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RESUME 
 

Analyse des mécanismes moléculaires et cellulaires conduisant à une inflammation dans l'intestin 

et une progression tumorale induits par la perte de la sous-unité d’intégrine α6 chez la souris 

 

Les récepteurs de la famille des intégrines sont les principaux médiateurs des interactions 

entre les cellules et la matrice extracellulaire. L’intégrine α6β4 fait partie d’une jonction d’ancrage, 

l’hemidesmosome, qui assure l’attachement des cellules épithéliales à la lame basale, notamment 

dans l’épithélium intestinal. Cet épithélium forme une barrière physique qui sépare le reste du corps 

des quelques 100.000 milliards de micro-organismes qui constituent le microbiote. Dans le but de 

déterminer le rôle de l’intégrine α6β4, dans le maintien et l’homéostasie de l’épithélium intestinal, 

notre équipe a produit en utilisant le système Cre-LoxP, un modèle de souris α6ΔIEC présentant une 

invalidation conditionnelle de l’intégrine α6 spécifiquement dans l’épithélium intestinal. Chez ces 

souris α6ΔIEC la sous-unité α6 est absente dans les cellules épithéliales de toutes les 

régions intestinales. On observe, chez la totalité des souris mutantes une séquence d’inflammation 

chronique sévère/ adénocarcinome colorectal. Ce modèle de souris mutantes α6ΔIEC développe donc 

sans manipulation additionnelle une inflammation chronique intestinale associée à la formation 

d’adénocarcinomes colorectaux.   

 

Mon projet de thèse a consisté à définir les mécanismes cellulaires et moléculaires qui 

influencent la transformation des lésions inflammatoires en adénocarcinomes. Pour cela, plusieurs 

approches ont été utilisées, telles que  la création d’une lignée de souris « Knock Out » conditionnel 

inductible par administration de tamoxifène (α6ΔIECTAM), des analyses de transcriptome afin de 

recherche des modifications de voies des signalisation impliquées dans la transformation tumorale, 

des analyses biochimiques et histologiques, notamment des immuno-marquages de cellules 

inflammatoires, le tri de cellules inflammatoires du compartiment colorectal,   la mesure du niveau 

d’expression des gènes,  le dosage de cytokines et le traitement des souris (antibiotiques, nourriture 

gélifiée). La caractérisation du modèle a permis de mettre en évidence plusieurs altérations après la 

perte de fonction de l’intégrine α6β4 dans l’épithélium intestinal. 

 

Désorganisation des structures d’ancrage au pôle basal et Perte de l’intégrité de la barrière 

épithéliale chez les souris α6
ΔIEC

 

Pour rechercher d’éventuelles altérations de la lame basale, j’ai réalisé des marquages et des 

mesures d’expression par RT-qPCR de ses composants dans la région colorectale. Cette analyse m’a 

permis de mettre en évidence une surexpression de plusieurs chaînes de laminine et d’intégrine chez 

les souris mutantes. L’absence de l’intégrine α6, n’affecte pas de manière importante les 

caractéristiques d’adhérence intercellulaire et de polarité épithéliale mais aboutit à une 

désorganisation des structures d’ancrage et du cytosquelette (délocalisation de la plectine et des 

kératines 8/18). De plus, une mesure de la perméabilité épithéliale in vivo, nous a permis de mettre 
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en évidence une augmentation significative de celle-ci dès l’âge de 6 semaines (~3 fois) chez les 

souris mutantes, indiquant une perte d’intégrité de la barrière épithéliale.  

Altération et hypersécrétion de mucus 

Dès les stades précoces (juste après sevrage), l’intestin mutant présente une hypersécrétion de 

mucus, reflétant une anomalie et un stress affectant le tissu. Des colorations histologiques à l’acide 

périodique de Schiff et au bleu alcian sur des coupes de côlon mutant inflammatoire ont révélé un 

déséquilibre dans la composition du mucus, avec une surproduction de mucines de type acide. Le 

niveau d’expression de  Muc2 et Muc4 ne change pas de manière significative. Néanmoins, des 

altérations affectant la qualité du mucus, en particulier des anomalies de glycosylation et sulfatation 

des mucines, pourraient être à l’origine des défauts de perméabilité et de perte d’intégrité de la 

barrière épithéliale. Des analyses du niveau d’expression de Chst4 et Gal3st2, ont permis de mettre 

en évidence une altération de ces dernières chez les souris mutantes.  

Inflammation 

Les souris α6β4 présentent très tôt des signes d’inflammation qui se traduisent 10 semaines après la 

naissance par le développement d’un prolapsus rectal. Ceci est corrélé à une augmentation 

significative de la prolifération cellulaire (marquages BrdU et Ki67) et de la hauteur des glandes  ainsi 

qu’à une infiltration de cellules immunitaires CD11b+ et de cellules CD4+. De plus, une 

caractérisation de différentes populations de cellules inflammatoires a été réalisée par FACS sur la 

rate et la lamina propria des souris. Cette analyse nous a permis d’identifier une augmentation des 

neutrophiles et macrophages chez les mutants comparés aux témoins. Ceci suggère un rôle clé de ces 

sous-populations inflammatoires dans le déclenchement de l’inflammation dans notre modèle. 

Des traitements antibiotiques diminuent partiellement les phénotypes, ceci est corrélé à la 

diminution  de la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 chez les souris α6
ΔIEC

 

La détection des bactéries par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) associée à un marquage de 

l’épithélium par la mucine Muc2, sur coupes de côlon distal, ont permis de mettre en évidence des 

zones de contact direct entre les bactéries et les cellules épithéliales chez les souris mutantes alors 

que chez les souris contrôles l’épithélium intestinal est bien protégé des bactéries par le mucus. 

L’altération de cette barrière peut favoriser un déséquilibre de la flore commensale pouvant 

entrainer une inflammation. 

Afin de définir plus finement le rôle de la flore bactérienne dans le développement du phénotype 

dans notre modèle, nous avons effectué des traitements antibiotiques (ATB) sur des souris mutantes 

et témoins âgées de 6 semaines, afin d’éliminer les bactéries de la flore intestinale. Les souris α6ΔIEC 

traitées aux ATB présentent une diminution de l’inflammation comparée aux souris α6ΔIEC non 

traitées aux ATB. Ceci est corrélé à une diminution significative de la hauteur des glandes et de 

l’infiltration de cellules CD11b positives. De plus, le dosage des cytokines IL-1β et IL-18, a permis de 

mettre en évidence un retour au niveau basal de la sécrétion de IL-1β et une diminution partielle de 

la sécrétion d’IL-18 chez les souris α6ΔIEC traitées aux ATB comparées aux souris non traitées. De 

manière intéressante, ces résultats évoquent que la sécrétion d’IL-18 n’est que partiellement 

dépendante des bactéries.  

Développement tumoral 
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De façon frappante, les souris α6ΔIEC développent toutes des adénocarcinomes de différents grades 

allant de la tumeur in situ au carcinome hautement infiltrant dans un délai de 10-12 mois. Les lésions 

sont principalement localisées dans le rectum, plus rarement dans le côlon. Le développement de 

cancer colorectal résulte de l’accumulation de mutations affectant classiquement la voie Wnt/APC/β-

caténine, K-ras et p53. Les analyses effectuées au sein de l’équipe n’ont pas permis d’identifier des 

mutations de K-ras, p53 et β-caténine. Des analyses par Western Blot que j’ai réalisées, ont permis de 

montrer une diminution de la protéine APC, cependant cette diminution ne résulte pas d’une 

activation de la voie Wnt/β-caténine (peu de translocation nucléaire de β-caténine dans les tumeurs, 

pas de différence de Phospho-GSK3β et de la forme active de β-caténine). Des analyses sur des 

lignées cellulaires ne m’ont pas permis de démontrer de lien direct entre l’inhibition de l’intégrine α6 

et la diminution de la protéine APC. Ceci suggère donc que la voie Wnt/β-caténine n’est 

probablement pas à l’origine du développement des tumeurs dans notre modèle α6ΔIEC. 

Rôle de l’immunité adaptative 

Pour analyser plus précisément le rôle de l’immunité adaptative, nous avons croisé les souris α6ΔIEC 

avec les souris Rag1-/-, qui ont une absence de différenciation des lymphocytes T et B. A des stades 

inflammatoires, les souris doubles mutantes α6ΔIEC Rag1-/- présentent les mêmes signes 

d’inflammation que les souris simples mutantes α6ΔIEC. Ceci suggère que l’immunité adaptative joue 

peu de rôle dans l’établissement de l’inflammation chronique, et que celle-ci est dépendante de 

l’immunité innée. Cependant, par des analyses histologiques et anatomopathologiques à des stades 

tardifs (1 an), nous avons pu observer de manière saisissante que les souris doubles mutantes α6ΔIEC 

Rag1-/- ne présentaient que des lésions de bas grade alors que les souris simples mutantes α6ΔIEC  

présentaient des carcinomes de haut grade. Ces résultats, nous amènent à déduire que l’immunité 

innée serait probablement impliquée dans l’établissement de l’inflammation alors que l’immunité 

adaptative est impliquée dans le développement de tumeurs. L’analyse sur des cellules CD4+ isolées 

de la lamina propria du colon a permis de mettre en évidence une réponse de type Th1/Th17 chez les 

souris α6ΔIEC 

Souris α6
ΔIEC

TAM  

L’ordre des évènements qui conduisent à l’inflammation et au devellopement de cancer colorectaux 

ne sont pas clairement définis. Pour étudier plus finement la séquence et la cinétique des 

mécanismes moléculaires et cellulaires, j’ai développé un modèle de souris où l’invalidation du gène 

de la sous-unité d’intégrine α6 dans l’épithélium intestinal peut-être induite par administration de 

tamoxifène (α6ΔIECTAM).  Cette lignée de souris α6ΔIECTAM présente, deux semaines après 

l’invalidation de l’intégrine α6, les mêmes signes d’inflammation que les souris α6ΔIEC. Mon approche 

a consisté à dissocier les différents processus impliqués dans chacune des étapes-clés de la 

pathologie afin de définir et distinguer plus précisément la contribution respective de l’infection par 

les bactéries et du stress mécanique. 

Dans les processus établis dans le modèle α6
ΔIEC

TAM, quelle est la contribution des bactéries ? 

Deux semaines après l’inactivation de l’intégrine α6, j’ai pu mettre en évidence une activation de 

l’immunité innée  caractérisée par une infiltration de cellules CD11b+ et d’une hypersécrétion d’IL-1β 

et d’IL-18. Cette réponse inflammatoire est diminuée après traitement avec des antibiotiques à large 

spectre, démontrant un rôle-clé des bactéries dans l’apparition du phénotype. Cependant, certains 
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gènes ne voient pas leur expression altérée, tels que St2 et Gal3st2, deux sulfotransferases,  ce qui 

suggère que d’autres mécanismes indépendants des bactéries sont impliqués dans l’apparition du 

phénotype. 

Dans les processus établis dans le modèle α6
ΔIEC

, quelle est la contribution du stress mécanique? 

La perte de l’hémidesmosome dans l’épithélium intestinal des souris mutantes conduit à une 

fragilisation de l’épithélium. De nombreuses zones présentent un détachement de l’épithélium qui 

peut être exacerbé par les frottements mécaniques, très importants dans le compartiment 

colorectal. De plus, cette fragilité du tissu, induit chez la souris une multitude de cycles de lésions et 

réparations qui peut être à l’origine de l’inflammation et à la formation de tumeurs colorectales. Les 

souris α6ΔIEC ont été soumises à un régime alimentaire exclusivement constitué de nourriture gélifiée 

afin de diminuer les stress mécaniques causés par le transit de la nourriture solide dans l’intestin. Ce 

traitement provoque une amélioration modérée de l’inflammation, se traduisant par une diminution 

de l’expression de St2 et une diminution partielle de la sécrétion d’IL-1β. 

 

Conclusion 

La contribution et le rôle des différentes sous-populations cellulaires restent à élucider, telle 

que l’identification des cellules à l’origine de la sécrétion des cytokines et les voies de signalisation 

impliquées dans leur activation, notamment le rôle de la protéine adaptatrice MyD88. Il serait 

également intéressant de caractériser la nature exacte des changements de composition du mucus 

en recherchant les causes, telles que « l’ ER stress » ou l’éventuel rôle du cytosquelette.  Notre 

approche devrait permettre non seulement de mieux appréhender le rôle de l’intégrine α6β4 sur la 

fonction de barrière intestinale, mais aussi de révolutionner notre compréhension de la contribution 

de la flore bactérienne et du stress mécanique dans la carcinogénèse colique associée à 

l’inflammation.  
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AVANT-PROPOS 
 

Notre équipe s’intéresse au rôle des interactions des cellules avec la matrice 

extracellulaire dont les principaux médiateurs sont les intégrines. Les analyses génétiques 

chez la souris nous ont permis de démontrer l’importance des intégrines α6β1 et  α6β4 dans 

l’homéostasie de plusieurs tissus. Nous avons notamment mis en évidence le rôle de 

l’intégrine α6β4 dans le maintien de l’intégrité de la peau (Georges-Labouesse et al., 1996; 

Niculescu et al., 2011). Dans le but de comprendre la fonction de l’intégrine α6 dans le 

tractus digestif où elle est fortement exprimée, nous avons généré un modèle murin dans 

lequel l’inactivation de la sous-unité d’intégrine α6 ciblé à l’épithélium intestinal (souris 

α6ΔIEC) conduit au développement spontané d’inflammation et de cancer colorectal. Dans 

cette introduction, je m’attacherai à décrire les trois aspects essentiels à la compréhension 

du phénotype observé dans le modèle de souris α6ΔIEC qui sont le rôle des intégrines dans les 

interactions cellules/matrice, les défauts à l’origine des maladies inflammatoires chroniques 

de l’intestin, et différents aspects de la carcinogenèse colorectale.  
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LES INTEGRINES 
 

 

1-Généralités 
 

Les intégrines sont les principaux médiateurs de l’interaction entre la matrice 

extracellulaire et le cytosquelette. Ce sont des glycoprotéines transmembranaires, 

constituées d’une sous-unité α et d’une sous-unité β.  Chez les mammifères, il existe 18 

sous-unités α et 8 sous-unités β qui  sont capables de s’assembler pour  former 24 

hétérodimères d’intégrine (Hynes, 2002) (Fig. 1). 

 

Figure 1 : Les différents hétérodimères d’intégrine. Extrait de (Hynes, 2002) 

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques permettant l’adhésion cellulaire, elles appartiennent à 

une famille de protéines transmembranaires constituées de 24 différents hétérodimères. 

 

Les intégrines comportent un domaine extracellulaire, qui permet l’interaction avec le 

ligand, la spécificité de la liaison dépend des sous-unités α et β qui se sont associées. Elles 

possèdent notamment un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire, qui est 
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en règle générale assez court à l’exception de la sous-unité β4 qui a une longue queue 

cytoplasmique (Nievers et al., 1999) (Fig. 2). Cette partie cytoplasmique permet l’interaction 

avec les constituants du cytosquelette, en particulier les filaments d’actine et les kératines, 

faisant ainsi le lien entre la matrice et le cytosquelette. Cependant, par son domaine 

cytoplasmique, l’intégrine peut recruter de nombreuses protéines formant ainsi une 

plateforme de signalisation par laquelle transitent plusieurs voies de signalisation. 

 

Figure 2 : Représentation schématique de l’intégrine α6β4. Adaptée de (Nievers et al., 1999)

La sous-unité α possède un long domaine extracellulaire et un court domaine cytoplasmique. La partie 

extracellulaire contient le domaine N-terminal qui est constitué de sept séquences répétées. Au niveau des 

trois dernières séquences répétées se situent des sites de fixation pour cations divalents (Mn2+, Mg2+ et 

Ca2+). Ces cations divalents sont essentiels à l’association des hétérodimères et à la liaison au substrat. La 

chaine α6 est constituée d’une chaine légère et d’une chaine lourde reliées entre elles par un pont disulfure 

présent dans le domaine extracellulaire. 

La sous-unité β4 a quant à elle un court domaine extracellulaire et un long domaine cytoplasmique. Le domaine 

extracellulaire de la chaine β4 contient plusieurs séquences répétées riches en cystéines reliées entre elles par 

des ponts disulfures. La partie intracellulaire ne contient pas de domaine catalytique mais deux paires de 

motifs fibronectine de type III, séparés par un segment connecteur.  
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2. Les intégrines dans les jonctions cellulaires. 
 

Les intégrines assurent non seulement l’interaction entre les cellules et leur 

microenvironnement, mais peuvent affecter plusieurs voies de signalisation par leur 

domaine cytoplasmique. Pour assurer cette interaction avec ces différentes molécules, les 

intégrines se rassemblent sous forme de complexes multiprotéiques. Elles forment ainsi 

principalement deux jonctions cellulaires : les adhésions focales et les hémidesmosomes 

(Epifano and Perez-Moreno, 2012)(fig. 3). Je ferai une description plus détaillée de 

l’hémidesmosome. 

 

Figure 3: Représentation schématique des complexes d’adhésion cellule-cellule et cellule-matrice 

extracellulaire. Extrait de (Epifano and Perez-Moreno, 2012)

Les jonctions d’adhésion cellule-cellule sont essentiellement assurées par trois structures : les jonctions 

serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes. Au niveau du pôle basal, les interactions cellule-matrice 

extracellulaire sont assurées majoritairement par les intégrines qui forment deux types de structure : les 

adhésions focales et les hémidesmosomes. 
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2.1 Les adhésions focales  

 

Les adhésions focales sont des jonctions d’adhérence qui assurent principalement 

l’interaction entre les micro-filaments d’actine et la matrice extracellulaire. Ce sont des 

complexes multiprotéiques, qui peuvent comporter plus d’une cinquantaine de protéines, 

formant une plaque qui n’est pas visible en microscope électronique, dans laquelle 

s’insèrent les micro-filaments d’actine (voir Figure 4 ; adaptée de (van der Flier and 

Sonnenberg, 2001) et (Epifano and Perez-Moreno, 2012). Les adhésions focales sont des 

structures allongées qui peuvent se former de manière ponctuelle lors de la migration 

cellulaire. Ce sont des structures très dynamiques, sensibles aux tensions mécaniques 

exercées au sein de la cellule ou à l’extérieur (Zhang et al., 2011). Elles sont également 

sensibles au changement de la matrice extracellulaire, pouvant modifier leur organisation et 

influencer, par leurs interactions avec de nombreuses voies de signalisation, le 

comportement de la cellule. Les principales  intégrines présentes dans cette plaque sont les 

intégrines α5β1 et αvβ3. Leurs partenaires cytoplasmiques peuvent avoir un rôle de 

maintien de la structure et de liaison aux micro-filaments d’actine ou sont impliqués dans la 

transduction des signaux. En effet, des protéines telles que la vinculine, la taline, la filamine 

ou la tensine sont essentielles au maintien de la cohésion entre les intégrines et les 

micro_filaments d’actine. A titre d’exemple, l’inactivation de la taline et de l’α-actinine dans 

les cellules en culture empêche la formation des plaques focales et inhibe ainsi l’assemblage 

des filaments d’actine (Pavalko and Burridge, 1991; Priddle et al., 1998). Parmi les protéines 

impliquées dans la transduction du signal figurent plusieurs kinases telles que, FAK, Src, ILK, 

PI3K, des phosphatases comme PTEN, PTP-PEST et des protéines adaptatrices telles que 

Paxilline, Grb2, Shc et Crk (Guo and Giancotti, 2004). Grâce à ces interactions, les adhésions 

focales en plus de jouer un rôle de structure et d’adhérence, sont impliquées dans de 

nombreux processus biologiques tels que la prolifération, la migration, la survie et l’invasion 

cellulaire (Bouvard et al., 2013; Brizzi et al., 2012; Harburger and Calderwood, 2009; Hynes, 

2002; Petit and Thiery, 2000). 
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Figure 4: Représentation schématique des adhésions  focales. Adaptée de (van der Flier and Sonnenberg, 

2001) et (Epifano and Perez-Moreno, 2012)

Les adhésions focales sont des jonctions d’ancrage de la cellule à la matrice extracellulaire. Elles sont formées 

de plusieurs intégrines qui par leur domaine extracellulaire interagissent avec le microenvironnement et par 

leur domaine intracellulaire se lient à leurs partenaires et aux filaments d’actine. Les adhésions focales forment 

une plateforme qui module plusieurs voies de signalisation. 

 

2.2 Les hémidesmosomes  

 

L’hémidesmosome est une jonction d’ancrage qui permet l’interaction entre la matrice 

extracellulaire, en particulier les laminines, et le cytosquelette, plus précisément les 

cytokératines. Les hémidesmosomes classiques dits de type I sont visibles au microscope 

électronique où ils apparaissent sous forme de structures denses, composées d’une plaque 

interne et d’une plaque externe, localisées au pôle basal de la plupart des cellules 

épithéliales (Figure 5 adaptée de (Epifano and Perez-Moreno, 2012) et (Margadant et al., 

2008)). On distingue deux types d’hémidesmosome : 

- L’hémidesmosome de type I, dit mature, présent essentiellement dans les épithéliums 

stratifiés comme la peau, constitué de l’intégrine α6β4, la plectine, BP180, BP230  et CD151. 

- L’hémidesmosome de type II, dit immature, présent globalement dans les épithéliums 

simples comme dans l’intestin, constitué de l’intégrine α6β4 et de la plectine.  
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Dans les phases de cicatrisation de la peau, la formation des hémidesmosomes de type II 

précède celle des hémidesmosomes de type I, d’où la notion d’hémidesmosome mature et 

immature.  

 

Figure 5 : Représentation schématique des différents types d’hémidesmosomes. Adaptée de (Margadant et 

al., 2008) et (Epifano and Perez-Moreno, 2012)

Les hémidesmosomes sont localisés au pôle basal des cellules épithéliales. Il existe deux types 

d’hémidesmosome, le type I exprimée dans les épithéliums pseudo-stratifiés et stratifiés comme la peau, et le 

type II exprimé dans les épithéliums simples tels que l’intestin. 

 

2.2.1 Les composants de la plaque externe 

 

La plaque externe est constituée de l’intégrine α6β4, CD151 et BP180. L’intégrine α6β4 est 

l’unique intégrine impliquée dans cette jonction, contrairement aux adhésions focales dans 

lesquelles peuvent intervenir plusieurs intégrines. Dans l’intestin par exemple, la sous-unité 

α6 interagit préférentiellement avec la sous-unité β4 mais peut également interagir avec la 

sous-unité β1. A l’inverse, la sous-unité β4 interagit uniquement avec la sous-unité α6. La 

sous-unité β4 possède la particularité, contrairement aux autres sous-unités β, d’avoir un 

domaine cytoplasmique relativement long, lui permettant d’interagir avec un grand nombre 

de protéines. Son domaine extracellulaire, plus court, est plutôt impliqué dans l’interaction 

avec le ligand et joue un rôle structural. La chaine α6 quant à elle, possède un domaine 

cytoplasmique très court et un domaine extracellulaire relativement long. Les deux chaines 

d’intégrine sont indispensables à la formation de l’hémidesmosome car l’inactivation d’une 
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de ces chaines conduit à la perte de cette jonction d’ancrage (Georges-Labouesse et al., 

1996; van der Neut et al., 1996).  

BP180 (ou BPAG2) est une protéine transmembranaire présente dans les hémidesmosomes 

de type I. Elle est capable d’interagir par son domaine intracellulaire avec la protéine BP230, 

la plectine et la sous-unité β4 (Koster et al., 2003). 

CD151 est une protéine transmembranaire appartenant à la famille des tétraspans présente 

dans l’hémidesmosome de type I. Elle possède quatre domaines hydrophobes 

transmembranaires, deux petits domaines extracellulaires et cytoplasmiques. Au sein de 

l’hémidesmosome elle interagit essentiellement avec la sous-unité α6.  

2.2.2 Les composants de la plaque interne 

 

La plaque interne est constituée de la plectine et de la protéine BP230 (ou BPAG1), elle 

permet de relier les filaments intermédiaires à la plaque externe. La plectine qui est un 

constituant majeur de l’hémidesmosome, est une protéine volumineuse de 500 kDa 

appartenant à la famille des plakines. Les plakines représentent un ensemble de protéines 

qui connectent le cytosquelette à la membrane cytoplasmique ; elles sont capables 

d’interagir avec les filaments intermédiaires, les filaments d’actine et les microtubules 

(Wiche, 1998). La plectine peut également être localisée dans les adhésions focales (Seifert 

et al., 1992; Wiche et al., 1984). Dans l’hémidesmosome, la plectine en se fixant à la sous-

unité β4 permet la stabilisation de la structure et l’ancrage des filaments de kératines.  

BP230 est une protéine appartenant aussi à la famille des plakines. Par son domaine amino-

terminal, elle interagit avec la chaine β4, et par son domaine carboxy-terminal, elle se lie aux 

filaments intermédiaires.   
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Figure 6: Représentation schématique de l’hémidesmosome et de la lame basale. Extrait de (Nievers et al., 

1999)

L’interaction entre les filaments intermédiaires et l’hémidesmosome est assurée par la plaque interne. Au 

niveau extracellulaire, l’interaction avec la lame basale est assurée par les filaments d’ancrage qui sont 

constitués par la laminine 332 et BP180. Ces filaments d’ancrage partent de la plaque sous-basale  et traversent 

la lamina lucida pour se lier aux fibrilles d’ancrage dans la lamina densa.  La lame basale est essentiellement 

constituée de laminines et de collagènes.  

 

2.2.3 Les ligands de l’intégrine α6β4  

 

L’intégrine α6β4  est un récepteur de laminines, son principal ligand étant la laminine 332 

(ou laminine 5) (Fig. 6). Les laminines sont des glycoprotéines hétérotrimériques constituées 

de chaines α, β et γ. Chez les mammifères, il existe 5 chaines α, 3 chaines β et 3 chaines γ qui 

peuvent s’associer pour former 15 trimères différents (Durbeej, 2010; Hamill et al., 2009). 

Les laminines sont nommées suivant les chaines qui les constituent, par exemple la laminine 

332 est constituée des chaines α3, β3 et γ2. Cependant, elle est souvent citée d’après l’ 

ancienne nomenclature sous le nom de laminine 5.  

3. Régulation des fonctions cellulaires par l’hémidesmosome 
 

L’hémidesmosome est une structure d’adhérence qui permet l’ancrage des cellules 

épithéliales à la lame basale sous-jacente. En plus d’assurer la solidité mécanique du tissu, 
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l’hémidesmosome peut réguler certaines fonctions biologiques, notamment par sa capacité 

à interagir avec la matrice extracellulaire et avec plusieurs voies de signalisation. En effet, les 

intégrines, même si elles ne possèdent pas d’activité catalytique intrinsèque, font partie des 

rares récepteurs à émettre des signaux de manière bidirectionnelle. Nous parlons de signal 

« inside-out » lorsque le signal émis de l’intérieur de la cellule module l’affinité de l’intégrine 

pour son ligand, et de signal « outside-in » lorsque le stimulus provient de la liaison de 

l’intégrine à son ligand afin de moduler des processus intracellulaires(Bouvard et al., 2013; 

Harburger and Calderwood, 2009; Hynes, 2002). Je vais passer en revue certaines des 

fonctions biologiques pouvant impliquer l’hémidesmosome.  

3.1 Rôle de l’hémidesmosome dans la survie cellulaire 

 

Dans les tissus épithéliaux l’ancrage des cellules à la matrice extracellulaire est essentiel à 

leur maintien en vie. En effet, un défaut dans ces jonctions d’ancrage peut conduire à 

l’activation de l'anoïkose, une forme spécifique d’apoptose due à la perte de l’interaction 

entre la cellule et la matrice extracellulaire (Frisch and Francis, 1994). La plupart des 

intégrines qui se regroupent pour former les adhésions focales, ont, au niveau de leur sous-

unité β, qui est souvent β1, un domaine de fixation de la protéine FAK (Focal Adhesion 

Kinase). FAK est une kinase qui peut jouer un rôle de protéine adaptatrice recrutant au 

niveau des intégrines de nombreuses protéines impliquées dans des cascades de 

signalisation. Les voies de signalisation PI3K/Akt et Ras/MEK/ERK sont les principales voies 

par lesquelles les intégrines maintiennent la survie cellulaire (Gilcrease, 2007)(Reginato et 

al., 2003). Le signal est essentiellement transmis à travers la protéine FAK. L’intégrine α6β4 

ne se lie pas directement aux protéines FAK et PI3K, mais peut cependant activer la voie de 

signalisation PI3K/Akt par un mécanisme impliquant les protéines IRS-1 et IRS-2, et interagir 

avec la voie du récepteur à l’EGF (Shaw, 2001). 

 

3.2 Rôle de l’hémidesmosome dans la prolifération 

 

La liaison des intégrines à leur ligand est essentielle à l’activation de la croissance cellulaire. 

Les coopérations existant entre certaines intégrines et les récepteurs à l’EGF, ErbB2 et c-MET 
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permettent aux intégrines de moduler la prolifération (Gilcrease, 2007). L’intégrine α6β4 

peut se lier, grâce à  sa sous-unité β4, à la protéine Shc, qui une fois phosphorylée va se lier 

au complexe Grb2-SOS qui va activer la voie Ras-Erk (Mariotti et al., 2001). D’autres 

modifications post-transcriptionnelles de la chaine β4 peuvent conduire à l’activation de la 

protéine Src qui à son tour va favoriser l’activation de la voie Ras-Erk (Gagnoux-Palacios et 

al., 2003). L’activation de la voie des MAPKs stimule en règle générale la prolifération.  

3.3 Rôle de l’hémidesmosome dans la migration cellulaire 

 

Le processus de migration peut être subdivisé en quatre étapes : l’extension des 

lamellipodes dans le sens de la migration, la formation de nouveaux points d’ancrage, la 

contraction du corps cellulaire et le détachement d’une partie de la cellule à l’arrière du 

front de migration. Cette suite d’évènements fait intervenir à la fois le remodelage de la 

matrice extracellulaire, des intégrines et du cytosquelette. Par exemple, il a été montré dans 

des lignées cellulaires que la migration stimulée par le facteur EGF induit une relocalisation 

de l’intégrine α6β4 au niveau du front de migration, et ceci par un mécanisme qui implique 

la protéine kinase C-α (Rabinovitz et al., 1999) (Fig. 7). 

 

Figure 7: Exemples de voies de signalisation régulées par l’intégrine α6β4 

4. Répertoire des intégrines et laminines exprimées dans l’intestin. 
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L’épithélium intestinal forme une barrière physique qui protège le corps de quelques 10 

milliards de micro-organismes constituant la flore intestinale. Cette flore intestinale, dite 

commensale, survit en parfaite harmonie avec l’organisme et interagit avec l’épithélium 

intestinal. L’intestin, constitué d’un épithélium simple, est un très bon modèle d’étude de 

l’interaction entre les intégrines, la matrice extracellulaire et le microenvironnement. En 

effet, la muqueuse intestinale est organisée en compartiments bien définis dans lesquels les 

fonctions cellulaires telles que prolifération et différenciation ainsi que les interactions 

cellules/matrice qui les régissent sont clairement séparées. L’épithélium intestinal peut être 

grossièrement divisé en deux parties : les cryptes qui contiennent les cellules souches et les 

cellules progénitrices, et les villosités qui comportent les cellules différenciées. Les cellules 

des cryptes assurent le renouvellement de l’épithélium intestinal et les cellules différenciées 

des villosités assurent les fonctions d’absorption et de sécrétion de l’intestin.  Dans chacun 

de ces compartiments, les cellules expriment un répertoire d’intégrines spécifique, défini par 

la nature des ligands présents dans la matrice extracellulaire. Les différents couples 

intégrines/ligand mis en jeu sont à l’origine de réponses cellulaires différentes. La membrane 

basale sur laquelle adhèrent les cellules épithéliales est composée essentiellement de 

collagène de type IV, de laminines et de protéoglycanes (Fig. 6). Le  patron d’expression des 

intégrines et des laminines n’est pas le même dans l’ensemble de l’épithélium; par exemple, 

les intégrines α2β1 et α7β1 sont préférentiellement exprimées dans les cellules en 

prolifération de la crypte et dans les cellules nouvellement différenciées (Beaulieu, 1992; 

Beaulieu et al., 1993). Dans l'intestin adulte, certaines laminines peuvent être classées en 

tant que marqueurs de la membrane basale des cellules de la crypte telles que les laminines 

111 et 211 ou en tant que marqueurs des cellules des villosités telles que les laminines 332 

et 511 (Simon-Assmann et al., 2010; Teller et al., 2007). Cette organisation et cette 

distribution sont essentielles à l’homéostasie et au bon fonctionnement de l’intestin. Des 

défauts d’expression de certains composants de la lame basale peuvent conduire à de graves 

pathologies (Kruegel and Miosge, 2010), ce qui démontre le rôle majeur que jouent les 

interactions de la cellule avec la matrice extracellulaire.  
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5. Pathologie ou phénotype associé à la perte de l’hémidesmosome 
 

Comme on a pu le voir, l’hémidesmosome est une jonction d’ancrage qui permet 

l’interaction entre les kératines et la matrice extracellulaire, en particulier les laminines. 

L’hémidesmosome est une structure stable qui permet de maintenir attachées 

physiquement les cellules épithéliales à la lame basale et leur confère ainsi une résistance au 

stress mécanique. Cette structure multiprotéique est essentielle au maintien de l’intégrité 

tissulaire. Dans les modèles murins, l’inactivation des gènes codant pour les sous-unités 

d’intégrine α6 et β4, ou pour la plectine entraine une létalité périnatale (Andrä et al., 1997; 

van der Neut et al., 1996)(Georges-Labouesse et al., 1996)(Murgia et al., 1998) (Fig. 8). Ces 

souris présentent un détachement de la peau et plusieurs défauts dans les autres tissu.  

Dans la peau, les deux types d’hémidesmosome I et II sont présents et exprimés au pôle 

basal des cellules de la couche basale de l’épiderme où ils forment un complexe d’ancrage 

entre le derme et l’épiderme. Chez l’homme, une dizaine de mutations dans des gènes 

codant pour les membres ou partenaires de l’hémidesmosome ont été caractérisées et sont 

responsables d’une maladie rare qui est l’épidermolyse bulleuse (Nievers et al., 1999; 

Sawamura et al., 2010). Cette maladie génétique est associée à une forte fragilité de la peau 

qui devient plus sensible aux frottements mécaniques. Les personnes atteintes de cette 

maladie présentent des détachements localisés de l’épiderme dus à cette fragilité et aux 

tensions mécaniques pouvant être subies. Chez la souris, l’inactivation ciblée de la sous-

unité d’intégrine α6 dans la couche basale des cellules de l’épiderme conduit à des 

détachements localisés de la peau mais également à une inflammation chronique associée à 

une hyperproliferation des kératinocytes (Niculescu et al., 2011)(Georges-Labouesse et al., 

1996). La perte chez la souris de la kératine 8, une des kératines associées à 

l’hémidesmosome dans l’épithélium intestinal, entraine le développement  d’une colite ou 

une hyperplasie des cellules de l’épithélium intestinal en fonction du fond génétique des 

souris mutantes (Habtezion et al., 2005). 
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Figure 8: Perte de l’intégrine α6β4 et épidermolyse bulleuse. Adaptée de (Murgia et al., 1998)

La perte de l’intégrine α6β4 chez les souris conduit à un phénotype semblable à l’épidermolyse bulleuse. 

Détachement sévère de l’épiderme chez les souris déficientes pour la sous-unité β4 (A) et la sous-unité α6 (B) 

 

6. Dérégulation de l’hémidesmosome dans les cancers 
 

Les intégrines affectent de nombreuses voies de signalisation à différents stades de la 

progression tumorale. Le rôle de l’intégrine α6β4 dans la carcinogenèse reste controversé. 

L’intégrine α6β4 est en effet surexprimée dans certains cancers où elle jouerait un rôle pro-

tumoral, alors qu’elle est sous-exprimée dans d’autres cancers où elle aurait une fonction 

anti-tumorale (Raymond et al., 2007). Cette dualité pourrait s’expliquer par l’aptitude de 

l’intégrine α6β4 à affecter différentes voies de signalisation. En effet, l’inactivation de 

l’intégrine β4 dans des cellules initiatrices de tumeurs, déficientes en Smad4 et P53, 

augmente leur capacité à proliférer, suggérant que l’intégrine α6β4 joue un rôle anti-

tumoral. Cependant, lorsque ces cellules sont transformées par la protéine Ras, l’intégrine 

α6β4 stimule la croissante tumorale (Raymond et al., 2007). Dans le cancer du sein, 

l’intégrine β4 amplifie la voie Erb2 et favorise la croissance tumorale (Guo et al., 2006). Cette 

complexité est d’autant plus grande que certaines études effectuées dans des modèles 

d’invertébrés, en particulier chez C.elegans, ont pu montrer que l’équivalent de 

l’hémidesmosome se comporte comme un récepteur mécanotransducteur, traduisant les 

tensions mécaniques en signaux moléculaires (Zhang et al., 2011).  
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LES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L’INTESTIN 
 

1. Introduction sur l’histologie de l’intestin 
 

L’intestin fait partie intégrante de l’appareil digestif, il assure l’absorption des nutriments et 

de l’eau dans le sang. Il s’étend de l’estomac à l’anus et peut être subdivisé en deux parties : 

l’intestin grêle, comportant le duodénum, le jéjunum et l’iléon, et le gros intestin constitué 

du cæcum, du côlon, du rectum et du canal anal (Burkitt, 1993).  L’intestin comporte quatre 

couches fonctionnellement distinctes : 

a) La muqueuse qui histologiquement peut être subdivisée en trois parties :  

- l’épithélium simple tubulaire qui est une fine couche de cellules épithéliales tapissant 

l’ensemble de l’intestin. Il assure par son pôle apical le contact avec la lumière intestinale et 

par son pôle basal repose sur la lame basale qui le sépare du tissu conjonctif de soutien 

appelé lamina propria. 

- la lamina propria dans l’intestin assure plusieurs fonctions notamment mécanique en 

soutenant l’épithélium, défensive (c’est dans cette couche que résident de nombreuses 

sous-populations inflammatoires et fibroblastiques), et finalement nutritive en assurant la 

transition des nutriments de l’épithélium vers le sang.  

- la muscularis mucosae est une strate musculaire qui assure les mouvements locaux et le 

repliement  de l’épithélium intestinal. 

b) La sous-muqueuse constituée du tissu conjonctif comporte les principaux vaisseaux 

sanguins et lymphatiques ainsi que les plexus nerveux.  

c) La couche musculaire composée de deux strates de tissus musculaires lisses : circulaire 

interne et longitudinale externe. Cette couche musculaire assure la contraction péristaltique 

de l’intestin.  
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d) L’adventice, qui tapisse la tunique externe de l’intestin, est constituée par un tissu 

conjonctif lâche qui rend l’intestin solidaire des organes voisins. (Fig. 9) 

 

 

 

Figure 9: Structure de la paroi du tractus gastro-intestinal. Extrait de (Burkitt, 1993) 

2. Introduction générale sur l’inflammation 
 

L’épithélium intestinal protège le reste du corps de quelques 10 milliards de micro-

organismes qui vivent normalement en parfaite symbiose dans l’intestin. Cette protection ou 

barrière naturelle est assurée à trois niveaux : physique, en traçant une frontière 

imperméable aux micro-organismes, chimique en sécrétant des molécules protectrices telles 

que les mucines ou peptides antibactériens et finalement immunitaire en assurant 

l’activation de la réponse immunitaire (Zouiten-Mekki et al., 2013). Une fois cette barrière 

rompue l’organisme active le système immunitaire inné puis adaptatif afin d’éliminer toute 

infection. L’épithélium de l’intestin est majoritairement composé de quatre types cellulaires 
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différenciés : les entérocytes, les cellules caliciformes, les cellules de Paneth et les cellules 

endocrines. Les entérocytes sont les plus abondants dans l’épithélium, ce sont des cellules 

cylindriques et polarisées qui possèdent une structure en bordure en brosse à leur pôle 

apical. Ils assurent la principale fonction de l’intestin qui est l’absorption d’électrolytes, des 

nutriments et de l’eau. Les cellules caliciformes renferment des granules intracellulaires qui 

contiennent essentiellement des glycoprotéines, les mucines, composants majoritaires du 

mucus. Le mucus permet de lubrifier et de protéger l’épithélium contre les agressions 

mécaniques, chimiques ou infectieuses. Les cellules de Paneth sont situées au fond des 

cryptes uniquement dans l’intestin grêle, elles approvisionnent l’épithélium en substances 

anti-microbiennes telles que les défensines. Les cellules endocrines libèrent quant à elles des 

hormones qui peuvent intervenir dans la motricité (Zouiten-Mekki et al., 2013)(Garrett et al., 

2010) (Fig. 10). 

 

Figure 10: Vue d’ensemble de l’épithélium intestinal. Extrait de (Garrett et al., 2010)

L’épithélium intestinal forme avec le mucus une barrière physique qui protège l’organisme des micro-

organismes présents dans la lumière intestinale. La lamina propria contient différentes populations 

inflammatoires qui assurent une barrière immunitaire qui protège l’hôte. Certaines de ces sous-populations 

comme les cellules dendritiques et les lymphocytes T peuvent être intra-épithéliales. Au niveau structural,  

l’intestin grêle possède des villosités relativement longues par rapport au gros intestin. De plus, certaines 

populations cellulaires telles que les cellules M ou les cellules de Paneth sont présentes dans l’intestin grêle et 

n’existent pas dans le gros intestin.

2.1 Barrière naturelle 

 

2.1.1 Barrière physique  

 

36



Cette barrière est assurée par les cellules épithéliales qui en se liant les unes aux autres 

grâce à des jonctions intercellulaires, forment une monocouche de cellules parfaitement 

compacte et imperméable. De plus, au niveau basal, les cellules sont ancrées à la lame 

basale grâce aux adhésions focales et aux hémidesmosomes qui assurent la solidité de la 

barrière et son interaction avec la lamina propria sous-jacente. L’épithélium intestinal est 

très dynamique et se renouvelle continuellement. Les  cellules souches présentes dans les 

cryptes des glandes se divisent de manière asymétrique pour donner naissance aux cellules 

progénitrices. Ces cellules progénitrices se multiplient et  se différencient progressivement 

en migrant vers la lumière intestinale, à l’exception des cellules de Paneth qui restent 

confinées à la base des cryptes. Une fois que les cellules épithéliales atteignent le sommet 

de la villosité, elles sont éliminées par apoptose et éjectées dans la lumière (Reya and 

Clevers, 2005)(Fig. 11). Cette capacité de renouvellement confère à l’organisme une 

protection contre les agressions chimiques ou physiques. En effet, lors d’une ulcération ou 

d’une érosion du tissu, l’épithélium intestinal a une remarquable capacité à se régénérer en 

stimulant la migration et la croissance des cellules épithéliales (Laukoetter et al., 2008). 

Cette propriété est essentielle à l’homéostasie intestinale. Des études récentes réalisées 

chez la souris ont montré que la diminution de la vitesse de régénération augmente la 

susceptibilité à développer une inflammation chronique (Normand et al., 2011)(Lopetuso et 

al., 2012). Lors d’une blessure, l’épithélium intestinal recouvre rapidement la brèche afin 

d’éviter toute translocation de micro-organismes ; plus le temps de recouvrement est grand, 

plus l’exposition aux micro-organismes est grande. Cette étanchéité de l’épithélium est 

également primordiale pour le maintien de l’homéostasie de l’intestin, elle est assurée par 

des complexes de jonctions intercellulaires qui contrôlent les diffusions à travers cette 

barrière physique.  
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Figure 11: Structure anatomique des glandes de l’intestin grêle et du gros intestin. Extrait de (Reya and 

Clevers, 2005) 

(A) l’intestin grêle contient des cellules souches positionnées juste au-dessus des cellules de Paneth, présentes 

au fond des cryptes. La partie supérieure des cryptes contient les cellules progénitrices qui prolifèrent et 

migrent progressivement vers les villosités  et vers le fond des cryptes pour se différencier.

(B) Dans le gros intestin les cellules sont au fond des cryptes et donnent naissance aux cellules progénitrices qui 

occupent les 2/3 des glandes. Les cellules migrent vers le haut et se différentient progressivement. Les cellules 

différenciées occupent le 1/3 supérieur des glandes ainsi que la surface luminale de l’épithélium. 

 

2.1.1.1 Les jonctions intercellulaires 

Les jonctions intercellulaires adoptent une organisation bien précise et sont composées par 

les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes (Laukoetter et al., 2006) 

(Fig. 12). 

 

- Les jonctions serrées sont des complexes multiprotéiques localisés à l’extrémité apicale 

des contacts intercellulaires, elles jouent un rôle dans la polarité cellulaire et dans la 

régulation de la perméabilité. Les jonctions serrées sont également appelées zonula 

occludens car elles forment un anneau entourant le pourtour de la cellule et permettent une 

occlusion complète de l’espace intercellulaire (Zouiten-Mekki et al., 2013). Leur fonction 
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principale dans l’intestin est de réguler le transport de l’eau et des électrolytes, et de 

restreindre la diffusion de lipides et protéines à travers la membrane plasmique entre les 

pôles apical et baso-latéral (Laukoetter et al., 2008). Des altérations de la structure des 

jonctions serrées et de la perméabilité sont observées dans les MICI. Certains pathogènes et 

bactéries modulent ces jonctions serrées afin d’influencer la perméabilité (Clayburgh et al., 

2004)(Berkes et al., 2003; Fasano and Nataro, 2004; Fasano et al., 1991). La dérégulation des 

jonctions serrées est également observée dans les cellules cancéreuses et est impliquée dans 

la transition épithélio-mésenchymateuse (Oku et al., 2006; Usami et al., 2006; Wang et al., 

2005). 

 

- les jonctions adhérentes qui se trouvent juste en dessous des jonctions serrées, forment 

une ceinture continue de contacts intercellulaires. Elles maintiennent l’adhésion des cellules 

entre elles et jouent un rôle de signalisation via les protéines qui leur sont associées en 

particulier la protéine E-cadherine, la β-caténine et l’α-caténine, et se lient au cytosquelette, 

plus particulièrement aux filaments d’actine (Laukoetter et al., 2008; Zouiten-Mekki et al., 

2013). 

 

- les desmosomes sont des jonctions d’adhésion cellule-cellule, ils sont localisés en dessous 

des jonctions adhérentes et se lient par leur domaine intracellulaire aux cytokératines. Ils 

jouent un rôle essentiellement mécanique en aidant l’épithélium à résister aux forces de 

cisaillements. 
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Figure 12: Organisation des jonctions intercellulaires. Extrait de (Laukoetter et al., 2008)

(A) Image de microscopie électronique à transmission où l’on distingue des structures denses aux électrons qui 

correspondent aux jonctions intercellulaires (flèches rouges)

(B) Représentation schématique des différents complexes des jonctions cellule-cellule.

 

2.1.1.2 Les jonctions d’ancrage du pôle basal 

Les jonctions d’ancrage du pôle basal, impliquant majoritairement les intégrines, jouent un 

rôle essentiel dans l’homéostasie et le maintien de la structure de l’épithélium. Comme on a 

pu le voir dans le chapitre 1, les intégrines renforcent la barrière physique en maintenant 

liées les cellules à leur lame basale et en modulant le cytosquelette. 

2.1.1.3 Le mucus 

Le mucus tapisse l’ensemble de la face luminale de l’épithélium intestinal et constitue la 

première ligne de défense contre les micro-organismes. Les mucines sont de larges protéines 

fortement glycosylées et sont les principaux composants du mucus.  Dans le compartiment 

colorectal, il existe deux couches de mucus: la couche interne dense et insoluble dans l'eau, 

adhérant à la muqueuse, et une couche externe moins dense, visqueuse hydrosoluble qui 

recouvre la couche interne. Chaque mucine contient au moins un domaine qui lui attribue 

des propriétés spécifiques, certaines mucines pouvant être transmembranaires et d’autres 
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sécrétées, ces dernières entrant dans la composition du gel formant le mucus. Les cellules 

épithéliales expriment à leur pôle apical les mucines transmembranaires qui sont 

probablement responsables de la formation du glycocalyx qui assure la fixation de la couche 

interne de mucus (Johansson et al., 2013). Les cellules de Goblet ou caliciformes vont 

assurer la production du gel de mucus, contenu dans des granules de sécrétion. Dans 

l’intestin, ces granules sont majoritairement constitués par la mucine 2 ou MUC2 (Tableau 

1). Ces granules, une fois sécrétés, vont venir se fixer au glycocalyx pour former la couche 

interne de mucus dense et imperméable aux bactéries.  

La face supérieure de cette couche interne va progressivement se convertir pour former la 

couche externe du mucus. Cependant, même si la composition des couches interne et 

externe parait identique leurs propriétés sont différentes, la couche externe est moins 

dense, perd son ancrage aux cellules épithéliales et contient des sites spécifiques de fixation 

des bactéries au niveau des chaines glycanniques (Zouiten-Mekki et al., 2013). Les 

mécanismes exacts de conversion de la couche interne en couche externe restent très peu 

connus, néanmoins ils apparaissent comme étant dépendants de l’organisme et non des 

bactéries car cette couche externe existe chez les souris  axéniques (Johansson et al., 2008). 

Par ailleurs, la prise de volume et la diminution de la densité sont probablement dues à des 

protéases qui viennent fragmenter les mucines (Johansson et al., 2008, 2013). La couche 

externe du mucus constitue un habitat pour de nombreuses bactéries commensales ; de 

cette manière, elle joue un rôle dans la protection de la muqueuse intestinale vis-à-vis des 

micro-organismes pathogènes. En effet, l’épithélium favorise la formation d’un mucus 

adéquate à la fixation et à la croissance de bactéries commensales, saturant ainsi les sites de 

fixation et empêchant la fixation d’autres germes potentiellement pathogènes (Zouiten-

Mekki et al., 2013). Certaines bactéries et parasites pathogènes sécrètent des protéases qui 

clivent les mucines et dissolvent ainsi le mucus. De plus, l’inactivation du gène codant pour la 

mucine 2 dans l’épithélium intestinal chez la souris conduit au développement d’une 

inflammation chronique de l’intestin qui peut mener dans certains cas au développement de 

cancers (Van der Sluis et al., 2006)(Velcich et al., 2002). Le renouvellement et le maintien de 

la couche interne sont assurés par les cellules de Goblet présentes dans la partie luminale de 

l’épithélium. Lorsque le tissu subit un stress ou une lésion, les cellules de Goblet des cryptes 
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vont vider leur contenu en mucus afin de renouveler la couche interne (Fig. 13) (Johansson 

et al., 2013).  

 

 

Tableau 1. Patron d’expression et sécrétion des mucines dans le tractus gastro-intestinal. Extrait de 

(Johansson et al., 2013)

 

 

Figure 13. Mécanismes de régulation et sécrétion du mucus après induction d’un stress. Exemple de 

l’ischémie. Extrait de (Johansson et al., 2013)

(a) A l’état d’équilibre normal, la couche interne de mucus est produite par les cellules de Goblet de la surface 

luminale de l’épithélium. La couche interne se convertit en couche externe continuellement.

(b) Après induction d’un stress sur le tissu, en l’occurrence l’induction d’une ischémie, on a une perte ou une 

altération du mucus. Cette altération conduit à la translocation des bactéries.

(c) Une fois les conditions de stress retirées, en l’occurrence en perfusant, les cellules de Goblet des cryptes 

sécrètent leur contenu en mucus afin de reconstituer la couche interne puis la couche externe de mucus.

(d) Plusieurs heures après, les cellules de Goblet des cryptes se retrouvent sans granules de mucus et le tissu 

est plus vulnérable aux lésions. 
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2.1.2 Barrière chimique 

 

En plus d’une barrière physique, l’épithélium intestinal va libérer toute une batterie de 

molécules qui vont réguler les différentes populations microbiennes et protéger l’organisme 

contre les infections. Le mucus contient plusieurs molécules telles que des 

immunoglobulines A (sécrétées par les plasmocytes intra-épithéliaux), du lysozyme, des 

défensines et des peptides anti-microbiens, il contribue ainsi à la protection anti-

microbienne non spécifique (Zouiten-Mekki et al., 2013). La sécrétion de ces molécules anti-

microbiennes est essentiellement assurée par les cellules de Paneth présentes dans l’iléon, 

elle contribue au maintien de l’homéostasie intestinale (Fig. 14). En effet, certaines études 

suggèrent que le dysfonctionnement des cellules de Paneth dans l’iléon peut conduire à une 

inflammation chronique du côlon (Adolph et al., 2013; Alenghat et al., 2013; Welz et al., 

2011).  La synthèse de ces molécules est soit constitutive, soit induite par certains produits 

bactériens comme le LPS (lipopolysaccharide) ou certaines cytokines telles que IL-1β ou TNF 

(Zouiten-Mekki et al., 2013). 

 

Figure 14: Organisations différentes de la barrière chimique et du mucus dans l’intestin grêle et le gros 

intestin. Adaptée de (Johansson et al., 2013)

(A) L’intestin grêle possède une couche de mucus  qui n’est pas ancrée aux cellules épithéliales. Cependant, 

grâce à la présence des cellules de Paneth dans ses cryptes, l’intestin grêle a une barrière chimique très active. 

Les cellules de Paneth sécrètent de nombreuses molécules et peptides anti-microbiens.

(B) Le gros intestin ne possède pas une activité anti-microbienne intense mais son mucus est constitué de deux 

couches dont l’une est ancrée aux cellules épithéliales. La composition du mucus et les molécules qu’il 

comporte sont essentielles au maintien d’un équilibre entre la flore commensale et les mirco-organismes 

pathogènes.  
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2.1.3 Barriere immunitaire 

 

La capacité de l’épithélium intestinal à coexister et à reconnaitre les micro-organismes de la 

flore commensale par rapport aux pathogènes, repose sur une régulation complexe de son 

immunité. Les interactions et les échanges entre la flore intestinale et l’organisme sont 

primordiaux pour le maintien de l’homéostasie (Garrett et al., 2010; Harrington, 2011). Les 

cellules épithéliales possèdent des moyens de communication avec la flore intestinale 

notamment à travers  les récepteurs PRR (pattern recognition receptor)  qui sont 

représentés par les TLR ( Toll-like receptor) et les NOD (nucleotide binding oligomerization) 

(Zouiten-Mekki et al., 2013)(Harrison and Maloy, 2011). Ces récepteurs peuvent initier la 

réponse immunitaire innée et adaptative, en réponse à une infection, en activant la voie pro-

inflammatoire NF-κB. Ces voies de signalisation peuvent conduire à la production de 

cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et stimulent la production de 

l’immunoglobuline A par les cellules B (Cario, 2010). Il existe d’autres systèmes de régulation 

de l’immunité, plus particulièrement dans l’iléon, où l’on retrouve des plaques de Peyer. Les 

plaques de Peyer sont des agrégats de follicules lymphoïdes composés en grande partie de 

lymphocytes B et de lymphocytes T. Il existe, au niveau de l’épithélium qui recouvre les 

plaques de Peyer, des cellules épithéliales particulières, appelées cellules M (microfold cells). 

Les cellules M possèdent une activité d'endocytose qui leur permet de capturer des 

antigènes de la lumière intestinale et de les présenter ensuite aux cellules dendritiques qui 

les présentent aux lymphocytes B (Neutra et al., 2001). Enfin, certaines cellules dendritiques 

de l'intestin ont la capacité de projeter des dendrites entre les cellules épithéliales de 

l’intestin afin de prélever directement des antigènes dans la lumière intestinale (Lelouard et 

al., 2012; Rescigno et al., 2001). 

2.2 Immunité innée 

 

Le système immunitaire inné correspond à la réponse de défense immédiate de l’organisme 

contre une infection ou une lésion. Il comprend de nombreuses cellules immunitaires parmi 

lesquelles les cellules NK (Natural killer), les granulocytes, les macrophages, les neutrophiles 

et les cellules dendritiques.  Certaines de ces cellules résident de manière permanente dans 

la lamina propria. La réponse inflammatoire innée est activée après lésion ou infection du 
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tissu. En effet, les cellules épithéliales et immunitaires expriment des récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires. Ces récepteurs peuvent reconnaitre des motifs 

moléculaires associés aux pathogènes, libérés par exemple par les micro-organismes 

détruits, ou des motifs moléculaires associés aux débris cellulaires, libérés lorsque la cellule 

éclate après lésion du tissu. L’activation de ces récepteurs va induire la sécrétion de 

molécules et cytokines pro-inflammatoires qui vont stimuler à leur tour le recrutement de 

cellules inflammatoires au niveau du site d’infection (Zaki et al., 2011)(Fig. 15). 

 

Figure 15: Equilibre entre tolérance et activation de l’immunité innée. Adaptée de (Zaki et al., 2011)

(A) Dans un état d’équilibre normal, les cellules inflammatoires maintiennent une réponse tolérante par 

rapport à la flore commensale, de manière à favoriser leur croissance.

(B) Lorsque le tissu est lésé, la translocation des micro-organismes à travers la barrière épithéliale active les 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires. Ces récepteurs vont stimuler la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires et l’activation de l’immunité innée. 

 

2.3 Immunité adaptative 

 

L’immunité adaptative est activée après reconnaissance, par l’immunité innée, d’agents 

infectieux. Le système adaptif est spécifique de l’antigène mais met plus de temps à se 

mettre en place que l’immunité innée. La réponse immunitaire adaptative amplifie 

l’inflammation et garde une mémoire de l’antigène afin de prévenir toute nouvelle infection. 

Les lymphocytes sont les cellules de l’immunité adaptative. On distingue principalement 

deux groupes de lymphocytes, les lymphocytes B et les lymphocytes T. Les lymphocytes B 

sont impliqués dans la production d’anticorps, qui peuvent circuler dans le sang et la 
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lymphe. Les lymphocytes T regroupent plusieurs sous-populations cellulaires parmi 

lesquelles les lymphocytes T cytotoxiques et les lymphocytes T auxiliaires. Les lymphocytes T 

cytotoxiques sont directement impliqués dans l’élimination des pathogènes en stimulant la 

mort par apoptose des cellules infectées par des virus ou les cellules cancéreuses. Les 

lymphocytes T auxiliaires, quant à eux, ne sont pas impliqués dans l’élimination des 

pathogènes mais orchestrent la réponse immunitaire, essentiellement en sécrétant des 

cytokines localement afin d’activer d’autres cellules immunitaires. Nous distinguons trois 

grands sous-types de réponses des lymphocytes auxiliaires ou T-helper (Th) : 

- la réponse Th1 caractérisée par la sécrétion d’interféron γ généralement anti-tumorale, elle 

est impliquée dans les défenses antibactériennes et virales ;  

- la réponse Th2 caractérisée par la sécrétion d’interleukine 4  généralement pro-tumorale, 

elle est impliquée dans les défenses antiparasitaires ; 

- la réponse Th17 caractérisée par la sécrétion d’interleukine 17 dont le rôle dans la 

progression tumorale est controversé. Elle est impliquée dans la défense antibactérienne et 

le recrutement de neutrophiles. 

D’autres sous-populations existent comme les lymphocytes T régulateurs ou les lymphocytes 

Th22 qui sont également impliqués dans la réponse inflammatoire. Le sous-type de réponse 

immunitaire adaptative peut favoriser la progression ou l’élimination des cellules 

cancéreuses.  

3. Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI)  
 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin sont représentées par la maladie de 

Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH). Ces deux pathologies chroniques évoluent 

par poussées et leur présentation clinique et morphologique est différente. Leur diagnostic 

est basé sur des examens cliniques, biologiques, radiologiques, endoscopiques et 

histologiques (Geboes et al., 2008). Cependant, dans certains cas de figure, on utilise le 

terme de « colite indéterminée » lorsque les examens réalisés ne permettent pas de 

trancher entre les deux maladies. La prévalence moyenne actuelle des MICI dans les pays 

occidentaux est estimée à un sujet sur 1000 (Baumgart et al., 2011; Cosnes et al., 2002). Le 
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développement de MICI semble être lié à des facteurs génétiques et environnementaux ainsi 

qu’à une altération de la flore intestinale qui stimule l’inflammation (Gasparetto and 

Guariso, 2013). Les personnes atteintes de MICI ont un risque doublé de développer un 

cancer et les traitements actuels ne permettent pas la guérison. La compréhension des 

mécanismes provoquant les MICI et la caractérisation des pathogènes responsables de ces 

pathologies sont des enjeux d’ordre public et pourraient permettre de prévenir le 

développement de cancers colorectaux.  

3.1 Maladie de Crohn  

 

La maladie de Crohn touche le plus souvent les jeunes adultes et évolue par poussées 

inflammatoires. L’intensité et la fréquence diffèrent suivant les personnes et elle est souvent 

associée à une malnutrition et à une perte de poids. Les lésions peuvent atteindre tout le 

tube digestif et certaines personnes présentent des manifestations extra-intestinales. Les 

lésions se présentent sous forme d’ulcérations souvent profondes associées à une 

inflammation transmurale qui touche les différentes couches de la paroi digestive. Les 

atteintes sont en général discontinues, des segments normaux pouvant séparer des 

segments atteints. L’inflammation de l’ensemble de la paroi peut conduire à la formation de 

fistules caractéristiques de la maladie de Crohn. Les personnes atteintes de la maladie de 

Crohn ont 3 fois plus de risque de développer des cancers colorectaux (Friedman, 2006). 

 

3.2 La rectocolite hémorragique 

 

La rectocolite hémorragique est une maladie inflammatoire qui affecte la partie distale de 

l’intestin, en particulier le colon et le rectum. Elle se manifeste par des phases aiguës 

interrompues par des périodes de rémission.  Contrairement à la maladie de Crohn, les 

lésions de la RCH n’affectent que les couches superficielles de la paroi, la muqueuse et la 

sous-muqueuse, et sont réparties de manière continue. Dans ses formes les plus sévères, 

elle peut atteindre l’ensemble du compartiment colorectal et est associée à un 

amaigrissement et des diarrhées sanglantes. Dans le cas de la RCH, l’inflammation chronique 

conduit à un raccourcissement du compartiment colorectal et affecte souvent le rectum. Les 
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personnes atteintes de RCH ont deux fois plus de risque de développer des cancers 

colorectaux (Abraham and Cho, 2009; Ullman and Itzkowitz, 2011). Les principales voies de 

l’inflammation mises en jeu dans les MICI sont illustrées dans la figure 16 (Valatas et al., 

2013).  

 

Figure 16: Principales voies de l’inflammation et cytokines mises en jeu dans les MICI. Extrait de (Valatas et 

al., 2013)  

La maladie de Crohn (CD) est caractérisée par une réponse inflammatoire de type Th1/Th17 dans laquelle 

interviennent des cytokines telles que l’IL-17, l’IFNγ et le TNFα. La rectocolite hémorragique (UC) est liée, quant 

à elle, à une réponse Th2 atypique et à une réponse des cellules T Natural killer (NKT) caractérisée par la 

sécrétion d’IL-13. De nombreuses cytokines telles que l’IL-1β et l’IL-18 interviennent en amont pour orienter la 

réponse inflammatoire. 
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4. Les voies de signalisation communément altérées dans les MICI 
 

4.1 Les voies des récepteurs de type Toll (TLR) 

 

Les récepteurs de type Toll (Toll-like receptors, TLR) appartiennent à la famille des 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires connus pour leur rôle dans la défense 

contre les infections. Ces récepteurs ont un rôle majeur dans l’homéostasie intestinale 

notamment grâce à leur implication dans les réponses inflammatoires et la réparation du 

tissu. Les TLR sont connus pour leur capacité à reconnaitre les motifs moléculaires associés 

aux pathogènes (PAMP, pathogen-associated molecular patterns) tels que les 

lipolysaccharides (LPS). En plus de pouvoir reconnaitre les PAMPs, certains TLR, comme par 

exemple TLR2 et TLR4, peuvent être activés par des ligands endogènes et des produits de la 

matrice extracellulaire (Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2009). 

4.1.1 Signalisation des TLRs 

 

Les TLR sont localisés dans différents compartiments subcellulaires et leur localisation est 

souvent associée à la nature des ligands auxquels ils se lient. En effet, les TLR dont les ligands 

sont essentiellement lipidiques et protéiques sont exprimés à la membrane cytoplasmique 

tels que TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6, alors que les TLR qui détectent les acides nucléiques 

viraux comme TLR3, TLR7 et TLR9 sont présents dans les compartiments endolysosomaux 

(Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2009). Les TLR peuvent se lier aux protéines adaptatrices 

telles que MyD88, TRIF, TRAM et MAL et leur stimulation conduit à l’activation de plusieurs 

voies telles que NF-κB, MAPKs et IRF (Lee and Kim, 2007). Dans l’intestin, les TLR sont 

exprimés dans la plupart des types cellulaires incluant les cellules épithéliales et les cellules 

inflammatoires. Les TLR interviennent également dans l’inflammasome, leur stimulation 

conduit à l’activation de la voie NF-kB qui à son tour va induire l’expression des gènes codant 

les formes immatures des cytokines pro-IL-18 et pro-IL-1β. Les mécanismes d’activation des 

TLR et le signal qu’ils transduisent peuvent fortement dépendre du type cellulaire dans 

lequel ils sont exprimés (Fig. 17). 
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4.1.2 Rôles dans la défense contre les infections 

 

Les TLR interviennent à plusieurs niveaux dans la défense contre les infections notamment 

en stimulant la prolifération, la production de peptides antimicrobiens et l’activation de 

l’immunité innée et adaptative. Par exemple,  les TLR prennent part à la régulation  

transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de plusieurs facteurs antimicrobiens tels que les 

défensines, la phospholipase A2, le lysozyme et les protéines Reg (Brandl et al., 2007; Ganz, 

2003; Mukherjee et al., 2008). Ils jouent également un rôle majeur dans l’immunité innée où 

leur activation conduit au recrutement de leucocytes aux sites d’infection. Les TLR 

participent aussi à la maintenance et à la différenciation des lymphocytes T et B en stimulant 

la production des cytokines IL-12, IL-23 et IL-27 qui sont impliquées dans les réponses T-

helper Th1 et Th17 (Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2009; Reiner et al., 2007).  

 

4.1.3 Rôles dans la réparation et la régénération du tissu 

 

En plus de leurs rôles défensifs contre les bactéries, les TLR affectent plusieurs aspects de 

l’homéostasie intestinale comme la régénération et la réparation du tissu. Les TLR qui 

apparaissent comme essentiels dans la réparation et la régénération sont TLR4 et TLR2. En 

effet, les souris déficientes en TLR2, TLR4 ou MyD88 sont plus susceptibles de développer 

une inflammation induite par le DSS que les souris sauvages (agent chimique couramment 

utilisé pour induire des inflammations dans l’intestin chez la souris) (Abreu et al., 2005; Araki 

et al., 2005; Rakoff-Nahoum et al., 2004). De plus, il a été observé chez les souris déficientes 

en TLR4 ou MyD88, une diminution de la prolifération et une augmentation de l’apoptose 

dans les lésions induites par le DSS comparées aux souris sauvages (Abreu et al., 2005; 

Brown et al., 2007; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Il est à noter que dans des conditions 

normales, sans lésions, le taux de prolifération chez les souris TLR4-/- ou MyD88-/- est le 

même que chez les souris sauvages (Abreu, 2010; Fukata et al., 2005). De nombreuses 

études ont pu mettre en évidence le rôle de TLR4 dans le processus de réparation et de 

régénération du tissu.  Certaines d’entre elles suggèrent que le récepteur TLR4 stimule 

l’expression de la cyclooxygénase 2 au niveau des lésions, qui active à son tour la production 

de PGE2 et l’expression de l’amphiréguline (un ligand de l’EFGR). L’entérocolite nécrosante 
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est une maladie caractérisée par des ulcérations et des nécroses qui affectent l'iléon et le 

côlon chez l'enfant. Des études sur le rôle des TLR chez les souris et l’humain ont démontré 

que l’entérocolite nécrosante était associée à une surexpression de TLR4 dans la muqueuse 

intestinale (Jilling et al., 2006; Leaphart et al., 2007). De plus, l’expression d’une forme non-

fonctionnelle de TLR4 chez les souris les protège contre le développement de l’entérocolite 

nécrosante (Abreu, 2010; Lotz et al., 2006) 

4.2 L’inflammasome et les protéines Nlrp 

 

L’inflammasome est un complexe multiprotéique cytoplasmique impliqué dans la défense 

contre les micro-oganismes et la réparation du tissu après lésion. L’inflammasome est 

constitué globalement de protéines de la famille des Nlrp (NOD-like receptor family, pyrin 

domain containing) parmi lesquelles Nlrp1, Nlrp3, Nlrc4 et Nlrp6,  de la protéine ASC et de la 

caspase-1. Ce complexe oligomérique se forme suite à la reconnaissance de divers signaux 

inflammatoires tels que des cristaux d'acide urique, du LPS ou des composantes virales et 

bactériennes.  L’inflammasome peut être activé dans divers types cellulaires comme les 

cellules épithéliales, inflammatoires ou même myofibroblastiques, son rôle pouvant 

grandement dépendre du contexte cellulaire. 

4.2.1 Signalisation de l’inflammasome 

 

L’inflammasome fait partie d’un complexe de signalisation qui est responsable de la 

maturation et de la sécrétion des cytokines IL-1β et IL-18. En effet, un premier signal est 

provoqué par la liaison des TLR à leur ligand, ce signal active la voie NF-κB qui va stimuler 

l’expression des formes immatures pro-IL-1β et pro-IL-18. Au niveau cytoplasmique, un 

second signal va induire la formation du complexe de l’inflammasome qui active la caspase-

1 ; la caspase-1 va à son tour cliver les protéines immatures pro-Il-1β et pro-Il-18 en formes 

matures Il-1β et IL-18. Les cytokines IL-1β et IL-18 une fois clivées pourront être sécrétées 

par les cellules (Fig. 15) (Zaki et al., 2011). Ces deux cytokines sont pro-inflammatoires et 

sont impliquées dans le recrutement de cellules inflammatoires et dans la prolifération 

épithéliale.  
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Figure 17: La voie de l’inflammasome. Adaptée de (Zaki et al., 2011)

L’inflamasome régule à deux niveaux la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18.  Au niveau transcriptionnel, contrôlée par 

les voies des récepteurs de type toll (TLR) et post-transcriptionnel, sous le contrôle des voies de 

l’inflammasome (via l’activation de la caspase-1)  

4.2.2 Rôles de l’inflammasome dans la défense contre les infections et l’interaction avec le 

microbiote 

 

Comme on a pu le voir auparavant, l’homéostasie de l’épithélium intestinal repose sur 

capacité de l’organisme à distinguer les bactéries commensales des bactéries pathogènes et 

sur la régulation de sa barrière physique, chimique et immunitaire qui empêche toute 

translocation de micro-organismes. L’inflammasome fait partie de l’immunité innée, il se 

comporte comme un « senseur » qui détecte tout corps étranger pouvant être chimique ou 

biologique et stimule la réponse inflammatoire suite à la lésion du tissu ou à l’infiltration de 

corps étrangers. Diverses composantes bactériennes et virales peuvent être reconnues par 

ce complexe multiprotéique, ce qui le met au premier plan dans les défenses contre les 
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micro-organismes. Cependant, le rôle de l’inflammasome dans les MICI reste controversé car 

d’une part il apparait essentiel au maintien de la barrière épithéliale et d’autre part sa 

suractivation peut conduire à une infiltration de nombreuses cellules inflammatoires et à 

une inflammation chronique.  Des études sur des modèles murins ont pu montrer que les 

souris déficientes en IL-18, IL-18R, IL-1β, IL-1R, ASC, Caspase-1, MyD88, Nlrp3 et Nlrp6 

étaient plus susceptibles de développer une inflammation après traitement au DSS que les 

souris sauvages (Elinav et al., 2011)(Zaki et al., 2010)(Araki et al., 2005)(Takagi et al., 

2003)(Lebeis et al., 2009). Ces études suggèrent fortement que ces différentes protéines et 

plus globalement l’inflammasome jouent un rôle protecteur contre le développement des 

MICI. Néanmoins, d’autres approches, utilisant des inhibiteurs ou des protéines 

recombinantes, ont démontré un rôle accélérateur d’IL-18, IL-18R et caspase-1 dans le 

développement d’inflammations chroniques induites par le DSS (Bauer et al., 2007; 

Siegmund et al., 2001; Sivakumar et al., 2002). Ces controverses sont dues à la complexité de 

l’homéostasie intestinale dans laquelle interviennent différents types cellulaires capables 

pour la plupart  d’activer l’inflammasome, mais aussi la composition bactérienne de la flore 

intestinale. En effet, des études récentes ont pu démontrer que le transfert du microbiote de 

la flore intestinale de souris Nlrp6-/-, ASC-/- ou IL-18-/- à des souris sauvages les rendait plus 

susceptibles à développer des inflammations chroniques induites par le DSS (Elinav et al., 

2011). Ces études mettent en avant le rôle primordial que peut jouer le microbiote dans la 

susceptibilité à développer des MICI. 

4.2.3 Rôles de l’inflammasome dans la réparation et la régénération de l’épithélium 

intestinal 

 

Parallèlement à son rôle dans l’activation de la réponse immunitaire, l’inflammasome 

apparait comme essentiel à la régénération et à la réparation du tissu après lésion. En effet, 

la protéine Nlrp3 favorise la stimulation de la prolifération des cellules souches après lésion 

du tissu (Radtke and Clevers, 2005). Les cellules épithéliales des souris déficientes en 

caspase-1 ou Nlrp3 prolifèrent moins rapidement lors des phases aiguës des colites que chez 

les souris sauvages (Zaki et al., 2010b). De plus, chez les souris déficientes en Nlpr6 les 

propriétés de régénération, prolifération et migration des cellules épithéliales sont 

dérégulées après lésion du tissu (Elinav et al., 2011; Normand et al., 2011).  
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4.3. Les voies de signalisation IL-33/ST2 

 

L’interleukine 33 est un membre de la famille des cytokines IL-1 qui comporte également les 

interleukines IL-1α, IL-1β et Il-18. IL-33 est le principal ligand du récepteur membranaire 

ST2 , également appelé IL1RL1. ST2 appartient à la famille des récepteurs IL-1 ; il est exprimé 

dans plusieurs types cellulaires tels que les macrophages, les lymphocytes Th2 ou les cellules 

épithéliales (García-Miguel et al., 2013). Il existe quatre isoformes de la protéine ST2 

résultant d’un épissage alternatif de son gène : ST2L, sST2, STLV et STV (Bergers et al., 1994). 

Les isoformes majoritaires sont ST2L et sST2, l’isoforme ST2L correspond au récepteur 

membranaire alors que l’isoforme sST2 est la forme sécrétée de la protéine et joue un rôle 

d’inhibiteur de la voie. En effet, la protéine sST2 en se liant à IL-33 séquestre celle-ci et 

bloque ainsi sa liaison au récepteur ST2L (Hayakawa et al., 2007; Oshikawa et al., 2002). Des 

études récentes mettent en avant l’implication de cet axe dans le développement de 

maladies inflammatoires chroniques. Les patients atteints de rectocolite hémorragique ont 

une concentration élevée de ST2 dans le sérum et une augmentation du niveau d’IL-33 dans 

la muqueuse intestinale (Beltrán et al., 2010). Le niveau de concentration de ST2 dans le 

sérum est corrélé à la sévérité de la pathologie (Díaz-Jiménez et al., 2011). Cependant, le 

rôle et les mécanismes d’activation de cette voie dans les MICI sont controversés et pas 

clairement définis.  
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Figure 18: La voie Il33/ST2. Adaptée de (García-Miguel et al., 2013)

La liaison d’IL-33 à la protéine ST2 induit sa dimérisation avec le récepteur IL1RAcP (Il-1 Receptor Accessory 

Protein). Le domaine intracellulaire TIR du récepteur ST2 une fois phosphorylé va recruter les protéines MyD88, 

TRAF6 et IRAK1-4. Le recrutement de ces protéines va stimuler la voie NF-κB et la voie des MAPK. 

 

4.3.1 Rôle de la voie de signalisation Il-33/ST2 dans la réponse immunitaire et la 

régénération du tissu 

 

Contrairement aux cytokines IL-β et IL-18, l’interleukine IL-33 ne comporte pas de site de 

clivage pour la caspase-1 et les mécanismes de sa sécrétion ne sont pas encore clairement 

définis. Cependant, la forme biologiquement active d’IL-33 (pro-IL-33) est libérée par les 

cellules nécrosées et apparait comme jouant un rôle d’alarmine (Haraldsen et al., 2009; 

Milovanovic et al., 2012). En absence de dommage ou d’infection, IL-33 est localisée dans le 

noyau des cellules (Carriere et al., 2007). L’axe IL-33/ST2 participe à la réponse 

inflammatoire en stimulant la sécrétion de cytokines favorables à la réponse Th2 (Schmitz et 

al., 2005) (Fig. 18). En plus de son rôle dans la réponse immunitaire adaptative, plusieurs 

études mettent en avant son implication dans les MICI (Beltrán et al., 2010; Kobori et al., 

2010; Pastorelli et al., 2010; Sedhom et al., 2013; Seidelin et al., 2010; Sponheim et al., 

2010). Les souris déficientes en ST2 ou IL-33 sont moins susceptibles de développer des 

colites dans les modèles d’induction de l’inflammation par le DSS (Oboki et al., 2010; 
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Sedhom et al., 2013). Le traitement des souris avec des anticorps bloquants dirigés contre 

ST2 diminue l’inflammation induite par le DSS (Sedhom et al., 2013). Dans le même sens, 

l’administration d’IL-33 chez les souris aggrave l’inflammation induite par le DSS (Groβ et al., 

2012). Cependant, le rôle de l’axe IL-33/ST2 est controversé car certaines études 

démontrent que le traitement avec IL-33 dans la phase chronique de l’inflammation induite 

par le DSS diminue la sévérité de la colite, suggérant un rôle protecteur d’IL-33 (Groβ et al., 

2012).  

  

56



Introduction générale sur la carcinogenèse 
 

 

Le Cancer est une maladie qui se caractérise par une prolifération anormale des cellules, liée 

à un échappement aux mécanismes de régulation qui assurent le développement harmonieux de 

l’organisme. C’est une maladie multifactorielle qui implique à la fois des facteurs biologiques, 

comportementaux, et environnementaux. Le Cancer est l’une des premières causes de mortalité 

dans le monde et sa fréquence est en continuelle augmentation (Jemal et al., 2011). 

1. Le cancer colorectal 

Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les 

hommes et le deuxième chez les femmes avec une estimation en 2008 d’environ 1,2 millions de 

nouveaux cas et 608700 morts dans le monde (Ferlay et al., 2010). Le cancer colorectal est plus 

fréquent dans les pays développés que ceux en voie de développement. Les principaux facteurs de 

risques comportementaux sont le tabagisme, l'inactivité physique, le surpoids et l'obésité, la 

consommation de viande rouge et transformée, et la consommation excessive d'alcool (Jemal et al., 

2011).  Les facteurs biologiques sont également critiques tels que l’âge, le dépistage du cancer 

colorectal est conseillé après 50 ans. Des facteurs héréditaires entrent également en compte et 

représentent 5 à 10% des cancers colorectaux :  

- la polypose recto-colique familiale qui se manifeste par la formation d’une multitude de polypes 

dans l’intestin, se caractérise au niveau génétique par une mutation du gène codant pour la protéine 

APC (Adenomatous Polyposis Coli). La protéine APC est un suppresseur de tumeur impliqué dans la 

voie de signalisation Wnt/β-caténine. Les mutations affectant les membres de cette voie de 

signalisation sont considérées comme initiateurs de la carcinogenèse dans la majorité des cancers 

colorectaux (Fearon and Vogelstein, 1990)(Fearon, 2011)(Logan and Nusse, 2004).  

- Le syndrome de Lynch (ou cancer colorectal héréditaire sans polypose) se caractérise par des 

mutations des gènes MMR (Mismatch repair ou réparation des mésappariements), ces gènes sont 

impliqués dans la réparation des erreurs de réplication de l'ADN. Les personnes atteintes par ce 

syndrome développent plus souvent des cancers colorectaux avant l’âge de 50 ans. Ce syndrome 

représente environ 3% de l’ensemble des cancers colorectaux (Lynch et al., 2009). 

En plus des facteurs héréditaires, certaines pathologies peuvent favoriser le développement de 

cancers colorectaux. En effet, les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), notamment 
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la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique, sont des facteurs de risque, les personnes 

atteintes de MICI ont deux fois plus de risque de développer des cancers colorectaux (Friedman, 

2006)(Abraham and Cho, 2009; Ullman and Itzkowitz, 2011).  

2. Les sous-types de cancers colorectaux 

2.1 Anatomie pathologique 

Au niveau anatomique, les cancers colorectaux se caractérisent généralement au départ par la 

formation de polypes. Le polype correspond à une excroissance tissulaire qui est projetée dans la 

lumière intestinale. Au niveau, histologique les polypes peuvent avoir une origine épithéliale ou non 

épithéliale. Je vais uniquement me focaliser sur la description des polypes épithéliaux adénomateux. 

90% des adénomes se présentent sous forme de polypes. On distingue deux types de 

polypes adénomateux:  

- les polypes pédiculés lorsque la base d’implantation est inférieure à la taille du polype ; 

- les polypes sessiles lorsque la base d’implantation est supérieure à la taille du polype.  

Lorsque l’adénome ne forme pas de polype on parle d’adénome plan. La figure 19 qui est adaptée de 

l’article de Søreide et collaborateurs (Søreide et al., 2009) illustre la différence entre les polypes 

pédiculés et sessiles. L’évaluation des critères de pronostique est différente suivant le type 

d’adénomes. 
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Figure 19: Les différentes formes de polypes. Adaptée de (Søreide et al., 2009)

A gauche, un polype pédiculé et à droite un polype sessile. Les adénocarcinomes se développent au sein des 

polypes et peuvent infiltrer la sous-muqueuse. La différence structurale entre les deux polypes explique en 

partie leur différence d’agressivité. Les polypes pédiculés sont plus visibles et plus faciles à retirer 

chirurgicalement.

 

2.2 Localisation colorectale : Une ou plusieurs entités 

Les cancers du côlon et du rectum sont souvent associés sous le terme de cancer colorectal 

essentiellement du fait de leur forte ressemblance. Cependant, plusieurs études mettent en avant le 

fait qu’il y ait une nette différence au niveau moléculaire et au niveau du pronostique suivant la 

localisation de la tumeur (Li and Lai, 2009; Minoo et al., 2010). Globalement le compartiment 

colorectal est subdivisé en trois entités : le côlon proximal, le côlon distal et le rectum. Les trois 

compartiments diffèrent à plusieurs niveaux, que ce soit au niveau de leur origine embryologique, au 

niveau anatomique ou physiologique. Les principales différences sont listées dans le tableau 2 

(Adapté de la revue suivante : (Li and Lai, 2009)). A titre d’exemple, au niveau physiologique, le côlon 

proximal et distal jouent un rôle dans l’absorption des électrolytes et de l’eau alors que le rectum 

permet le stockage des fèces. Au niveau histologique, la proportion de cellules caliciformes et la 

sécrétion de mucus est plus abondante dans le côlon proximal et le rectum que dans le colon distal, 

ceci pouvant être un système de défense de la muqueuse pour se protéger des frottements 

mécaniques et stimuli chimiques plus abondants au niveau proximal (Li and Lai, 2009)(Arai and Kino, 

1989)  
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Tableau 2: Les principales différences entre les trois sous-types de cancers colorectaux (Li and Lai, 2009).

3. De la cellule normale à la cellule cancéreuse 
 

Les théories et les paradigmes autour de l’origine des cancers et de la carcinogenèse n’ont cessé de 

changer et d’évoluer au cours l’histoire. Les premières preuves de cancer ont été observées sur des 

momies datant de l’Egypte Antique. Le Cancer, en tant que maladie, a été pour la première fois décrit 

par Hippocrate qui comparait les propagations de la tumeur aux pinces de crabe (Cancer en grecque). 

Les hypothèses et les questions sur l’initiation et la progression tumorale restent diverses et variées. 

La tumeur est-elle d’origine monoclonale ou polyclonale ? L’initiation tumorale débute-t’elle dans 

une cellule ou dans plusieurs cellules simultanément ? Peut-on assimiler la tumeur à un organe dans 

lequel les différentes sous-populations cellulaires se partagent les tâches ? La réponse à ces 

questions dépend en partie du type de cancer et du stade d’évolution. Je vais présenter certaines des 

hypothèses les plus récentes. 

3.1 Origine monoclonale des cancers 

En 1976, Peter C. Nowell décrit la progression tumorale comme une évolution clonale, très proche de 

l’évolution darwinienne (Nowell, 1976). En effet, l’initiation tumorale débute par des altérations 

génétiques et chromosomiques qui conduisent à la transformation d’une cellule normale en cellule 

cancéreuse. Cette cellule pré-cancéreuse prolifère de manière continue et prend un avantage sélectif 
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par rapport à la cellule voisine. Cet avantage permet d’obtenir une population a priori monoclonale, 

dans laquelle émerge, sous l’impulsion de stress tels que le manque de nutriment ou d’oxygène, de 

nouvelles mutations. Ces mutations peuvent à leur tour si elles apportent un avantage à la cellule 

conduire à la formation d’une nouvelle sous-population clonale qui prend le dessus sur les autres 

cellules. Au fur et à mesure, et part des vagues successives de mutations, les cellules cancéreuses 

deviennent de plus en plus résistantes et agressives (Nowell, 1976) (Fig. 20). L’évolution et 

l’agressivité des cellules cancéreuses dépendent fortement du microenvironnement de la tumeur. 

 

Figure 20: Modèle d’évolution clonale des cellules néoplasiques (Nowell, 1976).

Figure extraite de la revue de Peter C. Nowell en 1976, dans laquelle il décrit l’évolution tumorale comme une 

succession de vagues de sélections clonales, les populations clonales prédominantes étant celles qui apportent 

un avantage sélectif par rapport aux autres. De cette manière, les cellules néoplasiques s’adaptent et se 

développent plus rapidement dans un environnement en constante évolution.

3.2 Les traits des phénotypes tumoraux 

En 2000 puis en 2011, Hanahan et Weinberg décrivent ce que l’on appelle les traits des phénotypes 

tumoraux ou « hallmarks of cancer » (Hanahan and Weinberg, 2000)(Hanahan and Weinberg, 2011). 

En effet, même si les mutations nous paraissent être aléatoires, leur sélection et leur maintien dans 

les populations-filles dépendent des voies de signalisation et des processus biologiques qu’elles 

affectent. La théorie de Hanahan et Weinberg sur la transformation et la progression tumorales est 

également un analogue de l’évolution darwinienne, la transformation tumorale étant le résultat 

d’une succession de mutations qui apportent à la cellule de nouvelles fonctions biologiques lui 

donnant un avantage de croissance par rapport aux cellules adjacentes.  En 2000, ils attribuent 6 

traits des phénotypes tumoraux communément présents dans l’ensemble des cancers, auxquels 

viennent se rajouter 4 nouveaux en 2011. Cela nous montre à quel point les paradigmes autour de la 
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tumorigenèse sont en continuelle évolution. Les différents traits des phénotypes tumoraux sont 

illustrés dans la figure 21.  

 

Figure 21: Les traits des phénotypes tumoraux. Adapté de (Hanahan and Weinberg, 2011)

La tumeur se forme suite à des mutations successives qui altèrent plusieurs fonctions biologiques. Certaines 

des nouvelles  fonctions acquises sont communes à de nombreux cancers et sont regroupées sous le nom de 

traits des phénotypes tumoraux. Suivant le contexte cellulaire ces processus biologiques seront contrôlés par 

des voies de signalisation différentes. 

3.3 Les tumeurs comme organes  

 

Le cancer ne peut pas être considéré comme une entité homogène qui n’interagit pas avec son 

microenvironnement. En effet, outre les cellules cancéreuses, la tumeur est constituée d’une 

multitude de types cellulaires tels que les cellules fibroblastiques, inflammatoires, vasculaires et 

nerveuses (Fig. 22). Les cellules cancéreuses peuvent communiquer avec ces différentes populations, 

allant jusqu'à les stimuler ou favoriser leur maturation afin qu’elles leur apportent un avantage 

sélectif par rapport aux cellules voisines (Pietras and Östman, 2010)(Hanahan and Weinberg, 2011).  

Certains paradigmes décrivent la tumeur comme un organe qui non seulement contient une 

multitude de cellules qui favorisent sa croissance mais est capable de stimuler d’autres organes ou 

cellules à distance. 
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Figure 22: Le microenvironnement tumoral. Adaptée de (Hanahan and Weinberg, 2011)

La tumeur est constituée de nombreux types cellulaires.  La cellule cancéreuse profite de la présence de ces 

différents types cellulaires. Elle peut par exemple stimuler la sécrétion de métalloprotéinases par les cellules 

environnantes afin de dégrader la matrice extracellulaire et migrer vers d’autres organes.

4. Tumorigenèse colorectale 
 

Le développement tumoral est un processus séquentiel qui fait intervenir de nombreuses étapes. Les 

cellules normales subissent une succession de modifications génétiques et épigénétiques les 

transformant progressivement en cellules cancéreuses. Dans l’intestin, les cellules cancéreuses se 

développent dans les cryptes où les cellules prolifèrent plus rapidement que les cellules différentiées. 

Sur le plan morphologique, ceci se traduit par la formation de foyers de cryptes aberrantes (FCA) 

(Pretlow et al., 1991). Les foyers de cryptes aberrantes peuvent être à des stades hyperplasiques, 

lorsque les cellules sont en hyperprolifération, ou à des stades dysplasiques, lorsque les glandes sont 

caractérisées par des anomalies cellulaires et architecturales. Cette prolifération anormale des 

cellules au sein des glandes conduit à la formation de polypes. A ce stade, les polypes forment des 

adénomes qui sont considérés comme bénins. Les adénomes sont des lésions néoplasiques qui 

peuvent évoluer en adénocarcinomes. L’accumulation dans les adénomes d’une succession de 

mutations peut les conduire à se transformer en adénocarcinomes. Dans un premier temps les 

adénomes se développent en superficie des polypes puis pénètrent progressivement dans 

l’épithélium et la muqueuse, mais sans franchir la lame basale. A ce stade, on parle 

d’adénocarcinome « in situ ». Ensuite d’autres mutations peuvent apparaitre et conduire à la rupture 

de la lame basale, on parle alors de carcinome invasif. Le carcinome invasif peut ensuite 

progressivement s’étendre en profondeur pour atteindre les autres couches de la paroi intestinale. 

63



Finalement, l’acquisition successive de mutations génétiques permet aux cellules cancéreuses 

d’atteindre d’autres organes et d’y former des foyers métastatiques.  

4.1 Voies communément dérégulées dans les cancers du colon 

En 1990, Fearon et Vogelstein décrivent pour la première fois  un modèle de progression des cancers 

colorectaux dans lequel ils proposent que l’évolution de l’épithélium normal en adénocarcinome suit 

globalement une séquence précise de mutations affectant à la fois des oncogènes ainsi que des 

gènes suppresseurs de tumeur (Fig. 23)(Fearon and Vogelstein, 1990). Ce modèle a été établi en 

étudiant les fréquences d’altérations de ces différents gènes dans les épithéliums normaux, les 

adénomes et les adénocarcinomes. Actuellement nous savons que ces gènes jouent des rôles clés 

dans des voies de signalisation communément dérégulées dans les cancers colorectaux.  

 

Figure 23: Modèle génétique de développement des cancers colorectaux. Adaptée de (Fearon and 

Vogelstein, 1990)

La tumorigénèse colorectale est probablement initiée par une perte de la région 5q de l’ADN ou des mutations 

au niveau du gène codant pour la protéine APC. Ces altérations conduisent à la prolifération des cellules de la 

crypte et à la formation de foyers de cryptes aberrantes. Une fois le stade d’adénome atteint, des 

modifications épigénétiques et des mutations du gène codant pour la protéine K-RAS provoquent 

probablement une augmentation de la taille de l’adénome. S’en suivent des pertes chromosomiques des 

régions 18q et 17p, qui contiennent respectivement des gènes codant pour des membres de la voie TGF-β et de 

la protéine P53. Ceci amène l’adénome à se transformer en adénocarcinome. Finalement, d’autres altérations 

génétiques peuvent apparaitre au sein de l’adénocarcinome, notamment au niveau des gènes codant pour des 

métalloprotéinases, et permettre au carcinome d’envahir le tissu et de migrer vers d’autres organes qui seront 

colonisés par des métastases.

 

4.1.1 La voie Wnt/APC/β-caténine 

Les protéines Wnt sont une famille de glycoprotéines dont les voies de signalisation sont impliquées 

dans de nombreux mécanismes fondamentaux tels que la prolifération, la polarité cellulaire, le 

développement embryonnaire et l’homéostasie tissulaire (Logan and Nusse, 2004)(MacDonald et al., 

2009). Des mutations de plusieurs membres de ces voies, en particulier de la voie Wnt/APC/β-

caténine (la voie canonique), sont directement impliquées dans de nombreuses maladies, en 
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particulier les malformations congénitales et les cancers. Le principal rôle de la voie Wnt est d’activer 

la dégradation de la protéine β-caténine (Fig. 24). 

 

Figure 24: Modèle de la voie de signalisation Wnt/β-caténine. Adaptée de (MacDonald et al., 2009)

(A) En absence de ligands Wnt, la β-caténine est capturée par un complexe de dégradation, composé des 

protéines APC (Adenomatous Polyposis Coli), axine, caséine kinase 1 (CK1) et la Glycogène Synthétase Kinase 3 

(GSK3-β). La GSK3β phosphoryle des résidus sérine et thréonine localisés à l’extrémité N-terminale de la β-

caténine conduisant ainsi à sa dégradation par le protéasome. (B) En présence de ligands Wnt extracellulaires, 

ils se fixent à leur récepteur et co-récepteur (Frizzled et LRP), pour activer une cascade de signalisation 

intracellulaire menant à la stabilisation et à l’accumulation cytoplasmique de la β-caténine. La β-caténine est 

transférée dans le  noyau où elle se lie à un partenaire nucléaire (facteur de transcription TCF/LEF). Cette 

association déplace des co-répresseurs et permet de recruter des co-activateurs stimulant ainsi la transcription 

de gènes cibles. Parmi ces gènes cibles, on trouve à titre d’exemple les gènes CCND1 et c-myc codant 

respectivement pour les protéines Cycline D1 et C-myc.

 

La protéine APC (Adenomatous Polyposis Coli) est une protéine multifonctionnelle de grande taille, 

environ 312 kDa ; elle est essentiellement impliquée dans la voie Wnt/β-caténine mais peut 

également interagir par son domaine C-terminal avec de nombreuses protéines du cytosquelette 

telles que les microtubules (Hanson and Miller, 2005)(Barth et al., 2008)(Munemitsu et al., 1994)(Fig. 

6). Le gène de la protéine APC lorsqu’il est muté dans les cellules germinales conduit à une maladie 

génétique connue sous le nom de polypose recto-colique familiale ou FAP (Familial Adenomatous 

Polyposis). Les personnes atteintes de cette maladie génétique développent de nombreux polypes 

adénomateux, qui avec le temps peuvent évoluer en adénocarcinomes, s’ils ne sont pas réséqués. 

Les mutations du gène APC dans les cellules somatiques sont en règle générale initiatrices de la 

carcinogenèse colique (Fearon, 2011; Fearon and Vogelstein, 1990; Logan and Nusse, 2004). En effet, 
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ce dernier est muté dans 80% des cancers colorectaux. Globalement, le gène de la protéine APC est 

divisé en 3 parties, N-terminale, intermédiaire et C-terminale (Fig. 25).  

Des études d’analyse des zones de distribution des mutations somatiques ont pu mettre en évidence 

une région de regroupement des mutations (MCR) localisées essentiellement au niveau de la zone de 

liaison avec la protéine β-caténine (Fig. 25). Certaines hypothèses suggèrent que la partie N-

terminale pourrait être favorable à la progression tumorale alors que la partie C-terminale est plutôt 

anti-tumorale.  

 

Figure 25: Structure  de la protéine  APC.  Adaptée de (Senda et al., 2007)

La partie N-terminale est composée du domaine d’oligomérisation de la protéine APC et de la «région 

armadillo». Cette région armadillo contient des sites de liaison aux protéines ASEF (APC-stimulated guanine 

nucleotide exchange factor), KAP3 (kinesin superfamily-associated protein 3) et IQGAP1. Ces protéines sont 

essentiellement impliquées dans la morphologie cellulaire, la mobilité et la migration à travers les filaments 

d’actine et les microtubules. Ce domaine est globalement conservé dans les différentes protéines tronquées 

d’APC. 

La partie centrale comporte les sites de liaison à la β-caténine et à l’axine. Elle est principalement impliquée 

dans la voie Wnt/β-caténine et contient la région de regroupement des mutations somatiques (MCR) 

démontrant son importance dans la progression tumorale. 

La partie C-terminale contient les domaines de liaison aux microtubules et aux protéines EB1, DLG et PTP-Bl. 

Cette partie intervient dans l’interaction avec les microtubules, la formation du fuseau mitotique et le cycle 

cellulaire. 

La protéine APC contient plusieurs sites de transport et localisation nucléaire NES (Nuclear Export Signal) et NLS 

(Nuclear Localization Signal).

 

Plusieurs modèles de cancers colorectaux ont été développés, les plus fréquents étant les modèles 

de souris APC, qui contiennent des mutations de la protéine APC. En règle générale, les mutations 

présentes dans les modèles APC donnent lieu à l’expression d’une forme tronquée de la protéine 

APC. En fonction de la localisation de ces mutations, différentes protéines tronquées sont générées 

qui vont être à l’origine de phénotypes différents chez la souris, démontrant encore une fois la 
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complexité du rôle que joue la protéine APC dans la progression tumorale (McCart et al., 2008).  

L’ensemble des modèles APC est résumé dans le tableau 3. 

 

Tableau 3. Résumé des modèles murins de la protéine APC.  Extrait de (McCart et al., 2008)

D’autres mutations des membres de la voie Wnt/β-caténine sont également présents dans de 

nombreux cancers telles que des mutations des sites de phosphorylation de la protéine β-caténine 

qui conduisent à l’expression d’une protéine β-caténine constitutivement active, ou des mutations 

de la protéine adaptatrice axine qui permet la cohésion du complexe de destruction.  

4.1.2 Les voies du récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) 

 

L’un des traits du phénotype tumoral est l’indépendance vis-à-vis des signaux stimulant la 

prolifération. Le récepteur à l’EGF (EGFR ou ErbB1)  est une protéine monomérique 

transmembranaire, membre de la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase, ErbB.  Après 
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liaison à ses ligands, tels que EGF, TGF-α, épiréguline et amphiréguline, le récepteur à l’EGF induit 

l’activation d’une cascade de voies de signalisation impliquées dans de nombreuses fonctions 

physiologiques telles que la prolifération, l’apoptose, la différenciation et la survie (Jorissen et al., 

2003). Globalement, ces récepteurs activent les voies de signalisation Ras/ERK/MEK, STAT et 

PI3K/AKT (Fig. 26).  

Les protéines Ras, des GTPases appartenant à la famille des protéines G monomériques, sont 

impliquées dans de nombreux cancers. Des mutations somatiques de la protéine K-Ras sont 

présentes dans environ 40 % des cancers colorectaux et sont considérées dans le modèle de 

Vogelstein comme l’une des premières étapes de la progression tumorale (Fearon, 2011). Cette 

protéine joue un rôle clé dans la transduction du signal du récepteur à l’EGF et l’activation des voies 

MAPKs.  

La protéine PTEN, une phosphatase impliquée dans la voie du récepteur à l’EGF, en particulier la voie 

PI3K/AKT, est mutée dans environ 10% des cancers colorectaux (Fearon, 2011). Ces mutations 

somatiques conduisent en règle générale à l’inactivation de la protéine, favorisant la transduction du 

signal après activation des récepteurs à l’EGF.   

 

Figure 26: La voie de signalisation du récepteur à l’EGF.

La liaison du ligand à son récepteur induit des cascades de phosphorylations qui régulent de nombreuses 

fonctions cellulaires telles que la prolifération et la survie.

 

4.1.3 La voie TGF-β/SMAD 
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Les voies de signalisation TGF-β/SMAD comprennent une famille de plus de 30 facteurs de croissance 

chez l’humain (Massagué, 2008). Elles régulent plusieurs fonctions biologiques et sont altérées dans 

de nombreux cancers. Le rôle de la voie TGF-β/SMAD dans la progression tumorale est controversé 

et est dépendant du contexte cellulaire. Dans le cancer colorectal, cette voie est associée à une 

fonction suppresseur de tumeur, son inactivation favorisant la transformation tumorale. Cependant, 

son implication dans des processus tels que la migration et la transition épithélio-mésenchymateuse, 

peut favoriser l’invasion tumorale (Massagué, 2008, 2012)(Fig. 27). Des mutations inactivant le 

récepteur TGFβII sont présentes dans environ 10–15% des cancers colorectaux (Fearon, 2011). Dans 

le schéma de Vogelstein, la voie TGF-β est altérée et présente dans la phase de promotion des 

tumeurs (Fearon, 2011; Fearon and Vogelstein, 1990). Plusieurs modèles de souris ont démontré 

l’importance de cette voie dans la progression tumorale. Certaines mutations affectant d’autres 

membres de la voie TGF-β tels que la protéine Smad4 peuvent favoriser également la formation 

tumorale.   

 

Figure 27: La voie TGF-β. 

La liaison du ligand au récepteur TFG-β, va induire la phosphorylation des protéines Smad qui vont migrer vers 

le noyau  pour moduler l’expression de gènes. 

 

4.1.4 Le gène suppresseur de tumeur TP53 

 

La perte d’hétérozygotie (LOH) d’une cellule est un mécanisme clé de l’inactivation d’un allèle dans 

les cancers. Elle correspond à la perte du matériel génétique d’un allèle venant de l’un des parents. 
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Près de 70% des cancers colorectaux présentent une perte d’hétérozygotie du locus 17p qui contient 

le gène codant pour la protéine P53 (Fearon and Vogelstein, 1990)(Vogelstein et al., 1988). La 

protéine P53 est un facteur de transcription inactivé dans la majorité des cancers qui participe au 

maintien de l’intégrité de la cellule. En effet, lorsque la protéine P53 est active, elle induit 

l’expression de gènes qui conduisent à l’arrêt du cycle cellulaire ou l’activation de la mort cellulaire 

programmée par apoptose. L’inactivation de P53 est souvent associée à la transition de l’adénome 

en adénocarcinome (Fearon, 2011) notamment parce qu’elle favorise la survie cellulaire et la 

résistance à la mort cellulaire. 

4.1.5 Voies de synthèse des prostaglandines 

 

Les enzymes Cox (cyclooxygénases) interviennent dans les réactions qui permettent de produire des 

prostaglandines à partir de l’acide arachidonique (Fig. 28). Les protéines Cox sont des molécules pro-

inflammatoires, leur action est généralement inhibée grâce aux anti-inflammatoires non-stéroïdiens. 

Dans les cancers colorectaux, la protéine Cox2, l’un des isoformes de Cox, favorise la croissance 

tumorale. En effet, dans certains modèles murins, le traitement des souris avec des inhibiteurs 

spécifiques de Cox2 diminue la fréquence de formation des tumeurs.  

 

Figure 28: Voie de synthèse des prostaglandines.

L’acide arachidonique est synthétisé à partir des phospholipides de la membrane cellulaire grâce à l’action de la 

Phospholipase A2. Les cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2) vont ensuite transformer l’acide arachidonique en 

prostaglandine H2 qui va être à son tour transformée en prostaglandine E2 par l'action des prostaglandines-

synthases. La prostaglandine E2 va ensuite stimuler ses quatre récepteurs. La 15-hydroxyprostaglandine 

déshydrogénase peut quant à elle dégrader la prostaglandine E2.
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4.1.6 Les métalloprotéinases 

 

Les métalloprotéinases (MMPs) sont des enzymes responsables de la dégradation des composants de 

la matrice extracellulaire. Les MMPs sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, 

comme la différenciation, la régénération et les remodelages tissulaires. Dans le développement 

cancéreux, les métalloprotéinases sont impliquées dans les stades tardifs, où elles jouent notamment 

un rôle clé dans la formation des métastases. En effet, leur capacité à dégrader la matrice 

extracellulaire permet aux cellules cancéreuses de s’ouvrir un chemin afin de se déplacer de leur site 

d’origine vers d’autres organes. La surexpression de ces enzymes est souvent associée à un 

phénotype agressif du cancer. 
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LES OBJECTIFS 
 

Au cours de cette introduction, nous avons pu voir que les intégrines sont les principaux 

médiateurs des interactions entre les cellules et leur microenvironnement, en particulier la matrice 

extracellulaire. Elles sont également capables d’interagir avec d’autres récepteurs et d’affecter 

certaines fonctions biologiques. Ces mêmes fonctions biologiques peuvent être dérégulées dans les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin et la carcinogenèse colorectale. Nous avons 

notamment pu voir que les MICI et les cancers colorectaux étaient des pathologies multifactorielles 

et séquentielles, impliquant de nombreux mécanismes moléculaires et cellulaires.  

 

Notre équipe s’intéresse plus particulièrement à l’intégrine α6β4, qui comme on a pu le voir 

est un composant majeur de l’hémidesmosome. Des études antérieures au sein du laboratoire ont 

permis de mettre en évidence le rôle de cette intégrine α6β4 dans le maintien de l’homéostasie et de 

l’intégrité de la peau. Plus récemment notre équipe s’est intéressé aux rôles de cette intégrine dans 

le maintien de l’intégrité de l’épithélium intestinal et a développé un nouveau modèle de souris 

mutantes α6ΔIEC qui développent sans manipulation additionnelle une inflammation chronique 

intestinale associée à la formation d’adénocarcinomes colorectaux. Ce modèle α6ΔIEC correspond à 

une inactivation ciblée à l’épithélium intestinal de la sous-unité d’intégrine α6.  

 

Mon projet de thèse a consisté à définir les mécanismes cellulaires et moléculaires qui 

influencent la transformation des lésions inflammatoires en adénocarcinomes. Pour ce faire, j’ai, 

dans un premier temps, caractérisé les mécanismes impliqués dans le développement de 

l’inflammation dans le modèle α6ΔIEC, puis j’ai essayé de définir les mécanismes impliqués dans 

l’inflammation et qui conduisent à la transformation tumorale. Finalement, j’ai tenté d’identifier les 

événements primaires responsables du déclenchement des mécanismes à l’origine du phénotype en 

utilisant un modèle inductible α6ΔIECTAM. 
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MATERIELS ET METHODES 

 

Les « matériels et méthodes » décrits ci-dessous se rapportent aux expériences qui 

n’ont pas été décrites dans l’article soumis « Epithelial-specific α6 integrin deficiency 

spontaneously triggers colitis-associated ». 

1. Souris transgéniques 
 

Toutes les expériences sur les souris ont été réalisées en accord avec les réglementations 

nationales françaises et les recommandations du comité régional d’éthique en matière 

d’expérimentation animale (CREMEAS). Les souris villine-CreERT2 proviennent du 

laboratoire du Dr. S. Robine (el Marjou et al., 2004).  

Régime alimentaire à base de nourriture gélifiée 

 

Le but de cette expérience est de caractériser le rôle des frottements mécaniques produits 

par la nourriture solide sur le phénotype inflammatoire observé chez les souris α6ΔIEC. Chez 

ces souris, l’inactivation ciblée de l’intégrine α6 à l’épithélium intestinal conduit au 

détachement des cellules épithéliales et à une inflammation. Afin de tester le rôle, sur ces 

processus, des particules solides contenues dans les croquettes de l’alimentation classique, 

nous avons soumis les souris à un régime alimentaire exclusivement constitué de nourriture 

gélifiée, GelDiet CLASSIC (SAFE), visant à éviter une érosion de la muqueuse intestinale. Les 

souris ont été sacrifiées à l’âge de 9 semaines et comparées à des cohortes ayant reçu une 

alimentation normale. 

Traitement au tamoxifène 

 

La lignée de souris α6ΔIECTAM a été développée en croisant les souris portant les allèles 

conditionnels floxés du gène de la sous-unité d’intégrine α6 (De Arcangelis et al., en 

soumission) avec des souris exprimant le gène Cre-ERT2 sous le contrôle du promoteur de la 

villine (el Marjou et al., 2004). Dans ce modèle α6ΔIECTAM, l’invalidation du gène codant pour 

la sous-unité d’intégrine α6 peut être induite par l’administration de tamoxifène. Dans un 
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premier temps, le traitement a été administré par gavage à des animaux adultes âgés de 8 

semaines à raison d’une dose de 10 mg de tamoxifène dans un volume de 300 μl, 3 fois par 

jour (1 gavage toutes les 4 heures), 1 jour sur 2, pendant 5 jours. Cette dose s’étant révélée 

toxique pour certains animaux, l’administration de tamoxifène a été réduite à 2 gavages par 

jour à 8h d’intervalle, selon le même protocole. Ce traitement est suffisant pour induire une 

délétion homogène et complète du gène ITGA6 15 jours après l’administration de  la 

première dose. La solution stock de tamoxifène a été préparée par dissolution dans du 

sérum physiologique puis homogénéisée par sonication pour favoriser l’absorption 

intestinale (concentration finale = 33,33 mg/ml). Les souris ont été sacrifiées deux semaines 

ou 6 jours après le premier traitement au tamoxifène (Numéro d’autorisation, n° 

ADA/2012/09/28). 

2. Analyse de puces à ADN 

Souris α6
ΔIEC

 

 

Les échantillons correspondant à des zones tumorales ou inflammatoires préalablement 

repérées par un anatomopathologiste ont été obtenus par macrodissection sur cryo-coupes 

de prolapsus rectaux de souris α6ΔIEC âgées de 53-80 semaines. Cinq échantillons 

d’adénocarcinomes et 4 échantillons de la muqueuse adjacente inflammatoire ont été 

prélevés. Les échantillons témoins ont été prélevés par grattage de l’épithélium du rectum 

de quatre souris témoins. L’ARN a été extrait avec le kit « RNeasy® Micro Kit » (Qiagen) selon 

les instructions du fabricant. La quantification et le contrôle de la qualité de l'ARN ont été 

évalués sur « Agilent 2100 Bioanalyzer ». L'analyse du transcriptome a été réalisée en 

utilisant les sondes Affymetrix « GeneChip Mouse Gene 1.0ST Array ». 

Souris α6
ΔIEC

TAM 

 

Ces analyses de puces à ADN ont été réalisées sur des échantillons de rectum provenant de 3 

souris α6ΔIECTAM et de 4 souris témoins traitées au tamoxifène, et de 4 souris α6ΔIECTAM 

traitées avec du sérum physiologique. L’ARN a été extrait avec le kit « RNeasy® Midi Kit » 

(Qiagen) selon les instructions du fabricant. La quantification et le contrôle de la qualité de 
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l'ARN ont été évalués sur « Agilent 2100 Bioanalyzer ». L'analyse du transcriptome a été 

réalisée en utilisant les sondes Affymetrix « GeneChip Mouse Gene 1.0ST Array ». 

3. RT-qPCR 
 

L’ARN total a été extrait des échantillons à l’aide du kit RNeasy kit (Qiagen). L’ADNc a été 

préparé  à partir de 1 μg d’ARN total en utilisant le kit SuperscriptTMII RNase H Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) selon les instructions du fabricant. La réaction PCR a été réalisée à 

l’aide de « Universal ProbeLibrary System » (Roche Applied Science). Le niveau d’expression 

des ARNm ont été normalisés par rapport au niveau d’expression de l’ARNm de 

l’hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT). Ci-dessous un tableau récapitulatif des 

amorces utilisées. 

Gènes 
Amorces sens (de 5' vers 

3') 

Amorces antisens (de 5' 

vers 3') 

Taille des produits PCR 

(paire de base) 

ANK3 cgaatgtcaacctgagcaataa ccacattcactcggtcttctt 75 

APC ggagtggcagaaagcaacac ccacacgtgtagctggactc 61 

Bmp8 ctgtatgaactccaccaaccac tggggatgatatctggcttc 71 

CCND1 gagattgtgccatccatgc ctcctcttcgcacttctgct 78 

Chst4 ggggagcagctatcacga ccctttcttcaacagcatcat 75 

COX2 gatgctcttccgagctgtg ggattaggaacagcaaggattt 75 

FOXO3 gctaagcaggcctcatctca ttccgtcagtttgagggtct 92 

Gal3St2 tccatcctgagaggcacac aagtccacatgcaggaaacc 95 

HPRT tcctcctcagaccgctttt cctggttcatcatcgctaatc 90 

IL-13 cctctgacccttaaggagcttat cgttgcacaggggagtct 70 

IL-17a cagggagagcttcatctgtgt gctgagctttgaggatgat 94 

IL-18 caaaccttccaaatcacttcct tccttgaagttgacgcaaga 78 

IL-1β agttgacggaccccaaaag agctggatgctctcatcagg 75 

IL-33 ggtgaacatgagtcccatca cgtcacccctttgaagctc 86 

IL-4 catcggcattttgaacgag cgagctcactctctgtggtg 104 

INF-γ atctggaggaactggcaaaa ttcaagacttcaaagagtctgaggta 89 

ITGA3 agggggagaccagagttcc gccattggagcaggtcaa 85 

ITGB1 tggcaacaatgaagctatcg atgtcgggaccagtaggaca 53 
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LAMA1 ccgacaacctcctcttctacc tctccactgcgagaaagtca 60 

MMP10 gagtctggctcatgcctacc caggaataagttggtccctga 106 

MMP12 ttgtggataaacactactggaggt aaatcagcttggggtaagca 72 

MMP8 aacggaagacatacttcttcataa gggtccatggatcttctttg 71 

c-Myc cctagtgctgcatgaggaga tcttcctcatcttcttgctcttc 72 

Nlrp6 cccgaaatgtcatctgagtg ctctggaggaggccaac 123 

PLAU ggagcagctcatcttgcac cccgtgctggtacgtatctt 90 

sST2 cctcacggctctgagcttat ctgaggtagggtccagaagaga 78 

ST2L agcctgttacctgggcaag cacctgtcttctgctattctgg 70 

 

4. Extractions protéiques et analyses par Western blot 
 

Les segments intestinaux (colon, rectum, prolapsus rectal) ont été rincés avec du PBS, congelés dans 

l'azote liquide et stockés à -80°C jusqu'à traitement. Les échantillons de tissu ont été broyés en 

poudre fine dans de l'azote liquide à l'aide d'un pilon et d'un mortier. Les échantillons ont ensuite été 

lysés dans du tampon RIPA (150 mM NaCl ; 10mM Tris -HCl , pH 7,4 ; 0,1% de SDS  ; 0,01 % de Triton 

X100 , 1% de désoxycholate de sodium ; 5 mM EDTA, pH 8 ; PMSF 1 mM  ; leupeptine 2μg/mL ; 100 

μM Na3VO4 , 20 mM de NaF ; 1X Protease Inhibitor Cocktail (Roche)), 30 min à 4°C. Les extraits de 

protéines totales ont été récupérés après centrifugation à 13 000 rpm, pendant 10 min à 4°C. Pour 

les extraits de protéines à partir des lignées cellulaires, les cellules ont été lavées avec du PBS et 

lysées dans du tampon RIPA, comme décrit ci-dessus. Les concentrations en protéines ont été 

déterminées à l’aide du réactif de dosage BCA (Thermo Fisher Scientific) et des quantités 

équivalentes de protéines (20 ou 40 μg) ont été déposées et séparées sur un gel en gradient SDS-

PAGE 5-8 %. Les protéines ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose. Pour évaluer les 

niveaux de la protéine APC , les membranes ont été saturées dans un tampon PBS contenant  0,1 % 

de Tween 20 et 0,5% de lait écrémé en poudre, puis incubées avec des anticorps primaires, anti-APC 

(C-20, Santa Cruz Biotechnology ; Ab1, Calbiochem), anti-lamine A (ab26300) et anti-E-cadhérine 

(ab53033) (provenant tous deux de Abcam), 2 h à température ambiante. Pour déterminer les 

quantités de NLRP6 et de Phospho-GSK3β, les membranes ont été saturées dans un tampon TBS (Tris 

50 mM , NaCl 150 mM, pH 7,6 ) contenant 0,1 % de Tween 20  et 5% de lait écrémé en poudre, puis 

incubées en présence des anticorps primaires anti-NLRP6 (E-20, Santa Cruz Biotechnology), anti-

Phospho-GSK3β (Ser9) (#9336, Cell Signaling) et anti-β-tubuline (TUB-2A2, UMR7104, Strasbourg, 

France) 2 h à température ambiante. Après incubation avec les anticorps secondaires adéquats 
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couplés à la peroxydase HRP (horseradish peroxydase) (Jackson Laboratories ImmunoResearch), les 

protéines ont été révélées par chimioluminescence à l’aide du réactif Immobilon™ Ouest  (Millipore). 

5. Transfection transitoire des cellules HCT116 
 

Des tests de mises au point et d’optimisation ont été initialement effectués afin de 

déterminer les meilleures conditions de transfection transitoire pour la lignée HCT116. 

300 000 cellules ont été ensemencées par puits (plaque 6 puits) dans un milieu sans 

antibiotiques (DMEM 1g/L glucose ; 7,5% de sérum de veau fœtal) et cultivées pendant 24h 

à 37°C, 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été transfectées en utilisant l’agent de 

transfection « Lipofectamine® RNAiMAX » (Invitrogen) selon les instructions du fabricant à 

l’aide des ARN interférents (siRNA) suivants : le siRNA contrôle (On Target plus siControl Non 

Targeting siRNA ; Thermo Fisher Scientific) a été utilisé à 30 pmol et le siRNA  dirigé contre 

l’ARNm de la sous-unité d’intégrine α6 (On Target plus Smart Pool Human ITGA6, Thermo 

Fisher Scientific) a été utilisé respectivement à 30 pmol, 50 pmol et 100 pmol. Après 72 heures, 

les protéines ont été extraites à l’aide du tampon RIPA comme décrit précédemment. 

6. Isolation des cellules CD4+ 
 

Les cellules immunitaires de la lamina propria du compartiment colorectal ont été isolées en 

utilisant le protocole décrit dans l’article soumis (De Arcangelis et al, soumis). A partir de ces 

cellules, les lymphocytes CD4+ ont été purifiés en utilisant des billes paramagnétiques 

couplées à un anticorps anti-CD4, « CD4+ T cell isolation Kit II, mouse » séparées sur colonne 

« MS Columns » selon les instructions du fabricant (MACS Miltenyi Biotec). L’ARNm a ensuite 

été extrait en utilisant le kit « NucleoSpin® RNA XS » selon les recommandations du fabricant 

(Macherey-Nagel). L’ADNc a été préparé à partir de 1 μg d’ARN total en utilisant le kit 

SuperscriptTMII RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen) selon les instructions du 

fabricant. 
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7. Analyses statistiques 
 

Les données des puces ADN Affymetrix ont été traitées par la plateforme de séquençage de 

l’IGBMC. La significativité des variations  du niveau d’expression des gènes analysés entre les 

différents groupes expérimentaux a été déterminée à l’aide d’un test de Student.  

A l’exception des données Affymetrix, les autres analyses statistiques ont été effectuées à 

l’aide du test non paramétrique de Mann-Whitney sous le logiciel Graph Pad Prism 6.0. Les 

résultats ont été représentés sous forme de nuages de points, les barres d’erreur 

correspondant à des écart-types. 

Nous avons utilisé le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA) pour établir des liens entre les 

gènes sélectionnés dans les analyses de puce à ADN. Ce logiciel permet d’analyser à partir 

d’une liste de gènes et en utilisant une base de données de la littérature, le lien entre 

différents gènes que nous sélectionnons, les processus biologiques activés (cancer, maladies 

inflammatoires…) et les régulateurs en amont de ces gènes sélectionnés. Finalement, le 

programme attribue à chaque analyse un score et une probabilité p qui permet de 

déterminer la solidité et validité de l’analyse. 
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I-L’inactivation de la sous-unité d’intégrine α6  spécifiquement dans 

l’épithélium intestinal conduit au développement spontané de 

cancers colorectaux associés à l’inflammation chez les souris (article 

soumis à JCI – journal of clinical investigation) 

 

1. Contexte et justification de la recherche 

 

L’homéostasie intestinale repose sur un équilibre entre les bactéries présentes dans la 

lumière, la barrière épithéliale et la réponse immunitaire. L’altération de l’une de ces 

composantes peut conduire à de graves pathologies. La barrière épithéliale élabore de 

nombreuses lignes de défenses : physiques, chimiques et immunitaires. Les interactions 

entre le pôle basal de l’épithélium et la matrice extracellulaire apparaissent comme essentiel 

à l’homéostasie intestinale, cependant peu de modèles murins s’intéressant à ces 

interactions ont été développés. Notre équipe s’intéresse à l’un des composants majeurs du 

pôle basal, l’hémidesmosome, et plus particulièrement à la sous-unité d’intégrine α6. Les 

récepteurs de la famille des intégrines étant en effet les principaux médiateurs des 

interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire. Des études antérieures de 

l’équipe ont pu mettre en évidence l’importance de l’intégrine α6 dans le maintien de 

l’homéostasie de la peau et son rôle dans le développement de pathologies telle que 

l’épidermolyse bulleuse (Georges-Labouesse et al., 1996)(Niculescu et al., 2011). Afin de 

caractériser le rôle de la sous-unité d’intégrine α6 dans l’homéostasie intestinale, notre 

laboratoire a établi récemment un nouveau modèle de souris mutante α6ΔIEC qui correspond 

à une inactivation ciblée de l’intégrine α6 dans l’épithélium intestinal. Ces souris mutantes 

α6ΔIEC développent (sans manipulation additionnelle) une inflammation chronique 

intestinale associée à la formation d’adénocarcinomes colorectaux.  
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2. Résumé des principaux résultats de l’article 
 

Plusieurs mécanismes interviennent simultanément au cours de la progression du 

phénotype dans le modèle α6ΔIEC. Dans cette étude nous avons décrit les principaux 

mécanismes cellulaires et moléculaires qui après la perte de l’une des composantes du pôle 

basal conduisent progressivement au développement d’inflammation chronique et de 

cancers colorectaux.  

 

2.1 Désorganisation des structures d’ancrage au pôle basal et perte de 

l’intégrité de la barrière épithéliale chez les souris α6
ΔIEC

 

 

L’absence de l’intégrine α6 aboutit à une désorganisation des structures d’ancrage et du 

cytosquelette (délocalisation de la pléctine et des kératines 8/18). De plus la perte de cette 

structure d’ancrage qu’est l’hémidesmosome conduit à la fragilisation de l’épithélium 

intestinale qui se traduit par un détachement excessif de cellules épithéliales et une 

augmentation de la perméabilité chez les souris α6ΔIEC. Cependant, la perte de l’intégrine α6 

n’affecte pas de manière importante les caractéristiques d’adhérence intercellulaire et de 

polarité épithéliale.  

 

2.2 Altération et hypersécrétion de mucus 

 

Dès les stades précoces (juste après sevrage), l’intestin mutant présente une hypersécrétion 

de mucus, reflétant une anomalie et un stress affectant le tissu. Des colorations 

histologiques à l’acide périodique de Schiff et au bleu alcian sur des coupes de côlon mutant 

inflammatoire ont révélé un déséquilibre dans la composition du mucus, avec une 

surproduction de mucines de type acide. Le niveau d’expression de  Muc2 et Muc4 ne 

change pas de manière significative. Néanmoins, des altérations affectant la qualité du 

mucus, en particulier des anomalies de glycosylation et sulfatation des mucines, pourraient 

être à l’origine des défauts de perméabilité et de perte d’intégrité de la barrière épithéliale. 

Des analyses du niveau d’expression de Chst4 et Gal3st2, deux enzymes impliquées dans la 
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maturation du mucus, ont permis de mettre en évidence une altération de ces dernières 

chez les souris mutantes.  

 

2.3 Ségrégation anormale de bactéries et dysbiose 

 

La détection des bactéries par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) associée à un 

marquage de l’épithélium par la mucine Muc2 ont permis de mettre en évidence des zones 

de contact direct entre les bactéries et les cellules épithéliales chez les souris mutantes alors 

que chez les souris contrôles l’épithélium intestinal est bien protégé des bactéries par le 

mucus. A partir d’analyses de pyroséquencage on a pu démontrer un déséquilibre de la flore 

commensale à 9 semaines avec une diminution des campylobacterales. 

 

2.4 Inflammation 

 

Les souris α6ΔIEC présentent très tôt des signes d’inflammation qui se traduisent 10 semaines 

après la naissance par le développement d’un prolapsus rectal. Ceci est corrélé à une 

augmentation significative de la prolifération cellulaire (marquages BrdU et Ki67) et de la 

hauteur des glandes  ainsi qu’à une infiltration de cellules immunitaires CD11b+ et de 

cellules CD4+. L’analyse des différentes populations de cellules inflammatoires par FACS sur 

la rate et la lamina propria des souris ont permis d’identifier une augmentation des 

neutrophiles et macrophages chez les mutants comparés aux témoins. De plus, le dosage de 

plusieurs cytokines pro-inflammatoires ont permis de démontrer l’augmentation de la 

sécrétion des cytokines IL-1β et IL-18 dans le colon chez les souris mutantes.  

 

2.5 Des traitements antibiotiques diminuent partiellement le phénotype, ceci 

est corrélé à la diminution  de la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 chez les souris 

α6
ΔIEC

 

 

Afin de définir plus finement le rôle de la flore bactérienne dans le développement du 

phénotype dans notre modèle, nous avons effectué des traitements antibiotiques (ATB) sur 
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des souris mutantes et témoins âgées de 6 semaines, afin d’éliminer les bactéries de la flore 

intestinale. Les souris α6ΔIEC traitées aux ATB présentent une diminution de l’inflammation 

comparées aux souris α6ΔIEC non traitées aux ATB. Ceci est corrélé à une diminution 

significative de la hauteur des glandes et de l’infiltration de cellules CD11b positives. De plus, 

le dosage des cytokines IL-1β et IL-18, a permis de mettre en évidence un retour au niveau 

basal de la sécrétion de IL-1β et une diminution partielle de la sécrétion d’IL-18 chez les 

souris α6ΔIEC traitées aux ATB comparées aux souris non traitées. De manière intéressante, 

ces résultats évoquent que la sécrétion d’IL-18 n’est que partiellement dépendante des 

bactéries.  

 

2.6 Rôle de l’immunité adaptative 

 

Les souris α6ΔIEC développent toutes des adénocarcinomes de différents grades allant de la 

tumeur in situ au carcinome hautement infiltrant dans un délai de 10-12 mois. Les lésions 

sont principalement localisées dans le rectum, plus rarement dans le côlon. Pour analyser 

plus précisément le rôle de l’immunité adaptative, nous avons croisé les souris α6ΔIEC avec 

les souris Rag1-/-, qui ont une absence de différenciation des lymphocytes T et B. A des 

stades inflammatoires, les souris doubles mutantes α6ΔIEC Rag1-/- présentent les mêmes 

signes d’inflammation que les souris simples mutantes α6ΔIEC. Ceci suggère que l’immunité 

adaptative joue peu de rôle dans l’établissement de l’inflammation chronique, et que celle-ci 

est dépendante de l’immunité innée. Cependant, par des analyses histologiques et 

anatomopathologiques à des stades tardifs (1 an), nous avons pu observer de manière 

saisissante que les souris doubles mutantes α6ΔIEC Rag1-/- ne présentaient que des lésions 

de bas grade alors que les souris simples mutantes α6ΔIEC  présentaient des carcinomes. Ces 

résultats suggèrent que l’immunité innée est probablement impliquée dans l’établissement 

de l’inflammation alors que l’immunité adaptative est impliquée dans le développement de 

tumeurs. 
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3.  Les principales conclusions de l’article 

 

-La sous-unité d’intégrine α6 est essentielle au maintien de l’homéostasie intestinale, son 

inactivation conduit au développement spontané d’inflammation chronique et de cancers 

colorectaux. 

-L’absence de l’intégrine α6 conduit à la perte de la barrière épithéliale, une augmentation 

de perméabilité, une altération du mucus et une dysbiose. 

-L’inflammation est caractérisé par une hyperprolifération, une infiltration de cellules CD11+ 

et une hypersécrétion des cytokines IL-1β et IL-18 

-L’inflammation est indépendante de l’immunité adaptative et partiellement dépendante 

des bactéries. 

-Les traitements antibiotiques diminuent clairement la sécrétion d’IL-1β et l’infiltration de 

cellules CD11b+ mais ne diminuent que partiellement la sécrétion d’IL-18 

-D’autres mécanismes sont impliquées dans la sécrétion d’IL-18 

-Le développement de cancers colorectaux chez α6ΔIEC est fortement dépendant du système 

immunitaire adaptatif. 

 

Le phénotype observé chez les souris α6ΔIEC est multifactoriel et implique de nombreux 

mécanismes. Des analyses complémentaires liées directement ou indirectement à cet article 

seront détaillé respectivement dans les chapitres 2 et 3 des résultats. 
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Intestinal� inflammation� in� �6�IEC�mice� is� independent� of� the� adaptive� immune�

response�
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animals and almost complete separation in weaned animals. ��� Assessment of Campylobacterales abundance 
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Cascade of events leading to colorectal inflammation and carcinogenesis
 Loss of hemidesmosomes (HDs); epithelial integrity compromised
 Mucin barrier integrity compromised; microbiota composition altered
 Inflammation characterized by myeloid cell infiltration, mostly lymphocyte-independent
 Adenocarcinoma formation, lymphocyte-dependent

1
2
3
4

Figure 11: Model of the sequence of events leading to colorectal inflammation and carcinogenesis
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integrity of the mucin layer, as well as the microbiota composition, become altered. Third, altered epithelial 

barrier function triggers an inflammatory response, induced in part by bacteria since antibiotic treatment strongly 

reduces inflammation. Inflammation relies on engagement of the innate immune system, mostly independently 
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responsible for spontaneous adenocarcinoma formation in all animals.Transformation into invasive tumours 

involved the adaptive immune system.
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Supplemental Figure 1: Construction and validation of the intestine-specific Itga6-deficient mice 

(A) Top: 3’-genomic region of the murine Itga6 gene showing the exons encoding the transmembrane 

domain (TM) and the alternative cytoplasmic domains �6A and �6B (red boxes). Probes 1-3 were used to 

screen ES cells through Southern blotting. The targeting vector was a BamHI-XhoI fragment with 8.6 kb of 

Itga6 sequence, which included a PGKNeo cassette (grey box) flanked by 2 loxP sequences, and a 3rd 

loxP with an engineered EcoRI site (green flags). The targeted allele obtained in ES cells contains 3 loxP 

sequences (L3). The floxed allele is produced after transfection with a Cre expression vector. The recombi-

ned allele after complete excision of the region between the loxP sequences lacks the transmembrane and 

cytoplasmic A-B exons (deleted allele). AHO65, AHM3 and AHM4 primers were used for genotyping 

(sequences available upon request). B, BamHI; H, HindIII; R, EcoRI; S, SalI; Sc, SacI; X, XhoI. (B) 
Southern blot analysis of targeted ES cell clones. Lanes 1, 2:  EcoRI digestion of parental (1) and targeted 

(2) DNA. An expected additional fragment of 5.7 kb (arrowhead, L3 allele) is observed after hybridization 

with probe 3. Lanes 3-5: SacI digestion to verify the correct insertion of the 5’ end. Arrowhead marks the 

additional expected 5.4 kb SacI fragment obtained in 2 targeted clones (lanes 4, 5, L3 allele) after hybridiza-

tion with probe 1 outside the construct. Lanes 6, 7: after Cre expression in ES cells, one clone contains the 

floxed allele in lane 7. Arrowhead marks the novel 10 kb EcoRI band of this floxed allele. (C) PCR analysis. 

Upper panel: results of mice genotyping performed with AHM3/AHM4 primers to visualize the floxed allele 

and with Cre-specific primers to visualize the Cre transgene. Lanes 2 and 3 correspond to the mice used to 

verify the specificity of the Itga6 deletion in the mutant intestinal epithelium, showed in the lower panels. 

Intestinal DNA was extracted from mechanically dissociated colonic epithelium (Epi.) and non-epithelial 

tissue (N. Epi.) and then analyzed by PCR with AHM3/AHM4 primers and with AHO65/AHM4 primers to 
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Supplemental Figure 2: Intestinal epithelial cells of �6���� mice do not express �6�4-integrin chains but still 
express �1-integrin
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������� mice display altered expression of the laminin �2 (Lamc2), and of the sulfo-
transferases Chst4 and Gal3st2 mRNAs during disease progression
(A-C) RT-qPCR analysis of Lamc2 (A), Chst4 (B) and Gal3st2 (C) mRNA expression in the recto-anal mucosa of 

��������
��'
��)*,/ mice at 9 or 52 weeks of age. Results are displayed as scattered dot plots (error bars, standard 

deviation). Dots represent the relative mRNA expression normalized by Hprt mRNA levels. *, p<0.05; **, p<0.01.
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Supplemental Figure 4: The Itga6-deficient intestinal epithelial cells retained their polarity in �6���� mice
Immunofluorescence analysis of colons from suckling control and �6)*,/ mice showing comparable apical staining 
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mutant sections; cell polarity was retained in �6)*,/
epithelium. Nuclei are stained with DAPI (blue). e, epithelium; 

lp, lamina propria; lu, lumen. Scale bars, 50 μm.
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Supplemental Figure 9: IL-1� and IL-18, but not TNF-��������������	��������������������� colons
(A) Correlation analysis of IL-1� and IL-18 levels from colonic explants in untreated mutant animals (p<0.0001, 

Spearman's test) (see Figure 8). (B) Quantification of the levels of TNF-�� IL-6 and IL-17 secreted in the culture 

medium of colon explants cultured for 24 hours. Results for 9-week old untreated and antibiotic-treated animals 

are illustrated. Note that the levels of these pro-inflammatory cytokines were similar in control and mutant culture 

medium. Filled symbols, wild-type explants; open symbols, mutant explants; ATB, antibiotics.
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to the upper third of the crypts, in mutant crypts Muc4 was detected in the lumen and at the apical membrane of 

goblet cells. Scale bars, 100 μm. (D, E)
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mutant. Left panels: Muc2+ and Muc4+ mucus lakes (asterisks) infiltrated in the muscle layer (m). Right panels: 

Muc2+ and Muc4+ material in the lumen (asterisks) and in the cells lining the mucus-filled cysts. Note again that 

Muc4 appears to mark the membrane of goblet cells. Scale bar, 100 μm.  e, epithelium; lu, lumen; m, muscle 

layer.
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Tableau 1: liste des 20 protéines régulatrices de gènes ayant les scores d’activation les plus élevés d’après 

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

La liste des gènes analysés a été établie en sélectionnant les gènes dont le rapport des niveaux d’expression 
(zones tumorales)/(zones inflammatoires) est supérieur à 2 ou inférieur à 0,5 et une valeur p <0,01. Le tableau 
indique de gauche à droite, le symbole du gène codant la protéine régulatrice, le facteur de modification s’il est 
significatif, le type de molécule, l’état d’activation, le score d’activation et la valeur p de l’analyse attribués par 
le programme IPA. 

Tableau 2: Liste des 5 réseaux moléculaires ayant les scores les plus élevés 

La liste des gènes analysés a été établie en sélectionnant les gènes dont le rapport des niveaux d’expression 
(zones tumorales)/(zones inflammatoires) est supérieur à 2 ou inférieur à 0,5 et une valeur p <0,01. Les gènes 
indiqués en gras sont ceux dont l’expression varie au sein du réseau, une flèche rouge indiquant une 
surexpression, une flèche verte indiquant une sous-expression. Le réseau 1 (le plus activé) est détaillé dans la 
Figure 1.  

© 2000-2014 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Upstream Regulator Fold Change Molecule Type Predicted Activation State Activation zp-value of overlap

TNF  cytokine Activated 3,968 7,88E-17

IL1B 8,326 cytokine Activated 3,454 2,81E-14

TNFSF12  cytokine Activated 2,899 3,84E-10

KRT17  other Activated 2,828 3,06E-08

ERK1/2  group Activated 2,772 8,35E-07

IKBKB  kinase Activated 2,700 4,31E-10

TLR3  transmembrane receptor Activated 2,660 1,76E-09

MYD88  other Activated 2,640 2,35E-12

TLR9  transmembrane receptor Activated 2,622 2,73E-11

PTPRJ  phosphatase Activated 2,449 1,17E-04

OSM  cytokine Activated 2,448 5,11E-11

RUNX2  transcription regulator Activated 2,425 1,58E-07

SPP1 4,812 cytokine Activated 2,425 2,70E-05

MAP3K1  kinase Activated 2,412 1,75E-07

PLAU  peptidase Activated 2,408 2,91E-12

EGR1  transcription regulator Activated 2,367 2,47E-06

TNFRSF1A  transmembrane receptor Activated 2,208 5,65E-06

P38 MAPK  group Activated 2,135 7,23E-08

MAP3K8  kinase Activated 2,095 3,64E-04

CSF1  cytokine Activated 2,000 5,93E-05



II- Analyse des mécanismes moléculaires impliqués dans 

carcinogenèse associée à l’inflammation dans le modèle α6
ΔIEC

 
 

 

Plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires sont impliqués simultanément dans 

le phénotype observé chez les souris α6ΔIEC. Nous avons en plus des résultats présentés dans 

l’article soumis, analysé d’autres voies de signalisation et d’autres mécanismes moléculaires 

potentiellement impliqués dans l’initiation de l’inflammation et la progression tumorale. En 

effet, le phénotype observé chez les souris α6ΔIEC est une succession d’évènements 

reproductibles qui conduit au développement de cancers colorectaux chez 100% des souris 

mutantes. Cette observation suggère fortement que l’inactivation de l’intégrine α6 conduit 

non seulement à la perte de l’homéostasie mais oriente le phénotype vers une progression 

pro-tumorale. Je me suis donc attaché à définir les mécanismes et les voies de signalisation 

impliqués dans la carcinogenèse chez les souris α6ΔIEC. 

1. Analyse du transcriptome 
 

Stratégie 

 

La transformation cellulaire résulte de l’accumulation dans la cellule de mutations 

génétiques conduisant par exemple à l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur ou à 

l’activation d’oncogènes. De manière générale, ce processus fait intervenir de nombreuses 

voies cellulaires apportant à la cellule un avantage sélectif. Notre stratégie a consisté à 

définir trois stades chez des souris témoins et α6ΔIEC âgées de 53-80 semaines : le stade 

normal (issu de la muqueuse de souris témoins), le stade inflammatoire (tissu inflammatoire 

des souris  α6ΔIEC) et le stade tumoral (tumeur des souris α6ΔIEC). Dans le but de définir une 

signature moléculaire dans ces trois contextes différents, le tissu provenant des zones 

inflammatoires et des zones tumorales des souris α6ΔIEC a été prélevé par macro-dissection, 

à l’aide d’un scalpel, à partir de coupes congelées comprenant le compartiment recto-anal ; 

la muqueuse rectale normale des souris témoins a quant à elle été récupérée en raclant 
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Figure 1: Réseau moléculaire enrichi dans les zones tumorales dans le modèle α6ΔIEC 

Illustration du réseau moléculaire ayant le score attribué par IPA le plus élevé. Les gènes surexprimés sont 
indiqués en rouge et les gènes sous-exprimés sont indiqués en vert. L’intensité de la couleur correspond au 
niveau d’expression. Les flèches pleines montrent les interactions directes et les flèches en pointillés les 
interactions indirectes. 



l’épithélium de surface à l’aide d’une lame de verre. A partir des échantillons collectés, nous 

avons initié une comparaison du transcriptome par puces à ADN (Affymetrix) du tissu 

tumoral par rapport au tissu inflammatoire (tissu adjacent) et à l’épithélium normal. 

L’analyse des données Affymetrix a été réalisée grâce à un programme de traitement de 

données de puces à ADN appelé « Ingenuity Pathway Analysis ». Ce programme permet 

d’analyser à partir d’une liste de gènes et en utilisant une base de données de la littérature, 

le lien entre différents gènes que nous sélectionnons, les processus biologiques activés 

(cancer, maladies inflammatoires…) et les régulateurs en amont de ces gènes sélectionnés. 

Finalement, le programme attribue à chaque analyse un score et une probabilité p qui 

permet de déterminer la solidité et validité de l’analyse. 

Résultats 

 

Nous avons essentiellement focalisé notre analyse sur la signature moléculaire des zones 

tumorales comparées aux zones inflammatoires. Cette analyse permet de caractériser les 

réseaux moléculaires enrichis dans les zones tumorales. Les données ont été filtrées en 

comparant les zones tumorales (A) aux zones inflammatoires (R)  et en sélectionnant les 

gènes dont le niveau d’expression a un ratio A/R supérieur à 2 ou inférieur à 0.5 et une 

valeur p <0,01. Cette analyse a permis d’identifier plusieurs protéines impliquées dans la 

régulation des gènes. Le tableau 1 illustre les 20 régulateurs dont les scores, attribués par 

« Ingenuity Pathway Analysis », sont les plus élevés. Nous retrouvons plusieurs gènes 

impliqués dans l’inflammation comme les cytokines pro-inflammatoires TNF et Il-1β, des 

protéines engagées dans la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes 

ou dégâts cellulaires, MyD88, TLR3 et TLR9, des kinases impliquées dans la prolifération, P38 

MAPK et ERK1/2, ou des protéines liées au cytosquelette et à la matrice extracellulaire 

comme KRT17 (kératine 17) et PLAU (Activateur du Plasminogène de type urokinase). De 

plus, l’analyse des liens directs ou indirects entre les différents gènes a permis de mettre en 

évidence plusieurs réseaux moléculaires dont les plus activés sont illustrés dans le tableau 2. 

Une vue plus détaillée du réseau moléculaire le plus activé est présentée dans la figure 1. 

Parmi les membres de ce réseau on peut citer plusieurs gènes impliqués dans le remodelage 

de la matrice extracellulaire comme les MMP13, MMP9 et MMP8. D’autres protéines sont 
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Figure 2: Validation par RT-qPCR  des altérations d’expression de gènes impliqués dans le remodelage 

de la matrice et dans la carcinogénèse colorectale sélectionnés à partir des analyses Affymetrix 

Niveau d’expression de différents gènes sélectionnés après analyse Affymetrix évalué par RT-qPCT à 
partir de rectum de souris témoins et α6ΔIEC âgées de 52 semaines. Les valeurs représentent l’expression 
relative de l’ARNm normalisée par rapport à l’expression de l ’ARNm du gène de référence HPRT. ns, non 
significatif; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 
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impliquées dans l’inflammation telles qu’IL-1β, Il-1α, Il1rl1 (ST2), S100A9, CXCL6 (CXCL5), IL-

1R, saa3 et Reg3γ.  

En plus des analyses des données par « Ingenuity Pathway Analysis», nous avons sélectionné 

et validé par RT-qPCR à partir d’échantillons de rectum provenant de souris âgées d’un an, 

certains gènes impliqués dans le remodelage de la matrice et dans la carcinogénèse 

colorectale (Fig. 2). Parmi ceux-ci, plusieurs gènes codant pour des MMP sont fortement 

surexprimés et probablement impliqués dans l’invasion tumorale. Des gènes plus 

directement impliqués dans la transformation tumorale sont également surexprimés comme 

C-Myc, un facteur de transcription associé à plusieurs cancers, la cycline D1 (CCND1) qui joue 

un rôle essentiel dans le cycle cellulaire, Bmp8 qui est impliqué dans la voie TGF-β et FOXO3 

(Forkhead box O3), un facteur de transcription associé aux cancers colorectaux. .  

En outre, l’analyse des données de puces à ADN a permis d’identifier une forte activation de 

la voie de synthèse de la prostaglandine E2 (Fig. 3). Cette voie est impliquée dans la 

tumorigenèse colorectale notamment dans les stades tardifs de la transformation. 

L’inhibition de COX2 diminue le temps d’apparition des tumeurs chez les souris APCMin 

(Brown and DuBois, 2005). Nous avons pu confirmer, par RT-qPCR, l’augmentation de 

l’expression de COX2 (ptgs2), un élément-clé de cette voie (Fig. 3).  

Conclusion : 

 

-L’analyse du transcriptome a permis d’identifier plusieurs réseaux moléculaires activés dans 

les tumeurs et de nombreux gènes régulateurs. 

-Parmi les régulateurs, plusieurs protéines impliquées dans l’inflammation sont présentes 

telles que TNF, Il-1β, MyD88, TLR3 et TLR9.  

-Le réseau le plus activé contient de nombreuses protéines impliquées dans le remodelage 

de la matrice extracellulaire et l’inflammation telles que CXCR2, CXCL5, ST2 et  Il-1β. 

-La voie de synthèse de la prostaglandine E2 est probablement activée dans le modèle α6ΔIEC.  
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Figure 4: Altération de l’expression du récepteur ST2 et de la sécrétion de la cytokine sST2 dans le 

modèle α6ΔIEC 

(A) Niveau d’expression de ST2L dans le rectum évalué par RT-qPCR sur 5 souris témoins et 4 souris  α6ΔIEC 
âgées de 9 semaines. Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée par rapport à 
l’expression du gène de référence HPRT. *,p<0,05. (B) Dosage par ELISA de la protéine sécrétée sST2 dans 
le milieu de culture issu d’explants de côlon cultivés pendant 24h. Le traitement aux antibiotiques (ATB) a 
été ou non administré à des animaux âgés de 6 semaines, pendant une durée de 3 semaines avant 
sacrifice. ns, non significatif; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 

A B 

Gènes Ratio  (A/R) Ratio (R/T) 

Phospholipase A2 1,17 13,1 

Cyclo-oxygénase 2 4,29 17,52 

Prostaglandine E synthase 1,85 4,88 

15-hydroxyprostaglandine 

déshydrogénase 
-1,78 -3,38 
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Figure 3: Activation de la voie de synthèse des prostaglandines dans le modèle α6ΔIEC  

(A) Tableau récapitulatif illustrant les variations d’expression des membres de la voie de synthèse des 
prostaglandines entre les zones tumorales et les zones inflammatoires (A/R), et entre les zones 
inflammatoires et la muqueuse rectale normale de souris témoins (R/T). (B) Niveau d’expression de COX2 
dans le rectum de souris témoins (n=8) et α6ΔIEC (n=7) âgées de 52 semaines.** *,p<0,001. 

A B 



2. Dérégulation de ST2 dans le modèle α6
ΔIEC 

 

Les données de puces à ADN ont permis de mettre en évidence l’implication et 

l’enrichissement de nombreuses cytokines et protéines de l’inflammation dans les zones 

tumorales parmi lesquelles plusieurs cytokines et récepteurs de la famille IL-1. Le récepteur 

dont le niveau d’expression de l’ARNm est le plus augmenté  est ST2. La voie de signalisation 

IL-33/ST2 est impliquée dans le développement des maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin. Les souris déficientes en IL-33 ou ST2 sont en effet moins susceptibles de 

développer une inflammation après traitement au DSS (Oboki et al., 2010; Sedhom et al., 

2013). Il existe deux formes majoritaires de la protéine ST2, la forme membranaire ST2L et la 

forme sécrétée ou soluble sST2. Les deux protéines ont un rôle inverse, la protéine sST2 joue 

en effet un rôle d’antagoniste lorsqu’elle est sécrétée et va venir se lier au ligand IL-33 afin 

d’empêcher sa liaison au récepteur ST2L.  

La protéine ST2 est affectée par la perte de l’intégrine α6 et est probablement impliquée 

dans le phénotype observé chez les souris α6ΔIEC. L’implication de cette protéine sera plus 

détaillée dans la partie 4 des résultats. Nous avons observé chez les souris α6ΔIEC comparées 

aux souris témoins, une augmentation du niveau d’expression de l’ARNm codant pour la 

forme membranaire de la protéine ST2 (ST2L) (Fig. 4A). Le dosage par ELISA de la protéine 

soluble ST2 (sST2) sécrétée dans le milieu de culture issu d’explants de côlon est en revanche 

équivalent chez les souris α6ΔIEC et les souris témoins. De manière étonnante, après 

traitement aux antibiotiques, le niveau de sécrétion de la protéine sST2 est augmenté chez 

les souris témoins et les souris α6ΔIEC, en étant 2 fois plus élevé chez les souris α6ΔIEC (Fig. 

4B). Ce résultat démontre que les bactéries interviennent dans la voie de signalisation du 

récepteur ST2 en influençant la sécrétion de la protéine sST2. Cette sécrétion est exacerbée 

chez les souris α6ΔIEC. 

3. Diminution du niveau d’expression de la protéine Nrlp6 chez les 

souris α6
ΔIEC 

 

La sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 apparait comme cruciale dans le développement de 

l’inflammation chez les souris α6ΔIEC. Cette sécrétion est essentiellement contrôlée par 
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Figure 5: Diminution de l’expression de Nlrp6 dans le modèle α6ΔIEC  

(A) Niveau d’expression de Nlrp6 dans le rectum évalué par RT-qPCR sur 5 souris témoins et 4 souris  α6ΔIEC 
âgées de 9 semaines. Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée par rapport à 
l’expression du gène de référence HPRT. *,p<0,05. (B-C) Analyse par Western blot (B) et quantification (C) de 
l’expression de la protéine Nlrp6 dans des échantillons de rectum issus d’animaux âgés de 6 à 13 semaines. 
(B) Deux exemples représentatifs de chacun des groupes (Témoins et α6ΔIEC) sont illustrés. (C) Quantité 
relative de Nlrp6 évaluée par ImageJ (Intensité de la bande Nlrp6/ intensité de la bande β-tubuline) (n=8 par 
groupe).**,p<0,01.  

α6ΔIEC 

α6ΔIEC MyD88 -/- 

IL-18 ST2L 

Figure 6: La sécrétion d’IL-18 dans le modèle α6ΔIEC est dépendante de la voie MyD88 
(A) Aspect macroscopique du gros intestin des souris α6ΔIEC et α6ΔIEC MyD88 -/-. (B) Niveau d’expression, 
évalué par RT-qPCR, d’IL-18, d’IL-1β de ST2L dans le côlon distal de souris α6ΔIEC (n=3) et α6ΔIEC MyD88 -/- 

(n=4) âgées de 11 et 14 semaines. Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée 
par rapport à l’expression du gène de référence HPRT. ns, non significatif. (C) Dosage par ELISA des 
cytokines IL-1β et IL-18 sécrétées dans le milieu de culture issu d’explants de côlon cultivés pendant 24h. 
Les animaux suivants âgés de 9-10 semaines ont été comparés: Témoins (n=3), simple-mutants α6ΔIEC 
(n=7), simple-mutants MyD88 -/-  (n=5) et double-mutants α6ΔIEC MyD88 -/- (n=5). ns, non significatif; *, 
p<0,05; **, p<0,01.  
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l’inflammasome et les TLR. A partir des analyses du transcriptome, on a pu remarquer que 

parmi les protéines de l’inflammasome, le gène codant pour Nlrp6 est celui qui est le plus 

dérégulé chez les souris α6ΔIEC. La protéine Nlrp6, l’un des membres de l’inflammasome, a 

récemment été impliquée dans la dysbiose et la les processus responsables de la sécrétion 

du mucus (Elinav et al., 2011; Wlodarska et al., 2014). Les souris déficientes en Nlrp6 sont 

également plus susceptibles de développer une inflammation induite par le DSS (Normand 

et al., 2011). L’analyse par RT-qPCR du niveau d’expression de l’ARNm codant pour la 

protéine Nlrp6 a permis de mettre en évidence une diminution de ce dernier chez les souris 

α6ΔIEC comparées aux souris témoins (Fig. 5A). Cette diminution a également été confirmée 

au niveau protéique par Western Blot (Fig. 5B-C). 

4. La sécrétion d’IL-18 est dépendante de la protéine adaptatrice 

MyD88 chez les souris α6
ΔIEC 

 

La protéine adaptatrice MyD88 est impliquée dans la transduction du signal dans la quasi-

totalité des voies des TLR, elle est de se fait un acteur majeur du système immunitaire inné. 

De plus, la protéine a été identifiée dans nos analyses « IPA » comme l’un des régulateurs de 

gènes les plus activés (tableau 1). Les TLR sont impliqués dans la sécrétion des cytokines IL-

1β et IL-18 ; ils interviennent, essentiellement à travers la voie NF-kB, dans l’induction de 

l’expression des ARNm codant pour les formes immatures (pro-IL-1β et pro-IL-18) de ces 

deux cytokines. Afin de déterminer le rôle de la protéine MyD88 dans la sécrétion de ces 

deux cytokines et sa contribution dans l’apparition des phénotypes, nous avons croisé les 

souris α6ΔIEC avec les souris déficientes en MyD88 (souris MyD88
-/-). Les souris double-

mutantes α6ΔIEC
MyD88

-/- comparées aux souris α6ΔIEC ne présentent globalement pas de 

claire différence au niveau du phénotype macroscopique (Fig. 6A). Le niveau d’expression 

d’IL-1β, d’IL-18 et de ST2 est équivalent entre les souris α6ΔIEC
MyD88

-/- et les souris α6ΔIEC 

(Fig. 6B), ce qui suggère que la protéine MyD88 n’est pas impliquée dans l’induction de 

l’expression de ces gènes. Cependant, le dosage des cytokines IL-1β et IL-18 dans des milieux 

de culture d’explant de côlon a permis de mettre en évidence une diminution du niveau de 

sécrétion d’IL-18 chez les souris α6ΔIEC
MyD88

-/- comparées aux souris α6ΔIEC. Par contre, le 

niveau de sécrétion d’IL-1β reste élevé chez les souris α6ΔIEC
MyD88

-/- comparées aux souris 
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Figure 7: Evaluation de l’effet du stress mécanique sur la réponse inflammatoire dans le modèle α6ΔIEC  

(A) Dosage par ELISA des cytokines sST2 et IL-1β sécrétées dans le milieu de culture issu d’explants de côlon 
de souris âgées de 9 semaines alimentées ou non avec de la nourriture gélifiée (NGEL). (B) Niveau 
d’expression de ST2L et d’IL-1β, évalué par RT-qPCR, dans le rectum de souris âgées de 9 semaines 
alimentées ou non avec de la nourriture gélifiée (NGEL). Les valeurs représentent l’expression relative de 
l’ARNm normalisée par rapport à l’expression du gène de référence HPRT. ns, non significatif; *, p<0,05; **, 
p<0,01. 

Figure 8: Caractérisation de la réponse Th1/Th17 dans les lymphocytes T CD4+ chez les souris α6ΔIEC 

Niveau d’expression, évalué par RT-qPCR, de l’INF-γ, IL-17a, IL-13 et IL-4, dans des cellules CD4+ isolées de la 
lamina propria du compartiment colorectal de souris témoins (n=6) et α6ΔIEC (n=6) âgées de 9 semaines. Les 
valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée par rapport à l’expression du gène de 
référence HPRT. ns, non significatif; **, p<0,01. 
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témoins (souris MyD88
-/-) et est équivalent à celui des souris α6ΔIEC (Fig. 6C). Cette analyse 

démontre que la sécrétion des cytokines IL-18 et IL-1β est régie par deux mécanismes 

distincts, la sécrétion d’IL-18 est totalement dépendante de la protéine MyD88 alors que 

celle d’IL-1β est indépendante de MyD88 et dépendante des bactéries. De plus, l’expression 

de l’ARNm de ST2 n’est pas affectée par l’inactivation de MyD88, ce qui suggère que d’autres 

mécanismes sont potentiellement responsables de cette augmentation tels que le stress 

mécanique. 

5. Quelle est la contribution du stress mécanique dans le phénotype 

de la souris α6
ΔIEC

? 
 

La perte de l’hémidesmosome dans l’épithélium intestinal des souris mutantes conduit à une 

fragilisation de l’épithélium. De nombreuses zones présentent un détachement de 

l’épithélium qui peut être exacerbé par les frottements mécaniques, très importants dans le 

compartiment colorectal. De plus, cette fragilité du tissu, induit chez la souris une multitude 

de cycles de lésions et réparations qui peut être à l’origine de l’inflammation et à la 

formation de tumeurs colorectales. Les souris α6ΔIEC ont été soumises à un régime 

alimentaire exclusivement constitué de nourriture gélifiée afin de diminuer les stress 

mécaniques causés par le transit de la nourriture solide dans l’intestin. Ce traitement 

provoque une amélioration modérée du phénotype macroscopique qui est associée à une 

diminution partielle mais non significative de l’expression de l’ARNm de ST2  et de la 

sécrétion d’IL-1β (Fig. 7A-B). Cependant, le niveau d’expression d’IL-1β et de sécrétion d’IL-

18 ne sont pas modifiés (Fig.4A-B) 

6. Caractérisation de la réponse adaptative. 
 

Nous avons pu récemment montrer que la progression tumorale dans le modèle de souris 

α6ΔIEC requiert la participation de l’immunité adaptative. L’analyse sur des cellules CD4+ 

isolées de la lamina propria du côlon a permis de mettre en évidence une augmentation 

statistiquement significative de l’expression de l’interferon-γ et de l’interleukine 17a par RT-

qPCR chez les souris α6ΔIEC comparées aux souris témoins (Fig. 8). L’interféron-γ et 
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Figure 9: Diminution de l’expression de la protéine APC chez les souris α6ΔIEC 

(A-C) Analyse par Western blot de l’expression de la protéine APC dans des échantillons de côlon proximal 
(A et C) et de  rectum (B) issus d’animaux âgés de 6 à 13 semaines. La protéine APC a été détectée avec 
l’anticorps C-20 (A et B) ou l’anticorps Ab1 (C). (D) Niveau d’expression de l’ARNm d’APC, évalué par RT-
qPCR,  d’APC dans le rectum de souris témoins (n=8) et α6ΔIEC (n=7) âgées de 52 semaines. (E-F) Validation 
des bandes correspondant à la protéine APC détectées par les anticorps C-20 (E) et Ab1 (F) à partir de 
lignées cellulaires connues pour exprimer ou non la protéine APC. Pour l’ensemble des Western blot, la 
lamine A a été utilisée comme protéine de référence. .** *,p<0,001. 
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l’interleukine 17a correspondent respectivement à une réponse de type Th1 et Th17. Le 

niveau d’expression des interleukines 4 et 13, caractéristiques de la réponse Th2, n’est pas 

affecté. 
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Figure 10: Analyse de la voie Wnt/β-caténine en l’absence de l’intégrine α6 

(A) Analyse par Western blot de l’expression de la protéine APC dans la lignée cellulaire HCT116 après 
transfection avec des ARN interférents (siRNA) contrôles (CTL) ou dirigés contre l’intégrine α6 (ITGA6). (B) 
Analyse par Western blot de l’expression de la  Phospho-GSK3β (ser9) dans des échantillons de côlon 
proximal de souris âgées de 6-13 semaines. (C) Immunodétection de la β-caténine (marquage brun) sur des 
coupes histologiques de rectum d’une souris témoin (à gauche) et d’une souris α6ΔIEC (à droite) montrant une 
zone  inflammatoire  et une zone tumorale. Barres, 50 μm. 
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III- Analyse de la voie Wnt/β-caténine dans le modèle α6
ΔIEC 

 

Stratégie 

 

La voie Wnt/β-caténine est décrite comme l’une des premières voies impliquées dans la 

carcinogénèse colorectale. 80% des cancers colorectaux présentent des mutations de la 

protéine suppresseur de tumeur APC (Fearon, 2011). La protéine APC fait partie d’un 

complexe de dégradation de la β-caténine constitué notamment de l’axine, de GSK3β et de 

la CK (caséine kinase). L’inactivation d’APC conduit à l’accumulation dans le cytoplasme de la 

β-caténine qui va se délocaliser dans le noyau cellulaire.  Les souris α6ΔIEC développent 

préférentiellement des cancers au niveau distal du compartiment colorectal. Notre stratégie 

a consisté à analyser le niveau d’expression de la protéine APC par Western blot à différents 

âges et à différents niveaux du compartiment colorectal (côlon proximal, côlon distal et 

rectum). Plusieurs analyses biochimiques et histologiques ont ensuite été réalisées sur 

différents membres de la voie Wnt/β-caténine afin de déterminer si cette voie est activée et 

conduit à la translocation nucléaire de la β-caténine dans le modèle α6ΔIEC.  

 

Résultats 

 

L’analyse par Western blot a permis de mettre en évidence une diminution du niveau 

d’expression de la protéine APC chez les souris α6ΔIEC comparées aux souris témoins. Cette 

diminution est observée à des stades précoces (6 semaines) et au niveau de l’ensemble du 

compartiment colorectal (Fig. 9A-B). Au cours de cette analyse, j’ai été confronté à 

d’importantes difficultés techniques, l’anticorps utilisé pour détecter la protéine APC 

(correspondant à la partie C-terminale) révélant plusieurs bandes dont certaines 

aspécifiques.   Afin de confirmer la spécificité de la bande correspondant à APC, j’ai utilisé 

plusieurs lignées cellulaires connues pour exprimer ou non la protéine APC comme contrôle 

positif et négatif (Fig. 9E). J’ai également utilisé un autre anticorps qui reconnait le domaine 

N-terminal de la protéine APC, qui m’a permis de confirmer la diminution de la protéine APC 

dans le compartiment colorectal des souris α6ΔIEC (Fig. 9C-F). Cette diminution est également 

observée au niveau transcriptionnel, le niveau d’expression de l’ARNm codant pour la 
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Figure 11: Protocole du traitement au tamoxifène 

Le tamoxifène a été administré par gavage aux souris témoins et α6ΔIECTAM âgées de 8 semaines à raison 
d’une dose de 10mg de tamoxifène, 2 fois par jour à 8h d’intervalle, et ce, 1 jour sur 2, pendant 5 jours. Les 
animaux ont été sacrifiés 15 jours après la première administration de tamoxifène. 
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C 

Figure 12: Phénotype des souris α6ΔIECTAM 15 jours après traitement au tamoxifène  

(A) Aspect macroscopique du gros intestin des souris témoins et α6ΔIECTAM, 15 jours après le premier 
traitement au tamoxifène. (B) Immunomarquage fluorescent de la sous-unité d’intégrine α6 (en vert) sur 
des coupes congelées de côlon de souris témoins et α6ΔIECTAM; les noyaux ont été marqués au DAPI (en 
bleu). (C) Analyse par Western blot de l’expression des sous-unités d’intégrine α6 et β4 dans des 
échantillons de rectum issus de souris témoins et α6ΔIECTAM 15 jours après le premier traitement au 
tamoxifène. Deux exemples représentatifs de chacun des groupes (Témoins et α6ΔIEC) sont illustrés . 
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protéine APC étant diminué chez les souris α6ΔIEC (Fig. 9D). Dans le but  de déterminer si 

cette diminution était directement liée à l’inactivation de l’intégrine α6, j’ai ensuite utilisé un 

modèle cellulaire, la lignée HCT116, qui exprime à la fois la forme totale de la protéine APC 

et l’intégrine α6. Les cellules HCT116 ont été transfectées à l’aide d’un cocktail de d’ARN 

interférents (siRNA) dirigé contre l’intégrine α6. Soixante-douze heures après l’inactivation 

de l’intégrine α6 nous n’avons pas observé de différence d’expression de la protéine APC 

(Fig. 10A) entre cellules déficientes en intégrine α6 et cellules témoins. La diminution de la 

protéine APC n’est donc pas liée directement à l’inactivation de l’intégrine α6.  

Je me suis ensuite attaché à déterminer si la diminution de la protéine APC conduisait à 

l’activation de la voie Wnt/β-caténine. J’ai analysé par Western blot le niveau de 

phosphorylation de la protéine GSK3β (Ser 9) (Fig. 10B). Aucune différence significative n’a 

été observée pour ces protéines chez les souris α6ΔIEC comparées aux souris témoins (Fig. 

10C). De plus, des marquages immunohistochimiques de la β-caténine ont révélé une 

translocation nucléaire de la β-caténine uniquement dans de rares zones tumorales chez les 

souris α6ΔIEC. L’ensemble de ces résultats suggère que malgré la diminution de la protéine 

APC, la voie Wnt/β-caténine n’est probablement pas activée chez les souris α6ΔIEC. 

 

Conclusion : 

 

-Le niveau d’expression de la protéine APC est diminué chez les souris α6ΔIEC bien que cette  

diminution ne semble pas activer la voie Wnt/β-caténine. 

-Le modèle cellulaire HCT116 a permis de montrer qu’il n’y a pas de lien direct entre 

l’inactivation de l’intégrine α6 et la diminution de la protéine APC. 
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Figure 13: Phénotype des souris α6ΔIECTAM avant et après traitement antibiotique  

(A-D) Analyse du phénotype des souris α6ΔIECTAM comparées aux souris témoins 15 jours après traitement 
au tamoxifène. (A) Perméabilité intestinale évaluée par mesure de l’intensité de la fluorescence retrouvée 
dans le plasma sanguin 5h après gavage des souris témoins et α6ΔIECTAM avec du FITC-dextran. (B-D) 

Analyse des souris témoins et α6ΔIECTAM ayant reçu ou non un traitement antibiotique (ATB). (B) Colorations 
hématoxyline/éosine (H/E) de coupes histologiques de côlon distal de souris témoins et α6ΔIECTAM (+/- ATB). 
Barre, 600 μm. (C) Quantification du nombre moyen de cellules Ki67+ présent par glande (à gauche) ou 
rapporté à la moyenne de la hauteur des glandes (à droite) par animal. Chaque valeur correspond à la 
moyenne des comptages réalisés à partir de 27 glandes. (D) Colorations PAS/bleu alcian (PAS/BA) de coupes 
histologiques de côlon distal de souris témoins et α6ΔIECTAM (+/- ATB). Barre, 300 μm.  
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IV- Analyse des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués 

dans le développement de l’inflammation dans le modèle de souris 

α6
ΔIEC

TAM 

 

La souris α6ΔIEC développe de manière spontanée des cancers colorectaux associés à une 

inflammation chronique dans l’intestin. Nous avons pu caractériser différents mécanismes 

impliqués dans le développement de l’inflammation et dans la formation de cancer. 

Cependant, l’ordre des évènements n’est pas clairement défini. J’ai donc pour étudier plus 

finement la séquence et la cinétique des mécanismes moléculaires et cellulaires, développé 

un modèle de souris, α6ΔIECTAM, où l’invalidation du gène de la sous-unité d’intégrine α6 

dans l’épithélium intestinal peut être induite par administration de tamoxifène.  

 

1. Phénotype des souris α6
ΔIEC

TAM deux semaines après traitement 

au tamoxifène 
 

Stratégie 

 

La lignée de souris α6ΔIECTAM a été développée en croisant les souris portant les allèles 

conditionnels floxés du gène de la sous-unité d’intégrine α6 ((De Arcangelis et ; soumis) avec 

des souris exprimant le gène Cre-ERT2 sous le contrôle du promoteur de la villine (el Marjou 

et al., 2004). Ce croisement permet d’obtenir des souris chez lesquelles l’inactivation de 

l’intégrine α6 dans l’épithélium intestinal peut être induite par administration de 

tamoxifène. Dans le protocole que j’ai utilisé (illustré dans la figure 11),  le tamoxifène a été 

administré à des souris témoins et mutantes âgées de 8 semaines. Les analyses ont ensuite 

été réalisées 2 semaines après traitement, soit  à l’âge de 10 semaines.  
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A 

Figure 14: Profil des sous-populations de cellules inflammatoires présentes dans la lamina propria du 

côlon des souris α6ΔIECTAM. 

(A-B) Analyse et quantification par cytométrie en flux (FACS) des différentes sous-populations de cellules 
inflammatoires présentes dans la lamina propria du côlon de souris témoins et  α6ΔIECTAM (15 jours après 
traitement au tamoxifène). Chaque point représente le nombre total de cellules positives présentes dans le 
compartiment colorectal de chaque animal. ns, non significatif; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. Les 
cellules isolées de la lamina propria sont issues du clon de 7 souris témoins et de 8 souris α6ΔIECTAM. (A) 

Sous-populations de cellules myéloïdes définies comme : Neutrophiles, Ly-6G+ CD11b+ CD11c+; Cellules 
dendritiques (DC) migratoires, Ly6G-/CD11c+/MHC classe II élevé; DC résidentes, Ly6G-/CD11c+/MHC 
classe II intermédiaire;  Monocytes pro-inflammatoires (Mo-proinflammatoires), Ly-6G-/Ly-6C+/CD11c 
bas/MHC class II+/CD64+; Monocytes d’origine dendritique, Ly-6G-/CD11c+/bas CD64+/Ly6C-/MHC classe 
II +; Monocytes, Ly-6G-/Ly-6C+/MHC class II-. (B) Sous-populations lymphocytaires définies comme : 
Lymphocytes T CD4+, CD3+/CD4+; Lymphocytes T CD8+, CD3+/CD8+;  Lymphocytes T, TCRβ+; Lymphocytes 
T, TCRγδ+.  
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Résultats 

 

1.1 Les souris α6ΔIECTAM présentent un détachement épithélial, des altérations du tissu, 

une hyperprolifération et une inflammation, deux semaines après inactivation de 

l’intégrine α6  

 

La lignée de souris α6ΔIECTAM présente, deux semaines après l’invalidation de l’intégrine α6, 

les mêmes défauts et signes d’inflammation que les souris α6ΔIEC. En effet, les souris 

α6ΔIECTAM traitées au tamoxifène montrent plusieurs signes d’altération du compartiment 

colorectal notamment une hypersécrétion de mucus et un épaississement du compartiment 

colorectal (Fig. 12A). Des marquages immunofluorescents sur coupes congelées ont permis 

de vérifier la perte homogène de l’intégrine α6β4 dans l’ensemble du compartiment 

colorectal (Fig. 12B). Nous avons également confirmé cette perte par Western blot (Fig. 

12C). Les souris mutantes présentent une augmentation significative d’environ 2,5 fois de la 

perméabilité intestinale (absorption du FITC-Dextran) comparées aux souris témoins (Fig. 

13A). Au niveau histologique, des colorations à l’hématoxyline/éosine de coupes de côlon 

ont permis de mettre en évidence plusieurs zones de détachement épithélial (Fig. 13B). Ces 

analyses histologiques ont également révélé une hyperprolifération de l’épithélium 

intestinal caractérisée par une augmentation de taille des glandes et du nombre de cellules 

positives pour le marqueur de prolifération Ki67 (Fig. 13C). Bien que chez la souris α6ΔIECTAM 

les fèces présentent une quantité importante de mucus, des colorations de coupes de côlon 

à l'acide périodique de Schiff (PAS) et au bleu alcian (AB) n’ont pas permis  de mettre en 

évidence une claire augmentation de la sécrétion de mucus chez les souris α6ΔIECTAM. 

Cependant, les défauts affectant le mucus ne sont pas à exclure et devront être recherchés 

avec des techniques plus appropriées (Fig. 3D).  

Conclusion:  

Les souris α6ΔIECTAM présentent deux semaines après traitement au tamoxifène, un 

détachement épithélial, une hyperprolifération des cellules épithéliales, une infiltration de 

cellules inflammatoires dans la lamina propria et une inflammation caractérisée par un 

épaississement du compartiment colorectal.  
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Figure 16: Caractérisation de la réponse Th1/Th17 dans les lymphocytes T CD4+ de la lamina propria du 

côlon des les souris α6ΔIECTAM 

Niveau d’expression, évalué par RT-qPCR, de l’INF-γ, IL-17a et IL-4, dans des cellules CD4+ isolées de la 
lamina propria du compartiment colorectal de souris témoins (n=6) et α6ΔIECTAM (n=6) 15 jours après 
traitement au tamoxifène . Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée par rapport 
à l’expression du gène de référence HPRT. ns, non significatif. 

A 

Figure 15: Infiltration de cellules CD11b+ chez les souris α6ΔIECTAM 

(A) Immunomarquage fluorescent du récepteur CD11b (en vert) sur des coupes congelées de côlon de 
souris témoins et α6ΔIECTAM 15 jours après traitement au tamoxifène ayant reçu ou non un traitement 
antibiotique (ATB); les noyaux ont été marqués au DAPI (en bleu) et (B) quantification du nombre de 
cellules CD11b+ infiltrées dans la muqueuse colique par mm2. 
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1.2 Caractérisation de l’inflammation deux semaines après inactivation de l’intégrine α6 

chez les α6ΔIECTAM 

 

Comme pour le modèle de souris α6ΔIEC l’inflammation du compartiment colorectal chez les 

souris α6ΔIECTAM se caractérise par une infiltration de sous-populations de cellules de 

l’immunité innée en particulier les cellules CD11b+. L’analyse par cytométrie en flux (FACS) 

des différentes sous-populations de cellules inflammatoires présentes dans la lamina propria 

a permis de mettre en évidence une augmentation des neutrophiles et des macrophages 

chez les souris α6ΔIECTAM (Fig. 14A). Cette analyse a été confirmée par marquage 

immunofluorescent qui montre une augmentation significative des cellules CD11b+ infiltrées 

dans la muqueuse colique des souris α6ΔIECTAM (Fig. 15A-B).   Cependant, il n’y pas de 

différence entre les souris mutantes et témoins pour les sous-populations lymphocytaires, 

en particulier pour les lymphocytes CD4 positifs (Fig. 14B). De manière intéressante, ce 

résultat est corrélé aux données obtenues précédemment avec les souris double-mutantes 

α6ΔIEC
Rag1

-/- qui suggéraient que l’immunité adaptative n’est pas impliquée dans 

l’inflammation précoce. De plus, le niveau d’expression de l’interféron-γ, de l’interleukine 

17a et de l’interleukine 4 dans les cellules CD4+ isolées de la lamina propria du 

compartiment colorectal n’est pas différent entre les souris α6ΔIECTAM et les souris témoins 

(Fig. 16). Ceci montre que l’immunité adaptative n’est pas activée deux semaines après 

invalidation de l’intégrine α6. 

En plus de l’identification des différentes sous-populations inflammatoires impliquées dans 

l’inflammation, nous avons dosé par ELISA le niveau de sécrétion des cytokines IL-1β, IL-18, 

sST2, IL-17a, INF-γ et TNF-α, à partir de milieux de culture provenant d’explants de côlon 

cultivés pendant 24h ex-vivo (Fig. 7). Les niveaux de sécrétion des cytokines IL-17a, INF-γ, 

sST2 et TNF-α ne sont pas modifiés entre les souris α6ΔIECTAM et les souris témoins. Par 

contre, le niveau de sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 est augmenté chez les souris α6ΔIECTAM 

comparées aux souris témoins. Ces résultats confirment que l’inflammation observée deux 

semaines après traitement au tamoxifène chez les souris α6ΔIECTAM est équivalente à 

l’inflammation observée dans le modèle de souris α6ΔIEC. 
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Figure 17: Augmentation de la sécrétion des cytokines IL-1β et IL-18 dans le modèle α6ΔIECTAM 

Dosage par ELISA des cytokines TNFα, IL-17a, IL-18, INF-γ, Il-1β et sST2 sécrétées dans le milieu de culture 
issu d’explants de côlon cultivés pendant 24h. Le traitement aux antibiotiques (ATB) a été ou non 
administré à des souris témoins et α6ΔIECTAM âgées de 7 semaines, pendant une durée de 3 semaines 
avant sacrifice. Le traitement au tamoxifène a été administré une semaine après le début du traitement 
aux antibiotiques.  ns, non significatif; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 



Conclusion: 

Deux semaines après traitement au tamoxifène, l’inflammation se caractérise chez les souris 

α6ΔIECTAM par une infiltration de cellules CD11b positives et une augmentation de 

neutrophiles et macrophages dans la lamina propria du compartiment colorectal. 

L’inflammation parait en grande partie indépendante de l’immunité adaptative dans ce 

modèle. De plus, l’inflammation est caractérisée comme pour le modèle α6ΔIEC par une 

hypersécrétion des cytokines IL-1β et IL-18.  

 

1.3 Analyse du transcriptome dans le modèle α6ΔIECTAM deux semaines après 

l’inactivation de l’intégrine α6 dans l’intestin 

 

Stratégie 

 

Afin de définir la signature moléculaire de l’intégrine α6 in vivo, nous avons effectué des 

analyses de transcriptome par puces à ADN (Affymetrix) chez les souris α6ΔIECTAM, deux 

semaines après traitement au tamoxifène. Ces analyses ont été réalisées sur des échantillons 

de rectum provenant de 3 souris α6ΔIECTAM et de 4 souris témoins traitées au tamoxifène, et 

de 4 souris α6ΔIECTAM traitées avec du sérum physiologique. L’analyse des données 

Affymetrix a été réalisée avec le programme « Ingenuity Pathway Analysis ». La recherche 

d’une signature moléculaire a été principalement effectuée après comparaison des données 

obtenues pour les souris α6ΔIECTAM traitées au tamoxifène et celles de souris témoins 

également traitées au tamoxifène.  

Résultats 

 

Les données ont été filtrées en sélectionnant les gènes dont le niveau d’expression a un ratio 

(souris α6ΔIECTAM)/(souris témoins) supérieur à 2 ou inférieur à 0.5 et une valeur p <0,01. 

Cette analyse a permis d’identifier plusieurs protéines impliquées dans la régulation des 

gènes. Le tableau 3 illustre les 20 « régulateurs » dont les scores, attribués par « Ingenuity 

Pathway Analysis  », sont les plus élevés. Nous retrouvons plusieurs gènes impliqués dans 

l’inflammation comme TNF, IL-1β, KRT 17, MyD88, TLR9, INFγ et NOS. De plus, l’analyse des 
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Upstream RFold Change Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of 

MYD88  other Activated 2,661 2,89E-04

CSF2  cytokine Activated 2,626 8,48E-04

KRT17  other Activated 2,236 1,06E-05

TNF  cytokine Activated 2,157 5,12E-04

TRPV4  ion channel  1,960 5,97E-05

RELA  transcription regulator  1,941 7,91E-03

TNFSF12  cytokine  1,913 2,09E-06

IL1B 5,266 cytokine  1,849 9,76E-06

NFE2L2  transcription regulator  1,623 3,96E-03

NOS2  enzyme  1,342 1,79E-02

IFNG  cytokine  1,159 6,03E-05

AR  ligand-dependent nuclear receptor  1,000 4,39E-04

STAT3  transcription regulator  0,974 3,87E-03

IKBKB  kinase  0,914 1,18E-03

TLR3  transmembrane receptor  0,891 1,97E-03

TLR9  transmembrane receptor  0,765 1,26E-03

CHUK  kinase  0,591 2,85E-02

ESR1  ligand-dependent nuclear receptor  0,577 1,01E-03

SMAD3  transcription regulator  0,447 2,28E-04

CD44  enzyme  0,447 5,60E-03

Tableau 3: liste des 20 protéines régulatrices de gènes ayant les scores d’activation les plus élevés 

d’après Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

La liste des gènes analysés a été établie en sélectionnant les gènes dont le rapport des niveaux 
d’expression dans le rectum  (souris α6ΔIECTAM)/(témoins) est supérieur à 2 ou inférieur à 0,5 et une 
valeur p <0,01. Le tableau indique de gauche à droite, le symbole du gène codant la protéine régulatrice, 
le facteur de modification s’il est significatif, le type de molécule, l’état d’activation, le score d’activation et 
la valeur p de l’analyse attribués par le programme IPA. 

Tableau 4: Liste des 5 réseaux moléculaires ayant les scores les plus élevés. 

La liste des gènes analysés a été établie en sélectionnant les gènes dont le rapport des niveaux d’expression 
dans le rectum (souris α6ΔIECTAM)/(témoins) est supérieur à 2 ou inférieur à 0,5 et une valeur p <0,01. Les 
gènes indiqués en gras sont ceux dont l’expression varie au sein du réseau, une flèche rouge indiquant une 
surexpression, une flèche verte indiquant une sous-expression. Le réseau 1 (le plus activé) est détaillé dans 
la Figure 1.  



liens directs ou indirects entre les différents gènes a permis de mettre en évidence plusieurs 

réseaux moléculaires dont les plus activés sont illustrés dans le tableau 4. Une vue plus 

détaillée du réseau moléculaire le plus activé est présentée dans la figure 18. Parmi les 

membres de ce réseau, plusieurs gènes sont impliqués dans les MICI comme IL1RL1 (ST2), 

RIPK3, IL-1β, CXCR2, CXCL6 (CXCL5), et l’amphiréguline. De manière intéressante, plusieurs 

de ces gènes ont déjà été identifiés dans le réseau défini dans les zones tumorales à des 

stades tardifs (plus d’un an) dans le modèle constitutif α6ΔIEC (Fig. 1). Ceci suggère que le 

réseau moléculaire, activé deux semaines après invalidation de l’intégrine α6, apporte 

probablement un avantage aux cellules cancéreuses puisqu’il reste enrichi dans les zones 

tumorales. Parmi les gènes présents dans les deux réseaux nous pouvons citer IL1RL1 (ST2), 

IL-1β, CXCR2 et CXCL6 (CXCL5). 

En plus des analyses des données par « Ingenuity Analysis Pathway », nous avons 

sélectionné et validé par RT-qPCR certains des gènes précédemment caractérisés chez les 

souris α6ΔIEC et impliqués dans différents mécanismes moléculaires et cellulaires (Fig. 19). 

Parmi les TLR et les protéines Nlrp, seuls les TLR2, TLR4 et Nlrp9b voient leur expression 

altérée. Par ailleurs, le niveau d’expression d’aucun gène codant pour les mucines n’est 

affecté.  

Conclusion:  

L’analyse du transcriptome a permis de mettre en évidence un réseau moléculaire activé 

deux semaines après traitement au tamoxifène. Plusieurs gènes connus pour leur 

implication dans l’inflammation et dont l’intérêt avait été précédemment souligné  dans le 

modèle de souris α6ΔIEC ont été sélectionnés afin de caractériser plus finement leur rôle dans 

l’apparition du phénotype. 

2. Caractérisation de la cinétique des évènements et de la 

contribution de l’infection par les bactéries dans le modèle de 

souris α6
ΔIEC

TAM 

 

Plusieurs altérations ont été identifiées et caractérisées dans le modèle constitutif α6ΔIEC et 

inductible α6ΔIECTAM après délétion de l’intégrine α6 dans l’épithélium intestinal. Afin de 
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Figure 18: Réseau moléculaire activé chez les souris  α6ΔIECTAM deux semaines après traitement au 

tamoxifène 

Illustration du réseau moléculaire ayant le score attribué par IPA le plus élevé. Les gènes surexprimés sont 
indiqués en rouge et les gènes sous-exprimés sont indiqués en vert. L’intensité de la couleur correspond au 
niveau d’expression. Les flèches pleines montrent les interactions directes et les flèches en pointillés  les 
interactions indirectes. 



décrire l’ordre des évènements et de déterminer les mécanismes moléculaires et cellulaires 

mis en jeu, j’ai défini, à partir des résultats précédemment obtenus dans les modèles 

constitutif et inductible, plusieurs critères qui ont ensuite été évalués de manière 

systématique. Les critères choisis sont les suivants : taux de prolifération ; quantification du 

nombre de cellules inflammatoires CD11b+ infiltrées dans le compartiment colorectal; 

analyse histologique du tissu (érosion/ulcération de la muqueuse, taille des glandes); taux de 

sécrétion des cytokines IL-1β, IL-18, ST2, IL-17a, INF-γ et TNF-α; altérations du mucus et 

finalement niveau d’expression des gènes suivants : IL-1β, IL-18, IL-33, sST2, ST2L, Chst4 et 

Gal3St2.  

Mon approche a consisté à dissocier les différents processus impliqués dans chacune des 

étapes-clés de la pathologie afin de définir et de distinguer plus précisément la contribution 

respective de l’infection par les bactéries et des dommages provoqués par la fragilisation du 

tissu. 

 

2.1 Dans les processus établis dans le modèle α6ΔIECTAM, quelle est la contribution des 

bactéries ? 

 

Stratégie 

 

La flore bactérienne joue un rôle essentiel dans l’apparition du phénotype dans le modèle 

α6ΔIEC dans lequel un traitement avec des antibiotiques réduit significativement 

l'inflammation. Afin de caractériser plus précisément la contribution de l’infection par les 

bactéries dans l’évolution du phénotype, j’ai traité les souris α6ΔIECTAM adultes (âgées de 7 

semaines) avec une combinaison de 4 antibiotiques visant à détruire la flore intestinale. Le 

traitement a été administré dans l’eau de boisson pour une durée de 3 semaines et a 

démarré une semaine avant l’administration du tamoxifène. Les souris ont été sacrifiées et 

analysées au terme du traitement soit deux semaines après l’invalidation de l’intégrine α6, 

puis les critères mentionnés précédemment ont été évalués. 
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Figure 19: Effet du traitement aux antibiotiques sur l’expression de l’ARNm de différentes cytokines et 

enzymes impliquées dans la maturation des mucines dans le modèle α6ΔIECTAM  

(A-B) Niveau d’expression des ARNm de molécules impliquées dans la maturation des mucines (A) de 
différentes cytokines pro-inflammatoires (B) évalué par RT-qPCR à partir de rectum de souris témoins et 
α6ΔIECTAM traitées ou non aux antibiotiques. Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm 
normalisée par rapport à l’expression de l’ARNm du gène de référence HPRT. ns, non significatif; *, p<0,05; 
**, p<0,01. 
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Résultats 

 

Les bactéries jouent un rôle clé dans le développement du phénotype inflammatoire chez les 

souris α6ΔIECTAM. En effet, au niveau histologique le traitement antibiotique (ATB) diminue 

de manière significative la prolifération épithéliale (Fig. 13C) chez les souris α6ΔIECTAM. 

L’inflammation est également diminuée chez les souris α6ΔIECTAM traitées aux ATB 

comparées aux souris α6ΔIECTAM non traitées ce qui se traduit par une diminution de 

l’infiltration de cellules CD11b+ (Fig. 15 A-B). Au niveau des cytokines, la sécrétion d’IL-1β est 

diminuée à la fois chez les souris α6ΔIECTAM et les souris témoins traitées aux ATB comparées 

respectivement aux souris α6ΔIECTAM et témoins non traitées. La sécrétion d’IL-18 n’est que 

partiellement diminuée chez les souris α6ΔIECTAM après traitement ATB (Fig. 17). Les 

cytokines TNF-α et Il-17a ne sont pas affectées avant ou après traitement aux ATB alors que 

la sécrétion d’IFN-γ augmente chez les mutants après traitement. La sécrétion de ST2 

augmente après traitement ATB à la fois chez les souris témoins et chez les souris α6ΔIECTAM, 

la sécrétion étant significativement plus élevée chez les souris mutantes (Fig. 17). Au niveau 

transcriptionnel, le traitement ATB diminue l’expression d’IL-1β à la fois chez les souris 

α6ΔIECTAM et chez souris témoins. Il diminue également l’expression de Chst4 chez les souris 

α6ΔIECTAM comparées aux souris α6ΔIECTAM non traitées (Fig. 19). Finalement, le niveau 

d’expression d’IL-33, ST2L, sST2 et Gal3St2 n’est pas affecté par le traitement ATB chez les 

souris mutantes et témoins. Nous pouvons observer sur les coupes colorées à l’hématoxyline 

et à l’éosine une amélioration globale de l’aspect du tissu chez les souris α6ΔIECTAM traitées 

aux ATB, néanmoins plusieurs zones de détachement de l’épithélium persistent (Fig. 13B).  

Conclusion : 

 

Les bactéries sont fortement impliquées dans les phénotypes observés chez les souris 

α6ΔIECTAM deux semaines après inactivation de l’intégrine α6, sans pour autant être 

responsables de l’ensemble des mécanismes. En effet, les bactéries activent la sécrétion d’IL-

1β et de sST2, le recrutement des cellules CD11b+, la prolifération épithéliale et la sure-

expression d’IL-1β et de Chst4. Néanmoins, plusieurs mécanismes sont indépendants ou 

partiellement dépendants des bactéries tels que la sécrétion d’IL-18, la surexpression de 

sST2 et de ST2L, la sous-expression de Gal3st2 et le détachement épithélial. L’ensemble de 
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Figure 20: Phénotype des souris α6ΔIECTAM 6 jours après administration du premier traitement au 

tamoxifène. 

(A-D) Analyse du phénotype des souris α6ΔIECTAM comparées aux souris témoins 6 jours après traitement 
au tamoxifène. (A) Immunomarquage fluorescent de la sous-unité d’intégrine α6 (en vert) sur des coupes 
congelées de côlon de souris témoins et α6ΔIECTAM; les noyaux ont été marqués au DAPI (en bleu). (B) 

Colorations hématoxyline/éosine (H/E) de coupes histologiques de côlon distal de souris témoins et 
α6ΔIECTAM. Barre, 600 μm. (C) Colorations PAS/bleu alcian (PAS/BA) de coupes histologiques de côlon distal 
de souris témoins et α6ΔIECTAM. Barre, 300 μm.  (D) Quantification du nombre moyen de cellules Ki67+ 
présent par glande (à gauche) ou rapporté à la moyenne de la hauteur des glandes (à droite) par animal. 
Chaque valeur correspond à la moyenne des comptages réalisés à partir de 27 glandes. (E) Perméabilité 
intestinale évaluée par mesure de l’intensité de la fluorescence retrouvée dans le plasma sanguin 5h après 
gavage des souris témoins et α6ΔIECTAM avec du FITC-dextran 
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ces résultats suggère que plusieurs mécanismes sont impliqués dans le phénotype, les uns 

dépendants des bactéries et les autres impliquant probablement les dommages dus à la 

fragilité du tissu ou plus directement liés à la perte de l’intégrine α6β4. 

 

2-2 Dans les processus établis dans le modèle α6ΔIECTAM, quelle est la cinétique 

d’apparition des mécanismes ? 

 

Les résultats précédents suggèrent que le phénotype observé deux semaines après 

l’inactivation de l’intégrine α6 chez le souris α6ΔIECTAM implique des mécanismes 

dépendants ou indépendants des bactéries. Nous avons ensuite cherché à déterminer si les 

mécanismes impliquant les bactéries apparaissaient avant ou après les mécanismes 

indépendants des bactéries. Afin de répondre à cette question et de caractériser l’ordre des 

évènements, nous avons analysé le phénotype des souris α6ΔIECTAM immédiatement après 

avoir induit l’invalidation de l’intégrine α6, soit 6 jours après le début du traitement au 

tamoxifène. 

 

Résultats 

 

Six jours après traitement au tamoxifène, nous n’avons pas observé de claire différence 

d’épaisseur du compartiment colorectal entre les souris α6ΔIECTAM et les souris témoins. 

Nous avons réalisé des immunomarquages fluorescents de l’intégrine α6 afin de déterminer 

l’efficacité d’un traitement à court terme sur l’invalidation de la sous-unité α6 (Fig. 20A). Ces 

analyses ont révélé qu’au moins 2/8 souris α6ΔIECTAM présentent une inactivation mosaïque 

de la sous-unité d’intégrine α6 dans l’épithélium intestinal, bien que celle-ci soit absente 

dans la majorité des cellules. Au niveau histologique, des colorations à 

l’hématoxyline/éosine de coupes de côlon ont permis de mettre en évidence plusieurs zones 

de détachement épithélial (Fig. 20B). Cependant des colorations de coupes de côlon à l'acide 

périodique de Schiff (PAS) et au bleu alcian (AB) n’ont pas permis  de mettre en évidence 

une claire augmentation de la sécrétion de mucus chez les souris α6ΔIECTAM (Fig. 20C). De 

plus, il n’y a pas de différence de prolifération entre les souris α6ΔIECTAM et le souris témoins 

(Fig. 20D). La perméabilité intestinale est quasiment identique entre les souris α6ΔIECTAM et 
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Figure 21: Augmentation de la sécrétion d’IL-18 et surexpression de sST2 et ST2L dans le modèle 

α6ΔIECTAM 6 jours après la première administration de tamoxifène 

(A) Dosage par ELISA des cytokines IL-18 et IL-1β sécrétées dans le milieu de culture issu d’explants de côlon 
de souris témoins et α6ΔIECTAM 6 jours après le premier traitement au tamoxifène. (B) Niveau d’expression 
évalué, par RT-qPCR, dans le rectum de souris témoins et α6ΔIECTAM, 6 jours après le premier traitement au 
tamoxifène. Les valeurs représentent l’expression relative de l’ARNm normalisée par rapport à l’expression 
de l’ARNm du gène de référence HPRT. ns, non significatif; *, p<0,05; **, p<0,01. 



témoins (Fig. 20E). Par contre, le dosage des cytokines a permis de mettre en évidence une 

augmentation de la sécrétion de la cytokine IL-18 chez les souris α6ΔIECTAM comparées aux 

souris témoins (Fig. 21A). Le niveau de sécrétion d’IL-1β est équivalent entre les souris 

mutantes et les souris témoins. Au niveau transcriptionnel, les niveaux d’expression de sST2, 

IL-1β, IL-18, IL-33, Chst4 et Gal3st2 ne sont pas différents entre les souris α6ΔIECTAM et les 

souris témoins, alors que le niveau d’expression de ST2L est augmenté d’environ 3 fois (Fig. 

21B). 

Conclusion : 

 

Les résultats obtenus dans le modèle α6ΔIECTAM,  6 jours après traitement au tamoxifène, 

suggèrent fortement que les mécanismes cellulaires et moléculaires indépendants (ou 

partiellement dépendants) des bactéries apparaissent avant ceux dépendants des bactéries. 
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DISCUSSION/PERSPECTIVES 
 

L’homéostasie intestinale repose sur un équilibre entre la flore intestinale, la barrière 

épithéliale et le système immunitaire. Notre étude a permis de mettre en évidence le rôle 

majeur de l’intégrine α6 dans le maintien de cette homéostasie. L’inactivation de l’intégrine 

α6 chez les souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM conduit à la perte de l’homéostasie intestinale et au 

déclenchement d’une séquence d’évènements qui conduit au développement d’une 

inflammation chronique et de cancers colorectaux. Je vais, dans un premier temps, décrire 

mes hypothèses sur les différentes phases qui, suite à l’inactivation de l’intégrine α6, 

conduisent à la perte de l’homéostasie et au développement de l’inflammation. Dans un 

second temps, je décrirai mes hypothèses quant aux rôles des voies de signalisation que 

nous avons analysées et des perspectives de travail.  

1. Perte de la sous-unité d’intégrine α6   
 

L’âge au moment duquel se produit l’inactivation de l’intégrine α6 est-il 

essentiel au développement du phénotype observé ? 

 

 Le premier évènement correspond à la perte de la sous-unité d’intégrine α6 spécifiquement 

dans l’épithélium intestinal. Le stade d’inactivation de l’intégrine α6 n’apparait pas être 

déterminant pour le développement du phénotype car les souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM 

développent toutes deux un phénotype inflammatoire similaire. Des souris α6ΔIECTAM âgées 

d’un an dans lesquelles l’inactivation de l’intégrine α6 a été déclenchée à 8 semaines sont en 

cours d’analyse et permettrons de déterminer si les souris α6ΔIECTAM développent 

également des tumeurs.  

Le phénotype observé est-il dû à la perte de l’intégrine α6β4 et/ou de 

l’intégrine α6β1 ? 

 

La sous-unité d’intégrine α6 peut se lier aux sous-unités β1 ou β4 pour former 

respectivement les intégrines α6β1 et α6β4. Dans l’intestin, la sous-unité α6 se lie 

163



préférentiellement à la sous-unité β4, nous nous sommes focalisés dans notre étude sur le 

rôle de l’intégrine α6β4. Cependant, il n’est pas à exclure totalement que la perte de 

l’intégrine α6β1 puisse avoir un effet, même si au niveau transcriptionnel nous n’avons pas 

observé une altération de l’expression de l’ARNm de la sous-unité β1 chez les souris α6ΔIEC 

(Voir Résultats - Fig. 2). De plus, la sous-unité β1 qui peut se lier à plusieurs sous-unités α, 

n’apparait pas être désorganisée dans les cellules épithéliales des souris α6ΔIEC (De Arcangelis 

et al, soumis). 

Quels sont les impacts de la perte de l’intégrine α6β4 sur les fonctions 

cellulaires des cellules épithéliales? 

 

L’inactivation de l’intégrine α6 conduit à la perte de l’intégrine α6β4 et des 

hémidesmosomes (De Arcangelis et al, soumis). Comme on a pu le voir dans l’introduction, 

l’intégrine α6β4 est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et permet 

l’interaction entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire. L’intégrine α6β4 peut 

affecter l’ancrage, la migration et la prolifération des cellules épithéliales, trois fonctions 

cellulaires essentielles à la réparation du tissu après lésion. Un projet initié récemment dans 

l’équipe en collaboration avec l’équipe de M. Chamaillard (Institut Pasteur, Lille) va 

permettre de déterminer à l’aide d’un mini-endoscope le temps de réparation d’une 

blessure réalisée dans l’épithélium intestinal chez les souris témoins et α6ΔIEC. En effet, la 

réparation étant un élément clé de l’homéostasie intestinale, ce projet permettra de 

caractériser le rôle de l’intégrine α6 dans ce processus.  

Quels sont les impacts de la perte de l’intégrine α6β4 sur la matrice 

extracellulaire et le cytosquelette ? 

 

Les intégrines sont des récepteurs qui permettent l’interaction entre le cytosquelette et la 

matrice extracellulaire. L’intégrine α6β4 est un récepteur de laminines, son inactivation peut 

probablement conduire au remodelage de la matrice extracellulaire. En effet, parmi les 

gènes altérés chez les souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM, nous avons de nombreuses protéines 

impliquées dans le remodelage de la matrice comme les MMP ou des composants de la 

matrice tels que les chaines de laminines (De Arcangelis et al, soumis ; et voir Résultats Fig. 

2).  Ces modifications peuvent affecter le comportement des cellules. 
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Quels sont les impacts de la perte de l’intégrine α6β4 sur les voies de 

signalisation? 

 

L’intégrine α6β4 peut moduler certaines voies de signalisation en interagissant avec d’autres 

récepteurs (Bertotti et al., 2005; Mariotti et al., 2001)(Bertotti et al., 2006). L’absence de 

l’intégrine peut avoir des répercussions sur certaines voies de signalisation, cependant 

l’étude de ces voies in vivo s’avère compliquée. En effet, l’une des difficultés à laquelle nous 

avons été confrontés, provient du fait que l’on travaille sur le tissu et que des variations 

modérées dans l’épithélium peuvent ne pas être évidentes sur des lysats de tissu entier. 

Pour contourner ce problème, nous avons cherché à établir un modèle simplifié in vitro à 

partir des cellules épithéliales intestinales témoins et  α6ΔIEC. Dans ce but, les souris ont été 

croisées avec la lignée Immortomouse afin d’obtenir des cellules immortalisées qui peuvent 

être maintenues et propagées en culture tout en gardant leurs propriétés de cellules 

primaires. Cette approche avait été utilisée avec succès dans l’équipe pour isoler des 

kératinocytes déficients en intégrine α6 à partir d’épiderme de souris α6-/- (Rodius et al., 

2007). Cette expérience a permis d’obtenir 4 clones de cellules intestinales à partir des 

souris α6ΔIEC mais nous n’avons pas pu pour l’instant obtenir de clone pour les souris 

témoins.  

Dans le but de définir l’évènement primaire à l’origine du phénotype, nous avons 

analysé les principaux défauts potentiellement en cause à savoir, le détachement et les 

dommages affectant l’épithélium et la perte d’intégrité de la barrière épithéliale en 

cherchant à déterminer la contribution respective des altérations liées aux couches de 

mucus et de celles liées aux bactéries.  Le rôle de l’immunité innée et adaptative a 

également été étudié ainsi que celui de différentes voies de signalisation. Dans les 

paragraphes qui suivent j’aborderai ces différents points et présenterai mes principales 

hypothèses. 
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2. Détachement et dommage épithélial 
 

Quel est le rôle des frottements mécaniques sur le phénotype observé chez 

les souris α6
ΔIEC 

? 

 

L’intégrine α6β4 est un constituant majeur de l’hémidesmosome, son inactivation peut 

conduire à la fragilisation et au détachement de l’épithélium. Ce détachement est accéléré 

après sevrage chez les souris  α6ΔIEC c’est-à-dire au moment où les animaux commencent à 

manger de la nourriture solide. Le compartiment colorectal est un lieu où les frottements 

mécaniques sont continus et intenses. Ceci pourrait expliquer en grande partie la différence 

de cinétique dans le développement de l’inflammation dans les modèles α6ΔIEC et α6ΔIECTAM. 

En effet, l’inflammation est clairement présente deux semaines après inactivation de 

l’intégrine α6 chez les souris α6ΔIECTAM alors qu’elle n’apparait qu’après sevrage (~4-5 

semaines après la naissance) chez les souris α6ΔIEC. Nous avons essayé de limiter les 

frottements mécaniques provoqués par le transit de la nourriture solide en soumettant les 

souris témoins et α6ΔIEC à un régime alimentaire exclusivement composé de nourriture 

gélifiée. Cette expérience n’a pas permis de révéler de différence significative sur le plan 

cellulaire ou moléculaire entre souris α6ΔIEC nourries avec de la nourriture classique ou 

gélifiée. Cependant, dans cette approche, seule l’érosion de la surface de l’épithélium a été 

limitée mais elle ne correspond qu’à une partie du stress mécanique qui tire également son 

origine des contractions musculaires. Celles-ci sont extrêmement importantes au niveau 

rectal. Il serait donc intéressant de limiter les contractions musculaires pour évaluer plus 

finement le rôle du stress mécanique dans l’établissement du phénotype.  

Quel est l’impact du détachement épithélial sur les voies de signalisations ? 

 

Le détachement épithélial provoque de nombreux cycles de blessure et réparation. Les 

mécanismes impliqués dans la réparation du tissu peuvent, s’ils sont activés de manière 

continue, conduire au développement d’inflammation chronique. Dans le modèle 

α6ΔIECTAM, le détachement est visible 6 jours après le premier traitement au tamoxifène. En 

plus de ce détachement, nous avons également observé une surexpression de l’ARNm de 

ST2L et sST2 et une augmentation de la sécrétion d’IL-18. Le récepteur ST2L est 
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probablement impliqué dans la réparation des lésions dans notre modèle α6ΔIEC alors que la 

sécrétion d’IL-18, qui est dépendante de la protéine MyD88, est potentiellement stimulée 

par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires. 

3. Perte de l’intégrité de la barrière épithéliale chez les souris α6
ΔIEC

 
 

L’absence de l’intégrine α6β4 conduit à la perte de l’intégrité de la barrière épithéliale qui 

est caractérisée par une augmentation de la perméabilité et une ségrégation anormale des 

bactéries. Cette barrière épithéliale constitue une ligne de défense majeure contre 

l’infection par des micro-organismes. Le mucus est un composant majeur de cette barrière 

épithéliale, il n’est pas encore clair dans les modèles α6ΔIEC et α6ΔIECTAM si les altérations de 

mucus interviennent avant ou après la ségrégation anormale des bactéries et la dysbiose. 

Quel est le rôle du mucus dans le développement du phénotype dans les 

modèles α6
ΔIEC 

et α6
ΔIEC

TAM ? 

 

Dans l’intestin, le mucus est un composant essentiel de la barrière épithéliale et permet de 

protéger et de lubrifier l’épithélium intestinal. Les souris déficientes en MUC2 développent 

un phénotype similaire à notre modèle (Johansson et al., 2008; Velcich et al., 2002). Dans 

notre modèle nous observons une hypersécrétion du mucus que l’on retrouve dans les fèces 

chez les souris α6ΔIEC. Nous avons pu mettre en évidence chez les souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM 

une altération de l’expression de l’ARNm de deux sulfotransférases, Chst4 et Gal3st2, 

impliquées dans la maturation des mucines. L’expression de l’une semble être dépendante 

des bactéries, Chst4, alors que celle de l’autre, Gal3st2, semble être indépendante des 

bactéries (voir Résultats - Fig. 19). Il est probable que le mucus soit altéré d’une part par la 

perte de l’intégrine α6 et d’autre par les bactéries. L’étude du mucus demande des 

expertises qui ne sont pas acquises dans notre laboratoire. Cependant, des études plus 

approfondies sur la formation des granules de mucus, leur composition et leur sécrétion 

seraient intéressantes dans les modèles de souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM. 
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Dans les processus établis dans les modèles α6
ΔIEC

 et α6
ΔIEC

TAM, quelle est la 

contribution de l’infection par les bactéries ? 

 

Dans les modèles α6ΔIEC et α6ΔIECTAM, les bactéries jouent un rôle clé dans le développement 

de l’inflammation. Nous avons pu démontrer que le traitement aux antibiotiques réduisaient 

fortement la prolifération épithéliale, l’infiltration de cellules CD11b+ dans la muqueuse 

intestinale et la sécrétion des cytokines IL-1β et IL-18. Les bactéries semblent intervenir 

également dans la sécrétion de la cytokine sST2 (voir Résultats - Fig. 4B et 17). D’autres 

expériences seraient nécessaires afin de confirmer cette observation. Parmi les gènes 

identifiés dans nos réseaux moléculaires, certains sont potentiellement activés par les 

bactéries comme Reg3γ probablement induit en réponse à la ségrégation des bactéries  

(Vaishnava et al., 2011) ou Cxcr2 et Cxcl5 qui sont deux chimiokines impliquées dans le 

recrutement de cellules inflammatoires et impliquées dans les MICI (Bento et al., 

2008)(Jamieson et al., 2012). 

Quelle est la cause de la dysbiose et quel est le rôle de cette dernière dans le 

développement de l’inflammation dans les modèles α6
ΔIEC

 et α6
ΔIEC

TAM? 

 

Des analyses de pyroséquencage ont permis de démontrer un déséquilibre de la flore 

commensale à 9 semaines avec une diminution des Campylobacterales chez les souris α6ΔIEC 

(De Arcangelis et al, soumis). Ce déséquilibre de la flore commensale peut être provoqué par 

la perte de la perméabilité, le changement de composition du mucus et les changements de 

l’acidité dans la lumière intestinale. En plus de ces processus, certaines protéines comme 

Nlrp6 peuvent affecter à la fois la sécrétion du mucus et la flore intestinale (Elinav et al., 

2011; Wlodarska et al., 2014). Dans notre modèle, on a pu observer une diminution de la 

protéine Nlrp6 chez les souris α6ΔIEC comparées aux souris témoins. La diminution de Nlrp6 

pourrait contribuer à ralentir la réparation et pourrait être impliquée dans la dysbiose 

observée dans notre modèle. Cependant, elle ne semble pas contribuer à l’augmentation 

d’IL-1ß et d’IL-18. Un projet initié dans notre équipe en collaboration avec l’équipe de M. 

Chamaillard (Institut Pasteur, Lille) consiste à réintroduire dans des souris axéniques 

certaines souches bactériennes de la flore intestinale des souris α6ΔIEC, afin de déterminer si 

ces dernières sont responsables ou favorisent le développement de l’inflammation. 
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Quelle est la contribution de l’immunité innée et adaptative dans le 

développement de l’inflammation et de la transformation tumorale ? 

 

L’inflammation est caractérisée par une infiltration de plusieurs sous-populations 

inflammatoires de l’immunité innée notamment les cellules CD11b+ chez les souris α6ΔIEC et 

α6ΔIECTAM. L’immunité innée semble donc impliquer dans les premiers stades 

d’inflammation et semble être liée à la ségrégation anormale des bactéries. En effet, Les 

traitements antibiotiques diminuent clairement l’infiltration des cellules CD11b+ dans la 

muqueuse. L’immunité adaptative ne semble pas, quant à elle, être impliquée dans les 

étapes précoces de l’inflammation. Les souris doubles mutantes α6ΔIEC
 Rag1-/- présentent 

les mêmes signes d’inflammation que les souris simples mutantes α6ΔIEC. De plus, les 

lymphocytes T CD4+ ne semblent pas être activés 15 jours après traitement au tamoxifène 

chez les souris α6ΔIECTAM (voir Résultats - Fig. 16). Cependant, les données observées chez 

les souris doubles mutantes α6ΔIEC Rag1-/- à des stades tumoraux suggèrent fortement que 

l’immunité adaptative est impliquée dans la transformation tumorale. Il est primordial de 

mieux caractériser les mécanismes responsables de l’activation et de polarisation de 

l’immunité adaptative, ainsi que les mécanismes activés par l’immunité adaptative qui 

conduisent à la formation de tumeurs. 

Quels sont les mécanismes, les molécules et/ou les voies de signalisation 

potentiellement impliqués dans la formation de cancers dans le modèle 

α6
ΔIEC

? 

 

La carcinogènese est un processus séquentiel qui implique de nombreuses voies de 

signalisation. Les souris α6ΔIEC développent des adénocarcinomes essentiellement à partir de 

lésions planes infiltrantes. De plus, l’initiation et l’évolution des cancers chez les souris α6ΔIEC 

se déroulent dans un environnement inflammatoire. L’inflammation et plus particulièrement 

l’immunité adaptative sont clairement impliquées dans la formation des tumeurs chez les 

souris α6ΔIEC. L’autre particularité des cancers chez les souris α6ΔIEC est qu’ils se développent 

préférentiellement dans le côlon distal et le rectum, là où les frottements mécaniques sont 

les plus intenses et continus. Parmi les cytokines potentiellement affectées par les dégâts 

produits par le détachement épithélial, nous avons identifié ST2 et IL-18. De manière 
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intéressante, ST2 semble être activée très rapidement après l’inactivation de l’intégrine α6 

et est maintenue activée dans les zones tumorales (voir Résultats - Fig. 1 et 18). Le rôle de la 

protéine ST2 dans le développement de cancers colorectaux reste cependant à élucider. 

D’autres voies de signalisation comme la voie de synthèse des prostaglandines peuvent 

favoriser le développement de tumeurs. Les MMP également semblent être impliquées dans 

la progression et probablement dans l’infiltration des cellules cancéreuses. En effet, les MMP 

sont fortement surexprimées dans les zones tumorales (voir Résultats - Fig. 2). Plusieurs 

ligands des récepteurs à l’EGF tels que l’amphiréguline et l’épiréguline sont également 

surexprimés chez les souris α6ΔIEC et peuvent être impliqués dans le processus  

d’hyperprolifération.  

4. Mécanismes de dérégulation des principales voies de 

signalisation étudiés dans les modèles α6
ΔIEC

 et α6
ΔIEC

TAM 
 

Quel est le mécanisme à l’origine de la diminution de la protéine APC  et quel 

est son rôle dans le développement du phénotype? 

 

La voie Wnt/β-caténine est l’une des voies majeures impliquées dans le développement de 

cancers colorectaux. Cependant, elle est moins fréquemment impliquée dans les cancers 

associés à l’inflammation (à l’exception du modèle ApcΔ14/+  (Colnot et al., 2004)). Dans le 

modèle α6ΔIEC,  nous avons pu mettre en évidence une diminution de la protéine APC dans 

l’ensemble du compartiment colorectal. Cette diminution ne semble pas se traduire par une 

activation de la voie Wnt/β-caténine. De plus, les souris α6ΔIEC ne développent pas de 

polypes pédiculés caractéristiques de la perte de la protéine APC. Une hypothèse pouvant 

expliquer ces différences serait que la protéine APC qui interagit avec les microtubules soit 

délocalisée dans les cellules et soit plus difficile à extraire chez les souris α6ΔIEC. Une autre 

hypothèse serait que la protéine APC soit tronquée chez les souris α6ΔIEC. La recherche de 

formes tronquées en utilisant l’anticorps Ab1 ne nous a pas permis de conclure car de 

nombreuses bandes aspécifiques sont détectées en Western blot à partir des extraits 

protéiques issus des souris témoins et α6ΔIEC. Plusieurs revues ont fait l’objet d’études 
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précises sur les difficultés d’avoir de bons anticorps pour étudier la protéine APC (Brocardo 

et al., 2005; Davies et al., 2007). 

Quels sont les mécanismes d’activation de ST2 et quel est son rôle dans les 

modèles α6
ΔIEC 

et α6
ΔIEC

TAM ? 

 

On a pu démontrer que l’augmentation de l’expression de l’ARNm de ST2L et sST2 survenait 

très rapidement après inactivation de l’intégrine α6. De plus, ST2 semble à la fois fortement 

activée dans le réseau des analyses IPA des souris α6ΔIECTAM deux semaines après 

inactivation de l’intégrine α6 et dans les zones tumorales des souris α6ΔIEC âgées de plus d’un 

an. Cette analyse suggère que la protéine ST2 favorise le développement de cancers. Au 

niveau transcriptionnel, l’expression de l’ARNm de ST2L et sST2  semble être activée par les 

dommages et le détachement qui affectent l’épithélium intestinal. Le récepteur ST2L est 

potentiellement impliqué dans la réparation et dans l’activation de l’inflammation. La forme 

sécrétée sST2, même si son expression est augmentée, ne semble pas être sécrétée chez les 

souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM. Les mécanismes de sécrétion de sST2, qui est un antagoniste du 

récepteur ST2L, ne sont pas clairement caractérisés dans l’épithélium intestinal mais nos 

résultats mettent en évidence l’implication des bactéries dans ces mécanismes. En effet, le 

traitement aux antibiotiques augmente la sécrétion de la cytokine sST2 chez les souris 

témoins, les souris α6ΔIEC et α6ΔIECTAM. De plus, cette augmentation est clairement plus 

élevée chez les souris mutantes que chez les souris témoins ; il est donc possible que la 

forme sST2 soit accumulée dans les cellules des souris mutantes et que sa sécrétion réponde 

à un mécanisme qui implique les bactéries de la lumière intestinale. Afin de mieux 

caractériser le rôle du récepteur ST2 dans l’inflammation et la progression tumorale, l’une 

des possibilités serait de traiter les souris avec des anticorps bloquant l’interaction entre le 

récepteur ST2 et son ligand ou de croiser les souris α6ΔIEC avec les souris déficientes en ST2.    

Quels sont les mécanismes d’activation de la sécrétion d’IL-1β  et d’IL-18 et 

quels sont leurs rôles dans les modèles α6
ΔIEC 

et α6
ΔIEC

TAM ? 

 

La sécrétion des cytokines IL-1β et IL-18 est principalement contrôlée à deux niveaux, au 

niveau transcriptionnel (expression des formes immatures pro-IL-1β et pro-IL-18) et au 

niveau post-transcritpionnel (activation de la caspase-1 par l’inflammasome et clivage 
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/maturation des cytokines IL-1β et IL-18). La sécrétion de la cytokine IL-1β semble être 

activée au niveau transcriptionnel par un mécanisme dépendant des bactéries mais 

indépendant de la protéine MyD88. De plus, la sécrétion d’IL-1β est corrélée à 

l’augmentation de la prolifération épithéliale et de l’infiltration de cellules CD11b+ dans la 

muqueuse intestinale des souris α6ΔIECTAM. Ceci suggère qu’IL-1β est impliquée dans 

l’activation de l’inflammation et/ou sécrétée par les cellules inflammatoires.  

La sécrétion de la cytokine IL-18 est dépendante de la protéine MyD88 chez les souris α6ΔIEC 

mais ne semble pas être régulée au niveau transcritpionnel puisqu’il n’y a pas de différence 

significative dans l’expression de l’ARNm d’IL-18 entre les souris témoins et les souris α6ΔIEC. 

Les mécanismes d’activation de la sécrétion d’IL-18 impliquent probablement à la fois les 

bactéries, les dommages et le détachement affectant l’épithélium. IL-18 jouerait 

potentiellement un rôle double et serait  impliquée dans la réparation et l’activation de 

l’inflammation.  

Quelles sont les cellules productrices des cytokines IL-1β, IL-18 et sST2? 

 

L’analyse moléculaire réalisée sur le tissu total ne permet pas de distinguer si la sécrétion 

des cytokines est due à l’augmentation de la proportion de sous-populations cellulaires 

exprimant le gène de la cytokine en question ou si elle est induite par l’activation d’une voie 

de signalisation particulière. Il est essentiel de définir quelles sont les cellules qui sécrètent 

les cytokines IL-1β, IL-18 et sST2. Des analyses sur des sous-populations cellulaires isolées de 

l’intestin sont envisagées afin de déterminer quels sous-types cellulaires sécrètent ces 

cytokines. Des immunomarquages sur coupe de côlon pourraient également permettre, avec 

les anticorps adéquats, de déterminer quels types cellulaires expriment ces différentes 

cytokines. 

Quel est type de réponse adaptative est activé dans le modèle α6
ΔIEC 

? 

 

Nous avons pu démontrer chez les souris  α6ΔIEC, en isolant les lymphocytes T CD4+ de la 

lamina propria, que ces derniers surexprimaient les gènes codant pour l’INF-γ et l’IL-17a, 

deux cytokines impliquées respectivement dans la réponse de type Th1 et Th17. Cependant 

ce résultat reste à confirmer au niveau protéique. De plus, d’autres types de réponse tels 
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que la réponse Th22 ou d’autres sous-populations lymphocytaires telles que les lymphocytes 

NK devraient être caractérisés dans le modèle α6ΔIEC. Dans notre étude, nous avons isolé les 

lymphocytes CD4+ présents dans la lamina propria de l’ensemble du compartiment 

colorectal ; il serait intéressant de déterminer s’il existe une réponse adaptative 

différentielle entre la partie distale et proximale du compartiment colorectal pouvant 

expliquer la formation de cancer préférentiellement au niveau distal. 

Conclusion  
 

L’homéostasie intestinale repose sur de nombreux mécanismes cellulaires et moléculaires 

complexes impliquant à la fois les micro-organismes de la lumière intestinale, la barrière 

épithéliale et le système immunitaire. La sous-unité d’intégrine α6 semble être un acteur 

majeur de l’homéostasie intestinale et notre étude a permis de mettre en évidence les 

conséquences graves qu’induit la perte de l’intégrine α6 dans les cellules épithéliales de 

l’intestin. Les mécanismes impliqués dans les différents stades de développement de 

l’inflammation et des cancers dans le modèle α6ΔIEC sont encore à caractériser et à valider. 

Le modèle α6ΔIEC représente un modèle unique de carcinogenèse colorectale spontanée 

développée sur inflammation, très proche de la progression tumorale observée chez certains 

patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin. Notre étude a permis 

de démontrer que les interactions de la cellule avec la matrice extracellulaire sont 

essentielles au maintien de l’homéostasie intestinale et que leur altération pouvait conduire 

au développement d’inflammation et de cancer. De plus, nous suggérons que le stress 

mécanique peut être à l’origine du phénotype observé chez les souris α6ΔIEC. Finalement, nos 

approches devraient permettre non seulement de mieux appréhender le rôle de l’intégrine 

α6β4 sur la fonction de la barrière intestinale, mais aussi de révolutionner notre 

compréhension de la contribution de la flore bactérienne et du stress mécanique dans la 

carcinogenèse colique associée à l’inflammation. 
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Hussein HAMADE 

Analyse des mécanismes 
moléculaires et cellulaires conduisant 
à une inflammation dans l'intestin et 
une progression tumorale induits par 
la perte de la sous-unité d’intégrine 

α6 chez la souris 

 

 

Résumé 

Le laboratoire a établi un modèle de souris α6ΔIEC qui développe une inflammation chronique 
intestinale associée à la formation d’adénocarcinomes colorectaux. Ce modèle correspond à une 
délétion ciblée à l’épithélium intestinal de l’intégrine α6β4. Mon projet de thèse a consisté à définir 
les mécanismes qui influencent la transformation de lésions inflammatoires en adénocarcinomes.  

La caractérisation du modèle α6ΔIEC a permis de mettre en évidence plusieurs altérations: 
détachement de l’épithélium, régénération du tissu, prolifération, augmentation de la perméabilité 
intestinale, hypersécrétion du mucus, ségrégation anormale des bactéries, inflammation chronique 
et formation de tumeurs.  

Pour étudier la séquence et la cinétique des mécanismes, j’ai développé un modèle de souris 
inductible (α6ΔIECTAM).  Cette lignée présente, deux semaines après l’invalidation de l’intégrine α6, 
les mêmes signes d’inflammation que les souris α6ΔIEC.  

Mon approche a consisté à dissocier les processus impliqués dans chacune des étapes-clés 
de la pathologie afin de définir la contribution respective de l’infection par les bactéries et du stress 
mécanique. 

Mots-clés : intégrine ; cancer ; inflammation 

 

Abstract 

We generated a new mouse model, α6ΔIEC, in which the genetic ablation of α6 integrin from 
intestinal epithelial cells triggered the development of spontaneous colitis and colorectal cancer. My 
main goal was to define the mechanisms by which inflamed lesions degenerate into infiltrating 
adenocarcinomas. Loss of α6 integrin in this model resulted in epithelial barrier damage, enhanced 
permeability, altered mucus layers, abnormal bacterial segregation, chronic inflammation and tumor 
development. 

 
In order to define the sequence of events and the mechanisms involved at each stage of the 

disease, from inflamed to tumor lesions, I developed an inducible mouse model, α6ΔIECTAM, in which 
α6 integrin ablation was induced by tamoxifen treatment. This line recapitulates all aspects of 
inflammation observed in the α6ΔIEC model, as early as two weeks after tamoxifen treatment. In 
particular, I tried to define the respective contribution of infection by bacteria and mechanical stress 
during disease progression. 

 
Key words: integrin; cancer; inflammation 


