contrdle).

ct).

- Calculer la variation d’expression de gene : 2('AA
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Modélisation chez la souris
Protocole

Ce premier protocole décrit est une tentative d’adaptation des procédures réalisées chez le
rat.

Les animaux étudiés sont des souris balb/c de 10 semaines pesant 8& 80 lces
animaux sont hébergés dans un environnement avec cycle lumiére olEd#. Une diete
solide d’au moins 12h est respectée avec remplacement de 1’eau de boisson ad libitum par du
sérum glucosé a 10%.

Procédure d’anesthésie

L’animal est préalablement pesé€, afin d’adapter au mieux la dose d’anesthésiques au poids de
I’animal. Une anesthésie générale est réalisée par injection intrapéritonéale de kétamine (80
mg.kg?) et de xylazine (12 mg.Ky aprés prémesthésie gazeuse & I’isoflurane. Des abaques
pour les doses d’anesthésies en fonction du poids ont été détermines.

La kétamine et la xylazine sont prealablement diluées au 1/5 daséram salé isotonique
stérile, conserveé sur la glace dans des Eppendorfs. En cas dipeéwgeratoire, une seringue
contenant 0,1mL de kétamine diluée est tenue a disposition pour réinjection.

Procédure chirurgicale :

L’abdomen était tondu et désinfecté avec de 1’alcool a 70° et de la polyvidone-iodée. Lanimal
est installé en décubitus dorsal sur alaise en coton, les paits® @hintenues sur 1’alaise par
du papier collant, ceci sous une lampe chauffante afin de minimisemplesidiéns thermiques.
L’intervention est réalisée sous loupe binoculaire au grossissement 10x puis 16x.

La voie d’abord était une laparotomie médiane par incision a la lame froide a partir de
I’appendice xiphoide sur 2 cm, puis ouverture de la ligne blanche aux ciseaux. L’exposition du
champ opératoire est obtenue par la mése place d’un écarteur autostatique de type

ophtalmologique et des trombones coudés maintenus par des élastiques et des punaises.
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Aprés repérage de I’estomac puis de 1’cesophage, la jonction ceso-gastrique est disséquée en
respectant les nerfs vagues, puis ligature cesophagienne est réalisée, juste en amont, avec du
fil tressé, résorbable Polysorb® 5/0 en bobine. Le fil était immédiatemeioinsex
Un fil tracteur de Prolene® 10/0 étaiis en place sur le bord antérieur de 1’cesophage au dessus
de la zor de section de 1’cesophage un bulldog en plastique a type de pince repére, afin d’éviter
la rétraction de I’cesophage abdominal en intrathoracique lors de sa section.
La section de I’cesophage était amorcée sur la moitié antérieure au dessus de la ligature. La
musculeuse est d’abord sectionnée puis la section muqueuse est décalée vers le bas pour lutter
contre le phénomene de rétraction de la muqueuse lors de I’anastomose.
Une duodénotomie de 1 mm est pratigaée: la pointe d’une aiguille rose utilisée comme un
bistouri sur le versant antimésentérique a 3 mm du pylde@astomose ceso-duodénale était
réalisée au Prolene® 10/De point d’angle externe gauche était passé dans la duodénotomie
puis ’cesophage. Le fil était noué et sectionné a lmm. Le fil a I’angle diamétralement opposé
était laissé long sur bulldog en plastique. Deux ou trois points étaalgés pour le plan
postérieur. Le point d’angle externe droit était noué et sectionné puis 2 ou 3 point étaient réalisés
pour confectionner le plan antérieur. La paroi digestive ne doit pas étee pac la pince a
disséquer mais celle-ci doit servir de conippui au passage de 1’aiguille.
L’intervention se termine par un nettoyage de la cavité péritonéale a la compresse séche et une
compensation des pertes hydriques par du sérum physiologique (0,1 ml). La fereetare
laparotomie se faisait en 2 plans par des surjets de monofilament, résorbable, MoAdtryl®
Période postopératoire :

Durant la période de réveil I’animal est placé sous une lampe chauffante. La boisson est
autorisée des le réveil avec adjonction a I’eau d’antalgique (paracétamol a la dose de 60mg/kg/j).
L’alimentation était reprise au deuxiéme jour postopératoire avec un régime mix¢é durant 10 jours

(bouchons hydratés puis broyés), puis un régime normal. La boisson est supfdéamesucre
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(sérum glucosé a 10%). L’animal est hébergé en cage individuelle pendant 3 semaines avant
d’étre rassemblé. Les souris sont ensuite laissées en stabulation 40 semainassadatpielle
sont attendus les €léments de la séquence carcinogénétique.
Modification de protocole

Devant un taux de mortalité important, il a été ensuite envisagénoddication du

protocole opératoire.

Procédure chirurgicale :

L’animal est anesthésié puis installé en décubitus dorsal en attachant les pattes par des
sparadraps sur alése en coton. L’abdomen est tondu puis désinfecté a 1’alcool a la Biseptine. Une
lampe chauffantest utilisée afin de minimiser les pertes thermiques. L’intervention est réalisée
a I’aide d’une loupe binoculaire au grossissement 6x.

La voie d’abord est une laparotomie médiane par incision a la lame froide a partir de
I’appendice xiphoide sur 2 cm, puis ouverture de la ligne blanche aux ciseaux. L’exposition du
champ opératoire est obtenue par laeman place d’écarteurs maintenus par des élastiques et des

punaises. (cf. figure 11)
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Figure 11: photo de I’ installation et laparotomie médiane

Une fois I’cesophage et 1’estomac repérés, plusieurs procédures sont réalisées en fonction du
groupe auquel appartient la souris :

Groupe myotomie extramuqusat L’objectif était de créer une Iésion mécanique du sphincter
inférieur de 1’cesophage sans léser la muqueuse cesophagienne. Libération compléte de 1’estomac
et mobilisation de 1’cesophage abdominal. A I’aide d’une aiguille sous-cutanée, myotomie
longitudinale du tiers inférieur de 1’cesophage et de la région cardiale. Fermeture comme décrit

précédemment.
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Figure 12 vue peropératoire lors de la réalisation d’une cardiomyotomie extramuqueuse a 1’aide

d’une aiguille sous-cutanée chez la souris

Groupe Hernie Hiatale L’objectif était de récréer les conditions d’une hernie hiatale
responsable d’un RGO chez I’homme avec fixation d’une partie de 1’estomac dans le thorax. La
libération compléte de I’estomac de ses adhérences hépatiques, spléniques et phrénique était
nécessaireOuverture de ’orifice hiatal et introduction de la grosse tubérosité gastrique dans le
meédiastin. Fixation de celle-ci en intra-médiastinal par 2 point®rd&ene 7/0 trans-gastro-
phréniques. Toilette péritonéale et fermeture de la laparotomie per tatgl de fil lentement

résorbable.

Groupe Fogarty L’objectif était d’entrainer une dilacération des fibres musculaires du sphincter
inférieur de 1’cesophage (SIO) par dilatation a 1’aide du ballon d’une sonde de Fogarty, afin que
celui —ci perde sa fonction. (condition d’hypotonie du SIO dans le RGO chez ’homme)
Libération complete de I’estomac. Gastrotomie sur la grande courbure en regard de la jonction

ceso-gastrique. Montée d’une sonde de Fogarty de charriere 2F puis gonflage du ballonnet au
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niveau de la JOG et dilatation durant 1 minute. Fermeture de la gastgiar deux points en X

de Prolene 7/0. Toilette péritonéale.

Estomac

Figures 13:dilatation de la JOG a la sonde de Fogarty

Groupe Fogarty + intussusceptioh’objectif était de potentialiser ’effet de la dilacération du

SIO (groupe Fogarty) en ajoutant I’invagination du bas de I’cesophage dans I’estomac
(intussusception) afin d’augmenter son contact avec le contenu gastrique. libération compléte de
I’estomac et mobilisation de 1’cesophage abdominal. Gastrotomie et dilatation de la J.0.G
comme décrit préecédemment. Fixation du fundus au bord gauche du tiers inférieur de
I’cesophage par un point de Proléne 8/0 et de la petite courbure au bord droit du tiers inférieur de
I’cesophage par un point de Proléne 8/0. Fermeture comme décrit précédemment.

Groupe laparotomie blanchdl s’agit du groupe témoin subissant une laparotomie blanche
laparotomie médiane et fermeture tel que décrit précédemment.

Un nombre d’au moins 6 souris par groupe a été retenu en raison d’une mortalité prévisible de

50% et de la rareté des lésions histologiques.
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Période postopératoirdDurant la période de réveil 1’animal est placé sous une lampe chauffante.

La boisson est autorisée dés le réveil avec adjonction a I’eau d’antalgique (paracétamol a la dose
de 60mg/kg/j). L’alimentation était reprise au deuxiéme jour postopératoire avec un régime mixé
durant 10 jours (bouchons hydratés puis broyés), puis un régime normal. La boisson es
supplémentée en sucre (sérum glucosé a 10%). L’animal est hébergé en cage individuelle
pendant 3 semaines avant d’étre rassemblés. Des injections de fer dextran a la dose de 50mg/kg
une fois par mois en intramusculaire sont réaltsé de lutter contre I’anémie postopératoire et

pour favoriser la carcinogénése.

B Groupe Heller
JJ o C Groupe Fogarty

Ballonet

Incision

&——Sonde

Estomac

de la souris

D Groupe Hernie Hiatale

E Groupe Fogarty + intussusception

Figure 14 Schématisation des interventions pratiquées chez la souris, Aoma@atormale de

la souris du groupe laparotomie blanche,dBoupe Heller avec réalisation d’une myotomie au
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niveau de la jonction oeso-gastrique; goupe Fogarty avec réalisation d’une gastrotomie puis
introduction d’une sonde a ballonnet dont I’extrémité est placée au niveau de la JOGpour
réalisation d’une dilacération des fibres musculaires de la jonction oeso-gastilqugroupe
Hernie hiatale avec positionnement du pdle supérieur de I’estomac dans le thorax, E : groupe
Fogarty+ intussusception : méme procédure que dans le groupe Fogarposii®nnement de
la partie distale de 1I’cesophage dans 1’estomac.

Culture cellulaire

Lignée cellulaire OE33

La lignée cellulaire OE33 a été établie a partir d’un adénocarcinome peu différencié¢ développé
sur OB diagnostiqué chez une patiente caucasienne de 73 ans.

Conditions de culture

La lignée cellulaire OE33 est cultivée dans du milieu RPMI 1640 st&dswell Park
Memorial Instituté (Invitrogen) complémenté avec 10 % (v/v) de Sérum de Veau Feetal

(SVF) décomplémenté (Biowest) et 5 % (v/v) d’antibiotique (Pénicilline-Streptomycine,
Invitrogen). Les cellules sont maintenues dans une étuve a 37 °C et 5 % de CO2. La semaine
suivante les cellules sont arrivées a confluence et sont repiquées selon le grutivaol :

- Travailler sous hotte stérile.

- Aspirer le milieu de culture.

- Rincer le tapis cellulaire avec 5 ml de D-PBS1X.

- Aspirer le D-PBS 1X.

- Déposer 1 ml de trypsine-EDTA (Invitrogen) sur le tapis cellulaire.

- Laisser agir dans 1’étuve a 37 °C pendant 5 min.

- Inhiber la trypsine-EDTA par un ajout de 5 ml de milieu RPMI.

- Aspirer la suspension cellulaire et la mettre dans un tube de 15 ml.

- Centrifuger 5 min a 1500 tour/min.
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- Eliminer le surnageant.
- Reprendre le culot cellulaire par du RPMI.
- Compter les cellules en lame de Malassez
- Mettre le volume de milieu correspondant a 6.105 cellules dans une nouvelle flasque de 25 ml a
bouchon ventilé et contenant 5 ml de RMPI.
- Placer la flasque a I’étuve.
- Changer le milieu RPMI tous les deux jours.
Décongélation des cellules
- Préchauffer le milieu de culture a 37°C dans un bain marie.
- Sortir les cryotubes contenant les cellules de I’azote liquide.
- Ouvrir rapidement puis fermer les cryotubes afin de diminuer la pression interne.
- Réchauffer les cryotubes en formant des « 8 » dans le bain marie a 3vde aépartir de
manicere homogene la chaleur a I’intérieur du tube. Continuer jusqu’a décongélation
totale.
- Mettre les cellules dans un tube de 15 ml et y ajouter 4 ml de milieu.
- Centrifuger 5 min a 900 ¢
- Reprendre le culot cellulaire par 10 ml de milieu.
- Mettre 5 ml de ce mélange dans une flasque de 25 ml a bouchon ventilé (deux T25 par cryotube
décongelé).
- Conserver les cellules dans une étuve a 37 °C et 5 % de CO2.
Congélation des cellules
Travailler sous hotte stérile.
- Aspirer le milieu des flasques contenant les cellules.
- Rincer les cellules avec 15 ml de D-PBS1X stérile (pour une flasque de 75 ml).

- Trypsiniser les cellules (5 ml par T75).
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- Rincer avec 5 ml de milieu de culture et transférer les 10 ml dans un tube de 50 ml.

- Centrifuger 5 min & 1 500¢a température ambiante.

- Aspirer le milieu et resuspendre le culot cellulaire dans 10 ml de milieu.

- Compter les cellules en lame de Malassez.

- Centrifuger les cellules et reprendre 5 x 106 cellules dans 1,2 milide ptus 150 pl de SVF
et 150 pl de glycérol pour atteindre un volume final de 1,5 ml.

- Transférer ce mélange dans un cryotube.

- Congeler les cellules dans un container spécial contenant 250 ml d’1’isopropanol (perte de 1°C
par minute une fois placé a -80°C).

- Aprés 24 h a -80 °C, placer les cryotubes dans un portoir dans le container a azote liquide.
Etablissement et clonage des lignées stables OE33 déficientes en MUC1 olOMIU

Des lignées stables OE33 déficientes en MUC1 (shMUC1) ou en MUC4 (shMUC4#}éont
établies par infection rétrovirale avec un plasmide pRetroSuper (SA&0sdiM). Ce plasmide
contenait des séquences ciblant MUCL1 (s : GATCCCCGGTACCATCAATGTCCACG-
TTCAAGAGA-CGTGGACATTGATGGTACCTTTTTGGAAA

;as : AGCTTTTCCAAAAA-GGTACCATCAATGTCCACGTCTCTTGAA-
CGTGGACATTGATGGTACC-GGG) ou ciblant

MUC4 (s : GATCCCC-CGCAAGCATCGGACTTCAC-
TTCAAGAGAGTGAAGTCCGATGCTTGCG-

TTTTTGGAAA ; as : AGCTTTTCCAAAAACGCAAGCATCGGACTTCAC-
TCTCTTGAA-GTGAAGTCCGATGCTTGCG-GGG) (Dr Jean-Luc Desseyn) portamie
résistance a la puromycine et codant la GFP.

Les lignées contrbles ont été établies en parallele par infeoéiwavirale du plasmide
pRetroSuper vide (cellules Mock) a I’Institut de Biologie de Lille, avec 1’aide du Docteur David

Bernard. Le clonage des cellules OE33 shMUC1 et shMUG#fectue ensuite sur les
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populations totales de cellules shMUC1 ou shMUC4 déja transfectées par infectidratéteav
laboratoire, en suivant le protocole suivant :

- Rincer les cellules au D-PBS1X stérile.

- Ajouter 1 ml de trypsine-EDTA et laisser agir.

- Rincer les cellules avec 5 ml de milieu et transférer le tout dans un tube de 15 ml.

- Centrifuger 5 minutes a 1500 tr/min.

- Reprendre le culot par 1 ml de milieu et effectuer la numération les cellulassudé
Malassez.

- Faire des dilutionfimites afin d’obtenir un volume de 10 ml contenant 100 cellules.

- Déposer 100 lude ce mélanger par puits d’une plaque a 96 puits afin d’avoir une moyenne
d’une cellule par puits.

- Incuber a 37 °C et 5 % de CO2.

- Apres une semaine de culture, déterminer les puits présentant unedkilé et continuer a
travailler uniguement avec cewx-

- Laisser les cellules jusqu’a confluence puis les repiquer en plaque a 24 puits.

- Laisser les cellules jusqu’a confluence puis a nouveau les repiquer en plaque a 24 puits et,
parallélement, réaliser une RT-PCR sur ces cellules afin deiggtemtles cellulea’exprimant
plus MUCet celles n’exprimant plus MUC4.

- Repiquer ces cellules dans une plaque a 6 puits puis dans des flasques T25.

Traitement des cellules par ARN interférence transitoire (SIARN)

Les cellules traitées par siARN sont repiquées la veille danplagges a 24 puits a raison de
1,5 x 1@ cellules par puits dans 1 ml de milieu RPMI sans antibiotiques coatenant 10 %
(v/v) de SVF. Les cellules sont ensuite placées dans un incubateuf@ €75 % de CO2
pendant 24h afin que la confluence lors du traitement approche 70 %.

Resuspension des siARN
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Les siARN proviennent de chez Dharmacon et sont décrits dans le tebleau

Tableau VI: Références des siARN utilisés (Dharmacon)

Cible du siARN Nom Référence

Aucune : témoin négatif ON-TARGET plus Non4 D-001810-01-05, 5 nmol

targeting siRNA #1

GAPD : témoin positif ON-TARGET plus GAPD| D-001830-01-05, 5 nmol

Control siRNA

PI3K, p110 ON-TARGET plus| L-005274-00-0005, 5 nmol

SMARTYpool siPI3KCG

NFKb, p100 ON-TARGET plus| L-003918-00-0005, 5 nmol

SMARTpool siNKB2

S100A4 ON-TARGET plus| L-004792-00-0005, 5 nmol

SMARTpool siS100A4

MCM6 ON-TARGET plus| L-003277-00-0005, 5 nmol

SMARTpool siMCM6

TSG 101 ON-TARGET plus| L-003549-00-0005, 5 nmol

SMARTpool siTSG101

MMP3 ON-TARGET plus| L-005968-00-0005, 5 nmol

SMARTpool sMMP3

MMP13 ON-TARGET plus| L-005955-00-0005, 5 nmol

SMARTpool siMMP13

Une solution stock & 20 pM est réalisée en reprenant le lyophiisatda tampon 1>6IRNA

buffer dilué a partir du tampon 5%iRNA buffefDharmacon) et d’ecau dans RNase, ce tampon
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1X contenant 20 mM de KCI1, 6 mM d’Hepes a pH 7.5 et 0.2 mM de MgCI2. Cette solution stock
est ensuite gardée 20-°C jusqu’a utilisation.

Préparation des mélanges réactionnels

- Préparer une solution diluée de siARN a 2 uM dans du tamposiRI¥A bufferpréparé
comme précédemment.

- Dans un tube stérile, mettre par puits, 25 pl de milieu sans s#r@pl de la solution de
SiARN diluée a 2uM. Mélanger doucement puis incuber 5 min a tempéeatiniante. Pour les
puits témoins remplacer les 25 pl de siRNA dilué par 25 ul deiRXA buffer

- Dans un second tube stérile, ajouter par puits 49 ul de milieuéams st 1 ul de réactif de
transfection (Dharmafect 1 T-2001-01, Dharmacon). Mélanger doucement puis incalrea 5
température ambiante.

- Ajouter 50 pl du second tube au premier tube contenant le siARN. Meéldogeement puis
incuber 20 min a température ambiante.

- Ajouter au mélange 400 pl de milieu complet par puits.

IV.3. Transfection

- Aspirer le milieu des puits contenant les cellules.

- Transférer le mélange de transfection sur les cellules goutiatée gt bien le répartir sur le
puits.

- Incuber a 37 °C et 5 % de CO2 jusgtécupération des ARN et des protéines.

Etudes des propriétés biologiques des cellules

Prolifération

L’¢étude de la prolifération cellulaire est réalisée en plaque 6 puits.

- Lors du repiquage des cellules a étudier, ensemencer 1,5 x 105 gqelupsts dans 2 ml de
milieu complet dans le cas de cellules non traitées ou 2 x 105esetlahs 2 ml de milieu sans

antibiotique dans le cas de cellules traitées aux siARN le lendemain.
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- Les cellules sont ensemencées en triplicate pour chaque teropsigiage (6 jours pour les
cellules en conditions normales et 3 jours pour les cellulaires traitées aux)siARN

- Le jour du comptage, aspirer le milieu des puits et rincer par du D-PBS1X.

- Aspirer le D-PBS-1X et ajouter 0,5 ml de trypsine-EDTA par puits.

- Incuber a 37 °C jusqu’a décollement du tapis cellulaire.

- Ajouter 1,5 ml de milieu complet par puits et récupérer dansiloe de 15 la suspension
cellulaire

- Diluer au demi 10 ul de cellules en suspension dansl XDupe solution de Bleu Trypan
(Invitrogen) et placer ces 20 pl sur une lame de Malassez.

- Compter les cellules présentes dans chaque carré doublement q(@elnis lames). Il faut
tenir compte uniqguement des cellules présentes sur les cotésgigpgauches de chaque carré.
Ce nombre de cellules correspond a % du nombre de cellébestes sur I’ensemble de la lame

de Malassez.

- Multiplier le nombre de cellules par 4 (1/4 de la surface), puig geilution au demi dans le
Bleu Trypan) et enfin par 2000 (volume total de cellules dans 2 ml de milieu). On obtient alors le
nombre total de cellules dans chaque puits.

Migration-Invasion

- Chambre de Boyden
L’invasion cellulaire est mesurée grace a I’utilisation de Chambre de Boyden recouvertes par du
Matrigel (BD BioCoatTM, BD Biosciences). Les contrdles sont réalisés eunlaat la migration
des cellules sur des chambres non recouvertes de Matrigel.

- Préincuber au moins 2h les chambre dans du RPMI seul (750 pl par puits et B0 p
chambre) dans I’incubateur a 37 °C et 5 % CO?.

- Laver les cellules au D-PBS-1X puis ajouter de la trypsine-EDTA.

- Récupérer les cellules dans 5 ml de RPMI seul.
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- Compter les cellules sur lame de Malassez et ensemencer 1 x 105 cellules dans 5004kl de RP
seul par chambre.

- Aspirer les 750 ul de RMPI seul contenus dans le puits par 750 piliele complet, le SVF
servant de chémoattractant.

- Incuber 24h dans I’incubateur a 37°C et 5%CO>.

- Le lendemain, vider les chambres puis les gratter avec un tgéarfin d’éliminer les cellules
non invasives.

- Répéter 1’opération.

- Transférer les chambres dans des puits contenant 0,5 ml a 1 ml eerfDiEt-Quick (Medion
Diagnostics).

- Laisser agir 5 min.

- Vider les chambres puis les transférer dans des puits contenamit ®,5 ml de colorant rose
Diff- Quick I (Medion Diagnostics) contenant de 1’¢éosine marquant le cytosol.

- Laisser agir 25 min.

- Vider les chambres puis les transférer dans des puits contenartd®,bmi de colorant bleu
Diff- Quick IT (Medion Diagnostics) contenant de 1’hématoxyline marquant les noyaux.

- Laisser agir 25 min.

- Laver les chambres 3 fois avec du D-PBS-1X pendant 5 min.

- Monter les lames :

- Déposer une goutte de glycérol tamponné sur la lame.

- Découper le fond de la chambre a 1’aide d’un scalpel.

- Déposer la face avec les cellules contre le glycérol.

- Recouvrir d’une goutte de glycérol.

- Mettre la lamelle dessus en chassant les bulles.

- Vernir les contours pour fermer.
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- Laisser les lames 1h a température ambiante puis les mettre a 4°C.
- Le lendemain compter les cellules invasives et les rapporter au nombreutds calmptées sur
les chambres contréles de migration (chambres non recouvertes de Matrigel).
- IncucyteT™M

Des tests de blessure sont réalisés afin de calculer la migration cellulaire
- Ensemencer les cellules en plaques 96 puits (Essen ImagelLock 43X)051cellules soit
dans 100 pl de milieu complet, soit sans antibiotique dans le acadldies qui seront traitées
aux siARN.
- Une fois les cellules a confluence, réaliser les blessuresea96epin WoundMakegui permet
de réaliser une blessure dans tous les puits de la plaque en méme temps.
- Placer la plaque dans I’IncucyteTM (Essen Biosciences) situ¢ dans un incubateur a 37 °C et 5
% de CO2.

- Les plagues sont photographiées toutes les heures afin de suigrepsréel la fermeture de
la blessure. La taille de celle-ci est mesurée en pum sguehahotographie grace au logiciel de
I’IncucyteTM.

- Le pourcentage de fermeture de la blessure pour chaque clondreeisteensuite calculé en
fonction du temps de prise de la photographie.

Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits grace au Kibtal RNA Isolation NucleoSpin® RNAII
(Macherey-Nagel), le protocole utilisé étant le suivant :

- Aspirer le milieu de culture.

- Rincer avec 5 ml de D-PBS1X.

- Aspirer le D-PBS1X.

- Préparer un mélange de 350 pl de tampon de lyse RAL et 3,5Bprhekeaptoéthanol pour

chaque flasque.
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- Récupérer les cellules avec ce mélange.

- Appliquer le lysat sur une colonne Nucleospin® Filter placé sur un tube collecteur
- Centrifuger 1 min a 11 000

- Jeter le filtre et ajouter 3501 |d’éthanol 70 % (v/v) au lysat puis mélanger doucement a la
pipette.

- Appliquer le mélange sur une colonne NucleoSpin® RNA Il

- Centrifuger 30 s a 11 000gx

- Ajouter 350 pl de tampon de lavage MDB sur la colonne.

- Centrifuger 1 min & 11 000gpuis jeter I’élud.

- Préparer le mélange de rDNase : par échantillon mélanger 9Garhgden et 10 ul de rDNase
reconstituée.

- Appliquer 95 ul du mélange de rDNase au centre du filtre.

- Incuber a température ambiante pendant 15 minutes.

- Ajouter 200 pl de tampon RA2 sur la colonne afin de désactiver la rDNase.

- Centrifuger 30 s a 11 000gxpuis jeter 1’¢luat.

- Ajouter 600 pl de tampon RA3 sur la colonne.

- Centrifuger 30 s a 11 000gxt jeter 1’¢éluat.

- Ajouter 250 ul de tampon RAS3 sur la colonne.

- Centrifuger 2 min a 11 000

- Placer la colonne sur un tube collecteur neuf de 1,5 ml.

- Centrifuger 1 min a 11 000

- Placer la colonne sur un tube d’élution neuf de 1,5 ml.

- Appliquer 60 {1 d’eau stérile (RNase-free du kit) directement au centre du filtre.

- Centrifuger 1 min a 11 000

- Récupérer 1’¢luat dans un tube de 1,5 ml neuf.
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- Conserver les ARN &6 °C jusqu’a utilisation.

La quantité de ces ARN estriée par mesure de 1’absorbance des échantillons a une longueur
d’onde de 260 nm sur un NanoDropTM 1000 (Thermo Scientific). Leur qualité est vérifiée par
migration électrophorétique et calcul du rapport des bandes correspondant aubb@dihaux
(rapport 28S/18S).

Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Synthése de I’ADN complémentaire

La transcription inverse s’effectue en travaillant sur de la glace.

- Pour chaque échantillon mélanger :

-1 pg ARN

- 1 ul d’Oligo(dT) (Promega, 500 pg/ml)

- gsp 14 ftavec de I’eau stérile

- Incuber tous les tubes a 70 °C pendant 5 minutes dans un bain-marrefrpidg rapidement
sur la glace.

- Ajouter 25 pl du mélange suivant dans chaque tube :

- 14 |l d’eau stérile

- 5 pl de tampon M-MLV RT-5X (Promega)

-5 pul de dNTPs avec sels de lithium (Eurogentec)

- 1 ul de Transcriptase inverse (Promega, 200)U/u

- Incuber 1 heure a 42 °C puis 5 minutes a 94 °C dans un bain-marie.

- Ajouter 60 [ d’cau stérile a I’ADN complémentaire synthétisé afin d’obtenir un volume final
de 100 i

- Garder I’ADN complémentaire a -80 °C jusqu’a utilisation.

Amplification

La préparation de I’amplification s’effectue sur glace.
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- Préparer un mélange réactionnel pour tous les échantillons comme décrit asdesso
- 13,5 pld’eau stérile

- 2,5 pl de tampon MgCI210X (Promega)

-1 pl de dNTPs (Eurogentec)

- 1 pl d’amorces sens diluées a 5 pmol/pl (MWG)

- 1 Wl d’amorces anti-sens a 5 pmol/pl (MWG)

- 1 pl de Taq polymerase (Promega)

-5 Wl d’ADN complémentaire

- L’amplification est réalisée dans un thermocycleur CFX96 (BioRad) en suivant le program

suivant :

1 cycle n cycles 1 cycle

94 °C 94 °C Tm °C 72 °C 72 °C 8 °C
2 min 45 s 1 min 1 min 10 min

Les séquences des différentes amorces utilisées sont décrites daeda VII. Le contrble

interne utilisé est le 28S.

197



Tableau VIl : Séquences des oligonucléotides utilisés en RT-PCR.

Nom du | Séquence des amorces (5°—3)

gene

28S s : GCAGGGCGAAGCAGAAGGAAACT as :
TGAGATCGTTTCGGCCCCAA

B-actin S: ATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAA
as:AACACAGCCTGGATGGCTACGTACAT

MUC1 S : GAACTACGGGCAGCTGGACAT;as : GCTCTCTGGGCCAGTCCTCCT]|

MUC4 S : CGCGGTGGTGGAGGCGTTCTT;as : GAAGAATCCTGACAGCCTTCA

cyclin D1 | s: TGACTGCCGAGAAGTTGTG;as: GAGGGTGGGTTGGAAATG

ErbB1 S: AGTGGTCCTTGCAAACTTGG;as: TTAACTCAAGCTGCCTCGCC

COX2 S: AGTATCAGAACCGCATTGCC;as: TAAGGTTTCAGGGAGAAGCG

PI3K s: GAAGCCATTGAGAAGAAAGGA;
as:GAGGTGTTCAGTATTATCAGAGC

NF-kB s: GAAGAAGCGAGACCTGGAG; as: TCCGGAACACAATGGCCAC

Smad4 S: CATTCCTGTGGCTTCCACAA ;as: GACTGATGGCTGGAGCTATT

VEGF s: ACGAAAGCGCAAGAAATCCC; as: TTA ACTCAAGCTGCCTCGCC

Migration en gel d’agarose

- Mélanger 10 jud’amplicons a 2 pl de tampon de charge.

- Déposer 10 lde ce mélange dans un gel d’agarose a 1,5 % (p/v) contenant du BET dans un

tampon TBE 1X.

- Faire migrer : le temps de la migration dépend de la taille des ampliconssdéposé

- Révéler le gel apres migration sur une plaque a UV.
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- Le ratiogeéne d’intérét/28S est calculé aprés avoir scanné les bandes d’ADN obtenues grace au
logiciel GelAnalyst-GelSmart (Claravision).
Extraction des protéines totales
- Travailler sur glace.
- Passer les grattoirs en plastique un a un a 1’alcool 70°.
- Gratter le tapis cellulaire en trempant le grattoir dans leunde culture contenu dans cette
flasque.
- Récupérer le liquide dans un tube de 50ml.
- Centrifuger 5 min a 1600¢
- Aspirer le surnageant et resuspendre les cellules dans 0,5 ml de D-PBS1X.
- Centrifuger 1 min a 9000¢
- Aspirer le surnageant et resuspendre les cellules dans 0,5 ml de D-PBS1X.
- Centrifuger 1 min a 9000
- Préparer le tampon de lyse (pour 5 ml) :
- 250 pl de Tris HCI 1M
- 250 pl de NaCl 3M
-10 ul ’EDTA 0,5M
- 0,5 ul d’aprotitine10 mg/ml
- 0,5 pl de leupeptine 10 mg/ml
- 50 pl de PMSF 0,1M
- 500 pl de NP40 10 % (v/v)
- 25 pl de fluorure de sodium 1M
- 250 | d’orthovanadate de sodium 100Mm
- 50 M d’oxycholate de sodium 25 % (v/v)

- 3614 | d’eau stérile
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- Reprendre le culot avec du tampon de lyse (1 ml pour une flasque de 75 mlip&&0o tin
puits de plaque 24 puits).

- Laisser 30 min sur la glace, gratter les tubes toutes les 10 min sur un portoir en fer.

- Centrifuger 10 min & 16000ga 4°C.

- Récupérer le surnageant dans un tube propre.

- Conserver a80°C jusqu’a utilisation.

Dosage de protéines

Les protéines extraites selon le protocole décrit ci-dessus sontsdos#d leur utilisation en
western-Blot par méthode colorimétrique BCA. Le dosage estéé&alex une plaque a 96 puits
et une solution commerciale de BCA (ThermoScientific).

Une gamme étalon est réalisée avec de la BE®Aif Serum Album)r(Pierce) a 2 mg/ml

selon le plan de plaque suivant :

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Eau BSAO05pul [BSA 1l BSA 2 ul BSA 4 BSA 8 U
2 ul (1ng) (2ug) (419) (8Hg) (16u9)

[5 ng/ml] [10 ng/ml] [20 ng/ml] [40 ng/ml] [80 ngml]

- Ajouter 2 ul de chaque protéine a doser dans les autres puits de la plaque.

- Verser 200 pl de BCA dans tous les puits contenant soit la BSA (gamme étalon) ou les

protéines a doser.

- Incuber la plaque a 37°C sous Iégere agitation puis la placer dans un lecteur de

microplate Model 680 (Bio-Rad) pour lecture des absorbances a 320 nm.

Western-blotting

Gels de polyacrylamide (8 x 9 cm)

- Préparation du gel

Le gel est réalisé en suivant la composition résumée dans le tllleau




Tableau VIl : Composition des gels de polyacrylamide pour western- Blotting (volumes pour

deux gels).

Gel de séparation Gel de

concentration

Réticulation du gel 5% 8% 10% 13% 15% 20% 5%

Acrylamide/Bis- 3,35 5,35 6,65 8,65 10 13,3 1

Acrylamide (ml)

1,5M Tris-HCI, pH| 5 5 5 5 5 5 -
8.8 + 0,4 %(viv)

SDS (ml)

0,5M Tris-HCI, pH]| - - - - - - 1,87

6.8 + 0,4 % (v/v)

SDS (ml)
Eau distillée (ml) 11,55 | 9,55 8,25 6,25 4,9 1,6 4,55
10 % (v/v) APS (ul) | 100 100 100 100 100 100 37,5
(Persulfate

d’ammonium)

TEMED (ul) 10 10 10 10 10 10 3
(NNN'N'-

tétraméthyléthylenedi

mine)

0,1 % (v/v) bleu de - - - - - - 37,5

bromophénol (ul)

La réticulation du gel utilisé dépend de la taille des protéinedudier. Les différentes

réticulations utilisées sont spécifiées detableaulX .
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Tableau IX : Liste des anticorps utilisés en western-blot.

Antigéne Source Quantité Concentration Concentration
de protéines | de I’anticorps de ’anticorps
(na) primaire secondaire
BACTINE A-5441 (Souris) 8 1/5000 1/10000
(Sigma)
MUC1 M8, don gracieux dy 20 1/250 1/10000
Dr D  Swallow
(Londres)
MUC4 8G7(Santa-Cruz) 20 1/500 1/10000
Chk2 Antibody #2662 Cell Signaling 40 1/1000 1/10000
Phospho-PI3 #4228 20 1/1000 1/10000
Kinase p85
(Tyrd58)/p55
(Tyr199)
S100A4 (ab41532) abcam | 40 1/250 1/10000
TSG101 [4A10] (ab83) 20 1/500 1/10000
MCM6 (ab4458) 20 1/500 1/10000

- Electrophorese

- Décongeler les extraits protéiques sur glace.

- Placer le gel dans la cuve de migration et le recouvrir de tampon d’électrophorese SDS-page.

- Enlever doucement les peignes placés précédemment dans les gels.

- Dans un tube, mettre le volume de protéines correspondant a la cdimentalue avec le

tampon de charge (Bleu de Bromophénol) (méme concentration pour tous ledléabarit |

de protéine pour 1 ul de Bleu de Bromophénol).

- Placer les tubes 5 min a 96°C dans un bain marie afin de les dénaturer.




- Apres homogénéisation, placer les volumes de protéines dans le fond deplitqaeec 6 |
de tampon de charge.

- Faire migrer les protéines avec un ampérage de 35 mA par galltdge étant adapté a
I’appareil.

- Migrer jusqu’a ce que le front de migration soit au bas du gel de séparation (45 min a 1h).

- Transfert

- Verser du tampon de transfert dans une cuve en verre.

- Placer le gel contenant les protéines dans une cassettec@idicune membrane de transfert
PVDF (polyfluorure de vinylidéne) (activée au préalable en la trengzrg du méthanol puis
dans de I’eau stérile) et 2 papiers Whattman.

- Refermer la cassette une fois les bulles enlevées.

- Verser du tampon de transfert dans la cuve contenant un agitateutiqueegeé un pain de
glace.

- Transférer a un voltage de 100 V, I’ampérage dépendant de I’appareil.

- Au bout de 30 min changer le pain de glace et continuer le transfert 30 min.

- Laver trois fois 5 min la membrane dans du TBST sous agitation.

- Révélation immunologique

- Bloquer les sites aspécifiques de la membrane en I’incubant dans du TBST

contenant 5 % (p/v) de lait écrémé en poudre, toute la nuit & 4°C et sous agitation.

- Le lendemain, jeter le mélange TBST-lait et incuber la brame 2h a température ambiante
avec une dilution de I’anticorps primaire dilué dans du TBST sous agitation. - Rincer trois fois 5
min la membrane au TBST.

- Incuber la membrane avec eudilution de I’anticorps secondaire dans du TBST 1h a
température ambiante et sous agitation.

- Rincer deux fois 5 min la membrane avec du TBST.
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- Détection

- Rincer au tampoBubstrate BuffefPierce).

- Egoutter la membrane et la mettre danBugfilm LAS4000(GE Healthcare) puis prendre les
photographies.

- Compositions des tampons

- Tampon SDS-PAGE (pour 11)

- Tris (trishydroxyméthylaminométhane) : 3 g
-glycine : 14,4 g

- SDS (Dodécyl sulfate de sodium) 10 % (p/v) : 10 ml
- Compléter a 11 avec de I’eau stérile.

- Tampon de transfert (1l)

-Tris: 3¢

- Glycine: 14,4 g

- Méthanol : 200 ml

- SDS 10 % (v/v) : 0,5 ml

- Compléter a 11 avec de I’eau stérile

- Tampon TBST (Tris-Buffered Saline and Tween)

- Tris-HCL 1M, pH 7.5 : 50 ml

- Tween 20® : 0,5 ml

- NaCl 5M : 30 ml

- Compléter a 11 avec de I’eau stérile

Gels d’agarose (15 x 20 cm)

- Préparation du gel

- Préparer un gel d’agarose a 2% (p/v) de 15 cm sur 20 cm (250 ml).

- Agarose : 5 ¢
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- Tampon Tris-HCI 3M, 0,4% SDS (v/v) pH 8.8 : 30,84 g

- Compléter 250 ml avec de I’cau stérile.

- Electrophorése

- Préparer un volume de protéines correspondant a 20 pg par puits.

- Ajouter a ce volume un volume égal de tampon dénat@sDS loading buffer.

- Placer les échantillons 5 min a 96 °C dans un bain marie afin de les dénaturer.

- Déposer les échantillons dans les puits du gel d’agarose.

- Faire migrer de 5 a 7 H a un voltage de 100 V.

- Arréter la migration lorsque le front de migration est & 5 cm du bord inférieur du gel.

- Transfert

- Placer le gel sur une membrane de nitrocellulose (0,2 pm, Galest Schill) de 15cm sur
20cm.

- Réaliser le montage entre deux plaques de verres avec un pont de gagi@aMnh3 apportant
le tampon de transfert et posé perpendiculairement a la plaque dedeedeuilles de papier
Whatmann3 imbibées, le gel, la membrane de nitrocellulose seche paquet de papier
Whatmann3.

- Placer ce montage dans 3 L de tampon de transfert.

- Révélation immunologique

- Bloquer la membrane dans une solution de TBST a 5% (p/v) de lamé&eé poudre 2h a
température ambiante et sous agitation.

- Laver trois fois 5 min au TBST sous agitation.

- Incuber la membrane avec 1’anticorps dilué dans du TBST pendant 2h a température ambiante
et sous agitation.

- Laver trois fois 5 min au TBST sous agitation.
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- Incuber la membrane avec ’anticorps secondaire dilué dans du TBST pendant 1h a température
ambiante sous agitation.

- Rincer trois fois 5 min au TBST sous agitation.

- Détection

- Incuber la membrane 5 min avec du Super Signal (SuperSignal Subséstieri\Blotting
Kits, Pierce) dans 10 ml du mélange suivant : 5 ml de solution Lutintedhcer et 5 ml de
solution stable peroxyde.

- Egoutter la membrane et la mettre danBugfilm LAS4000(GE Healthcare) puis prendre les
photographies.

- Compositions des tampons

- Tampon Tris-HCI 3M, 0,4% SDS pH 8.8 (100 ml)

- Tris : 36,34 g

-HCL 1IN : 48 ml

- SDS 10% (v/v) : 4 ml

- Compléter a 100 ml avec de I’eau stérile

- Tampon 2X SDS-loading buffer

- 0,5 M Tris-HCI pH 6.8 0,4 % SDS : 5 ml

- Glycérol: 4 ml

- SDS 20% (v/v): 3,9 ml

- $-mercaptoéthanol : 2 ml

- Bleu de bromophénol 1% (v/v) : 1 ml

- Eau déminéralisée : 0,2 ml

- Tampon de transfert (11)

-Tris: 3¢

- Glycine : 14,4 g
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- Méthanol : 100 ml

- SDS 10% (v/v) : 0,5 ml

- Compléter a 1 | avec d&au déminéralisée

- Tampon de migration (2I)

-Tris: 69

- Glycine : 28,8 g

- SDS 20% : 10 ml

- Compléter a 2 I avec de I’eau déminéralisée

- Tampon TBST (Tris-Buffered Saline and Tween)

- Tris-HCI 1M pH 7.5: 50 ml

- Tween 20®: 0,5 ml

- NaCl 5M : 30 ml

- Compléter a 11 avec de I’eau stérile

Xénogreffes sous-cutanées

Dans le but de réaliser des xénogreffes sous-cutanées, les cahtlensemencées une semaine
avant I’injection dans plusieurs flasques de 75 ml afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules.
La semaine suivante, les cellules a confluence sont récupérées selon leg@stvenit :
- Travailler sous hotte stérile.

- Aspirer le milieu de culture.

- Rincer le tapis cellulaire avec 5 ml de D-PBS1X.

- Aspirer le D-PBS 1X.

- Déposer 3 ml de trypsine-EDTA (Invitrogen) sur le tapis cellulaire.

- Laisser agir dans 1’étuve a 37 °C pendant 5 min.

- Inhiber la trypsine-EDTA par un ajout de 10 ml de milieu RPMI.

- Aspirer la suspension cellulaire et la mettre dans un tube de 15 ml.

207



- Centrifuger 5 min & 1500 tr/min.

- Eliminer le surnageant.

- Reprendre le culot cellulaire par 1 ml de RPMI.

- Compter les cellules sur lame de Malassez (cf. page 161).

- Mettre le volume de milieu correspondant a 4.106 cellules dans un tube stérile conten&nt 150 p
de RPMI complet. Ce volume correspond & une injection pour une souris.

- Injecter 300 ud’un mélange 50 % cellules et 50 % Matrigel (BD 354262 BD Biosciences) au
niveau du flanc d’une souris immunodéficiente SCID (Severe combined immunodeficiency)
(C57BL/6) agée de 4 a 8 semaines. 10 souris sont réalisées par clones (total de 60 animaux).
- Ces souris sont ensuite hébergées au sein de 1’Animalerie High Technology de
I’IMPRT/IFR114 Université Lille 2, dans des conditions standard a 20 + 2°C, avec des cycles de

14 h de lumiére et de 10 h d’obscurité, ainsi qu’une alimentation standard ad libitum.
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