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PARTIE I : Le systeme digestif chez les mammiferes : de I’embryon a
I’adulte

Chapitre 1 : Développement et histologie du systeme digestif

L’ontogenese est I’ensemble des phases qui se succedent de I’ceuf fécondé a I’adulte

en capacité de se reproduire. L’embryogenese correspond aux stades precoces du

développement. Suite a la fécondation de I’ceuf, on retrouve trois phases successives (Figure

1):

La segmentation ou clivage au cours de laquelle a lieu une multiplication cellulaire
aboutissant a la formation d’un germe appelé blastula.

On retrouve ensuite I’étape cruciale de gastrulation, au cours de laquelle sont mises
en place I’organisation et I’identité tissulaire de I’individu par rapport aux axes de
polarité (antério-postérieur, dorso-ventral et droite-gauche). Cette phase est
caractérisee par I’organisation progressive des trois feuillets embryonnaires a partir
de mouvements cellulaires morphogénétiques permettant de définir et de polariser les
axes et enfin de répartir les cellules dans I’embryon en fonction de leur détermination
cellulaire.

Suite a I’étape de gastrulation, se forment des tissus de plus en plus spécialisés jusqu’a

aboutir a des organes fonctionnels, c’est la phase d’organogeneése.
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Figure 1 : Etapes principales de I’embryogeneése.
Les stades précoces du développement correspondent a I'embryogenése, période durant laquelle on distingue

classiqguement, en sus de I'étape initiale de la fécondation, trois phases successives qui sont la segmentation
(aussi appelée clivage), la gastrulation et I'organogenése (Foucrier et al., 2013).

1. Developpement de I’endoderme

1.1. Définition

L'endoderme (entoblaste, endoblaste ou encore périsperme) est I’un des 3 feuillets
embryonnaires chez les Métazoaires dits triploblastiques, qui se met en place au cours de
I’étape de gastrulation. L’endoderme est le feuillet interne, par opposition a I’ectoderme qui

est le feuillet externe et au mésoderme qui correspond au feuillet moyen de I’embryon.

L’endoderme apparait environ 6 jours apres la fécondation chez la souris et 15 jours chez

I’homme. De I’endoderme dérive :

e |’épithélium du tube digestif (bouche, oropharynx, cesophage, estomac, intestin)

e |’épithélium des glandes associées au tube digestif (pancréas, foie, vésicule biliaire)

e |’épithélium des branchies et des voies respiratoires (nez, nasopharynx, trachée,
bronches, arbre pulmonaire)

e e tissu glandulaire des glandes dérivées de I'épithélium du pharynx (thyroide,
parathyroides, thymus, amygdales)

e I’épithélium de la vessie.
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1.2. Aspects généraux

A I’issue de I’étape de segmentation, la blastula est constituée, comprenant une couche
externe de cellules (le trophectoderme), une cavité (le blastocele) et la masse cellulaire
interne. Les cellules du trophectoderme sont a I'origine d'annexes embryonnaires telles que le
trophoblaste qui donnera notamment le placenta. Les cellules de la masse interne au contact
avec le blastocele se différencient en hypoblaste (ou endoderme primitif) et les cellules plus

superficielles constituent I’épiblaste (ou ectoderme primitif) (Figure 2) (Foucrier et al., 2013).

Blastocyste

/N

Masse callulaire imame
{Bouton embryonnaire)

2N

Epeblaste
|ECioderme primitd)

Trophobiasie
Ectadarme
extra-embryonnaine

2N

Ectoderm:

embryonnafes

Figure 2 : Lignage des territoires chez I'embryon de souris
Le blastocyste est composé des cellules de la masse interne, qui forment le bouton embryonnaire et donnent naissance a

I'embryon proprement dit et a quelques annexes embryonnaires et des cellules périphériques, appelées cellules du
trophectoderme, a l'origine des structures extra-embryonnaires comme le placenta ou le cordon ombilical. De la masse
cellulaire interne dérivent I'hypoplaste et I'épiblaste subdivisé en différents domaines, précurseurs notamment des trois
feuillets embryonnaires (ecto-, méso- et endoderme) (Foucrier et al., 2013).

La gastrulation commence par I’apparition d’une ligne primitive a la surface de
I’épiblaste. Le feuillet endodermique envahit la ligne primitive et s’étend progressivement de
part et d’autre de cette ligne. L’endoderme donne alors d’un c6té I’endoderme embryonnaire
qui formera I’épithélium du systéme digestif et respiratoire, et de I’autre, I’endoderme extra
embryonnaire qui constituera la vesicule vitelline et I’allantoide, structures impliquées dans

I’absorption des nutriments vers I’embryon et les échanges gazeux (Slack, 2004).
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La fermeture de I’endoderme pour donner un tube clos se fait le long de I’axe antério-
postérieur. Par la suite, le tube se régionalise et génére différents bourgeons qui donneront le
foie, le pancréas ou encore la vésicule biliaire. Postérieurement a la future région de
I'estomac, des bourgeons épithéliaux sont formés, envahissant le mésoderme adjacent, pour
former le foie. Le foie reste connecté a l'intestin au niveau du canal hépatique. De la méme
maniere, le pancréas et la vésicule biliaire se forment a partir de bourgeons endodermiques au
niveau de la future anse duodénale (Figure 3). L’ébauche de la vessie se fait a partir de

I’intestin postérieur au niveau du cloaque, une région commune aux voies digestives et uro-

génitales (Tachdjian et al., 2016).

| r
Bourgeon hépatique i +——— Estomac
1'._' | ///
;
z/
| __)'/
| ~__ Duodénum
| —
— ‘+-—— Bourgeon
Bourgeon = 1 F " pancréatique
de la vésicule biliaire __f | dorsal
/
/O
Bourgaon -
pancréatigue
ventral

Figure 3 : Bourgeons du foie, du pancréas et de la vésicule biliaire au stade embryonnaire.
Les bourgeons embryonnaires hépatique, pancréatiques et de la vésicule biliaire se développent a partir de la paroi du

duodénum au niveau de l'intestin antérieur (Tachdjian et al., 2016).

1.3. Aspects moléculaires

Le développement des organes a partir de I’endoderme nécessite différents processus
contrélés par de nombreux facteurs de croissance tels que FGF (Fibroblast Growth Factor),
BMP (Bone Morphogenic Protein), Wnt, I'acide rétinoique (AR), Nodal, Sonic Hedgehog

(SHH) ou encore les facteurs homéotiques.

Pour exemple, le facteur Nodal (membre de la superfamille des Transforming Growth
Factor ) est nécessaire pour initier le développement et le modelage de I'endoderme et du

mésoderme. La signalisation nodale favorise I'expression de facteurs de transcription dans

8
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I’endoderme tels que FOXA2, SOX17 et GATA4-6. Ces facteurs sont impliqués dans la
séparation de I’endoderme et du mésoderme, I’engagement des cellules vers un destin
endodermique et la régionalisation de I’endoderme (Figure 4) (Stainier 2002 ; Zorn & Wells
2007). L’ expression de Nodal est maintenue notamment par la signalisation Wnt3 (Ben-Haim
et al., 2006).

a b _ c
Endoderm Gastrulation
formation
Mesendoderm Ectoderm
Endoderm -‘ :3.-' Mesoderm Endoderm
patteming o i' ha
fg
Organ ™ [ | |
specification Foregut Midgut  Hindgut
Organ buds
Small
Lumng Biliary tree intestineg
Thyroid Colon
[
Proliferation |'( S
Differentiation Esoph'-;:;_

Figure 4 : Représentation schématique de la formation des organes dérivés de I'endoderme.
(a) (b) Etapes majeurs illustrées de la formation des organes dérivés de I'endoderme (jaune) (c) Devenir du lignage cellulaire

endodermique au niveau du tractus gastro-intestinal (Zorn & Wells, 2009).

2. Régionalisation de I’endoderme

Comme décrit precédemment, I'endoderme est modelé par une série de signaux de
facteur de croissance (incluant les facteurs FGF, Wnt et BMP) en provenance du mésoderme
environnant qui subdivise progressivement I'endoderme le long de l'axe antério-postérieur
(Figure 5).

Dans la moitié antérieure de I'embryon, on retrouve les facteurs de transcription
HHEX, SOX2 et FOXA2. Ces facteurs sont nécessaires pour le développement de I'intestin

antérieur (foregut) qui formera I’épithélium de I’cesophage et de I’estomac (Martinez
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Barbera et al., 2000). Les facteurs SHH et SOX2 sont nécessaires pour un developpement

correct de I'cesophage et pour établir la limite avec I'estomac (Que et al., 2007).

Anterior
101350y

Foregut Midgut Hindgut
Hhex/Sox2 Pox1 Cox

Figure 5 : Modéle de la régionalisation de I'endoderme intestinal.

La détermination de l'axe antério-postérieur de I'endoderme intestinal (en jaune) est dictée par plusieurs voies de
signalisation, en particulier les voies Wnt, FGF4 et BMP, activées de maniéere graduelle dans le mésoderme (en rouge) pour
réprimer l'identité de l'intestin antérieur et favoriser le devenir de l'intestin postérieur (Zorn & Wells, 2009).

La spécification de I'estomac nécessite également le facteur de transcription BARX1,
localisé dans le mésenchyme du futur estomac, dans lequel il active l'expression des
antagonistes de Wnt : SFRP1 et 2 .Ceux-ci inhibent localement la signalisation de Wnt pour

réprimer les génes Cdx et permettent la différenciation de I'estomac (Kim et al., 2005).

Dans la moitié postérieure, les genes homéotiques de type Caudal Cdx1, 2 et 4 sont
requis pour definir I'intestin moyen (midgut), qui donnera I’épithélium du duodénum,
jéjunum et iléon, et [I'intestin postérieur (hindgut) pour I’épithélium du célon.
(Chawengsaksophak et al., 2004 ; Kinkel et al., 2008). Par exemple, la fonction de CDX2
dans I'endoderme est nécessaire pour initier le programme intestinal et supprimer le
programme antérieur (Gao et al., 2009). L’expression de FGF4 dans le mésoderme favorise
I'expression des CDX dans I'endoderme postérieur et réprime I'expression des genes antérieurs
Hhex et Foxa2 (Dessimoz et al., 2006 ; Haremaki et al., 2003 ; Wells & Melton 2000). Ces
fonctions de CDX2 au cours de I’embryogenése sont détaillées dans le chapitre 2 de la partie
.

Les facteurs de transcription hépatique tels que HNF4A, TBX3 et HLX, favorisent la
croissance et la différenciation des bourgeons du foie. Les hépatoblastes sont bipotents et

ceux qui sont localisés pres du mésenchyme de la veine porte constituent des cellules

10



INTRODUCTION

épithéliales biliaires grace a un signal Notch, alors que ceux qui sont plus profonds dans le

parenchyme deviennent des hépatocytes (Zorn & Wells, 2009).

Dans les bourgeons pancréatiques, les progéniteurs expriment le facteur homeéotique
PDX1 (Sherwood et al., 2009). Le développement pancréatique nécessite une signalisation de
I’acide rétinoique (Molotkov et al., 2005 ; Stafford & Prince 2002). La signalisation Wnt est
requise pour I'expansion du pancréas exocrine (Murtaugh et al., 2005 ; Wells et al., 2007),
alors que la signalisation Notch-Delta par I’intermédiaire du facteur de transcription NGN3

est nécessaire pour le développement du pancréas endocrine.

Le systeme digestif est constitué du tube digestif a proprement dit, allant de la cavité
buccale a I’anus, comprenant notamment I’cesophage, I’estomac et I’intestin et les glandes
annexes au tube digestif telles que le pancréas, le foie et la vésicule biliaire.

L appareil digestif a pour réle principal la digestion : de fragmenter mécaniquement et
chimiquement les aliments ingérés, de les digérer enzymatiquement et d’absorber les
nutriments et enfin d’éliminer les déchets. Le systéme digestif a également une fonction de
défense physique et immunitaire, ainsi que des caractéristiques endocrines avec la
sécrétion d’hormones a travers le systeme endocrinien diffus (SED) qui regroupe des cellules
endocrines dispersées dans la muqueuse du tractus digestif. Ces cellules sont impliquées

notamment dans la synthese et la libération d’hormones sous forme d'amines biogénes.

Le tube digestif présente une structure de base commune, constituée de cing couches
successives (de I’extérieur vers la lumiere) : une séreuse, une musculeuse, une sous
muqueuse, une musculaire mugueuse et une muqueuse formée d’un épithélium et d’un tissu
conjonctif de soutien appelé lamina propria ou encore chorion. Ces différentes couches
tissulaires assurent les fonctions de motricité, d’innervation, de vascularisation, d’absorption

des nutriments et d’immunité (Figure 6) (Tachdjian et al., 2016).

11
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Séreuse
péritonéale

Sous-séreuse
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Epithélium
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Figure 6 : Représentation de la structure de la paroi digestive.

L'intestin est constitué d'une cavité centrale appelée « lumiére » entourée d’'une paroi comportant, de la lumiere vers
I'extérieur du tube: la muqueuse, formée d’un épithélium reposant sur un tissu conjonctif de soutien, la lamina propria (ou
chorion); la sous-muqueuse composée du réseau sanguin, lymphatique et nerveux; la musculeuse comportant les muscles
lisses; la sous-séreuse et la séreuse péritonéale (d'apres CDU-HGE, 2014).

3.1. L’cesophage

L’cesophage est situé au niveau de la trachée. Son rdle est d’assurer le transport du bol

alimentaire de la bouche a I’estomac.

La muqueuse de [I’cesophage est constituée d’un épithélium pavimenteux
pluristratifié appelé épithélium malpighien ou encore épithélium squameux. Cet
épithélium est organisé en cellules basales et supra-basales. Chez la souris adulte,
I’épithélium est formé par 4 & 6 couches de cellules avec une seule couche de cellules
basales tandis que chez I’humain, I'épithélium squameux contient 20 a 30 couches de cellules
avec plusieurs couches de cellules basales. De plus, I’épithélium squameux chez les rongeurs
est recouvert d’une couche de kératine qui n’est pas retrouvé chez I’homme (Figure 7)
(Treuting & Dintzis, 2012).

L'épithélium cesophagien est un tissu a auto-renouvellement rapide (8 jours). Ce
renouvellement est assuré par des cellules souches qui ne sont pas clairement définies.
Cependant, une sous population de cellules exprimant les marqueurs KRT14, CD49F et P63
a eté identifiée permettant le développement de sphéeres d’cesophage in vitro. De plus, elles

seraient localisées au niveau basal (Jeong et al., 2016).

12
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Figure 7 : Histologie de I'épithélium de I'cesophage chez la souris et 'homme.

(A) L'épithélium squameux stratifié (4-6 cellules) kératinisé de I'cesophage adulte de souris. (B) L'épithélium squameux
stratifié (30-40 cellules) non kératinisé de I'cesophage adulte humain. L'épithélium se compose de cellules basales (cellules
indifférenciées) et de cellules supra-basales (différenciées) a la fois chez la souris et chez 'homme (Zhang et al., 2017).

3.2. L’estomac

L’estomac est situé entre I’cesophage et le duodénum. Il a un réle de brassage et de

transformation mécanique et chimique des aliments en chyme.

L’ estomac est divisé en 5 régions : le cardia, le fundus, le corps, I’antre et le pylore
qui donne sur le duodénum (Figure 8). L’estomac de la souris présente la particularité d’étre
divisé en 2 parties : le pré-estomac et I’estomac proprement dit. La région du pré-estomac est
bordée par une muqueuse squameuse kératinisée, qui représente environ les deux tiers de
I'organe, alors que I’estomac proprement dit est composé d’un épithélium glandulaire
cylindrique simple. L’estomac chez I’homme est également tapissé d’un épithélium

glandulaire cylindrique simple.

La muqgueuse de I’estomac est caractérisée par la présence de glandes tubuleuses. Il
existe trois types de glandes : les glandes cardiales, les glandes du corps ou glandes «

gastriques vraies » et les glandes pyloriques. Les glandes cardiales et pyloriques sont
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tapissées d’un épithélium de cellules & mucus sécrétant surtout de la mucine 6 (MUCS6) et du
lysozyme. Au niveau du pylore sont également retrouvées les cellules G, du systeme
endocrinien diffus (SED), qui sécrétent la gastrine.
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Figure 8 : Anatomie et organisation de I'estomac humain et murin.
L'estomac est divisé en 5 régions de la fin de I';esophage au duodénum : le cardia, le fundus, le corps, I'antre et le pylore

chez 'homme. La souris posséde en plus un pré-estomac kératinisé. Plusieurs divisions sont présentes au niveau des
glandes gastriques: la crypte (pit), l'isthme (isthmus), le collet (neck) et la base. Les cellules différenciées sont réparties tout
le long de la glande. Les cellules souches se situent plus spécifiquement au niveau de I'isthme (Burkitt et al., 2017).

Les glandes du corps qui sont les plus nombreuses, sont des glandes tubuleuses droites
divisées en 3 segments : I’isthme, le collet et la base. Différents types cellulaires sont
retrouvés (Figure 8) :

* Les cellules principales

Elles sont retrouvées essentiellement dans le fond des glandes. Ce sont des cellules exocrines
qui sécretent la leptine et le pepsinogeéne, forme inactive de la pepsine. Ce pepsinogene est

transformé en pepsine dans la lumiere de I'estomac au contact de I’acidité gastrique.
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* Les cellules pariétales ou cellules bordantes

Elles sont réparties sur la glande, entre les cellules a mucus. Elles permettent la sécrétion de
I’acide chlorhydrique (HCI) aprés stimulation par la gastrine. Cette production d’acidité a
une action bactéricide et permet la dénaturation des protéines ingérées, ainsi que I’activation
de la pepsine afin de dégrader les protéines du bol alimentaire. Ces cellules sont également
impliquées dans la sécrétion du facteur intrinséque qui se lie a la vitamine B12 et permet son

absorption au niveau de I’intestin.

* Les cellules a mucus

Elles sont localisées au niveau de I’isthme et du collet. Elles produisent deux types de
mucines (MUC5AC et MUC6) mais aussi des facteurs TFF notamment TFF1 et 2 qui
s’associent aux mucines pour former le mucus. Ce mucus permet la protection de I’épithélium

de I’acidité gastrique.

« Les cellules endocrines

e les cellules G, localisées préférentiellement au niveau des glandes pyloriques.
Elles sont a I’origine de la synthése de gastrine

e les cellules D qui libérent la somatostatine, qui a une action d’inhibition de
sécrétion hormonale

e les cellules ECL qui synthétisent et sécretent I'histamine apres stimulation par

la gastrine. Ceci permet de réguler I’acidité de I’estomac.

La durée de vie des cellules épithéliales gastriques est de 3 a 6 jours. L'auto-
renouvellement de I'épithélium de I'estomac repose sur l'activite des cellules souches
multipotentes localisées au niveau de I’isthme. Actuellement, deux populations distinctes de
cellules souches ont été rapportées. On retrouve les cellules SOX2+ exprimées
préférentiellement dans les glandes du corps et de I’antre et les cellules LGR5+ retrouvées au
niveau des glandes de I’antre et du pylore mais pas du corps (Kim et al., 2016). Le suivi de la
lignée SOX2+ in vivo montre que ces cellules peuvent génerer tous les types de cellules
épithéliales gastriques (Arnold et al., 2011). Cependant, les caractérisations des cellules
souches épithéliales gastriques ne sont pas encore clairement précisées.

En plus du renouvellement des progéniteurs multipotents, les cellules épithéliales de I'estomac

peuvent également étre reconstituées par de-différenciation de cellules qui semblent étre en
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phase terminale. Par exemple, les cellules situées a la base des glandes Troy+ représentent

une réserve de cellules souches latentes (Stange et al., 2013).

3.3. L’intestin

L'intestin commence aprés la région pylorique de I’estomac et se poursuit jusqu’a
I’anus. 1l est divisé en 2 régions distinctes : I’intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon) qui
assure la digestion et I’absorption des nutriments, et le gros intestin (caecum, célons
proximal et distal, rectum) qui a pour réle de deshydrater, de stocker et d’évacuer les résidus

non digerés par I’intestin gréle.

Le rble essentiel d’absorption de [I’intestin est assuré grace a un systeme
d’amplification de surface. En effet la muqueuse de I’intestin gréle forme des grands replis
transversaux appelés valvules conniventes, et des replis présentant une alternance
d’expansions (les villosités) et d’invagination (les cryptes) de la muqueuse. Le célon est
dépourvu de villosités mais présentent de profondes glandes, équivalentes aux cryptes de

I’intestin gréle (Figure 9).
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Figure 9 : Organisation et renouvellement cellulaire de I'épithélium intestinal et colique.
Les cellules différenciées, situées au niveau de la villosité et les cellules prolifératives, localisées au niveau de la crypte de

lintestin gréle (A) ou au niveau des glandes du colon (B). Les cellules souches migrent vers la surface et se différencient
progressivement en cellules matures assurant leur fonction respective, avant de mourir par anoikis (mort cellulaire par perte
d'adhésion) et d'étre éliminées dans la lumiére intestinale (Adapté de Barker, 2014).
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La muqueuse de I’intestin est recouverte d’un épithélium cylindrique monostratifié
composé de cellules appartenant a deux types de lignages :

- Absorbant avec les entérocytes (gréle) et colonocytes (célon)

- Sécreteur avec les cellules caliciformes, les cellules de Paneth, les cellules entéro-

endocrines et les cellules a touffes

* Les entérocytes/colonocytes

Les enterocytes dans I’intestin gréle (80% des cellules épithéliales), et colonocytes dans le
cblon (50% des cellules épithéliales), permettent I’absorption des nutriments grace a leur
bordure en brosse de microvillosités au pble apical. Ces cellules synthétisent des enzymes
digestives telles que la sucrase isomaltase ou la phosphatase alcaline ancrees dans la

membrane des microvillosités.

* Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes ou « cellules & mucus » ou « cellules en gobelet » représentent
pres de 5% des cellules épithéliales de I’intestin gréle et jusqu’a 16% des cellules épithéliales
du colon distal. Ces cellules possedent des grains de sécrétion de mucines au niveau apical.
Les mucines sécrétées sont les mucines MUC1, 2,3 et 4, MUC2 étant la plus exprimée. Les
mucines composent le mucus qui forme une couche protectrice pour I’épithélium intestinal.
Les cellules caliciformes produisent également les facteurs TFF qui constituent aussi le mucus
et qui ont role reparateur de la muqueuse. TFF3 est le facteur préférentiellement exprime dans
I’intestin (Kim & Ho, 2010 ; Specian & Oliver, 1991).

« Les cellules entéro-endocrines

Les cellules entéro-endocrines représentent une trés faible proportion des cellules de
I’épithélium intestinal (<1%) (Noah et al., 2011). Elles sécretent différentes hormones
régulant notamment le métabolisme ou la motilité telles que la sécrétine, la cholécystokinine
(CCK) ou la motiline (Gunawardene et al., 2011).

* Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth sont situées a la base des cryptes de I’intestin gréle et sont absentes
dans le cdlon. Elles interviennent dans le maintien de la flore intestinale et la réponse
immunitaire en sécrétant le lysozyme et le TNFa. Elles participent également a la niche et au

maintien des cellules souches intestinales.
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* Les cellules a touffes

Les cellules a touffes ou « Tuft cells » ne représentent qu’une tres faible proportion des
cellules épithéliales de I’intestin (0.4%). Ces cellules jouent un réle dans la défense contre les
parasites et auraient un réle dans I’inflammation en exprimant notamment les cyclo-
oxygenases COX1 et COX2 (Gerbe et al., 2012). Des études récentes ont mis en évidence
I’importance de ces cellules dans I’initiation des réponses immunitaires de type 2 induites par
une infection parasitaire, qui serait relayée par la production d’IL-25 (Gerbe et al., 2016).

L’épithélium intestinal est un tissu avec un renouvellement cellulaire trés important (3
a 5 jours), a I’exception des cellules de Paneth, qui ont une durée de vie d’environ 8 semaines
(Ireland et al., 2005). La muqueuse intestinale est organisée fonctionnellement selon un axe
crypto-villositaire. Les cryptes constituent le compartiment de prolifération, dans lesquelles
sont localisées les cellules souches (dites CBC ou LGR5+) et les cellules de Paneth, (Barker
et al., 2007). Aprés multiplication des cellules, celles-ci migrent vers les villosités, qui
constituent le compartiment de différenciation, et dans lesquelles, elles acquierent leur
propriété cellulaire intestinale, a I’exception des cellules de Paneth qui restent au fond de la
crypte. Les cellules qui arrivent au sommet des villosités meurent par anoikis (mort cellulaire

induite par la perte d’adhésion) (Figure 9).

3.4. Le foie

Le foie est situé dans la cavité abdominale sous le diaphragme. Chez I’homme, le foie
est composé de 4 lobes incomplétement séparés, généralement présentés comme 2 lobes, le
lobe gauche et le lobe droit. Chez la souris, 4 lobes sont distingués : le droit, le médian, le

gauche et le caudé. Le lobe médian est le plus volumineux (Figure 10).
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(A) Human liver (B) Mouse liver
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Figure 10 : Anatomie du foie humain et de souris.
(A) Le foie humain posséde 4 lobes, incomplétement séparés, présentés comme 2 lobes, le lobe gauche et le lobe droit (le

plus volumineux). (http://thesistut.com/liver-segmental-anatomy.html). (B) Le foie de souris présente 4 lobes : le lobe gauche,
droit (hémisectionné), médian (le plus volumineux) et caudé. La vésicule biliaire est localisée au niveau central de I'isthme du
lobe médian (Treuting & Dintzis, 2012).

Le foie est considéré comme une glande digestive avec un fonctionnement complexe.
Ses roles sont donc diversifiés, avec une fonction dite exocrine de sécrétion de la bile, un
émulsifiant des graisses qui facilite leur digestion. Ce liquide est sécrété en continu par le foie.
La moitie est stockée dans la veésicule biliaire, I’autre est déversée directement dans le
duodénum. De par sa propriété d’interface entre le systéme sanguin et le tube digestif, le foie
a également un réle dans le métabolisme des glucides et des lipides mais aussi dans la

détoxification de I’organisme.

Le foie est organisé en lobules. Le lobule a une structure hexagonale constituée
d’hépatocytes (80% des cellules hépatiques), de cellules de Kupffer (macrophages), de
vaisseaux sanguins et de canaux biliaires. Les hépatocytes sont organisés en travées qui
partent du centre ou se trouve la veine centrolobulaire. Ces travées d’hépatocytes sont
séparées par des capillaires sanguins appelés sinusoides. A chaque extrémité du lobule se
trouve un espace porte composé par une triade : artére hépatique, veine porte et canal biliaire
(Figure 11) (Tachdjian et al., 2016).
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Figure 11 : Structure d’un lobule hépatique.
Le lobule hépatique est 'unité structurale du foie. Le lobule a une structure hexagonale constituée de travées de cellules, les

hépatocytes. Ces travées partent du centre du lobule ou se trouve la veine centrolobulaire et sont orientées radialement. A
chacun des six poles du lobule se trouve un espace porte composé d'une branche de l'artére hépatique, une branche de la
veine porte et d'un conduit biliaire interlobulaire (Tachdjian et al., 2016).

e Propriété de régénération

Le foie présente la capacité de se régénérer suite a des lésions causées par I’exposition a des
agents cytotoxiques (agents pharmaceutiques, polluants environnementaux, toxines
endogenes...). La régénération du foie est un processus complexe qui n’est pas encore
clairement défini. La majorité de la regénération du foie se fait par la prolifération des
hépatocytes. Cependant, les cellules progénitrices hépatiques bipotentes ou « cellules

ovales » peuvent étre également impliquées dans ce processus (Apte, 2015).

Ces cellules ovales ont eté décrites a I’origine dans des modeles de carcinogenése chez
le rat. (Farber et al., 1956). Elles tiennent leur nom de leur forme ovalaire. Ces cellules
progeénitrices bipotentes peuvent se différencier en hépatocytes ou cholangiocytes (cellule
épithéliale du canal biliaire). Elles seraient localisées a I’extrémité des ramifications des
canaux biliaires, a I’interface entre le canalicule biliaire et le canal biliaire appelé aussi
passage de Hering (Theise et al., 1999). Généralement, leur identification dans le foie se fait a

I’aide des marqueurs c-kit, CD34, Ov6, CK19 ou encore chromogranine A. Cependant aucun
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de ces marqueurs n’est réellement univoque. En effet, ces marqueurs ne sont pas spécifiques

aux cellules souches ovales (Guettier, 2005).

Pour explorer les mécanismes de la régenération hépatique, il existe 2 types de
modeles animaux : les modéles de Iésion chirurgicale et les modéles de lésion chimique.
Le modele le plus employé pour étudier la régénération du foie chez les rongeurs est la
technique d'ablation chirurgicale ou « hépatectomie partielle ». Cette méthode a été détaillee
des 1931 par Higgins et Anderson et reste a ce jour encore la procedure la plus utilisée dans
ce but. En dehors de la régénération aprés résection chirurgicale, le foie est également
capable de se régénérer aprés une lésion chimique induite par des agents tels que le
tétrachlorure de carbone (CCl4) ou thioacétamide (TAA). Ces agents sont des hépatotoxiques
puissants agissant au niveau centrolobulaire. Leur administration chez le rat et la souris
conduit dans un premier temps a une stéatose et une nécrose centrolobulaires suivies d’une
fibrose (Chen et al., 2008 ; Fujii et al., 2010). Les protocoles de ces techniques sont détaillés

dans le chapitre « Matériels et Méthodes».

Il existe des différences fondamentales dans la facon dont le foie se régénere apres une
hépatectomie et la régénération du foie aprés une lésion chimique. Notamment, la
prolifération des cellules progénitrices aprés une lésion chimique n’est pas retrouvée apres
une lésion chirurgicale. Ces cellules se comportent comme des cellules souches facultatives
puisqu’elles proliferent dans certaines situations tres specifiques d’agression hépatique au

cours desquelles la prolifération hépatocytaire est inhibée ou retardée (Guettier, 2005).

3.5. La vésicule biliaire

La vesicule biliaire est un « renflement » des voies biliaires. Cette poche est localisée
sur la face inférieure du lobe droit du foie chez I’homme et au niveau central du foie chez la

souris (Figure 10). Elle a pour fonction principale de stocker et de concentrer la bile.

La muqueuse de la vésicule biliaire est formé d’un épithélium cylindrique simple
composé notamment de cellules semblables aux cellules entéro-endocrines de I’intestin
(Figure 12).
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Figure 12 : Histologie de la vésicule biliaire.
(A) Histologie de la vésicule hiliaire de souris composé d'un épithélium simple a cellules cylindriques basses. (B) Histologie

de la vésicule hiliaire humaine composé d'un épithélium simple a cellules cylindriques hautes (Adapté de Treuting & Dintzis,
2012).

Il existe trés peu d’informations concernant le processus d’auto-renouvellement de
I’épithélium biliaire. Une équipe a isolé une population de cellules épithéliales EpCAM+,
CD44+, CD13+, présentant des caractéristiques de cellules souches a partir de vésicule

biliaire feetale humaine (Manohar et al., 2015).

3.6. Le pancreéas

Le pancréas est situé derriere I’estomac chez I’homme et le long de I’intestin chez la
souris. Le pancréas est une glande amphicrine possédant une partie endocrine et une partie

exocrine (Figure 13).

En fonction de l'espéce, le pancréas se présente sous forme «mésentérique» ou
«compacte» (Figure 14). Le type mésentérique, qui est retrouvé chez les rongeurs,
correspond a une dispersion diffuse du pancréas dans le mésentére duodénal. La forme

compacte est retrouvée chez I’homme.
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Figure 13 : Représentation schématique de la structure du pancréas.
Le pancréas est constitué d'acini séreux (fonction exocrine) et d'flots de Langerhans (fonction endocrine) (Tachdjian et al.,
2016).

Figure 14 : Histologie du pancréas chez I'homme et la souris.
(A) Pancréas diffus chez la souris adulte. Les lobules sont dispersés et séparés par du mésentére et des agrégats

lymphoides (fleche). (B) Pancréas compact chez 'homme adulte. La structure du pancréas est plus dense que celui de
souris (Adapté de Treuting & Dintzis, 2012).

e Le pancréas exocrine

Le pancréas exocrine est la partie la plus volumineuse du pancreas. 1l est impliqué dans la
production et la sécrétion du suc pancréatique qui neutralise I’acidité gastrique et facilite la
digestion.

L’unité structurelle est le lobule formé de grappes d’acini sécréteurs et de canaux excréteurs
(Figure 13). Les cellules acineuses présentent au pOle apical des grains de zymogéne
contenant les enzymes digestives. Les canaux commencent a I’intérieur des acini centraux et
forment un réseau canalaire de plus en plus large (canal intralobulaire — canal interlobulaire

— canal pancréatique principal (canal de Wirsung)). Les canaux sont tapissés d’un
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épithelium simple d’abord cubique au niveau du canal intralobulaire et devenant cylindrique
au niveau des canaux interlobulaire et principal. Ces conduits excréteurs du suc pancréatique

permettent son acheminement vers le duodénum.

e Le pancréas endocrine

La partie endocrine du pancréas ne représente que 1 a 2% de la masse pancréatique. Elle se
présente sous forme d'Tlots de Langerhans dispersés dans le pancréas exocrine.

Chaque Tlot est constitué de 5 types cellulaires : les cellules B, qui sécréetent I'insuline (70 %
des cellules) situées au centre des ilots ; les cellules a, qui sécrétent le glucagon (20 % des
cellules), a la périphérie des ilots ; les cellules &, qui sécrétent la somatostatine (5 a 10 % des
cellules), réparties de fagon aléatoire ; les cellules PP (1 a 2 % des cellules), qui sécrétent le

polypeptide pancréatique.

Les cellules souches pancréatiques sont encore méconnues. Des études chez la souris
de tracage cellulaire ont démontré que les cellules exprimant le facteur de transcription
homéotique Pdx1 (Pdx1+) génerent les acini, les canaux et le tissu endocrine du pancréas (Gu
et al., 2002). Cependant, la localisation in vivo et les caractéristiques moléculaires de ces
cellules n'ont pas été clairement établies. Des expériences ont suggéré la possibilité que les
cellules souches pancréatiques soient localisées dans I'épithélium des canaux (Bonner-Weir et
al., 2000).

3.7. La vessie

La vessie appartient au systeme urinaire. Cependant, comme pour le tractus digestif,
I’origine embryologique de son épithélium est I’endoderme. La vessie est située ventralement

au colon. Elle a pour rdle de stocker I’urine produite par les reins.

Pour assurer cette fonction, la vessie est formée d’un épithélium de transition
polymorphe pseudotratifié (3 a 5 niveaux de cellules chez la souris, et 6 a 8 couches chez
I’homme) appelé aussi urothélium. Ce type d’épithélium est adapté pour subir un important
étirement et résister a la toxicité de I’urine. En effet, les cellules épithéliales de I’urothélium
ont la capacité de moduler leur hauteur en fonction du degré de distension de la vessie : plus

la vessie est pleine, plus les cellules s’aplatissent (Figure 15).
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Contrairement a d'autres tissus épithéliaux tels que l'intestin, le temps de
renouvellement de I’urothélium est plutét faible. D’importants niveaux de prolifération sont
observés dans les cas d'une lésion épithéliale, d'un cancer ou d'une infection urinaire (Shin et
al., 2011).

Figure 15 : Histologie de I'urothélium.
L'épithélium vesical est un épithélium pseudostratifié, de transition car la hauteur épithéliale varie selon le contenu de la

vessie. Lorsque la vessie est vide (A), les cellules deviennent étroites et hautes, ce qui augmente |'épaisseur épithéliale.
Lorsque la  vessie  est remplie  (B), les cellules  ont  tendance a s'aplatir
(https:/iwww.slideshare.net/mutangachuk/systeme-urinaire).

Différentes origines de cellules souches de I’urothélium ont été proposées dans la
littérature. On retrouve le possible recrutement de cellules souches de moélle osseuse suite a
une lésion de I’urothélium mais aussi des cellules souches retrouvées dans I’urine,
vraisemblablement d’origine rénale, qui peuvent se différencier en cellules urothéliales
(Smolar et al., 2016).
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Chapitre 2 : Physiopathologie du systeme digestif

Différents types de pathologies sont décrits au niveau du systeme digestif selon leur
étiologie. Les maladies inflammatoires, telles que les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin ou encore les hépatites, sont tres fréquemment observées. Les cancers sont
également une maladie qui touche tous les organes du systeme digestif et c’est sur cette
catégorie de pathologies que repose mon sujet de these. Enfin, il est également retrouvé des

maladies infectieuses et génetiques de I’appareil digestif.

1.2. Le concept de métaplasie

L'Institut National du Cancer définit la métaplasie comme étant « la transformation
d’un type cellulaire différencié en un autre type cellulaire différencié, qui ne se forme
normalement pas dans le tissu dans lequel il se trouve ». Ce processus a lieu durant la vie
post-natale, par opposition a I’hétéroplasie qui se développe au cours du développement

embryonnaire.

En pathologie humaine, la métaplasie se développe en général dans des contextes ou
I'environnement cellulaire normal a été modifié (traumatisme chronique, infection chronique,
stimulation hormonale anormale). Ces modifications provoquent souvent une réponse
inflammatoire ainsi qu’un processus de régénération continue, a I’origine de I’émergence de
cellules métaplasiques, qui présentent un phénotype souvent mieux adapté pour résister au
nouvel environnement. En théorie, cette transformation du tissu peut étre réversée si
I'environnement cellulaire normal est rétabli. Or, il est trés rare de détecter de maniere précoce
I’apparition de la métaplasie chez I’homme, les changements sont donc souvent permanents
(Stairs et al., 2010).

Les métaplasies surviennent le plus souvent dans les épithélia, mais il est possible d’en
rencontrer dans les tissus d’origine mésodermique, telles que la métaplasie fibreuse au niveau

de tissus osseux (Boyce et al., 1993).

La métaplasie se produit généralement entre des types de cellules qui proviennent de

régions embryonnaires voisines. Ainsi, la métaplasie se distingue du tissu environnant par la
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présence d’un ou de quelques facteurs de transcription impliqués dans la détermination des

types de tissus pendant le développement.

La métaplasie n’est pas une lésion cancéreuse en tant que telle, mais leur présence est
associée a un risque accru de cancer comme dans les poumons ou les ovaires. Dans d’autres
organes, elle est clairement considérée comme pré-cancéreuse, comme dans I’cesophage ou
I’estomac selon une séquence anatomo-pathologique meétaplasie-dysplasie-néoplasie
(Correa, 1992 ; Shaheen et al., 2000).

Actuellement, les mécanismes moléculaires et cellulaires a I’origine de la métaplasie

ne sont pas clairement déterminés.

1.2. Définition de la métaplasie intestinale

La métaplasie la plus connue du systeme digestif est la métaplasie intestinale (MI).
La MI, ou un épithélium de type intestinal est observé ectopiquement dans d'autres tissus
d’origine endodermique, peut étre observée dans un certain nombre d’organes du systéme
digestif et non digestifs, tels que I'cesophage, I'estomac, le pancréas la vésicule biliaire ou
encore la vessie. L expression du géne Cdx2 spécifiant I’identité intestinale, a été détectee

dans tous ces cas.

Histologiquement, la meétaplasie intestinale peut presenter les différents types
cellulaires intestinaux (entérocytes, cellules & mucus, cellules de Paneth et cellules
entéroendocrines) ; les cellules a mucus étant celles le plus fréquemment retrouvées et

utilisées pour détecter et caractériser la M1 (Gutiérrez-Gonzalez & Wright, 2008).

Bien que la MI soit considérée comme une lésion bénigne et soit typiquement
asymptomatique, elle est une lésion cliniguement importante en pathologie humaine. En effet,
la MI augmente la susceptibilitt a la carcinogenese selon la sequence pathologique
métaplasie-dysplasie-adénocarcinome et est maintenant considérée comme une lésion pré-

néoplasique dans I’cesophage et I’estomac (Correa, 1992 ; Shaheen et al., 2000).
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1.3. Les mécanismes impliqués dans le processus métaplasique

i. Cellules a I’origine des Ml

Plusieurs hypotheses ont été proposées pour définir I’origine cellulaire de la métaplasie.

Hypothese 1. Les principales observations désignent les cellules souches multipotentes du
tissu comme la cible initiale du processus.

Premiérement, la métaplasie émerge souvent des unités proliferatives du tissu. En effet, la
destruction du tissu, antérieure a la formation des MI, crée un espace pour la génération de
nouvelles structures prolifératives ayant subi une conversion clonale. De plus, la régénération
de I’épithélium et donc sa prolifération est souvent associée au processus de métaplasie
(Mosnier, 2012).

Hypothese 2. Certaines études désignent méme I’implication de cellules souches
indifférenciées « embryonnaire-like » qui sont recrutées lors du processus de métaplasie.
En effet, I’infection de souris par Helicobacter felis induit le recrutement des cellules souches
dérivées de la moelle osseuse pour repeupler la muqueuse gastrique détruite par I’infection
(Houghton et al., 2004).

Hypothese 3. Certains admettent que la métaplasie apparait suite a un processus de trans-
différenciation, c’est-a-dire la transformation d’une cellule différenciée en un autre type de
cellule différenciée. 1l n’est pas connu si le mécanisme de trans-différenciation nécessite un
passage par un etat dedifférencié des cellules épithéliales. En effet, cet état est difficilement
observable surtout si la trans-différenciation est rapide. Il y a alors une coexistence des
marqueurs des deux types de cellules (Slack, 2001). Méme s’il parait plus simple de
reprogrammer une cellule souche plutét qu’une cellule différenciée, la réalité indique que la
cellule differenciée serait plastique. En effet, I’état différencié d’une cellule serait plutot le
résultat de la surexpression de rares genes spécifiques de différenciation que de I’expression
différentielle des genes. Ainsi, la perturbation de ces genes spécifiques peut étre suffisante

pour reprogrammer la cellule différenciée.
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ii. Théorie homéotigue dans le mécanisme des Ml

La métaplasie peut apparaitre suite & un profil modifié d'expression de genes, qui
déterminent I’identité des tissus pendant le développement embryonnaire. Ces génes sont les
genes homéotiques dont I’expression ectopique (ou la répression) durant la vie post-natale
peut étre responsable du developpement de la métaplasie. De plus, la métaplasie se produit
généralement entre les types de cellules qui proviennent de territoires voisins de I'embryon en
développement (Stairs, 2010).

L’intervention des génes homéotiques dans la métaplasie intestinale chez I’homme est
illustrée par I’expression constante du gene homéotique determinant de la différenciation
intestinale, Cdx2, gene sur lequel sont basés mes travaux. La métaplasie résulterait de la
reprogrammation de ce géne homéotique dans les cellules progénitrices ou souches des unités

structurales prolifératives (Mosnier, 2012).

iii. Rble de I’inflammation dans la formation des Ml

Il ressort clairement de la recherche sur les métaplasies intestinales que
I'inflammation joue un réle essentiel, tant dans leur formation que dans leur progression vers
I'adénocarcinome. Des études récentes se sont portées sur le rble des cytokines sécrétées dans
le microenvironnement, ainsi que des événements de signalisation induits dans I'épithélium en
réponse a ces cytokines. Ce type de réponse immunitaire peut declencher des événements de
signalisation qui entrainent une métaplasie de I'épithélium avant I'apparition du cancer (de
Visser et al., 2005).

Un autre aspect de lactivation du systeme immunitaire, avec des implications
importantes pour l'induction de la métaplasie et du cancer, est l'augmentation de la
production de radicaux libres hautement réactifs tels que les especes réactives de I’oxygene
(ROS) et les especes reactives de I’azote (RNS). ROS et RNS sont genérées dans les
mitochondries et les peroxysomes des cellules inflammatoires et épithéliales. Ces agents
contribuent au stress oxydatif dans le microenvironnement (Federico et al., 2007).

Dans le contexte d'une inflammation chronique, I'exposition prolongée a ces radicaux libres
peut endommager les protéines, les lipides et 'ADN. Ainsi les dommages causés a I'ADN,
s’ils ne sont pas réparés par la cellule, peuvent conduire a des modifications d'expression de

génes, puis a l'induction de la métaplasie et finalement a I'émergence d'adénocarcinomes.
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2.1. L’;esophage

2.1.1. L’cesophage de Barrett

i. Géneralitées

L’cesophage de Barrett (OB) ou endobrachyoesophage (EBO) a été décrit pour la
premiere fois en 1957 par Norman Rupert Barrett et correspond a un changement
phénotypique de I’épithélium squameux stratifié de I'cesophage en un épithélium glandulaire
de type intestinal (Barrett, 1957). L’cesophage de Barrett est considéré comme un cas de
métaplasie intestinale. Les quatre types de cellules intestinales (entérocytes, cellules a
mucus, cellules de Paneth et cellules entéroendocrines) peuvent étre représentés dans I’OB,
mais les cellules de Paneth sont plus rarement trouvées.

La métaplasie intestinale de I’cesophage de Barrett est une pathologie importante, car
elle est considérée comme le principal facteur de risque pour I'adénocarcinome de
I’cesophage. Le taux de progression de I’OB en adénocarcinome a été estimé a 0,5 a 1% par
année, avec une incidence par année de 6-7 cas pour 1000 personnes (Paulson et al., 2004 ;
Reid et al., 2010). En d’autres termes, le risque de survenue d'adénocarcinome de I’cesophage
est augmenté de 30 a 125 fois quand il y a présence de la métaplasie de Barrett (Shaheen et
al., 2000). La séquence de progression de I’OB en cancer est la suivante : OB non dysplasique
> OB avec dysplasie de bas grade > OB avec dysplasie de haut grade > adénocarcinome
(Figure 16).
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Figure 16 : Caractéristiques histopathologiques de la séquence Esophage de Barrett >Adénocarcinome.
(A) Esophage de Barrett sans dysplasie (B) Esophage de Barrett avec dysplasie de bas grade (C) Esophage de Barrett
avec dysplasie de haut grade (D) Esophage de Barrett avec adénocarcinome (Jain et al., 2017).

S’agissant d’une affection intrinséquement asymptomatique, I’épidémiologie de
I’cesophage de Barrett n’est pas connue avec précision. L'OB est trés répandu dans la
population générale et sa prévalence a tendance a augmenter. L’OB est plus fréquent dans les
pays développés, affectant 2% de la population adulte en général (Bennett et al., 2015). L’OB
est souvent détecté par hasard a la suite d’un examen endoscopique. De 1 a 6 % des sujets
faisant une endoscopie ont un OB (Shaheen et al., 2009). De plus, la plupart des patients
atteints meurent avec cette lésion sans avoir été diagnostiqué, on retrouve alors un
pourcentage de cas 21 fois plus élevé a la suite d’autopsie (Cameron et al., 1990).

L'ecesophage de Barrett est associé a des symptémes de reflux gastro-oesophagien
chronique, comme les brllures d'estomac et la régurgitation provoquant, suite aux remontées
acides du suc gastrique, une cesophagite qui serait a I’origine des métaplasies intestinales
(Eisen et al., 1997). Les autres facteurs de risque sont le sexe masculin, le tabagisme et
I'obésité (Mansour et al., 2017).
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Trois stratégies sont d’usage courant pour la prise en charge de I’cesophage de Barrett.
La principale est la mise en place de protocoles de surveillance fréquente pour détecter les
signes histologiques d'une progression vers le cancer. Les stratégies pharmacologiques pour
supprimer la production d'acide, habituellement avec des inhibiteurs de la pompe a protons
(IPP), constituent actuellement le pilier du traitement médical pour les patients. Bien que les
IPP fournissent un traitement efficace pour les symptomes de reflux et I'cesophagite, une
restauration compléte de la muqueuse n'est pas observée (Garcia-Rodriguez et al., 2006).
L'utilisation de techniques ablatives pour traiter la métaplasie de Barrett, comme la thérapie
photodynamique et I'ablation par radiofréquence, est de plus en plus répandue, mais se limite
au traitement de la metaplasie dysplasique. L'ablation par radiofréquence démontre les
meilleurs taux de réussite pour traiter la dysplasie et provoque la régénération de la muqueuse

squameuse normale (Shaheen et al., 2009).

ii. Caractéristiques histopathologiques de I’OB

L’cesophage de Barrett se produit a la jonction gastro-cesophagienne (ou cardia) qui
s'étend dans I'cesophage a partir cette jonction. Le BE se caractérise non seulement d’un point
de vue histologique avec une « intestinalisation » morphologique apparente de I’épithélium
sgquameux, mais aussi par des changements fonctionnels avec I’expression de protéines
intestinales telles que la villine, la sucrase isomaltase, la mucine MUC2 et les facteurs de
transcription spécifiques de l'intestin CDX1 et CDX2 (Morales et al., 2002). La condition
anatomologique sine qua non pour établir le diagnostic de la métaplasie de Barrett est la
présence de cellules caliciformes productrices de mucine, observées par coloration au bleu
alcian (Figure 17) (Guillem et al., 2005).
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Figure 17 : lllustrations d’un cesophage normal comparé a un Esophage de Barrett.
(A) Coelioscopie de la jonction gastro-oesophagienne d'apparance normale (B) Histologie de muqueuse sgquameuse

normale d'cesophage (C) Coelioscopie d'cesophage de Barrett montrant des trainées radiales a la jonction gastro-
oesophagienne. (D) Histologie d’oesophage de Barrett avec cellules en gobelet (fleches) (Shaheen et al., 2009).

L’cesophage de Barrett est classifié selon son étendue, on retrouve alors des OB dits
courts ou longs. Le segment court a une longueur maximale de moins de 3 cm, alors que le
segment long a une longueur supérieure a 3 cm. Le segment long présente un risque plus
élevé de développement d’adénocarcinome. Ainsi, la longueur du segment est corrélée au

risque de progression vers la néoplasie (Schoofs et al., 2017).

iii. Caractéristiqgues moléculaires de I’OB

e ROle de I’inflammation

L'exposition de I'épithélium cesophagien aux sels acides et biliaires en raison du reflux
gastro-cesophagien est un facteur important dans la pathogenese de I’OB. L'exposition acide
de I'épithélium cesophagien entraine au moins une perte partielle de la fonction de barriere de
I’épithélium vis-a-vis du milieu luminal, ce qui accroit sa perméabilité (Orlando et al.,
2008). Cette perméabilité accrue peut étre responsable de la réponse inflammatoire initiale
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observée dans la maladie de reflux, avec la présence des cytokines dans le
microenvironnement de I’OB telles que IL1p, 1L4, IL6, IL8, TNFa et IFNy (Moons et al.,
2005). La signalisation des cytokines dans les cellules épithéliales de I'cesophage peut jouer

un role essentiel dans les étapes initiales du processus de trans-différenciation de I’OB.

Les prostaglandines sont des lipides qui, dans le contexte de I'inflammation, activent
les événements de signalisation qui menent a des réactions de réparation tissulaire. Elles
sont produites par les cyclooxygénases (COX1 et COX2) qui initient la conversion de I'acide
arachidonique en prostaglandine. La prostaglandine E2 (PGE 2) est la prostaglandine la plus
abondante dans I’OB. Elle stimule I'angiogenése, augmente la prolifération cellulaire et la
migration, et inhibe I'apoptose. L’expression de COX2 semble étre directement liée au reflux
acide car son niveau d'expression est corrélé positivement a la quantité de reflux acide
(Hamoui et al., 2004).

Il a éte établi que les cytokines et I'activité prostaglandine stimulent I'induction du
facteur NFxB dans de nombreux types de cellules. NFkB est important pour l'induction
transcriptionnelle du facteur intestinal CDX2, facteur ayant un role majeur dans le
développement de la métaplasie intestinale dans I’cesophage comme décrit ci-dessous (Kim et
al., 2002).

e L’implication du facteur homéotigue intestinal CDX2

Une expression ectopique de CDX2 est retrouvee dans 100% des biopsies d’cesophage de
Barrett (Eda et al., 2003) (Figure 36). Cette expression se localise aussi bien dans I’cesophage
de Barrett qu’a sa périphérie dans I’épithélium normal, chez un tiers des patients, suggérant
que son expression précéde le changement de phénotype (Moons et al., 2004). 1l semble donc
probable que CDX2 ait un réle primordial dans le développement de I’cesophage de Barrett.

iv. Modéles animaux d’cesophage de Barrett

Les modeéles animaux d’cesophage de Barrett sont difficiles a générer. Cela s'explique
en partie par les différences histologiques entre I’cesophage de souris et de I’homme. Dans
I',esophage de la souris, la transition de I'épithélium squameux a I'épithélium cylindrique
gastrique se produit dans l'estomac, alors que chez I’homme cette jonction a lieu dans
I’cesophage. En outre, I'épithélium cesophagien est kératinisé chez la souris mais pas chez
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I'nomme. La présence de cette kératinisation rend la muqueuse de I’cesophage plus résistante

aux agressions et donc au développement de métaplasies intestinales.

Jusqu'a récemment, il n'existait que deux modeéles permettant de générer un cesophage
de Barrett in vivo. Premierement, le modele d’OB provoqué par l'induction d’un reflux chez
I’animal par intervention chirurgicale. Cette technique a été développée chez le chien, le rat
et la souris (Bremner et al., 1970 ; Buttar et al., 2001 ; Miyashita et al.,2006).

Un autre modele de souris d’OB a été généré en 2012 : le modele ED-L2/IL-1B qui permet
une surexpression de l'interleukine-1p (IL-1B), une cytokine pro-inflammatoire retrouvée
augmentée chez les patients atteints d’OB. Ces souris développent une métaplasie entre 12 et
15 mois et un petit pourcentage de souris progresse vers une dysplasie de haut grade ou vers
un adénocarcinome (Quante et al., 2012). Les composants du reflux gastroduodénal, en
particulier les acides biliaires non conjugués tels que le désoxycholate, induisent des
dommages a I'ADN et peuvent contribuer au développement de OB. Etant donné que la souris
ED-L2/IL-1B développent spontanément un OB qui progresse tardivement en cancer, le

désoxycholate a eté utilisé pour accélérer la progression de la maladie (Quante et al., 2012).

Jusqu’a trés récemment, aucun modele d’expression ectopique de CDX2 ne permettait
le développement d’un cesophage de Barrett chez la souris. En effet, la surexpression de
CDX2 dans I'eesophage de souris sous le promoteur de la cytokératine 14 (K14) ne permet pas
le développement d’une métaplasie intestinale (Kong et al.,, 2011). Cependant, la
surexpression du régulateur du cycle cellulaire cycline D1 et des agents déméthylants en plus
de l'expression ectopique de CDX2 provoque l'expression de génes intestinaux dans les
cellules cesophagiennes immortalisées (Kong et al., 2009). De plus, la co-expression de BMP4
et de CDX2 dans des lignées cellulaires épithéliales d’cesophage induit I’expression de génes
intestinaux. De maniere intéressante, la surexpression de BMP4 dans I'épithélium cesophagien
de la souris conduit a la transformation de I’épithélium squameux en épithélium cylindrique
mais sans apparition de marqueurs intestinaux (Mari et al., 2014). Ces résultats suggéraient
donc que I’expression ectopique de CDX2 n’était pas suffisante pour induire un cesophage de
Barrett et qu’il était nécessaire de transformer au préalable la morphologie de I’épithélium

pour induire un phénotype intestinal.

De trés récents travaux, publiés en octobre 2017, ont permis d’identifier une nouvelle
population de cellules progénitrices basales situées au niveau de la zone de transition
squameuse (épithélium cesophagien)—cylindrique (épithélium gastrique). Ces cellules basales
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de transition expriment & la fois les marqueurs squameux (p63° KRT5") et le marqueur
cylindrique (KRT77). La surexpression de CDX2 sous le promoteur de la cytokératine 5
(KRT5) ou 7 (KRT7) inductible a la doxycycline et/ou au tamoxiféene dans ces cellules
basales induit le développement d’un cesophage de Barrett a la jonction gastro-oesophagienne
environ 8 semaines apres I’induction ectopique de CDX2 (Jiang et al., 2017). Ceci démontre
que I’expression ectopique de CDX2 au niveau des cellules a I’origine de I’cesophage de
Barrett est suffisante pour déclencher son développement.

2.1.2. L’adénocarcinome de I’cesophage

L'adénocarcinome de I'cesophage (ACE) est un carcinome a différenciation

glandulaire. Comme décrit précédemment, le facteur étiologique le plus important de I’ACE
est I'eesophage de Barrett dans le contexte du reflux gastro-cesophagien.
Concernant I’épidemiologie, I’incidence a I’échelle mondiale en 2008 était de 480 000 cas,
touchant plus d’hommes (400 000 cas) que de femmes (80 000) (Ferlay et al., 2010). Ce
cancer est de mauvais pronostic avec une survie a 5 ans de 13,9% en France (Anderson et al.,
2015).

i. Caractéristigues histopathologiques

La majorité des adénocarcinomes cesophagiens apparaissent dans I'cesophage distal.
Histologiquement, ce sont des tumeurs formant des glandes avec un profil de croissance
tubulaire, papillaire ou tubulopapillaire. Des foyers d’cesophage de Barrett avec une dysplasie
de haut grade sont généralement observés dans I'épithélium adjacent a la tumeur. Les tumeurs
montrent des degres variables de différenciation en fonction de la quantité de glandes.
L'atypie nucléaire suit généralement le degré de différenciation. Les tumeurs bien
différenciées montrent plus de 95% de formation de glandes, les tumeurs modérément
différenciées montrent une formation de 50 a 95% de glandes et des tumeurs mal

differenciées montrent une formation de glandes <50% (Figure 16) (Jain & Dhingra, 2017).

ii. Caractéristigues moléculaires

Plusieurs dérégulations sont retrouvées dans la progression de l'eesophage de Barrett vers

I'adénocarcinome.
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Tout d’abord, les voies et processus cellulaires impliqués dans I’émergence de
I’;esophage de Barrett sont conservés dans I’adénocarcinome. A I’exception du facteur
homéotique CDX2 dont [I’expression est moins fréquemment détectée dans les
adénocarcinomes (Guo et al., 2004). De plus, la signalisation Wnt qui n'est pas impliquee
dans le développement de I’OB, constitue un facteur important dans sa progression vers le
cancer. Cela est mis en évidence par I'augmentation progressive de la signalisation Wnt dans
la séquence métaplasie-dysplasie-carcinome, avec la mutation du gene suppresseur de tumeur
Apc. Autre différence, I'activité de la voie de signalisation de I’acide rétinoique est augmentée
dans I’OB, en revanche, I'activation de cette voie réduit la progression de I’adénocarcinome
(Schoofs et al., 2017).

Les dérégulations les plus fréquemment retrouvées au niveau de I’adénocarcinome de
I’;esophage sont des altérations du suppresseur de tumeur p53, dans 60% des cas (Ireland et
al.,1997 ; Gregson et al., 2016) ainsi que I’hyperméthylation du promoteur du géne CDKN2A
codant pour le suppresseur de tumeur p16 (Klump et al., 1998 ; Gregson et al., 2016).

iii. Modele animal d’adénocarcinome de I’cesophage

Le modele principal d’adenocarcinome de I’cesophage est le modele ED-L2/IL-1P
décrit préecédemment (p.35) (Quante et al., 2012).

2.2. L’estomac

2.2.1. La métaplasie intestinale de I’estomac

i. Géneralités

La metaplasie intestinale (MI) de I’estomac est définie histologiquement par la
présence de cellules de type intestinal dans I’épithélium gastrique associée le plus souvent a
une gastrite chronique. La MI augmente la susceptibilité a la carcinogenése via une séquence :
gastrite non-atrophique > gastrite atrophique > métaplasie > dysplasie >
adénocarcinome. Elle est donc considéerée comme une lésion pré-néoplasique (Figure 18)
(Correa, 1992).
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Les facteurs de risque identifiés pour la Ml incluent I'infection a Helicobacter pylori qui est

la cause majeure de MI, I'apport élevé en sel, le tabagisme, la consommation d'alcool et le

reflux biliaire chronique (Correa, 2010).

Gastrite
active

Gastrite

chronique

Gastrite

atrophique 2

Métaplasie
intestinale

Dysplasie

Adéno-

carcinome |

Figure 18 : Caractéristiques histopathologiques de la séquence
épithélium gastrique normal > métaplasie intestinale >
Adénocarcinome.

De haut en bas Normal : histologie de la muqueuse fundique normale;

Gastrite active : infiltration de polynucléaires et lymphocytes dans la
muqueuse ; Gastrite chronique : inflammation modérée a sévere avec
atypies de I'épithélium et des dilatations ; Gastrite atrophique : inflammation
chronique avec fibrose locale et perte des cellules pariétales et principales ;
Métaplasie intestinale : métaplasie de [I'épithélium gastrique en un
épithélium de phénotype intestinal, caractérisée par des cellules de type
entérocytes et caliciformes productrices de mucus acide de type intestinal ;
Dysplasie : dysplasie de haut grade caractérisée par des glandes de taille et
forme irréguliéres, branchées, marquées par des atypies cellulaires et
nucléaires; Adénocarcinome : néoplasie gastrique intra-épithéliale
envahissant ici la sous-muqueuse (fléche) (Varon & Mégraud, 2013).
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Helicobacter pylori est une bactérie pathogene (bacterie Gram- de forme hélicoidale,
munie de 4 a 6 flagelles, de I’ordre des Campylobactéries) qui colonise principalement
I’estomac humain. Principale cause des cancers gastriques, elle a été classée comme
carcinogene de classe | par I’OMS en 1994. Cette bactérie, non invasive, survit et se multiplie
dans le mucus et a la surface de I’épithélium gastrique, grace a la production d’une uréase qui
lui permet de neutraliser I’acidité du mucus dans son microenvironnement. L’infection est
chronique et perdure tout au long de la vie en absence d’éradication. La prévalence mondiale
de I’infection a H.pylori est de plus de 50% (WGO Global Guideline, 2010). En France, la
prévalence de I’infection est en décroissance, avec pres de 50 % de sujets infectés chez les
plus de 60 ans, environ 25 % dans la population adulte, et de quelques pourcents chez les
enfants (Varon & Mégraud, 2013).

ii. Caractéristiques histopathologiques de la MI de I’estomac

Sur le plan histologique, la métaplasie intestinale se caractérise par la présence de
differents types de cellules intestinales, y compris les cellules en gobelet, les cellules
absorbantes et les cellules de Paneth. Les glandes gastriques métaplasiques présentent aussi
une réorganisation, avec le changement de localisation de la zone proliférative de la région de
I’isthme a la base de la glande comme dans les cryptes des glandes intestinales (Sakagami et
al., 1984).

e C(Classification des Ml de I’estomac

Il existe plusieurs classifications de la métaplasie intestinale dans I’estomac

Classification « type complet/type incomplet » : Initialement, Kawachi et al., ont proposé une

classification en type complet et incomplet dépendant de la présence ou non de cellules
Paneth (Figure 19) (Kawachi et al., 1974).
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Figure 19 : Caractéristiques histopathologiques de la métaplasie intestinale de I'estomac de « type complet/type
incomplet ».

(A) Epithélium gastrique normal (B) Métaplasie intestinale de type complet avec cellules en gobelet bien définies et cellules

de Paneth (fleche) (C) Métaplasie intestinale de type incomplet avec cellules en gobelet de taille et forme variables et sans
cellules de Paneth (Correa et al., 2010).

Une classification qui prend en compte les propriétés intestinales et gastriques est
couramment plus utilisée. On retrouve le type complet ou entierement « intestinalise »
caractérise par la perte de mucines gastriqgues (MUC5AC, MUCG) et le gain de la mucine
intestinale MUC?2, et le type incomplet avec des glandes mixtes, gastriques et intestinales se
caractérisant par le maintien des marqueurs de mucine gastrique, ainsi que le gain de la
mucine intestinale MUC2 (Reis et al., 1999).

Classification a trois niveaux (types I, 1l et II1) : Une méthode initiale de classification basée

sur la morphologie cellulaire et le type de mucines secrété, identifie trois classes distinctes de

MI : le type I contenant des cellules absorbantes, des cellules de Paneth et des cellules a
mucus sécrétant des sialomucines (mucines neutres) ; le type Il contenant des cellules
absorbantes et des cellules a mucus sécrétant des sialomucines ; et le type 111, des cellules

absorbantes et des cellules a mucus sécrétant des sulfomucines (mucines acides) (Jass et al.,
1979) (Figure 20).

L'importance clinique de la classification entre le type complet et incomplet reste
incertaine. Cependant, certaines études suggérent que la métaplasie de type incomplet est

associé a un plus fort risque de cancer que la métaplasie de type complet (Kinoshita et al.,
2017).
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Figure 20 : Caractéristiques histopathologiques de la métaplasie intestinale de I'estomac « types | et Il ».
(@) (c) Coloration au bleu alcian et acide periodique de Schiff. Les mucines neutres de type gastrique (sialomucines) sont

colorées en magenta (fleches montrant épithélium normal) et les mucines acides de type intestinal (sulfomucines) en bleu ou
violet si mélangées avec mucines neutres. (b) (d) Coloration au bleu alcian HID (high iron diamine). Les mucines neutres
(sialomucines) sont colorées en bleu et les mucines acides (sulfomucines) en marron.

iii. Caractéristiques moléculaires de la MI de I’estomac

e ROle de I’inflammation induite a I’infection H.pylori

L’infection a Helicobacter pylori induit une réponse inflammatoire de type Thl (IFNy, IL-
1B, IL-8 et TNFa). Cette réponse immune provoque une atrophie des cellules épithéliales
gastriques et donc une augmentation de I’apoptose engendrant une hyperprolifération
cellulaire compensatrice et une altération de la différenciation a I’origine de la métaplasie
(Moss et al., 1996). De plus, la production de la cyclooxygénase 2 (COX2), de la NO synthase
et de radicaux libres, suite a I’infection et a la réponse immune Thl induisent des erreurs

génératrices de mutations durant les mitoses (Touati et al., 2003).

e L’implication du facteur intestinal CDX2

CDX2 est un facteur essentiel a la différenciation intestinale. Ce facteur, qui n’est pas
exprimé dans I'épithélium gastrique normal, est fortement exprimé dans 85% des MI de
I'estomac. Les niveaux d’expression de CDX2 les plus élevés ont été observés dans les Ml
associées a une gastrite atrophique chronique. En outre, cette expression ectopique CDX2
peut étre détectée dans la gastrite chronique avant méme le développement de la métaplasie,
et cette expression précede celle des autres marqueurs intestinaux. Ces faits suggerent que
I'expression ectopique de CDX2 peut déclencher I'initiation et le développement de la MI
dans l'estomac (Bai et al., 2002). Des études suggérent que les facteurs responsables de

I'activation du gene Cdx2 dans I'estomac sont entre autres des altérations meésenchymateuses
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induites par la réponse inflammatoire a H. pylori dans le mésenchyme (Eda et al., 2002). In
vitro, I’infection induit une transition épithélio-mésenchymateuse avec notamment une
perturbation du complexe E-cadhérine/B-caténine entrainant I’accumulation nucléaire de la p-

caténine qui est capable de réguler le promoteur de Cdx2 (Murata-Kamiya et al., 2007).

e L’implication du facteur SOX2

Le facteur de transcription SOX2 régule I'expression des marqueurs de différenciation
gastrique tel que MUCS5AC (Li et al., 2004). SOX2 joue également un réle important dans le
maintien d'un phénotype gastrique dans les carcinomes gastriques, ainsi que dans les tissus
normaux. Ce facteur est déregulé dans les métaplasies intestinales avec une
transcriptiondiminuée, qui disparait a mesure que la MI progresse d’un type mixte
gastrique/intestinal a un type completement intestinal. Le profil d’expression de SOX2
montre alors une corrélation inverse avec celui de CDX2 (Tsukamoto et al., 2005).

e L’implication de la voie Sonic Hedgehog (SHH)

Dans I’estomac normal, des niveaux élevés de SHH sont retrouvés dans les cellules pariétales,
avec une forte corrélation entre I'expression SHH et la différenciation des glandes. Cependant,
I'expression de SHH est perdue dans la gastrite atrophique (Buettner et al., 2004) et dans la
MI de l'estomac (Van den Brink et al., 2002). Donc, la perte de SHH peut étre un
changement précoce qui se produit dans la muqueuse avant le développement de la MI. De
plus, I’expression de SHH semble impliquée dans I’activation de CDX2. En effet, la ré-
expression de SHH est associée a une réduction de I'expression de Cdx2 apres I'éradication d'

Helicobacter pylori et avant le développement de la M1 (Shiotani et al., 2007).

e Les mutations génomiques

Des mutations inactivatrices des suppresseurs de tumeurs p53 ou APC, ou encore activatrices
de I’oncogene K-RAS, sont détectées dans la métaplasie intestinale de I’estomac (Unger et
al., 2003).
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iv. Modéles animaux de MI de I’estomac

Avant les travaux présentés dans ce manuscrit, il existait deux modéles de souris
transgéniques basés sur I’expression ectopique de CDX2 développant des métaplasies
intestinales dans I’estomac. D’autres modéles de souris développant des métaplasies
intestinales non basés sur une expression ectopique de Cdx2 ont également été générés et sont

décrits ci-dessous dans la partie « Modeles animaux d’adénocarcinome gastrique » (p.47).

e Modéle Foxa3/Cdx2

Dans ce modele, les éléments cis- régulateurs de Foxa3 (Hnf3y) ont été utilisés pour induire

I'expression ectopique de CDX2 dans la muqueuse gastrique de souris transgéniques au stade
embryonnaire précoce (Silberg et al., 2002). L'analyse histologique a montré la présence de
cellules a mucus de type intestinal sécrétant des mucines sulfatées, ce qui indique le
développement d’une métaplasie intestinale de type Il dans la muqueuse gastrique des
souris Foxa3/Cdx2. D’autres marqueurs intestinaux ont été détectés dans I’épithélium de
I’estomac des souris Foxa3/Cdx2 tels que la phosphatase alcaline, la villine, la mucine MUC2
et le facteur TFF3.

La principale limitation de ce modeéle est le stade de I’induction ectopique de CDX2
dans I’estomac, qui a lieu au cours de I’embryogenése et non chez la souris adulte. En effet,
les éléments de Foxa3 sont actifs dans I’estomac du feetus. Cette expression précoce de CDX2
limite la pertinence du modéle, d’une part parce que dans la pathologie humaine I’apparition
de CDX2 dans I’estomac a lieu chez I’adulte, et d’autre part parce que cette expression
anormale de CDX2 dans I’endoderme antérieur peut en influencer la détermination cellulaire.

Il s’agit donc plut6t d’un modele d’hétéroplasie que de métaplasie.

e Modéle H/K" ATPase-Cdx2

Dans ce second modeéle, I'expression de CDX2 est sous le contrdle du promoteur de I’enzyme

ATPase H'/K" spécifique & l'estomac, qui permet une expression ectopique de CDX2
spécifiqguement dans les cellules pariétales. Chez les souris agées d’environ un mois, tous les
types cellulaires de la muqueuse gastrique, a I'exception des cellules entérochromaffines, ont
été remplacés par une meétaplasie intestinale formee de cellules caliciformes, de cellules
entéroendocrines et de cellules absorbantes exprimant la phosphatase alcaline mais pas de
cellules de Paneth (Mutoh et al., 2002). Le promoteur de I’ATPase H+/K+ s’active
progressivement durant le stade nourrisson. Le modeéle des souris ATPase-Cdx2 représente

donc un modele imparfait de MI, comme le modele Foxa3/Cdx2.
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Les souris H'/K' ATPase-Cdx2 développent spontanément mais tardivement un

adénocarcinome de type intestinal dans I’estomac (souris agées de 80-100 semaines)
contrairement aux souris Foxa3/Cdx2 dont la métaplasie intestinale ne progresse pas vers la
néoplasie (Mutoh et al., 2004). Ces tumeurs ont été caractérisées par des niveaux elevés de
p53 et B-caténine intranucléaires. Ces souris ont également été croisees avec des souris
transgéniques présentant des mutations dans les génes p53 ou Apc. Ceci a eu pour
conséquence une accélération de la tumorigénese gastrique, ayant lieu a 8 mois contre 24
mois chez les souris H'/K* ATPase-Cdx2 (Mutoh et al., 2004).

v. Métaplasie alternative dans I'estomac : la SPEM

Plus recemment, une deuxieme lésion métaplasique a été décrite dans I’estomac,
appelée « métaplasie pseudopylorigue », « métaplasie mucineuse » ou plus couramment «
métaplasie exprimant le polypeptide spasmolytique» (SPEM) de par sa surexpression
caractéristique du polypeptide spasmolytique SP (ou TFF2), qui joue un rdle dans la
protection et la réparation de la muqueuse. Cette métaplasie est associée a la perte de cellules
pariétales (atrophie) et se développe de fagon caractéristique dans le fond de I'estomac de
souris infectées par Helicobacter felis. Egalement observée chez I’homme, cette métaplasie
est depuis peu également considérée comme une Iésion précancéreuse pouvant conduire au
développement de I’adénocarcinome gastrique (Goldenring et al., 2010).

La perte de cellules pariétales en association avec I’inflammation, conduit a
I'apparition de SPEM a la base des glandes a partir de la trans-différenciation des cellules
principales, en un type de lignée gastrique qui prédispose a la cancérogenese. Cette
métaplasie est caractérisée par I’expression de marqueurs atypiques de la muqueuse
gastrique tels que HE4, mais également de MIST1 suggérant qu’elle serait bien issue de la
trans-différenciation des cellules principales qui I’expriment normalement.

Avec une inflammation chronique persistante, la métaplasie intestinale se
développerait dans la lumiére des glandes développant une SPEM. Progressivement, la SPEM
régresse en faveur de la métaplasie intestinale. Actuellement, il n’est pas déterminé si le
cancer gastrique se développe a partir de la SPEM, de la métaplasie intestinale ou de cellules
génerées lors de la transformation de la SPEM en métaplasie intestinale (Figure 21)
(Goldenring et al., 2010).
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Figure 21 : Schéma représentant un modeéle révisé de I'évolution du processus métaplasique vers le développement
de I'adénocarcinome gastrique.

L'inflammation induite par linfection a H. pylori provoque la perte des cellules pariétales qui conduit a I'évolution de
métaplasie de type SPEM a la base des glandes a partir de la trans-différenciation des cellules principales. Avec une
inflammation chronique persistante, la métaplasie intestinale se développe au niveau luminal des glandes de type SPEM. Au
fil du temps, la métaplasie intestinale s'impose sur la métaplasie de type SPEM. Le cancer gastrique se manifeste par la
suite dans la muqueuse métaplasique (Varon & Mégraud, 2013).

Deux modeles de SPEM ont été obtenus en utilisant les agents chimiques DMP-777 et
I-635, des protonophores spécifiques des cellules pariétales. Ces traitements permettent
I'induction de SPEM apres une atrophie aigué des cellules pariétales, avec une absence
d'infiltration inflammatoire significative pour le traitement DMP-777 contrairement au
traitement 1-635 qui présentent des infiltrations inflammatoires au niveau de la muqueuse

gastrique (Nam et al., 2010).

2.2.2. L’adénocarcinome de I’estomac

i. Géneralites

L’adénocarcinome de I’estomac est une tumeur épithéliale maligne de la muqueuse
de I'estomac présentant une différenciation glandulaire. Avec environ 6500 nouveaux cas
par an, le cancer de I'estomac se situe au cinquiéme rang des cancers en France. Sa fréquence
a diminué durant les derniéres années. Son age moyen de survenue est de 70 ans avec une
forte prépondérance masculine. Deux types d'adénocarcinomes gastriques peuvent étre
distingués selon leur localisation : les adénocarcinomes du cardia et les adénocarcinomes
de I'estomac distal. L'adénocarcinome du cardia a une incidence qui reste stable ou en légére
augmentation. 1l se développe indépendamment de I'infection par H. pylori et serait favorisé
par le reflux gastro-cesophagien. L'adénocarcinome de I'estomac distal a une incidence qui

diminue nettement et est lié a la gastrite atrophique induite par H. pylori. Le pronostic du
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cancer de I'estomac est lié aux résultats de la chirurgie (existence ou non de tumeur residuelle

et extension ganglionnaire) (Michel et al., 2017).

ii. Caractéristigues histopathologigues

Les adenocarcinomes gastriques sont histologiquement trés hétérogenes.

La classification de Lauren est la plus couramment utilisée. Elle distingue deux catégories :

- la forme intestinale bien différenciée, caractérisée par des cellules néoplasiques formant
des structures glandulaires, dérivant en général de la métaplasie intestinale,

- la forme diffuse, non intestinale, caractérisee par une prolifération cellulaire en amas non
organisés, infiltrant de facon diffuse le mur gastrique.

La forme intestinale est la forme la plus fréquente dans les zones a forte incidence

d’adénocarcinome gastrique , en Asie notamment (Aparicio et al., 2003).

iii. Caractéristiques moléculaires de I’adénocarcinome de type intestinal

Les caractéristiques moléculaires retrouvées dans la métaplasie intestinale restent
verifiées dans I’adénocarcinome de type intestinal. A I’exception de I’expression de CDX2,
qui est moins élevee dans le carcinome que dans la métaplasie intestinale (Park et al., 2010).
Le développement de I’adénocarcinome gastrique resulte principalement de I’accumulation de
mutations générees par I’inflammation causee par I’infection chronique a H.pylori.

Les altérations génétiques incluent des mutations « gain de fonction » des oncogenes
c-MYC, PCNA, KRAS, c-ErbB2, FGFR2, et c-MET et des mutations « perte de fonction »
des suppresseurs de tumeur TP53, APC, CDH1, SMAD4 et RUNX3. On retrouve aussi
fréguemment une inactivation par hyperméthylation de certains génes tels que p16, MLH1,
MGMT et RUNX3 (Skierucha et al., 2016).

Une surexpression de c-ErbB2 au sein des tumeurs gastriques peut étre retrouvee et
permet, lorsqu’elle est détectée, de proposer un traitement anticancéreux basé sur I’utilisation
d’anticorps anti-Her2 (herceptine, Trastuzumab®) habituellement adopté pour des patients

atteints de carcinomes mammaires Her2+ (https://www.snfge.org/content/2-cancer-de-

lestomac).
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vi. Modeéles animaux d’adénocarcinome de type intestinal

Différents modéles murins induisant le développement d’adénocarcinomes selon la

séquence pathologique métaplasie >adénocarcinome ont été générés :

e Modele d’infection a Helicobacter felis

Helicobacter felis colonise facilement I'estomac de la souris contrairement a H.pylori. H. felis
est capable d'induire une gastrite sévere et une atrophie chez la souris. A plus long terme
80% des souris développent une métaplasie intestinale qui progresse en dysplasie puis en
cancer invasif apres 18 mois au niveau de la jonction gastro-oesophagienne (Fox et al., 2002).
La tumorigénése est accélérée en 9 mois en combinaison avec I’administration du composé
chimique carcinogéne MNU (N-Méthyl-N-nitrosourée) utilisé comme cancérogéne gastrique

dans les modeles de souris (Tomita et al., 2011).

e Modeéle transgénique INS-GAS
Les souris transgéniques INS-GAS sont constituées par le promoteur de l'insuline en amont

de la séquence codante de la gastrine humaine. Ces souris INS-GAS développent une
métaplasie intestinale et le développement d'un cancer gastrique invasif dans le corps de
I’estomac des souris agees de 20 mois. L'infection des souris INS-GAS par H. felis entraine

un développement accéléré du cancer (<12 mois) (Wang et al., 2000).

e Modéle transgénique H'/K*-ATPase-IL-18

Les souris H'/K*-ATPase-1L-1p surexpriment I’interleukine IL-1p spécifiquement dans les

cellules pariétales de I’estomac, une cytokine pro-inflammatoire induite par I'infection par H.
pylori chez I’homme. Ces souris présentent une inflammation gastrique spontanée et une
progression lente vers l'atrophie gastrique, la métaplasie intestinale et le cancer gastrique

(aprés plus de 18 mois).

e Modeéles transgéniques basés sur la mutation activatrice de K-RAS

Des mutations activatrices de I’oncogéne K-RAS ont été trouvées dans des cas de cancers
gastriques humains (0-18%) (Ushijima et al., 2004).

Pour analyser la fonction de K-RAS sur I’apparition du cancer de I'estomac chez la souris, le
promoteur de la kératine K19, qui est actif dans la zone de prolifération des glandes
gastriques, a eté utilisé pour diriger I'expression du mutant constitutivement actif KRAS-V12.

Ces souris K19/KRAS développent une atrophie des cellules pariétales, qui progresse en
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métaplasie intestinale et en dysplasie mais sans apparition d’adénocarcinome (Okumura et al.,
2010).

Trées recemment, il a été généré un nouveau modele de souris quadruples transgéniques
d’adénocarcinome gastrique présentant une expression du mutant constitutivement actif
KRAS-V12 (souris LSL-KrasG12D) combinée avec la perte de I’E-cadhérine (souris
Cdh1flox/flox) et la perte de p53 (souris Trp53flox/flox) spécifiquement dans la lignée
cellulaire pariétale gastrique grace a la souris ATP-4b-Cre. Ce modele induit le
développement rapide (3 semaines aprés I’induction du systeme Cre) d’adénocarcinomes
gastriques a la fois de type diffus et de type intestinal, devenant invasifs a partir de 9
semaines (Till et al., 2017).

e Modeéle K19-Wnt1/C2mE

Les activations oncogenes de la B-caténine ont été trouvées dans environ 20% des cancers

gastriques avec trés peu de mutation du géne Apc (Ushijima et al., 2004).

Les souris K19-Wntl, présentant une induction de Wntl dans les cellules progénitrices de
I’estomac, développent spontanément des Iésions prénéoplasiques dans la muqueuse gastrique
(Oshima et al., 2006). Ces souris ont été croisées avec les souris K19-C2mE qui surexpriment
a la fois la cyclooxygénase COX-2 et la prostaglandine E synthase (PGES) dans les cellules
épithéliales gastriques. Ces souris K19-Wnt1/C2mE développent des lésions hyperplasiques,
des métaplasies intestinales et des tumeurs dans I'estomac glandulaire (Oshima et al., 2004).

e Modéle RUNX3™

Un modele de souris basée sur I’extinction du facteur RUNX3 a été généré en 2011. RUNX3

est un membre de la famille de génes RUNX qui régule la transcription des génes Smad et la
signalisation du TGF-B. RUNX3 est fréquemment inactivé dans le cancer gastrique et serait
considéré comme suppresseur de tumeur du cancer gastrique (Ito et al., 2011). Les souris
invalidées pour RUNX3 ont montré une perte des cellules principales et le développement de
métaplasie de type SPEM associée a un développement d’une pseudométaplasie intestinale
exprimant les facteurs intestinaux CDX2 et MUC2 mais sans présence de cellules intestinales
telles que les cellules en gobelet. De plus, ces souris ont montré une plus grande sensibilité a
au développement d'adénocarcinome par traitement au composé chimique carcinogéne MNU

(N-Méthyl-N-nitrosourée) en comparaison aux souris sauvage RUNX3** (lto et al, 2011).
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2.3. Le pancréas
2.3.1. Lésions de type intestinal du pancréas

Contrairement a I’cesophage et I’estomac, le pancréas ne développe pas de métaplasie
intestinale au sens strict, c’est-a-dire la présence de tous les types de cellules intestinales n’est
pas détectée. Cependant, un certain nombre de lésions précurseurs de I’adénocarcinome de
pancréas contiennent des cellules présentant une différenciation de type intestinal : les
tumeurs intra-canalaires papillaires mucineuses du pancréas (TIPMP ou IPMN : intraductal
papillary mucinous neoplasm), les cystadénomes mucineux (MCN : mucinous cystic
neoplasm) et les lésions néoplasiques intra-epithéliales non invasives (PanIN : pancreatic

intraepithelial neoplasia).

i. Les tumeurs intra-canalaires papillaires mucineuses du pancréas (TIPMP)

Les TIPMP sont des lésions pancréatiques kystiques montrant une incidence croissante
ces dernieres années. Les TIPMP sont des tumeurs se développant principalement au niveau
de I’épithélium du canal excréteur principal. Elles sont généralement papillaires et
mucosécrétantes, ce qui entraine une dilatation kystique des canaux. Les TIPMP sont
considérées comme des précurseurs de carcinomes invasifs : les adénocarcinomes canalaires
du pancréas. Environ un tiers des patients atteints de TIPMP sont associés a un carcinome
invasif. Sur la base de leurs caractéristiques histologiques et immunohistochimiques, 4 sous-
types sont décrits : les types intestinal, pancréatique, oncocytaire et gastrique (Distler,
2014).

Le type intestinal dont voici la description détaillée, est le type se rapprochant le plus de la

métaplasie intestinale.

e Caractéristiques histopathologiques de TIPMP de type intestinal

Les TIPMP de type intestinal sont caractérisées par de grandes cellules cylindriques avec des
noyaux allongés (similaires a I'adénome villeux colorectal). Ces Iésions présentent
fréeguemment une dysplasie modérée ou sévere ainsi qu’une expression du facteur de

differenciation intestinal CDX2 et de la mucine intestinale MUC2 (Figure 22).
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Figure 22 : Caractéristiques histopathologiques de TIPMP de type intestinal.
(A) HE Epithélium canalaire normal. (B) HE de TIPMP de sous-type intestinal avec dysplasie modérée présentant une

architecture papillaire et des noyaux allongés. (C) IHC@Muc2 de TIPMP (Adapté de Distler, 2014).

e Caractéristiques moléculaires TIPMP de type intestinal

Des études ont identifié de nombreuses altérations génétiques dans les TIPMP qui sont
également retrouvés dans I’adénocarcinome du pancreas, telles que des mutations de
I’oncogene K-RAS et des suppresseurs de tumeur pl6 (géne CDKN2A), p53 et SMAD4
(Fritz et al., 2009). Des mutations du locus GNAS, géne qui code pour la sous-unité alpha
activatrice de la protéine G sont également retrouvées dans les TIPMP, particulierement dans
le sous-type intestinal. Plus de 96% des TIPMP ont soit une mutation KRAS, soit une
mutation du locus GNAS et plus de la moitieé d'entre eux comportent les deux mutations
(Furukawa et al., 2011).

En outre, d’autres études ont mis en évidence des hyperméthylations des génes CDKN2A
(protéine pl6) et SOX17. Ces hyperméthylations sont associés a une augmentation de la
dysplasie (Hong et al., 2012).

ii. Les cystadénomes mucineux (MCN)

Les MCN du pancréas sont les lésions précurseurs les plus rares du cancer du
pancréas. La prévalence précise de MCN est difficile a évaluer. La grande majorité des MCN
est asymptomatique et est détecté accidentellement. Environ un tiers des MCN évolue en
adénocarcinome canalaire. Le pronostic pour les patients atteints de MCN non invasif est trés
favorable (survie a cing ans proche de 100%), et pour les patients qui subissent une résection

de MCN invasif, le taux de survie a cing ans atteint 60% (Cripa et al., 2008).

e Caractéristiques histopathologiques des MCN

Les MCN sont des lésions kystiques tapissées par un épithélium mucosécrétant qui ne se

développent pas au niveau des canaux pancréatiques (Matthaei et al., 2011).
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Le revétement épithélial d'une MCN se compose de cellules cylindriques avec un degré de
dysplasie variable. Les cellules épithéliales des MCN présentent une différenciation
intestinale avec un marquage positif pour la mucine intestinale Muc2 mais aucune expression
du facteur CDX2 n’est décrite.

e Caractéristiques moléculaires de MCN

Des mutations KRAS ont été détectées dans les MCN associées une dysplasie de bas grade et
avec une fréquence accrue dans les cas avances, tandis que des mutations de p53, pl16 et
SMADA4 ont éteé principalement observées dans les dysplasies de haut grade et les carcinomes
invasifs (Yonezawa et al., 2008). Aucune mutation du géne GNAS n’est signalée dans les
MCN. Etant proche histologiquement des TIPMP de type intestinal, la mutation GNAS est

utilisee comme marqueur pour différencier une TIPMP d’un MCN.

iii. Les lésions néoplasiques intra-épithéliales non invasives (PaniN)

Les PanIN sont les lésions néoplasiques les plus importantes et les plus connues de
I’adénocarcinome canalaire du pancréas. Ce sont des lésions non invasives de dysplasie
épithéliale des cellules bordant les canaux excréteurs. Elles sont composees de cellules
cylindriques avec des quantités variables de mucus et présentent des atypies cytologiques et
architecturales (Distler, 2014). Il existe de trés rares cas de PanIN présentant un type intestinal
(~1%). En général, les marqueurs de différenciation intestinale CDX2 et MUC2 sont négatifs
dans ces lésions et dans les adénocarcinomes qui en résultent. L’expression de CDX2 et de
MUC2 permettent donc la distinction entre les PanIN et les TIPMP (Adsay et al., 2002).
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2.3.2. L’adénocarcinome du pancreas

i. Géneralitées

L’adénocarcinome du pancréas est la tumeur pancréatique la plus fréquente,
représentant 90% des tumeurs pancréatiques. En France, son incidence est d’environ 12000
nouveaux cas par an, en forte augmentation depuis 1980. Son pronostic reste trés sombre avec
une survie globale (SG) a 5 ans inferieure a 5 % (Malvezzi et al., 2015). Actuellement, la
résection chirurgicale reste la seule option de traitement curatif. Cependant, seulement 30 a
40% des patients présentent une tumeur réseécable au moment du diagnostic, qui reste tardif,
du fait du développement assymptomatique de la tumeur.

L’adénocarcinome canalaire du pancréas résulte de la transformation maligne des
cellules de I’épithélium des canaux excréteurs du pancréas exocrine, suite a des agressions
tissulaires et/ou des mutations d’oncogeénes et/ou de genes suppresseurs de tumeurs telles que
I'activation de I’oncogéne KRAS (90% des cas) et l'inactivation des suppresseurs de tumeur
p16, p53 et SMAD4 (Kamisawa et al., 2016).

ii. Modéles animaux transgénigues de tumeurs pancréatiques

Etant donné que la mutation activatrice de I'oncogene KRAS est l'altération genétique
la plus fréquente associée au cancer du pancréas, la plupart des modeles de souris

génétiquement modifiés sont basés sur cette mutation.

e Modele LSL-KrasG12D

Ce modele comprend une construction Lox-Stop-Lox (LSL) insérée dans le locus du gene

Kras permettant, apres excision des sites Lox par une Cre recombinase, d’induire une
substitution de I’acide aminé glycine en acide aspartique au niveau du codon 12 de la protéine
KRAS. Cette mutation induit une activation constitutive des voies de signalisation en aval de
ras impliquées notamment dans la prolifération.

Afin de cibler I’expression du mutant KRAS dans les cellules progénitrices pancréatiques, les
souris LSL-KrasG12D sont généralement croisées avec les souris Pdx1-Cre.

Ces souris expriment dés le stade embryonnaire E8,5 le mutant KRASG12D et développent

systématiquement vers I’age de 6 mois des lésions de type PanIN mais le taux de progression
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de ces lésions en adénocarcinome est trés faible. La survie moyenne de ces souris est de 16

mois (Hingorani et al., 2003).

e Modeéle PDX1-Cre::Kras G12D::Smad4flox/flox

Le gene suppresseur de tumeur Smad4 code pour un facteur de transcription qui est un

régulateur central de la voie du TGF-B. L'inactivation de ce gene est fréequente dans
I’adénocarcinome du pancréas. La combinaison de la mutation KrasG12D avec
I’invalidation de SMAD4 dans les cellules épithéliales du pancréas entraine le
développement accéléré (a partir de 4 semaines) de metaplasies acino-canalaires. Ces
Iésions ressemblent au TIPMP et correspondent a une transformation des acini en structures
canalaires, associée a de la fibrose et de I'inflammation. Ces souris ne présentent qu'une

progression maligne pancréatique modérée (Bardeesy et al., 2006).

2.4. La vessie
2.4.1. La métaplasie intestinale de la vessie

i. Géneralites

Des lésions de type métaplasie intestinale peuvent se former au niveau de I’urothélium
de la vessie. La métaplasie intestinale de la vessie est rarement détectee, souvent associée a un
contexte d’inflammation chronique et des symptémes d’hématurie (sang dans les urines).
Cette lésion est découverte dans 70 a 90% des vessies autopsiées.
Contrairement aux métaplasies intestinales de I’cesophage ou de I’estomac qui sont établies
comme eétant des lésions précurseurs d’adénocarcinomes, celles de la vessie suscitent la
controverse concernant sa nature pré-cancéreuse. En effet, certaines études associent la
métaplasie intestinale a 10-40% des cas déclarés d’adénocarcinome, alors que d’autres n’ont
pas pu établir que la métaplasie intestinale augmente le risque de la survenue de cancer (Smith
et al., 2008 ; Parakh et al., 2013).

ii. Caractéristigues histopathologigues des MI vésicales

La métaplasie intestinale de la vessie consiste en le replacement de I’urothélium par

des foyers de cellules de morphologie intestinale cylindrique et la présence de cellules a
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mucus au niveau des nids de von Briinn (Tlots de cellules urothéliales de surface pouvant
présenter de petites cavités kystiques). Des cellules de Paneth peuvent également étre
observées. 83% des métaplasies intestinales de la vessie sont positives pour CDX2.

Un marquage positif de la cytokératine 20 est également caractéristique de la lésion Ml
(Figure 23) (Parakh et al., 2013).

iii. Caractéristiqgues moléculaires des M1 vésicales

Certaines observations moléculaires confirment I'hypothese selon laquelle la
métaplasie intestinale est une lésion précurseur et pourrait étre un marqueur dans le
développement de I'adénocarcinome de la vessie. En effet, la métaplasie est souvent associée
a une expression nucléaire de la B-caténine, suggérant une activité constitutive de la voie
oncogénique Wnt (Bryan et al., 2003). De plus, un raccourcissement important des télomeres

des cellules métaplasiques pouvant induire une instabilité génomique a été mis en évidence
(Morton et al., 2007).

Figure 23 : Caractéristiques histopathologiques de métaplasie intestinale de
la vessie.

La métaplasie intestinale (a) présente une coloration nucléaire positive pour CDX2
(b) et une coloration cytoplasmique positive pour CK20 (c) (Sung et al., 2006).

54



INTRODUCTION

2.4.2. L’adénocarcinome de la vessie

L'adénocarcinome de la vessie est une forme rare de cancer de la vessie.
L'adénocarcinome primitif de la vessie est dérivé de I'urothélium de la vessie mais montre un
phénotype glandulaire. Plusieurs types histologiques sont décrits, dont le type intestinal. Ce
type est composeé de glandes intestinales présentant une atypie nucléaire, similaire a
I'adénocarcinome colorectal (Dadhania et al., 2015). Des foyers de métaplasie intestinale sont
souvent retrouvés en périphérie de la tumeur. Cependant, la séquence métaplasie-

adénocarcinome n’est pas établie.

2.5. La vésicule biliaire

La métaplasie intestinale est retrouvée dans environ 20% des vésicules biliaires,
caractérisée par I’apparition de foyers d’épithélium de type intestinal fortement délimité, en
alternance des cellules cylindriques normales de la vésicule biliaire (Figure 24). Une
expression ectopique de marqueurs intestinaux CDX2 et MUC?2 est caractéristique de
ces métaplasies. Le développement de ces Iésions est associé a une inflammation chronique
induite par des calculs biliaires, qui est retrouvée chez tous les patients présentant une Ml
(Sakamoto et al., 2009).

Figure 24 : Caractéristiques histopathologiques de métaplasie intestinale dans la vésicule biliaire.
(A) Mugqueuse normale (B) Métaplasie de type intestinal avec la présence de cellules en gobelet (Parakh, 2013).
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Plusieurs études ont egalement rapporté une corrélation entre la Ml et la dysplasie de
la vésicule biliaire (Mukhopadhyay et al., 2005). En outre, il existe des similitudes dans les
profils histochimiques de la métaplasie intestinale et de I’adénocarcinome, ce qui soutient la
théorie selon laquelle le carcinome de la vésicule biliaire proviendrait de la MI (Sai et al.,
2001). Une expression ectopique de CDX2 a également été rapportée dans 40% des
adénocarcinomes de la vésicule biliaire, avec une fréquence corrélée avec le niveau de
différenciation de la tumeur (Wu et al., 2005).

2.6. Le foie

A ce jour, aucun cas de metaplasie intestinale n’a été rapporté dans le foie humain.
Cependant, des études chez le rat ont mis en évidence le développement de MI suite a
I’exposition a des cancérigenes du foie. Ainsi, I’exposition au 2-acétylaminofluoréne pendant
2 semaines associée a une hépatectomie partielle induit la prolifération des cellules souches
ovales et [I’apparition de métaplasies intestinales 3 semaines apres le début de
I’expérimentation. Cette métaplasie évolue fréqguemment en cholangiofibrose (fibrose au
niveau des canaux bilaires) (Tatematsu et al., 1985). De méme, I’exposition chronique a court
terme des rats au furane induit le développement de MI pouvant évoluer en cholangiofibrose.
Contrairement aux lésions métaplasiques induites par I’exposition au 2-acétylaminofluorene,
celles induites par le furane évoluent préférentiellement en hépatocarcinome au bout de 16
mois (Elmore et al., 1993).

Cependant, chez I’homme, il n’a jamais été décrit de lésions métaplasiques intestinales

a I’origine de cancer du foie.
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PARTIE Il : LES GENES HOMEOTIQUES

Chapitre 1 : Généralités

Les génes homéotiques sont définis selon différents critéres :

i. D’un point de vue fonctionnel :

Ce sont des genes dits « architectes » ou « maitres » en raison de leur réle majeur
dans la mise en place du plan d’organisation au cours du développement embryonnaire.
Ils permettent de régionaliser et de définir I’identité des différents segments d’un étre vivant.
De par ces fonctions embryonnaires, un géne homéotique est défini par rapport au phénotype
qui est genéré lorsqu’il est muté. En effet la mutation d’un géne homeéotique induit une
homéose, correspondant au remplacement d’un organe ou d’un segment par un autre. On
parle alors de transformation homeéotique (Lewis, 1978; Stein et al., 1996).

C’est cette observation qui a permis d’identifier originellement les génes homéotiques chez la
drosophile. Les mutations les plus connues sont celles de : Antennapedia, ou des pattes se sont
formées a la place des antennes et Ultrabithorax qui conduit a la transformation d'une partie
de I'haltere du segment thoracique T3 en aile caractéristique du segment T2 et donc a

I'obtention d'une mouche mutante a deux paires d'ailes. Ces mutations sont détaillées p.63.

ii. D’un point de vue structural :

Les génes homéotiques codent pour des facteurs de transcription dont la particularité
est de posseder un domaine appelé homéodomaine rendant la protéine capable de se lier a
I’ADN afin de réguler I’expression de ses génes cibles. Ce domaine est hautement conservé
au cours de I’évolution et la séquence nucléotidique qui en est a I’origine est appelée «
homéboite » (en anglais homeobox). L’homéodomaine est constitué de 60 acides aminés et
organisé en trois hélices alpha de type hélice-tour-hélice permettant I’interaction avec la
double hélice de I’ADN au niveau d’un site consensus riche en A et T, généralement situé en
amont du géne cible (Figure 25) (Qian et al., 1989).
Bien que tous les genes homéotiques chez les animaux possedent un homéodomaine, tous les

génes possédant un homéodomaine ne sont pas forcément des génes homéotiques au sens
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fonctionnel, c’est-a-dire que leur mutation n’induit pas de phénotype homéotique. C’est le cas
du géne Bicoid chez la drosophile ou Pax chez les vertébrés, qui sont des genes du
développement, mais pas des genes homéotiques.

Figure 25 : Structure tridimentionnelle de I’hnoméodomaine.
Représentation schématique des 3 hélices a de 'homéodomaine du géne Engrailed interagissant avec 'ADN (Abate-Shen,
2002).

e Les «clusters » des genes Hox et paraHox

L’analyse génétique des mutations homéotiques observées chez la drosophile a mis en
évidence que les géenes impliqués dans ces transformations étaient répartis en deux complexes
sur le méme chromosome : Antennapedia (ANT-C) et Bithorax (BX-C), correspondant en
réalité a la fragmentation en 2 parties d’un seul complexe original. Huit génes homéotiques
sont comptabilisés chez la drosophile.

Chez les mammiferes, il existe 2 familles de genes homéotiques, les genes Hox et les
génes ParaHox organisés en cluster ou dispersés dans le génome.
Chez I’homme, comme chez la souris, on retrouve 39 génes du type Hox, regroupés en 4
clusters (A, B, C et D), et 6 genes du type ParaHox Gsx1, Gsx2, Pdx1, Cdx1, Cdx2 et Cdx4.
Les génes Gsx1, Pdx1 et Cdx2 sont regroupeés en cluster et Gsx2, Cdx1 et Cdx4 dispersés sur
des chromosomes différents (Figure 26) (Holland et al., 2001 ; Garcia-Fernandez et al.,
2005).

Cette distribution ordonnée au sein des clusters Hox et paraHox est soumise a une
regle de colinéarité spatiale et temporelle. Spatiale car I’ordre des genes sur le chromosome
correspond a leur expression le long de I'axe antério-postérieur, de telle sorte que plus le géne

est localisé en 5' dans un complexe, plus son domaine d'expression est caudal. Temporelle car
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plus un gene est localisé en 5' dans le complexe, plus son expression est tardive dans
I'embryon (Figure 27).
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Figure 26 : Représentation schématique des clusters Hox et ParaHox chez la souris.
(A) Les 39 genes Hox sont organisés en 4 clusters (A, B, C et D) sont localisés sur 4 chromosomes différents (B) Les 6

geénes ParaHox sont situés sur 3 chromosomes différents, le cluster comprenant les génes Gsx1, Gsx2, Pdx1 et Cdx2 étant
localisé sur un méme chromosome. Contrairement a la souris, le géne Gsx2 est situé sur un autre chromosome chez
'homme (Adapté de Young & Deschamps, 2009).

Une autre caracteéristique est appliquée aux genes homéotiques : la régle de prévalence
postérieure. Lorsque plusieurs génes homéotiques sont exprimés, l'identité d'un segment
donné est dictée par celui dont le domaine d'expression est le plus postérieur, c’est-a-dire

localisé le plus en 5" sur le chromosome (Duboule, 1991).
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Figure 27 : Colinéarité spatiale de I'expression des genes Hox.
Localisation chromosomique des genes Hox chez la drosophile (A) et chez 'embryon humain (B) et leur expression relative
le long de I'axe antero-posterieur (Durston et al., 2011).

2. Roles chez I’embryon et I’adulte

2.1. Chez I’embryon

Les génes homéotiques ont un rdle prédominant au cours du développement : au
moment de la gastrulation pour I’établissement du plan axial de I’embryon, mais aussi au

cours de I’organogenése pour la formation des organes le long des axes de I’embryon.

Leur activation permet donc le controle temporel et spatial de la formation et de la
régionalisation des tissus. Les génes homéotiques assurent la specificité des différents
segments en respectant les principes de colinéarité spatiotemporelle et de prévalence
postérieure, décrits précédemment. La destinée des cellules est conditionnée par la
combinaison des genes homéotiques qu’elles expriment. Cette combinaison établit un code
qui va renseigner la cellule sur sa position dans I’embryon ainsi que le programme génetique

correspondant a cette position.
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Par exemple, les embryons de vertébrés se développent d'une maniere progressive : les
structures antérieures sont formées en premier, puis de plus en plus de structures postérieures
sont ajoutées. La fonction des génes homéotiques est donc essentielle a la coordination de
cette structuration antério-postérieure. Pour exemple, chez la souris I’invalidation du géene
Hoxb4, qui determine la deuxiéme vertebre cervicale (I’axis), transforme cette derniere en

premiere vertébre cervicale (I’atlas) (Ramirez-Solis et al., 1993).

2.2. Chez I’adulte

Chez I’adulte, I’expression des genes homéotiques est souvent maintenue. Leur
fonction chez I’adulte est moins établie que chez I’embryon mais il semble que leur
conservation chez I’adulte participe au maintien de I’identité cellulaire. En effet, les genes
homéotiques codent pour des facteurs de transcription qui régulent I’expression de genes
cibles impliqués dans I'adhésion, la prolifération et la différenciation cellulaires.

Un exemple de cette continuité identitaire, le géne paraHox Cdx2 qui determine I’identité
intestinale au cours du développement, assure eégalement le maintien de cette identité au
niveau de I’épithélium intestinal adulte. Ces fonctions de CDX2 sont détaillées dans le

chapitre 2.

De plus, la régle de colinéarité spatiale s’applique également chez I’adulte le long de
I’axe antério-postérieur. En effet, au niveau du cerveau postérieur, ce sont les genes Hox
situés dans la partie 3’ du chromosome qui sont exprimés, alors qu’au niveau du rectum, ce
sont les genes positionnés en 5°. Ce gradient d’expression antério-postérieur est également
retrouvé au niveau du tractus digestif (Figure 28) (Morgan, 2006).
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Figure 28 : Expression des genes Hox chez I'adulte.

Chaque case représente le niveau d'expression des différents génes Hox dans les tissus adultes selon I'axe antério-
postérieur. (Les génes HOX équivalents provenant des différents clusters sont comptés ensemble. Ainsi, par exemple,
«HOX4» se réfere a l'expression combinée de HOXA4, HOXB4, HOXC4 et HOXD4) (Morgan, 2006).

3. Genes homéotiques et pathologies

3.1. Les transformations homeéotiques

Comme décrit précédemment, les genes homéotiques sont des facteurs clés pour
spécifier et maintenir I’identité des organes tout au long de la vie. Ainsi, la mutation d’un
géne homéotique, au cours de I’embryogenése ou du processus de régéneration chez I’adulte,
peut générer une transformation partielle ou totale de I’organe dont I’identité est déterminée
par ce gene. Ce phénomene est appelé transformation homéotique ou encore homéose,
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terme proposé en 1894 par Bateson pour définir le remplacement d’une structure différenciee
par une structure homologue présente sur une autre partie du corps. Ces substitutions sont
bien connues chez les insectes, en particulier chez la drosophile, chez qui trois types de

transformations homeotiques ont été observées :

e Les mutations a proprement dites :

- Les mutations «perte de fonction» ou I’expression du gene est fortement diminuée ou
absente. C’est le cas de la mutation du géne Ultrabithorax (ou Ubx) suite a laquelle le
troisieme segment thoracique (T3) et le premier segment abdominal (Al) se développent avec

les caractéristiques du second segment thoracique (T2) (Lewis, 1978).

- Les mutations «gain de fonction» qui correspondent a une expression ectopique du géne.
Comme pour la mutation du gene Antennapedia (ou Antp) qui entraine I’apparition de pattes a
la place des antennes (Wakimoto & Kaufman, 1981). Contrairement a ce que I’on peut penser,
le géne Antp n’est pas normalement exprimé dans la téte mais exprimé au niveau des
segments thoraciques postérieurs. Son role normal est de réprimer le développement de
structures de type « téte » au niveau de ces segments thoraciques. Suite a la mutation, Antp se
retrouve exprimeé de maniére ectopique dans la téte, spécifiquement au niveau des antennes.
Ainsi I’identité « téte » est réprimée et il se développe alors des pattes a la place des antennes
(Lapesant, 1990).

e Les phénocopies

Les phénocopies sont des anomalies du développement embryonnaire induites par
I’environnement mais qui provoquent des changements de phénotype similaires aux mutations
génetiques (Slack, 1985)

e La trans-détermination et la trans-différenciation

Le processus de trans-différenciation se définit par la transformation d’un type de cellule
differenciée en un autre type de cellule différenciée et la trans-détermination comme la
transformation des cellules souches d’un tissu en cellules souches d’un autre tissu.

Une trans-détermination peut avoir lieu au cours d’une régéneration. Suite a I’implantation de
portions de disque imaginal (bourgeon larvaire) chez la mouche adulte, il arrive que I’état
détermine du fragment de disque soit modifié pendant les cycles répétés de regénération. Par

exemple, un disque génital peut former des structures de pattes ou d’antenne (Slack, 1985).
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Chez I’homme, il existe également des phénoménes de trans-détermination/trans-
différenciation. Ces anomalies sont moins spectaculaires que chez la drosophile. La plupart
des transformations se produisent dans les tissus avec un renouvellement cellulaire
important tels que le systéme gastro-intestinal. Ces transformations correspondent a des
Iésions présentant une différenciation incorrecte et inappropriée dans un organe. Par exemple,
le changement d’un épithélium différencié en un autre épithélium différencié. Ces Iésions sont
appelées hétéroplasies lorsqu’elles apparaissent pendant I’embryogenése et métaplasies
lorsqu’elles qui surviennent dans la vie postnatale. Ces Iésions sont plus amplement détaillées

a partir dans la partie I Chapitre 2.

3.2. Dans les cancers

Une expression dérégulée des genes homéotiques est souvent retrouvée dans les
cancers. Notamment dans les tumeurs solides comme les carcinomes et dans les leucémies qui
présentent une forte dérégulation des genes Hox tels que HoxA9 et des genes Cdx avec une

expression ectopique de Cdx2 dans les leucémies aigués (Scholl 2007).

Plusieurs mécanismes sont a l’origine de ces dérégulations, tels que la perte
d'hétérozygotie, la duplication des genes, I'hyperméthylation du promoteur ou la
désacétylation des histones.

Il existe deux types de dérégulation des genes homéotiques dans les cancers (Figure 29) :

* La plus fréquente est le cas ou les génes exprimés normalement au cours du développement
embryonnaire sont ré-exprimés dans les cellules malignes. L’expression de ces génes est dite
alors « ectopique » car ne correspondant pas a leur expression normale chez I’adulte. Par
exemple la surexpression de HOXAL et HOXB9 dans le cancer du sein (Hayashida et al.,
2010). Dans cette situation d’expression ectopique, le gene homéotique agit comme un
oncogéne, en stimulant la prolifération et la survie des cellules, et en modifiant leur
différenciation.

* L’autre situation est le cas ou le gene homéotique, normalement exprime dans les cellules
différenciées d’un tissu, voit son expression diminuée ou perdue dans la tumeur. Par exemple,
la perte d’expression d’HOXAS et HOXA9 est un événement fréquent dans le cancer du sein
(Teo et al., 2016). Dans cette situation, le gene homéotique agit comme un suppresseur de

tumeur. En effet la perte d’expression de ces génes induit une dédifférenciation des cellules
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qui favorise leur développement tumoral, sans toutefois étre a I’origine du déclenchement du

processus tumoral.

Dieveloping epithalium Mommal adut ——— Pre-cancerous —— Invasive cancer
epithelium lesions

Figure 29 : Relation entre I'expression des genes Hox, le développement de I'épithélium et la carcinogenése.
La relation entre I'expression des génes a homéoboite, le développement épithélial et la carcinogenése. Les genes Hox qui

sont normalement exprimés dans les tissus indifférenciés en développement mais pas chez I'adulte sont souvent ré-
exprimés dans le cancer (en rouge). A l'inverse, les génes Hox exprimés dans les tissus différenciés sont souvent perdus au
cours du processus cancéreux (en vert) (Abate-Shen, 2002).

Cependant, les genes homéotiques ne se comportent pas comme des oncogenes et
suppresseur de tumeurs « classiques ». Premiérement, leur gain ou leur perte de fonction n’est
pas suffisant pour I’initiation de la tumorigénése. Etant des régulateurs d’un équilibre entre
prolifération et différenciation, leur dérégulation favorise I’'un ou l’autre des processus.
Deuxiemement, ils présentent des caractéristiques « tissus-spécifiques », ce qui n’est pas le
cas des oncogénes ou les suppresseurs de tumeurs «classiques», qui sont souvent dérégulés

dans de nombreux types de tumeurs (Abate-Shen, 2002).

De plus, il est intéressant de noter également que deux génes, bien qu’appartenant a un
méme cluster de genes Hox, tels que Hoxal et Hoxa5 peuvent exercer deux fonctions
opposées, oncogene ou suppresseur de tumeur, au sein d’un méme tissu, la glande mammaire.
De maniere encore plus remarquable, un méme géne peut également étre a la fois oncogeéne et
suppresseur de tumeur suite a sa dérégulation. C’est le cas du géne Cdx2 dont I’expression est
perdue dans les cancers colorectaux et qui y agit comme géne suppresseur de tumeur. A
I’inverse, CDX2 exerce une fonction d’oncogéne suite a son expression ectopique dans les
cellules hématopoiétiques des leucémies aigués. C’est sur cette dualité de fonction de CDX2

que repose mon travail de thése.
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Chapitre 2 : le géne homéotique Cdx2

1. Structure

Le géne Cdx2, situé sur le chromosome 13 chez I’homme et sur le chromosome 5 chez la
souris, est constitué de trois exons separés par deux introns et s’étend sur 7.2 kb.
La protéine correspondante est constituée de 313 acides aminés et inclut trois domaines

fonctionnels (Figure 30) :

e Le domaine de transactivation situé dans I’extrémité N-terminale, qui module
I’activité transcriptionnelle de la protéine CDX2 sur ses génes cibles grace notamment
a un site de phosphorylation (Rings et al., 2001).

e L’homeodomaine situé dans la partie centrale, qui est un domaine treés conservé au
cours de I’évolution et qui permet la liaison de CDX2 au promoteur de ses genes
cibles.

e Le domaine de stabilisation situé dans I’extrémité C-terminale, qui comprend quatre
sérines importantes pour la stabilité de la protéine et dont la phosphorylation entraine

un signal de dégradation par le protéasome (Gross et al., 2005).

182-190 185-245 283-295
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Figure 30 : Schéma de la protéine CDX2 humaine.
La protéine CDX2 de 313 acides aminés est composée d’'un domaine de transactivation (TAD), d'un signal de localisation

nucléaire (NLS), d'un homéodomaine (HD), et d'un domaine de stabilisation (SD) dans la partie C-terminale (Adapté de
Renouf et al., 2012).

2. Réles de CDX2

2.1. Au cours de I’embryogenese

i. CDX2 participe a la spécification du trophectoderme

Chez la souris, CDX2 apparait dans la morula dés le stade 8 cellules (E3,5), son
expression se restreint ensuite dans les cellules les plus externes du blastocyste qui formeront

la partie extra-embryonnaire, le trophectoderme (Beck et al., 1995). Cdx2 est indispensable a
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la détermination et au maintien du trophectoderme. En effet, les embryons de souris invalides
totalement pour CDX2 (Cdx2-/-) sont létaux di & un défaut d’implantation des embryons
(Chawengsaksophak et al., 1997 ; Strumpf et al., 2005).

ii. CDX2 participe a I’établissement de I’axe antéro-postérieur

L’expression de CDX2 se poursuit pendant la gastrulation, a partir du stade E8,5, au
niveau des trois feuillets embryonnaires selon un gradient antério-postérieur d’expression.
En effet, CDX2 est retrouvé uniquement dans la partie postérieure de I’embryon (Beck et
al., 1995). CDX2 intervient dans I’élongation postérieure de I’embryon et la détermination
de I’axe antério-postérieur. Son role est essentiel comme le démontre le phénotype des
embryons Cdx2+/- qui sont viables et qui présentent différentes anomalies du squelette telles
que I’antériorisation des vertebres thoraciques associé a des malformations des cOtes et une
gueue raccourcie (Figure 31) (Chawengsaksophak et al., 1997).

CDX2 assure I’établissement de I’axe antério-postérieur en régulant différentes voies
de signalisation telles que la voie Wnt et la voie de I’acide rétinoique en inhibant notamment
I’expression de CYP26A qui participe a la dégradation de I’acide rétinoique (Savory et al.,
2009 ; Young et al., 2009). CDX2 régule également I’expression de genes Hox (van den
Akker et al., 2002, Neijts et al., 2017).

iii. Cdx2 détermine I’identité intestinale de I’endoderme

A partir du stade E12.5, I’expression de CDX2 se restreint progressivement a
I’endoderme médian et postérieur de I’intestin (Beck et al., 1995). La spécification de
I’expression de CDX2 dans I’intestin est assurée par la coopération entre les facteurs HNFa,
GATAG6, Tcf4 et 1a B-caténine (Benahmed et al., 2008).

Outre les anomalies du squelette, les souris Cdx2+/- présentent également des anomalies au
niveau distal du tube digestif. En effet, la perte mosaique de CDX2 est associee au
développement d’hétéroplasties de type gastro-cesophagien dans le caecum et le cdlon
proximal, qui témoignent d’une transformation homéotique de I’intestin (Figure 31) (Beck et
al., 1999).

Ces données suggerent que le géne Cdx2 participe a la détermination de I’identite

intestinale de I’endoderme postérieur. Afin de démontrer clairement ce role, plusieurs
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études d’invalidation conditionnelle du gene dans I’endoderme ont été réalisées.
L’invalidation conditionnelle de CDX2 aprés la gastrulation aux stades E9 et E11, au niveau
de I’endoderme intestinal entraine une transformation du tissu intestinal en un type gastrique
associé a des défauts morphologiques de I’intestin entrainant la Iétalité des embryons (Gao et
al., 2009; Grainger et al., 2010 ; Stringer et al., 2012).

A Cdx2+/+ Cdx2 +/-

+/-
Figure 31 : Phénotype des souris hétérozygotes Cdx2 .
(A) Anomalies du squelette axial, caractérisées par la présence de codtes surnuméraires (fleches) ou par des

fusions partielles entre deux paires de cotes (astérisques) (Chawengsaksophak et al., 1997). (B) Histologie d’une

+/-
hétéroplasie gastro-oesophagienne du co6lon proximal d’une souris Cdx2 caractérisée par des structures
gastriques (GA: Antre gastrique; GCo: Corpus gastrique) séparées de la muqueuse colique saine (C: Colon) par
un épithélium de transition de type « intestin gréle » (SI: Intestin gréle) (Beck et al., 1999).

2.2. Chez I’adulte

Chez I’adulte en condition physiologique, CDX2 est spécifiquement exprimé au
niveau de I’épithélium intestinal selon un gradient d’expression croissant du duodénum vers
le cblon proximal, puis décroissant au niveau du colon distal (Figure 32) (James et al., 1994 ;
Benahmed et al., 2008).
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Figure 32 : Expression de CDX2 chez I’adulte sain.
(A) Expression de CDX2 le long du tractus digestif de la souris analysée par RT-PCR. (B) Expression de CDX2
le long de I’axe cryptovillositaire d’intestin gréle analysée par immunohistochimie (Benahmed et al., 2008).

De plus, CDX2 s’exprime tout le long de I’axe crypto-villositaire, au niveau des
cellules différenciées des villosités, et dans une moindre mesure dans les cellules souches des

cryptes. Cependant, CDX2 ne s’exprime pas dans les cellules de Paneth (Silberg et al., 2000).

CDX2 est un régulateur majeur de I’homéostasie de I’épithélium intestinal. En
effet, I’épithélium intestinal est un tissu en constant renouvellement qui nécessite un équilibre
entre les processus de prolifération, de différenciation et de mort cellulaire. CDX2 a un role
essentiel dans le maintien de cet équilibre. Les différentes fonctions de CDX2 ont
principalement été mises en évidence a I’aide de différents modeles murins de perte et de gain

de fonction du gene :

1°) L”’invalidation conditionnelle du gene Cdx2 dans I’intestin chez la souris, grace au
modele Cdx2flox/flox ::VilCreERTZ2, a pour conséquence la perte de la différenciation
intestinale au profit d’une différenciation gastrique de I’épithélium. Ceci conduit au déceés des
animaux au bout de 2-3 semaines par défaut de la fonction digestive (Hryniuk et al., 2012 ;
Verzietal., 2011).

2°) Afin de dépasser le stade de la létalité et d’étudier les conséquences de la perte de CDX2 a
long terme, un modele d’invalidation mosaique de CDX2 dans I’intestin a été développé : le
modele Cdx2flox/flox ::AhCreERT. Dans ce modele, I’épithélium intestinal présente une
réduction de la prolifération cellulaire dans les cryptes ainsi qu’une perte de différenciation
intestinale au profit d’une différenciation de type gastrique. Ce phénotype est progressivement
perdu dd au renouvellement de I’épithélium a partir des cellules souches ayant échappées a

I’invalidation de CDX2. Cependant, quelques cryptes invalidées pour CDX2 persistent sous la
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forme de cystes présentant une perte d’expression de marqueurs intestinaux au profit de

marqueurs gastriques et une prolifération cellulaire réduite (Figure 33) (Stringer et al., 2012).

Cdx2/AB

Figure 33 : Phénotype de la perte de fonction mosaique de CDX2 dans I'intestin adulte (souris AnCreERT//Cdx2flox/flox),
(A) Une semaine aprés invalidation de CDX2: Trans-différenciation gastrique illustrée par I'expression du marqueur

gastrique CLAUDINE18 et perte d'expression du marqueur intestinal phosphatase alcaline dans les régions villositaires de
lintestin gréle. (B) Huit semaines aprés linvalidation : Apparition de vésicules cystiques qui n’expriment pas CDX2 (image
du haut, encadré) avec expression de CLAUDINE18 et perte de phosphatase alcaline (image du bas) (Stringer et al., 2012).

3°) Enfin, CDX2 a également été invalide de maniére « mosaique » dans les cellules souches
actives de I’intestin, positives au marqueur Lgr5 (Lgr5+), grace au modele
Cdx2flox/flox ::Lgr5CreERT2 (Stringer et al., 2012). Ces souris présentent un phénotype
similaire a celui des souris Cdx2flox/flox ::AhCreERT, ce qui démontre le rble essentiel de
Cdx2 dans les cellules souches. De plus, ces cellules souches Lgr5+ invalidées pour CDX2,
isolées puis mises dans un milieu de culture adapté au développement des organoides, sont
incapables de former des organoides intestinaux. Les structures obtenues sont anormales et
dépourvues en cellules de Paneth, ce qui empéche leur maintien en culture en raison d’une
capacité réduite des cellules souches a proliférer. Cependant, ces structures sont capables de

former des « mini-estomacs » dans un milieu adapté a la formation d’organoides d’estomac,
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suggerant que les cellules souches deficientes en CDX2 présentent une identité gastrique
(Simmini et al., 2014).

4°) Si la perte de fonction de CDX2 conduit a une perte de I’identité intestinale, sa
surexpression dans I’intestin des souris transgéniques promVilline-Cdx2 induit a I’inverse
une maturation précoce de I’épithélium, associée a une désorganisation des cryptes marquée
par la perte des cellules de Paneth et une augmentation des cellules a mucus (Crissey et al.,
2011). Ce phénotype conduit a la mort des souris au moment du sevrage en raison d’un défaut

d’absorption des nutriments.

En conclusion, ces expériences démontrent que Cdx2 est un géne essentiel de I’homéostasie

dans I’intestin adulte, qui est impliqué principalement dans quatre fonctions cruciales :

e Détermination de I’identité intestinale des cellules souches
e Participation a I’organisation cellulaire de la niche des cellules souches
e Régulation de la prolifération cellulaire

e Induction de la différenciation terminale des cellules matures

La protéine CDX2 exerce une fonction principale de facteur de transcription en
régulant I’expression de nombreux genes impliqués dans le maintien de I’homeéostasie
intestinale. Cependant, CDX2 peut également contréler I’expression de génes et I’activité de
protéines indépendamment de ses propriétés transcriptionnelles, notamment par des

interactions avec différents partenaires protéiques.

3.1. Fonctions transcriptionnelles

CDX2 active I’expression de genes spécifiques en se fixant par son homéodomaine sur
une séquence promotrice du gene cible au niveau d’un site consensus riche en AT :
A/ICTTTATATA/G (Margalit et al.,, 1993). Les sites auxquels CDX2 se fixent sont
préférentiellement localisés prés des sites de fixation pour les facteurs GATA (riches en motif
GATA) dans les cellules en proliferation et pres des sites de fixation pour les facteurs HNF4
(riches en motif HNF4) dans les cellules différenciées (Verzi et al., 2010). Ainsi CDX2
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régule I’expression de genes différents en fonction du contexte cellulaire, selon que la cellule

est proliférative ou différenciée.

La caractérisation de ses cibles a mis en évidence que CDX2 est susceptible de se lier
a plus de 16 000 sites génomiques dans la cellule intestinale et de contrdler aussi bien
I’expression de genes impliqués dans la différenciation que dans la prolifération cellulaires
(Verzi et al., 2010). Il a également été montré que la protéine CDX2 est déja en place sur les
promoteurs de ces genes cibles dans les cellules souches intestinales méme si les genes
correspondants ne sont pas encore exprimés dans ces cellules (San Roman et al., 2015). Cdx2
serait donc un élément marquant les zones de la chromatine « autorisées » a étre activées dans

I’épithélium intestinal.

e CDX2 et différenciation cellulaire

CDX2 est déterminant pour le devenir des cellules progénitrices en stimulant I’expression du
géne Mathl dans les cellules du lignage sécréteur. Dans les cellules du lignage absorbant,
c’est la dérégulation de MATH1 par HES1 qui permet leur différenciation en cellules
absorbantes (Mutoh et al., 2006).

Parmi les génes cibles de CDX2 impliqués dans la différenciation terminale des
cellules épithéliales matures, il se trouve notamment : ceux codant pour des enzymes
digestives telles que la saccharase isomaltase (Suh et al., 1994) ou la lactase (Troelsen et al.,
1997), pour des transporteurs tels que GLUT2 (Uesaka et al., 2004) ou ASBT (Ma et al.,
2012), pour des mucines telles que MUC2 (Yamamoto et al., 2003) ou MUC4 (Jonckheere et
al., 2007), pour des récepteurs membranaires tels que FXR (Modica et al., 2014) ou IRS2
(Modica et al., 2009), ou encore pour des protéines d’adhésion cellulaire telles que la LI-
cadhérine (Hinoi et al., 2002), la E-cadhérine (Keller et al., 2004) ou la Claudine-2
(Sakaguchi et al., 2002).

e CDX2 et prolifération cellulaire

CDX2 participe également a la régulation de I’expression de génes impliqués dans la
prolifération cellulaire. En effet, CDX2 est capable d’inhiber la voie Wnt en stimulant
I’expression de la protocadhérine MUCDHL, qui interagit avec la -caténine pour inhiber son

activité transcriptionnelle (Hinkel et al., 2012). De plus, le gene IRS2 (insulin receptor
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substrate-2) qui empéche I’activation d’Erk1/2 et la prolifération cellulaire induites par IGF-1

est aussi une cible transcriptionnelle de CDX2 (Modica et al., 2009).

3.2. Fonctions non transcriptionnelles

Outre le mode d’action transcriptionnel de la protéine CDX2, il existe également des
mécanismes d’action non-transcriptionnels de la protéine, basés notamment sur

I’interaction avec différents facteurs.

En effet, cette protéine est capable d’inhiber par interaction le complexe KU70/80,
impliqué dans la réparation de I’ADN de type non-homologous end joining (NHEJ) qui est
une réparation non fidéle des cassures double brin de I’ADN (Renouf et al., 2012). Par
ailleurs, une autre étude a mis en évidence que CDX2 est capable d’interagir avec le facteur
de transcription homéotique HOXB7 qui stimule la réparation de type NHEJ (Soret et al.,
2016). Par ces interactions, CDX2 inhibe I’activité de réparation de I’ADN par la machinerie
NHEJ, ce qui favorise I’apoptose des cellules.

D’autres mécanismes ont été décrits, illustrant la fonction anti-proliférative de
CDX2, telles que I’interaction avec la la B-caténine qui empéche I’activation de la voie Wnt,
ou encore la stabilisation de p27Kipl, un inhibiteur de Cdk, dont CDX2 empéche
I’ubiquitination et donc sa dégradation (Guo et al., 2010 ; Aoki et al., 2011) .

L’interaction de CDX2 avec un autre facteur de transcription peut aussi favoriser
I’activité transcriptionnelle de celui-ci, comme c’est le cas avec SMAD3, un modulateur de
la voie du TGF-f (Calon et al., 2007). Il peut également inhiber la fonction transcriptionnelle
d’un facteur de transcription comme cela a eété démontré dans le cas de NFkB et de la
régulation de COX2 (Mutoh et al., 2007).

Enfin, j’ai participé a un travail sur I’épissage alternatif de Cdx2 qui montre que cette
protéine homéotique est également un régulateur non-transcritionnel de la machinerie

d’épissage (cf Annexe 2, Balbinot et al, 2017).
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Pour assurer les fonctions complexes de CDX2 chez I’embryon et chez I’adulte, une
régulation fine de ce facteur est nécessaire, basée sur des mecanismes a la fois

transcriptionnels, post- transcriptionnels et post-traductionnels

4.1. Régulations transcriptionnelles

L expression de CDX2 est régulée au niveau transcriptionnel par I’intermédiaire de
plusieurs éléments de son promoteur dont une région de 250pb éloignée d’environ 9kb du site
d’initiation de la transcription. Cet élément contient notamment des eéléments de réponse au
complexe B-caténine/Tcf4 et aux facteurs de transcription HNF4alpha et GATAG, qui stimule
I’expression de CDX2 (Benahmed et al., 2008 ; Boyd et al., 2009 ; Saandi et al., 2013) ; A
noter que chez I’embryon la région promotrice de CDX2 est située S5kb en amont du site
d’initiation de la transcription, et non pas a 9kb. En effet, a partir de la mi-gestation jusqu’au
stade adulte, I’expression spécifique de CDX2 dans I’intestin nécessite une région de

promoteur plus étendue.

Il a été aussi montré que CDX2 est capable de stimuler sa propre transcription en se fixant

sur son promoteur (Xu et al., 1999 ; Barros et al., 2011).

La transcription de CDX2 peut aussi étre modulée par des éléments du microenvironnement
de la cellule, tels que le butyrate (Domon-Dell et al., 2002), la laminine-1 (Lorentz et al.,
1997) qui stimulent I’expression de CDX2 in vitro, ou encore le collagéne I qui inhibe son

expression (Brabletz et al., 2004).

4.2. Régulations post-transcriptionnelles

Plusieurs types de régulation post-transcriptionnelles de CDX2 ont été décrits.

Premierement, au niveau de I’épissage alternatif de I’ARN transcrit de CDX2, un variant
de la protéine CDX2 a été mis en évidence. Ce variant est obtenu suite a un changement de
phase de lecture et aboutissant & un homéodomaine tronque, ce qu’il le rend inactif sur les
cibles transcriptionnelles de CDX2 (Witek et al., 2014). Notre équipe a également identifié un
nouveau variant dominant négatif sur I’activité transcriptionnelle de CDX2, mini-CDX2, sur

lequel j’ai mené des travaux detaillés en annexes (cf Annexe 2, Balbinot et al., 2017).
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L’ARN messager de CDX2 est aussi modulé par MEX3A de la famille des protéines de
liaison & I’ARN qui est exprimé spécifiquement dans les cellules souches intestinales.
MEX3A réprime la traduction de ’ARNm de CDX2 en se fixant sur la région 3° UTR
(Pereira et al., 2013).

Enfin, plusieurs microARNs (miARNS) interférant I’expression de CDX2 ont été découverts
tels que les mMIARN miR-9, miR-16 et miR-22 induits par CDX1 in vitro (Tagawa et al.,
2012). Ainsi, CDX1 peut indirectement induire la dégradation de CDX2.

4.3. Régulations post-traductionnelles

La stabilité et la demi-vie de CDX2 sont régulées par des modifications post-traductionnelles.

On retrouve la phosphorylation de CDX2 au niveau des Serines 281 a 293 par la kinase
CDK2 ou encore par ERK1/2 dont le site de phosphorylation n’est pas connu, qui entraine
I’ubiquitination de CDX2 et sa dégradation par le protéasome (Gross et al., 2005 ; Krueger et
al., 2009).

A l’inverse, la phosphorylation de CDX2 peut étre empéchée par I’inhibiteur de Cdk
p27Kipl (Boulanger et al., 2005).

L’activité transcriptionnelle de CDX2 peut aussi étre contr6lée par phosphorylation de la
Serine 60 du domaine de transactivation par la voie des MAPKinases. Cette phosphorylation
inhibe I’activité transcriptionnelle de CDX2 dans les cellules des cryptes intestinales (Rings et
al., 2001). En revanche, la phosphoryation de la protéine CDX2 sur un site non déterminé par
la MAPK p38 stimule son activité transcriptionnelle dans les cellules différenciées (Houde et
al., 2001).

Chez I’adulte, CDX2 est exprimé de fagcon physiologique dans I’épithélium intestinal.
Cependant, dans les cancers colorectaux (CCR) son expression est diminuée ou hétérogéne et
il y exerce une fonction « suppresseur de tumeur ». De maniere remarquable, CDX2 peut
aussi étre anormalement exprimé en dehors de I’intestin dans plusieurs cas pathologiques.
Cette expression ectopique de CDX2, dans les tissus qui ne I’expriment normalement pas, est

considérée comme oncogene dans certains cas.
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5.1. CDX2 est suppresseur de tumeur dans I’intestin

Comme décrit précédemment, une expression dérégulée des génes homéotiques est
souvent observée dans les cancers. Le gene homéotique Cdx2 répond a cette caractéristique :
son expression est réduite ou hétérogene dans les cellules tumorales des cancers colorectaux
(CCR) (Figure 34) (Subtil et al., 2007). On observe une hétérogénéité d’expression de CDX2

entre les patients.

Dans les CCR dits différenciés, le profil d’expression de CDX2 dans les tumeurs est
assez typique, avec une expression maintenue au centre de la tumeur et une forte réduction
dans les cellules invasives aux marges de la tumeur, s’accompagnant d’une
dédifférenciation. Cependant, cette perte d’expression de CDX2 est rétablie au niveau des
métastases, présentant un phénotype semblable a celui de la tumeur primaire. (Brabletz et al.,
2004). Globalement, la réduction d’expression de CDX2 dans les CCR est associée a un
mauvais pronostic et une survie plus faible chez les patients (De Sousa E Melo et al., 2013 ;
Marisa et al., 2013 ; Bae et al., 2015 ; Dalerba et al., 2016).
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Figure 34 : Profil d’expression de la protéine CDX2 dans les CCR humains

(A) Expression hétérogéne de CDX2 dans les CCR. (i) Dans la muqueuse colique saine, CDX2 est exprimé dans le noyau
des cellules épithéliales. (ii) Dans une tumeur colorectale moyennement différenciée, I'expression de CDX2 est conservée
mais hétérogene, avec une localisation nucléaire (fleche rouge) et cytoplasmique (fleche noire) de la protéine. (iii) Dans les
tumeurs non différenciées, I'expression de CDX2 est perdue (Subtil et al., 2007). (B) Perte d'expression de CDX2 dans les
cellules invasives du front tumoral. (i) La partie centrale des tumeurs colorectales est caractérisée par des structures
tubulaires (fleche) et une expression conservée de CDX2. (i) Dans les cellules invasives du front tumoral, I'expression de
CDX2 est perdue (fleches), contrairement aux cellules du centre de la tumeur ou CDX2 est exprimé (téte de fleche). (i)
Dans une métastase hépatique, CDX2 est ré-exprimé (Brabletz et al., 2004).
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Une forte diminution de I’expression de CDX2 est le plus souvent retrouvée dans les
CCR de haut grade présentant une hyperméthylation des ilots CpG des promoteurs (de type
CIMP) ainsi qu’une instabilité microsatellitaire (de type MSI) (De Sousa E Melo et al., 2013 ;
Kim et al., 2013).

Les mécanismes moléculaires a I’origine de ce profil d’expression ne sont pas
clairement établis. La réduction d’expression de CDX2 est rarement associée a des mutations
du géene (Yagi et al., 1999). Des réarrangements chromosomiques au niveau du locus de Cdx2
ont été décrits (Subtil et al., 2007). La dérégulation de CDX2 dans les CCR est souvent
provoquée par une régulation négative des voies d’expression du gene, par exemple par la
voie Ras (Lorentz et al., 1999), la voie PI3K/Akt via le facteur de transcription NF-xB (Kim
et al., 2002) ou encore par la voie Wnt via le facteur de transcription SOX9 (Blache et al.,
2004; da Costa et al., 1999).

L’ensemble de ces données obtenues dans les CCR chez I’homme suggeérent que CDX2
exercerait une fonction suppresseur de tumeurs dans le colon.
Dans I’objectif d’étudier I’impact de la réduction d’expression de CDX2 sur I’initiation et la

progression de tumeurs intestinales, différents modeles animaux ont été développés.

e Le modele de souris Cdx2+/- traitées a I’AOM

Les souris hétérozygotes Cdx2+/- présentent une expression de CDX2 réduite de moitié dans
I’épithélium intestinal. Ces souris présentent, dans la région périphérique du caecum, des
hétéroplasies de type gastro-oesophagien mais ces lésions n’évoluent en cancer
(Chawengsaksophak et al., 1997 ; Beck et al., 1999). Ainsi la diminution d’expression de
CDX2 seule, est insuffisante pour initier le processus tumoral. En revanche lorsque cette perte
d’expression est associée a un traitement a I’azoxyméthane (AOM), un agent chimique
carcinogene qui initie la tumorigénese, les souris développent dans le c6lon distal des
tumeurs, plus nombreuses et plus précoces que celles des souris sauvages (Bonhomme et
al., 2003). Ces tumeurs, correspondant a des adénocarcinomes, présentent une expression de
CDX2 diminuée et hétérogene.

L’activité anti-tumorale de CDX2 pourrait reposer en partie sur sa capacité a réguler le
processus apoptotique. En effet, il a eté montré que I’épithélium intestinal des souris Cdx2+/-

est plus résistant a I’apoptose induite par irradiation (Bonhomme et al., 2003).
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Le modéle de souris Cdx2+/-::Apc

Ce modéle associe la diminution d’expression de CDX2 a un contexte génetique de
prédisposition au cancer, la mutation Apc*2”'. Les souris Cdx2+/-::Apc”“7'® développent
plus de polypes adénomateux au niveau du cdlon distal que les souris Apc™7'¢ .

Dans ces tumeurs, la réduction de I’expression de CDX2 induit une dérégulation du cycle
cellulaire par I’activation de la voie mTOR, avec une diminution de la phase G1 et une entree
précoce des cellules intestinales en phase S. Ceci conduit a une instabilité chromosomique et
donc la génération de mutations et de translocations oncogéniques (Aoki et al., 2003). CDX2
s’opposerait donc au développement tumoral en contrélant le cycle cellulaire et la stabilité

génomique.

Ainsi, ces résultats mettent en évidence une fonction suppresseur de tumeurs de CDX2
dans I’intestin, en ce sens qu’une I’altération de I’expression de CDX2 n’induit pas
I’initiation tumorale, mais facilite le développement de tumeurs intestinales en régulant

I’apoptose, la prolifération ou encore en maintenant I’intégrité génomique.

5.2. CDX2 est oncogéne dans le systeme hématopoiétique

Bien que I’expression de CDX2 soit spécifique de I’épithélium intestinal chez I’adulte,
une expression anormale, dite ectopique a été mise en évidence dans une grande majorité des
cellules de leucémies aigués. Dans les phases pré-leucémiques et dans les leucémies
chroniques, CDX2 n’est pas exprimé, suggerant sa participation spécifiqguement dans les

pathologies aigués (Riedt et al., 2009).

Aussi bien dans les leucemies aigués myeloides (AML) que lymphoides (ALL),
I’expression ectopique de CDX2 est retrouvée dans plus de 80% des cas, tout type génétique
confondu, et est associée a un mauvais pronostic (Figure 35) (Scholl et al., 2007 ; Thoene et
al., 2009).
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Figure 35 : Expression de Cdx2 dans les leucémies myéloides aigués.
Expression de Cdx2 dans des leucémies myéloides aigues de différents caryotypes comparée a I'expression dans les
cellules hématopoiétiques saines (Scholl et al., 2007).

Cette expression ectopique de CDX2 est monoallélique, et n’est associée ni a des

mutations du géne Cdx2 ou de son promoteur, ni a une amplification du geéne, ni a des
méthylations aberrantes de son promoteur (Fréhling et al., 2007 ; Scholl et al., 2007 ; Thoene
et al., 2009).
In vitro, CDX2 augmente le pouvoir clonogénique et la croissance des précurseurs
hématopoiétiques. In vivo, la greffe de cellules de moélle osseuse exprimant CDX2 a des
souris irradiées conduit & I’apparition de leucémies aigués dans les 4 mois suivant la greffe
(Scholl et al., 2007 ; Rawat et al., 2012).

Au niveau moléculaire, I’activité leucémogene de CDX2 repose sur la perturbation de
I’expression des génes Hox leucémogenes tels que Hoxb8 ou encore I’inhibition du facteur
de transcription KLF4, protéine en doigt de zinc impliquée dans I’hématopoiese (Faber et al.,
2013; Morris et al., 2015).

L’ensemble de ces résultats indique donc que CDX2 exerce une fonction oncogénique dans

le contexte ectopique des cellules hématopoiétiques.

De maniére intéressante, la dualité de fonction de CDX2 dans I’intestin et le tissu

hématopoiétique peut s’expliquer en partie par les différences de partenaires de CDX2 entre
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ces deux tissus. En effet, alors que la protéine Cdx2 interagit avec le complexe Ku70/80 dans
les cellules intestinales afin d’inhiber la réparation non fidéle des cassures double brin de
I’ADN de type NHEJ, expliquant en partie sa fonction suppresseur de tumeurs dans I’intestin,

cette interaction n’a pas lieu dans les cellules leucémiques (Renouf et al., 2012).

5.3. CDX2 est-il oncogéne ou suppresseur de tumeur dans les
métaplasies intestinales ?

Chez I’homme, une expression anormale de CDX2 en dehors de I’épithélium intestinal
a eté decrite dans les métaplasies intestinales d’organes d’origine endodermique. Ainsi, on
retrouve une expression ectopique de CDX2 dans les métaplasies intestinales apparaissant
dans divers organes, mais aussi dans les adénocarcinomes qui en dérivent, de I’cesophage
(Eda et al., 2003), de I’estomac (Bai et al., 2002), de la vésicule biliaire (Kozuka &
Hachisuka, 1984), de la vessie (Steininger et al.,2005 et du pancréas (Albores-Saavedra et al.,
2007) (Figure 36).

En plus de cette observation clinique, il a été démontré que I'expression ectopique de
CDX2 provoque le développement de meétaplasies intestinales dans I’estomac dans deux
modeles de souris transgeniques décrits precédemment (p.43) (Mutoh et al., 2002; Silberg et
al., 2002). Ainsi, I’expression de CDX2 est suffisante pour induire une différenciation

intestinale a I’épithélium d’origine endodermique monostratifié de I’estomac.

Pancréas Vés.biliaire Vessie
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Figure 36 : Expression ectopique de Cdx2 dans divers organes d’origine endodermique chez ’'homme.
Analyse immunohistochimique de I'expression nucléaire de Cdx2 dans I'épithélium de I'cesophage (Barros et al., 2016), de

I'estomac (Lee et al.,2012), les canaux pancréatiques (Xiao et al., 2014), de la vésicule hiliaire (Sakamoto et al., 2007) et de
la vessie (Steininger et al., 2005).
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Cependant, I’expression ectopique de CDX2 dans I’épithélium squameux de
I’;esophage chez des souris transgéniques ne provoque que des modifications phénotypiques
mineures n’atteignant pas le stade de la métaplasie (Kong et al., 2011).

A I’inverse, I’expression ectopique de CDX2 dans une population de cellules progénitrices
basales (p63+ KRT5+ KRT7+) situées au niveau de la zone de transition squameuse
(épithélium cesophagien) — cylindrique (épithélium gastrique) dans un nouveau modeéle décrit
p.35 est suffisante au développement d’un cesophage de Barrett (Jiang et al., 2017).

Ainsi, la surexpression de CDX2 dans deux types de populations différentes de I’cesophage
n’aboutit pas aux mémes modifications histologiques et fonctionnelles.

Ceci suggére que la transformation phénotypique induite par I’expression de CDX2
dépend du contexte cellulaire et/ou morphologique par un mécanisme qui reste encore a

élucider.

Etant donné que les métaplasies intestinales sont considérées comme des Iésions pré-
cancéreuses évoluant en adenocarcinome et que CDX2 semble nécessaire a leur apparition, il
semble donc que CDX2 exerce une fonction oncogénique lorsqu’il est exprimé de maniére
ectopique mais cette caractéristique reste controversée.

En faveur du réle oncogénique, Mutoh et al. ont rapporté une évolution des métaplasies en
adénocarcinomes dans leur modele transgénique exprimant CDX2 dans [I’estomac,
progression qui n’a cependant pas été retrouvée dans le modéle développé par Silberg et al.

En défaveur du r6le oncogénique dans I’estomac, plusieurs études montrent que I’expression
ectopique de CDX2 dans I’estomac diminue au stade adénocarcinome par rapport au stade
métaplasie et que plus cette réduction est importante et plus I’adénocarcinome est de mauvais
pronostic (Seno et al., 2002; Zhang et al., 2009 ; Park et al., 2010). Ainsi, CDX2 serait
nécessaire a I’émergence des métaplasies intestinales, qui ne sont pas des lésions cancéreuses
en tant que telles, mais une fois le processus cancéreux engagé, CDX2 semble jouer le role

d’un géne suppresseur de tumeurs comme dans I’intestin.
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5.3.1. Mécanismes de I’induction de I’expression ectopique de CDX2

Parmi les mécanismes moléculaires proposés pour expliquer la régulation de
I’expression ectopique de CDX2, on retrouve de nombreux facteurs de I’inflammation, qui est
tres souvent associée au processus de métaplasie. Le facteur de transcription NF-kB est un
régulateur clé de I'inflammation et jouant un réle dans la cancérogenése. Les cibles en aval de
NF-«xB sont impliquées dans une multitude de processus qui contribuent au développement du
cancer (Kundu et al., 2008). 1l a été montré que le géne Cdx2 est un gene cible de NFkB, qui
participe a sa régulation dans I’cesophage de Barrett. (Kim et al., 2002 ; Kazumori et al.,
2005). D’autres études mettent en évidence un lien entre le systeme immunitaire inné et la
régulation CDX2. Dans les cholangiocytes, les PAMPs (motifs moléculaires associés aux
pathogenes) tels que le LPS (lipopolysaccharide), induisent I’expression de CDX2 et de
MUC2 via un mécanisme indépendant de NF-xB (Zen et al., 2002 ; Ikeda et al., 2007 ; Ikeada
et al., 2008). Les PAMP sont reconnus par les PRRs (récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires) tels que les TLR (Toll-like récepteurs) et activent le systéme immunitaire inné.

Dans les métaplasies intestinales de I’estomac, le membre de la superfamille des
TGFB, BMP4 a été identifié comme un inducteur possible de I'expression ectopique du géne
Cdx2. Une étude dans des cellules AGS, une lignée cellulaire humaine d'adénocarcinome
gastrique de type intestinal montre que I’ajout de BMP4 augmente les niveaux d'expression de
CDX2. De plus, I’inhibition du facteur SMADA4, induit la réduction des taux de CDX2. Ces
observations suggérent donc que BMP4 régule I’expression de CDX2 via le transducteur de
signal SMAD4 (Barros et al., 2008).

D’autres voies de signalisation peuvent induire I’expression ectopique de CDX2. On
retrouve la signalisation de I'acide rétinoique, qui est impliquée dans le développement de
I’cesophage de Barrett. Cette signalisation induirait indirectement I’expression de CDX2 par
I’activation de la PI3Kinase, qui activerait a son tour le facteur NFkB et ainsi la transcription
de CDX2 (Chang et al., 2007). La signalisation Sonic Hedgehog (SHH), qui est diminuee
dans les métaplasies intestinales de I’estomac, est aussi associée a I’expression ectopique de
Cdx2. Cette relation entre SHH et CDX2 est également soutenue par le phénotype des souris
invalidées pour SHH, qui présentent une différenciation intestinale dans leur épithélium

gastrique (Ramalho-Santos et al., 2000).
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Les facteurs HNF4a, B-caténine, TCF4, et GATA6 sont eégalement capables de
stimuler I’activité du promoteur de CDX2 dans des cellules gastriques (Benahmed et al.,
2008). De plus, CDX2 peut étre aussi régulé par les voies SHP-2 / ERK / MAPK et JAK /

STAT activées par I'lL-6 pro-inflammatoire dans des cellules gastriques (Cobler et al., 2014).

Une autorégulation de CDX2 a été décrite dans les métaplasies intestinales de
I’estomac et dans une lignée cellulaire d'adénocarcinome cesophagien humain (Kazumori et

al., 2009 ; Barros et al., 2011). CDX2 peut donc réguler positivement sa propre activité.

La méthylation du promoteur de CDX2 est un phénomeéne observé dans les cancers
colorectaux (Kawai et al., 2005). Dans les métaplasies intestinales (MI) de I’cesophage et
I’estomac, CDX2 n’échappe pas a cette modification épigénétique. Dans I’estomac, une
étude indique une déméthylation significative du promoteur de CDX2 dans des échantillons
cliniques de MI et cette déméthylation serait favorisée par I’inhibition du facteur gastrique
SOX2 (Niu et al., 2017). De maniére intéressante, d’autres études mettent en évidence une
hyperméthylation du promoteur de CDX2 dans les cancers (Guo et al., 2007 ; Kameoka et
al., 2015), ce qui est en corrélation avec la diminution d’expression de CDX2 observée dans
les cancers. Il a été montré que les facteurs alimentaires et I'exposition a l'acide biliaire
peuvent induire la déméthylation du promoteur de CDX2 dans I’eesophage et I’estomac et
ainsi activer I'expression ectopique de CDX2 (Marchetti et al., 2003 ; Yuasa et al., 2005).
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Parmi les cancers, les cancers du systéme digestif occupent une place prépondérante
en termes d’incidence, de récidive et de mortalité. L’étude de la physiopathologie de ces
maladies a mis en évidence de nouvelles formes de lésions décrites comme une étape
précédant le cancer. Certaines de ces Iésions précancéreuses sont appelées « métaplasies »,
lorsque qu’elles correspondent a la transformation d'un tissu différencié en un autre tissu
differencié. Chez I’homme, la métaplasie la plus fréquente du systeme digestif est la
métaplasie intestinale, qui est essentiellement décrite dans I’estomac et I’cesophage mais
aussi dans le pancreas, la vésicule biliaire ou encore la vessie. Cette Iésion correspond a une
trans-différenciation partielle ou compléte de [I’épithélium normal de I’organe en un

épithélium de type intestinal.

L’ importance pathologique et les mécanismes moléculaires sous-jacents de ces lésions
métaplasiques ne sont pas clairement définis. De maniere intéressante, les métaplasies
intestinales s’accompagnent d’une expression anormale dite ectopique du géne
homéotique Cdx2. Le facteur de transcription homéotique CDX2 joue un réle essentiel dans
la détermination de I’identité intestinale et la régulation de I’homéostasie intestinale. Son
expression se restreint a I'épithélium intestinal chez I'adulte. Les études menées au laboratoire
suggerent que CDX2 exerce une fonction suppresseur de tumeurs et de métastases dans
I’intestin (Bonhomme et al., 2003 ; Gross et al., 2008).

Paradoxalement, I’expression ectopique de CDX2, en dehors de I’intestin, au niveau des
métaplasies intestinales, suggére un role oncogénique de CDX2 dans ces lésions

précancéreuses.

A partir de cette problématique, plusieurs modéles murins ont été développés (Mutoh
et al., 2002 ; Silberg et al., 2002) pour identifier le role de I’expression ectopique de CDX2
dans I’apparition des lésions métaplasiques et leur évolution en cancer. Cependant, ces
modéles ne permettent pas de conclure clairement sur la potentielle fonction
oncogenique de CDX2 et sur les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables du
processus de trans-differenciation a I’origine du développement des métaplasies. En
effet, ces modeles conduisent a I’expression ectopique de Cdx2 au cours de processus
développementaux (développement embryonnaire —Silberg et al., 2002) ou postnatal (Mutoh
et al., 2002) et non dans les organes adultes, ce qui correspond a des Iésions hétéroplasiques
plut6t qu’a des lésions métaplasiques.
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Mon sujet de these s’est inscrit dans cette problématique, selon trois

objectifs complémentaires :

Obijectif 1 : Déterminer la fonction de CDX2 dans I’émergence des lésions métaplasiques de
type intestinal dans différents organes d’origine endodermique.

Obijectif 2 : Etudier les mécanismes du processus de trans-différenciation intestinale induit
par CDX2.

Obijectif 3 : Analyser I’évolution cancéreuse des lésions métaplasiques intestinales induites
par CDX2. Le corollaire est de définir la fonction pro-oncogénique ou non de CDX2 en

situation ectopique.

Dans le but de répondre a ces objectifs, notre équipe a développé un modéle murin original de
gain de fonction inductible et conditionnel de CDX2: la souris Rosa26-hCdx2. Ce modele
constitue la base des travaux de ma these pour I’étude des conséquences pathologiques et

moléculaires de I’expression ectopique de CDX2 dans le systeme digestif chez I’adulte.
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OBJECTIF 1

Déterminer la fonction de Cdx2 dans I’émergence
des lésions métaplasiques de type intestinal
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Afin de déterminer le role de Cdx2 dans I’apparition des métaplasies intestinales, nous
avons généré un modéle murin dans le but de permettre I’expression ectopique de Cdx2
dans divers organes digestifs au stade adulte. Nous avons dans un premier temps valide ce
modele d’induction conditionnelle de Cdx2 et ensuite étudié les conséquences

physiopathologiques de I’expression ectopique de Cdx2.

A. Validation du modéle murin d’expression ectopique de Cdx2:
le modéle Rosa26-hCdx2

Le premier objectif de ce projet a été de valider le modéle de souris Rosa26-hCdx2
gue nous avons développé en partenariat avec la Clinique de la Souris dans le but de disposer
d’un modele d’induction conditionnelle de I’expression de Cdx2 dans les cellules
exprimant la Cre recombinase. Il s’agissait pour cela de vérifier dans un premier temps la
construction de la lignée murine recombinante Rosa26-hCdx2 puis dans un second temps de
valider le modele d’expression conditionnelle de Cdx2 dans différents organes d’origine

endodermique, principalement du tractus digestif.

1. Veérification de I’allele recombinant des souris Rosa26-hCdx2

La génération des souris Rosa26-hCdx2 a éte confiée a I’Institut Clinique de la Souris
(ICS, lllkirch). Cette étape a consisté a construire un allele recombinant comprenant la
cassette d’expression conditionnelle de Cdx2 insérée dans le premier intron du locus Rosa26,
qui produit un ARN ubiquitaire non codant (Figure 37). Cette cassette contient (i) a son
extrémité 5’ un site accepteur d’épissage, (ii) un fragment excisable comprenant la sequence
codante du géne de resistance a la Néomycine et un site de polyadénylation, le tout flanqué de
2 sites LoxP, (iii) I'ADNc codant pour Cdx2 humain, de 1088pb, fusionné a son extrémité
5" a une étiquette Flag (iv) le site de polyadénylation du gene de I’hormone de croissance
(GH).
La production de ce modéle comprenait plusieurs étapes : la construction du transgéene, son
insertion par recombinaison homologue dans le locus Rosa26 de cellules souches
embryonnaires (ES), la réimplantation des cellules ES recombinantes dans des blastocystes,

implantées dans des femelles pseudo-gestantes et générant des souris recombinantes,
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nommees Rosa26-hCdx2. Afin de vérifier la recombinaison homologue dans ces souris,
I’ADN génomique a été extrait d’un fragment de queue d’une souris recombinante pour
amplification par PCR a I’aide des oligonucléotides Mfgl et Erl situés respectivement en
amont du site LoxP distal et en aval de la séquence Flag dans I’ADNc de Cdx2. Le fragment
de PCR obtenu, de taille attendue, a eté séquencé (GATC Biotech). Les résultats du
séquencage ont confirmé que les souris Rosa26-hCdx2 portaient bien dans le premier intron
du locus Rosa26, la séquence d’ADN complémentaire codant pour la protéine Cdx2 humaine

fusionnée a une étiquette Flag, précédée par une cassette « floxee » (Résultat non illustre).

SA LoaP NeoR LoxP Flag-CDX2 ¢DNA  Gp pA
] N
- —_—= -"—

=i -

STOP cassette

Ex2

LOCUS ROSA26

Figure 37 : Construction génétique des souris Rosa26-hCdx2.
Le segment d’ADN inséré par recombinaison homologue dans l'Intron-1 du géne Rosa26 comprend un site accepteur

d'épissage (SA), une cassette STOP de transcription flanquée de sites de recombinaison LoxP et incluant la séquence
codante pour le gene de résistance a la Néomycine, la séquence d’ADN complémentaire codant pour la protéine Cdx2
humaine fusionnée en 5’ a une étiquette Flag et le site de polyadénylation du gene de I'hormone de croissance (GH pA). La
présence de la recombinase Cre éliminera la région de la cassette située entre les 2 sites LoxP, conduisant a la synthése
d'un ARNm codant pour la protéine de fusion Flag-Cdx2 qui sera alors traduite.
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2. Induction de I’expression ectopique de Cdx2 dans le modéle Rosa26-
hCdx2//AhCreER’

L’induction de I’expression de Cdx2 chez les souris Rosa26-hCdx2 nécessite la
présence de la recombinase Cre active. Pour cela, les souris Rosa26-hCdx2 ont été croisées
avec des souris AhCreER" qui produisent la Cre de facon conditionnelle dans de nombreux
organes digestifs. Cette lignée de souris transgenique permet l'induction spatiale et
temporelle de la recombinase CreER' qui excise les séquences entre deux sites LoxP.
L’expression de la protéine de fusion CreER' est sous le contréle du promoteur du géne
CYP1Al, active par le xénobiotique lipophile B-naphthoflavone dans [I'épithélium de
plusieurs organes du tractus digestif : I'intestin, I’cesophage, I'estomac, le pancréas, la vésicule
biliaire et le foie (Ireland et al., 2004). Le B-naphthoflavone se lie aux récepteurs des aryl-
hydrocarbures cytoplasmiques (Ah), ce qui induit leur translocation nucléaire et leur fixation
aux éléments de réponse aux xenobiotiques (XRE) présents sur le promoteur du gene
CYP1AL. Ceci permet la transcription de CreER'. La protéine synthétisée s'accumule alors
dans le cytoplasme. Dans la protéine de fusion CreER', la recombinase Cre est liée au
domaine de liaison au ligand (LBD) du récepteur des cestrogenes muté de la souris. Cette
protéine reste cytoplasmique en l'absence de ligand. Lorsqu'il est injecté aux souris, le
tamoxiféne, un analogue synthétique des cestrogénes, se lie au LBD. La protéine CreER" est
alors transférée dans le noyau et peut induire la recombinaison génétique entre deux
séquences LoxP. La mutation introduite dans le LBD confére la sélectivité de reconnaissance
vis-a-vis du tamoxiféne afin que les cestrogenes endogénes n’activent pas le systéeme (Figure
38).
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Figure 38 : Induction de I'expression de Cdx2 dans les souris Rosa26-hCdx2//AhCreERT.
A. Les souris sont croisées pour obtenir des souris Rosa26-hCdx2::AhCreERT qui recoivent des injections intrapéritonéales

de B-naphthoflavone et de Tamoxiféne permettant d'induire I'expression ectopique de Cdx2.

B. Le traitement des souris au B-naphthoflavone permet la translocation nucléaire des récepteurs Ah aprés liaison du -
naphthoflavone (1) pour lier les éléments de réponse aux xénobiotiques (XRE) (2) ce qui induit la transcription de la CreERT
(3) qui s'accumule dans le cytoplasme. L'administration simultanée de tamoxiféne qui se fixe sur la partie ERT de la protéine
de fusion CreERT permet sa translocation dans le noyau (4) pour induire la recombinaison entre les sites loxP du locus
Rosa26-hCdx2.

Le génotypage par PCR des souris issues de ce croisement a permis d’identifier les
animaux double transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreER'. A I’age de 2-3 mois, ces
souris ont été traitées par une injection quotidienne pendant 4 jours consécutifs de f-
naphthoflavone et de tamoxiféne (BN+TAM). Les souris « contrbles » sont des souris
Rosa26-hCdx2 ou AhCreER" traitées de la méme maniére ou bien des souris DT non traitées

au tamoxifene.

Afin de vérifier le fonctionnement du systeme Cre-Lox dans notre modele, c’est-a-dire
la synthése de Cdx2 dans des organes autres que I’intestin, les souris ont été sacrifiées le
lendemain de la derniére injection de BN+TAM, pour effectuer des préléevements d’organes.

Les organes prélevés et inclus en bloc de paraffine ont été les suivants : I’cesophage,
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I’estomac, le foie, le pancréas, la vésicule biliaire, la vessie et le rein. Une révélation
immunohistologique a été réalisée sur les coupes histologiques de ces organes avec un
anticorps anti-Cdx2 pour rechercher et localiser la présence de cette protéine. Chez les souris
« contréles » (n=15), aucun immunomarquage de la protéine Cdx2 n’a été observé en dehors
de P’expression endogene dans I’épithélium intestinal, confirmant qu’il n’y a pas de
recombinaison spontanée au niveau du locus Rosa26-hCdx2 en I’absence de CreER' (Figure
39). En revanche, chez les souris DT (n=17) traitées avec BN+TAM, les résultats de
I’immunomarquage montrent une induction de I’expression ectopique de Cdx2 dans les
cellules épithéliales de I’;esophage, de la partie kératinisée et glandulaire de I’estomac,
du foie, du pancréas exocrine et des canaux pancréatiques, de la vésicule biliaire et de la
vessie (Figure 39). Cependant, cette expression n’est pas retrouvée dans toutes les cellules
épithéliales en raison du mosaicisme du promoteur Ah. Dans le rein, ou le promoteur du
transgene Ah n’est pas actif, aucun marquage de Cdx2 n’a éteé observé (Figure 39B). De
méme, aucune expression anormale de Cdx2 n’apparait dans les cellules non-épithéliales des

différents organes digestifs que nous avons analysés (Figure 39).
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Figure 39 : Immunomarquage de Cdx2 dans les tissus de souris contrdles et doubles transgéniques (DT) Rosa26-
hCdx2//AhCreERT un jour aprés le traitement BN+TAM.
A. L'immunomarquage de Cdx2, par I'anticorps anti-Cdx2, est négatif pour I'cesophage, I'estomac et le foie de la souris

contrdle. Le marquage de Cdx2 est positif et nucléaire dans I'épithélium de I'oesophage, I'estomac kératinisé et glandulaire
et le foie de la souris DT.

B. L'immunomarquage de Cdx2 est négatif pour le pancréas, la vésicule biliaire, la vessie et le rein de la souris contréle. Le
marquage de Cdx2 est positif et nucléaire dans le pancréas exocrine, la vésicule biliaire et la vessie de la souris DT. Le rein
est négatif pour 'expression de Cdx2. La barre d’échelle correspond a 50um.

3. Maintien de I’expression ectopique de Cdx2 au cours du temps

Les résultats précédents montrant une expression ectopique de Cdx2 dés la fin du
traitement, nous avons voulu déterminer la cinétique d’induction de I’expression ectopique de
Cdx2 et son maintien dans le temps. Pour cela, les souris doubles transgéniques (DT) Rosa26-
hCdx2//AhCreER et controles traitées comme précédemment ont été sacrifiées & différents
stades : 1 jour (n=2), 1 semaine (n=2), 4 semaines (n=1), 9 semaines (n=1), 4 mois (n=1) et >

12 mois (n=13). L’expression de Cdx2 a été analysée par immunohistochimie avec I’anticorps
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anti-Cdx2. Globalement, les résultats montrent que I’expression ectopique de Cdx2 est
induite rapidement (des 1 jour aprés I’administration de BN+TAM) et qu’elle maintenue a
long terme, jusqu’a 14 mois apres I’induction de la Cre recombinase, dans tous les organes :
esophage, estomac, foie, vésicule biliaire, pancréas et vessie.

Ces résultats ont cependant mis en évidence deux cas de figures : (i) dans les organes a
renouvellement cellulaire lent comme le foie, I’expression ectopique de Cdx2 est maintenue
de fagcon homogene durant les 12 mois dans toutes les cellules différenciées qui étaient en
place au moment de I’induction ; (ii) dans les organes a renouvellement cellulaire rapide
comme I’cesophage et I’estomac, I’expression est aussi maintenue et reste hétérogene (Figure
40). Le maintien de I’expression ectopique de Cdx2 a long terme dans ces organes indique
que I’événement de recombinaison a touché des cellules souches ; cependant le mosaicisme

révele qu’une proportion seulement de I’ensemble des cellules souches est atteinte.
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Figure 40 : Immunomarquage de Cdx2 chez les souris Rosa26-hCdx2//AhCreERT, 12 mois aprés I'induction de Cdx2.
Les souris doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT présentent une expression mosaique maintenue de Cdx2

a long terme dans les épithélia de I'cesophage, I'estomac et le foie. La barre d’échelle correspond a 100pm.

Conclusion A

L’ensemble de ces résultats démontre que le systeme d’induction conditionnelle de
Cdx2 dans le modéle murin Rosa26-hCdx2//AhCreER" est fonctionnel : il permet une
expression ectopique precoce de la protéine Cdx2 des le jour suivant la fin du traitement et
son maintien a long terme dans I’épithélium de divers organes d’origine endodermique chez la
souris adulte. Ceci valide ce modéle pour les études de physiopathologie de I’expression

ectopique de Cdx2 chez la souris adulte.
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B. L’expression ectopique de Cdx2 provoque des lésions métaplasiques
de type intestinal

Les conséquences physiopathologiques de I’expression ectopique de Cdx2 dans
I’estomac des souris doubles transgéniques DT comparativement aux souris Ctrl ont été
évaluées a différents stades apreés I’induction de Cdx2 : 24 heures (n=1), 48 heures (n=1), 1
semaine (n=1), 4 semaines (n=1), 9 semaines (n=1), 4 mois (n=1) et plus de 12 mois (n=13).

1. L’expression ectopique de Cdx2 dans I’épithélium gastrique induit a
court terme le développement de métaplasies intestinales

1.1 Caractérisation de I’expression ectopique de Cdx2 dans I’estomac

Une analyse immunohistologique a été réalisée sur les coupes d’estomac aux difféerents
stades pour rechercher et localiser la présence de la protéine Cdx2. Chez les souris DT traitées
par BN et TAM, les résultats de I’immunomarquage montrent que la protéine Cdx2 s’exprime
de maniere hétérogene, spécifiquement dans I’épithelium gastrique, a la fois dans la partie
kératinisée et la partie glandulaire (Figure 39A). Cette expression est retrouvée de maniere
précoce (dés 1 jour) et se maintient jusqu’au dernier stade étudié (> 12 mois) (Figure 39A et
40). Chez les souris controles, aucun immunomarquage de la protéine Cdx2 n’est observé
dans I’estomac (Figure 39A). Ces analyses immunohistologiques de I’expression de Cdx2 ont
également été confirmées par des analyses de RT-qPCR de I’expression relative de I’ARNm
de Cdx2 humain issu du locus Rosa26-hCdx2 dans les estomacs de souris controle et DT
(Figure 46). Nous avons également évalué le niveau d’expression de Cdx2 ectopique dans
I’estomac glandulaire des souris DT en comparaison avec I’expression physiologique de Cdx2
dans I’intestin par RT-gPCR dans I’estomac de souris DT (n=3) et dans un caecum controle
(n=1), segment de I’intestin qui exprime le plus Cdx2. Les résultats montrent que le taux de
I’ARNmM de Cdx2 est environ 35 fois moins important dans I’estomac des souris DT que dans

le caecum (Résultat non illustre).
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e Cdx2 provoque le remodelage progressif de I’épithélium gastrique

Au stade d’1 semaine apres I’induction de Cdx2, aucune modification structurale
significative n’a été observée. Au stade 4 semaines, on constate I’apparition de structures
cystiques dans lesquelles s’expriment spécifiquement Cdx2 au niveau de I’estomac
glandulaire ainsi que I’allongement des glandes. Ces modifications démontrent le début d’un
remodelage des glandes gastriques. En effet, avec le temps, les glandes gastriques évoluent
en glandes de type intestinal présentant un allongement de ces dernieres et I’apparition de
cellules a mucus. Les glandes adoptent ainsi une morphologie proche des villosités de
I’intestin, du stade 4 a 14 mois apres I’induction de Cdx2. De plus, I’immuno-marquage avec
un anticorps anti-phospho-Histone 3 permettant de localiser les cellules mitotiques en
métaphase, met en évidence un changement de localisation de la zone proliférative, qui
passe progressivement de la zone intermédiaire du collet au fond des glandes exprimant Cdx2.
Cette localisation de la zone de prolifération évoque celle de I’intestin. Aucune modification
structurale n’a été observée chez les souris contréles (Figure 41). Ces résultats suggerent que
I’expression ectopique de Cdx2 dans I’estomac provoque un remodelage progressif de

I’épithélium gastrique chez les souris DT vers une morphologie de type intestinal.
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Controle DT

Figure 41 : Analyse histologique d'estomac de souris contrdle et doubles transgéniques (DT) Rosa26-

hCdx2//AhCreERT au cours du temps.
La coloration histologique (HE) a été réalisée a 4 stades différents. Des modifications structurales sont observées deés 4

semaines apres l'induction de Cdx2 chez les souris DT qui évoluent et se maintiennent au cours de 4 a 14 mois aprés
l'induction de Cdx2. L'immunomarquage de Cdx2 est positif aux différents stades chez les souris DT. Le marquage nucléaire
de la phospho-histone 3 (PH3) qui identifie les cellules en métaphase et est localisé au niveau du collet des glandes
gastriques chez le contrdle alors qu'il est progressivement localisé a la base des glandes chez les souris DT. La barre
d'échelle correspond a 50um.
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e Cdx2 induit une trans-différenciation intestinale compléte

Nous avons egalement recherché les éventuelles modifications fonctionnelles de I’expression
ectopique de Cdx2 dans I’estomac des souris DT.

Les résultats d’immunomarquage dans I’estomac glandulaire montrent I’apparition
tres précoce des marqueurs intestinaux, qui sont également des cibles transcriptionnelles
de Cdx2 : Phosphatase Alcaline (dés le stade 1 jour) et Muc2 (dés le stade 1 semaine) dans
les zones ou CDX2 est exprimé. Leur expression augmente et se maintient dans le temps.
L’expression de ces marqueurs démontre la présence des 2 lignages absorbant et sécréteur de
I’intestin dans I’estomac des souris DT, contrairement a I’estomac des souris controles
(Figure 42A). De plus, I’analyse de I’expression de lysozyme (marqueur des cellules de
Paneth) et de chromogranine A (marqueur des cellules entéro-endocrines) indiquent la
présence de ces deux types cellulaires intestinaux dans I’estomac DT (Figure 42B). Les
résultats de RT-gPCR de la quantité relative de ’ARNm de Muc2 et de Fabp2 montrent
également I’augmentation de ces marqueurs intestinaux dans les estomacs des souris DT en
comparaison aux estomacs des souris controles et confirment donc un gain de
différenciation intestinale induit par Cdx2 (Figure 42C).

Parallelement a ce gain de différenciation intestinale, on observe une perte de
différenciation gastrique. L’analyse immunohistochimique des marqueurs gastriques
ATPase, marqueur des cellules pariétales et Claudine 18, marqueur des jonctions serrées
gastriques, montre une perte totale d’expression de ces protéines dans les zones exprimant
Cdx2 et les marqueurs intestinaux (Figure 6A).

Ces résultats indiquent qu’il s’est opéré une trans-différenciation de I’épithélium
gastrique des souris DT en épithélium intestinal. Cette trans-différenciation est le signe
d’un développement de métaplasies intestinales.
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Figure 42 : Analyses fonctionnelles d'estomac de souris contrdle et doubles transgéniques (DT) Rosa26-
hCdx2//AhCreERT
A. L'expression de marqueurs intestinaux et gastriques a été analysée par immunohistochimie chez les souris contréle et

DT. Le marquage membranaire de la phosphatase alcaline (PH.ALC.) et le marquage cytoplasmique de la mucine 2 (MUC2)
sont détectés chez les souris DT. Ces marqueurs sont négatifs chez les souris controles. L’expression cytoplasmique de
I'ATPase H/K, qui est un marqueur des cellules pariétales gastriques, disparait chez les souris DT. Il en est de méme pour le
marqueur membranaire général des cellules épithéliales gastriques, la Claudine 18 (CL18). La barre d'échelle correspond
a 50um.

B. L'analyse des marqueurs de cellules de Paneth et de cellules entéro-endocrines a été analysée par immunohistochimie
chez les souris DT. Le marquage cytoplasmique du lysozyme (fléches) indique la présence de cellules de Paneth dans
l'estomac DT. Le marquage cytoplasmique de la chromogranine A (fleches) indique la présence de cellules entéro-
endocrines dans I'estomac DT. La barre d'échelle correspond a 20um.

C. L'expression relative de 'ARNm des marqueurs intestinaux MUC2 et FABP2 a été analysée par RT-gPCR dans les
estomacs contrdle et DT a 4 différents stades (n=1 souris pour les stades 4, 9 semaines et 4 mois) (n=2 souris pour le stade
14 mois). Ces marqueurs sont augmentés a tous les stades par rapport au controle. Ces analyses ont été réalisées en
triplicat pour chaque stade. Les résultats représentent la moyenne +/- I'écart standard sur la moyenne (ESM).
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Pour caractériser au niveau moléculaire ces métaplasies intestinales, nous avons

analysé I’expression de facteurs décrits comme ayant un réle dans I’apparition de ces lésions.

Premierement, le facteur de transcription Sox2, qui est essentiel pour la
différenciation épitheliale gastrique. 1l a été décrit une régulation négative de ce facteur dans
les métaplasies intestinales qui se développent chez la souris et chez I’hnomme aprés une
infection a Helicobacter (Tsukamoto et al., 2004). Son profil d’expression est alors
inversement corréle a celui de Cdx2. Sa derégulation est donc associée a la conversion de la
muqueuse gastrique en métaplasie intestinale.

Dans I’estomac des souris contrdles, Sox2 s’exprime dans I’épithélium normal dans la
moitié inferieure des glandes gastriques. L’analyse immunohistochimique de Sox2 dans
I’estomac des souris DT montre une perte progressive de ce facteur. En effet, 1 semaine apres
I’induction de Cdx2, son expression devient diffuse et diminue. 4 & 14 mois apres I’induction
de Cdx2, son expression est complétement perdue au niveau des métaplasies intestinales bien
développées (Figure 43A). Ces resultats indiquent une perte de SOX2 et de la différenciation

gastrique, inversement corrélée au gain de CDX2 et et la différenciation intestinale.

Nous avons également recherché une activation du facteur intestinal Olfm4 dans les
métaplasies intestinales, dont I’expression est augmentée dans les métaplasies intestinales
chez I’homme et la souris (Jang et al., 2015). Cette glycoprotéine est considérée comme un
marqueur des cellules souches de I’intestin gréle de souris (Schuijers et al., 2014).

L analyse immunohistochimique d’Olfm4 dans I’estomac des souris DT montre une
apparition précoce de ce facteur, dés 48 heures aprés I’induction de Cdx2, contrairement a
I’estomac contrdle qui n’en exprime pas. L’expression d’Olfm4 augmente et se maintient dans
le temps, préférentiellement a la base des glandes, suggérant une modification de localisation
des cellules souches qui se trouvent normalement dans la moitié de la glande vers la base des
glandes, comme les cellules souches de I’intestin localisées au niveau des cryptes a la base
des villosités (Figure 43B). Ce résultat est en accord avec la relocalisation basale du

compartiment des cellules prolifératives.
Ces résultats démontrent d’une part, qu’il y a bien, dans le modéle des souris Rosa26-

hCdx2//AhCreER, une perte du caractére gastrique en faveur d’un caractére intestinal

au niveau des métaplasies intestinales et d’autre part, que le développement de métaplasies
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intestinales est associé a des mécanismes moléculaires décrits dans les métaplasies
intestinales de I’estomac chez I’homme.

En conclusion, I’expression ectopique de Cdx2 dans I’estomac induit un processus
de trans-différenciation intestinale de [I’épithélium gastrique a I'origine du
développement de zones de métaplasie intestinale de type complet dans I’estomac

glandulaire des souris DT.
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Figure 43 : Analyse immunohistochimique du marqueur de différenciation gastrique SOX2 et du marqueur de
cellules souches intestinales OLFM4 dans I'estomac de souris controle et doubles transgéniques (DT) Rosa26-
hCdx2//AhCreERT au cours du temps

A. L'immunomarquage de SOX2 indique une expression nucléaire et localisée dans la moitié inférieure dans I'estomac
contrdle. Cette expression se diffuse et diminue chez les souris DT 1 semaine aprés l'induction de Cdx2. L'expression de
SOX2 est complétement perdue aux stades 4 a 14 mois apres l'induction de Cdx2 au niveau des métaplasies intestinales.
La barre d'échelle correspond a 100um.

B. L'immunomarquage d'OLFM4 est cytoplasmique et positif dés 48heures aprées I'induction de Cdx2 dans I'estomac DT,
avec une expression localisée a la base des glandes. Son expression augmente aux stades 4 a 14 mois apres l'induction de
Cdx2 au niveau des métaplasies intestinales. L'immunomarquage d'OLFM4 est négatif dans I'estomac contréle. La barre
d'échelle correspond a 50pm.
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e Cdx2 déclenche un processus de trans-différenciation intestinale clonal et

cellule-autonome

Afin de démontrer I’acquisition du caractere intestinal des cellules souches provenant
de la métaplasie intestinale de I’estomac, nous avons réalisé des expériences de culture ex vivo
de glandes épithéliales gastriques provenant des souris contréles et DT. Ces glandes ont éte
cultivés dans le milieu de culture destiné spécifiquement a la culture d’organoides d’intestins
(et non d’organoides d’estomac) (Mahé et al., 2013).

Dans ce milieu de culture, les glandes gastriques des souris Ctrl évoluent en structures
sphériques a simple paroi. Ces structures ne développent pas de bourgeons typiques des
organoides intestinaux. Les cultures des glandes gastriques issues des souris DT s’organisent
en organoides et présentent deux types de structures : d’une part des structures sphériques
semblables a celles obtenues a partir des souris Ctrl et des structures sphériques a double paroi
et d’autre part des structures présentant des bourgeonnements, ressemblant a ceux qui se
forment typiquement dans les organoides intestinaux issus de I’intestin gréle (Figure 44A).
Les structures sphériques ainsi que les structures bourgeonnantes peuvent étre repiquées en
culture ; leur phénotype reste stable.

La caractéerisation par immunofluorescence des structures sphériques provenant des
souris contrles et DT montre qu’elles n’expriment pas Cdx2 mais qu’elles expriment la
Cld18, marqueur spécifique de I’épithélium gastrique (Figure 44B). En revanche, les
structures bourgeonnantes des DT expriment Cdx2 dans la totalité des cellules qui les
constituent. Elles présentent également une différenciation intestinale avec I’expression du
marqueur intestinal Muc2, ainsi qu’une perte d’expression du marqueur gastrique
Claudinel8 (Figure 44C).

Ces résultats montrent que les lésions metaplasiques qui se développent dans
I’estomac des souris DT permettent de produire ex vivo des structures analogues du
point de vue de leur structure et de leur composition cellulaire aux organoides
intestinaux. Il y a bien un maintien ex vivo en culture des cellules souches de type
intestinal provenant de la métaplasie induite par Cdx2. De plus, les structures produites ex
vivo sont clonales puisqu’elles sont soit de type gastrique et n’expriment pas Cdx2, soit de
type intestinal et expriment dans leur totalité Cdx2. En conclusion, Cdx2 induit un

processus de trans-différenciation intestinale chez la souris qui est cellule-autonome car

103



RESULTATS - OBJECTIF 1

les cellules gastriques dans lesquelles I’expression de Cdx2 est induite acquiérent

intrinséquement le caractére intestinal.

CDX2/DAPI

CDX2/MUC2

CDX2/CL18

Figure 44 : Caractérisation des organoidesgastriques de souris contréles (CTL) et doubles transgéniques (DT).

A. Photographies de la mise en culture des glandes gastriques au passage 1 jour 8 (P1 J8) et au passage 2 jour 7 (P2 J7).
Les glandes CTL adoptent une morphologie sphérique a simple paroi et les fragments d'estomac DT adoptent une
morphologie sphérique a simple paroi et a double paroi (fleche) au passage 1. Certains fragments d'estomac DT
bourgeonnent (fleche) au passage 2 comme les organoides d'intestin (fleche).

B. Analyse d'immunofluorescence de I'expression de Cdx2 dans les structures sphériques d’estomac CTL. Les structures
sphériques CTL expriment le marqueur gastrique Claudine 18 (CL18) mais pas Cdx2.

C. Analyse d'immunofluorescence de la co-expression de Cdx2 et des marqueurs Muc2 et Claudinel8 (CL18). Les
structures bourgeonnantes DT co-expriment Cdx2 et le marqueur cytoplasmique intestinal Muc2 alors que le marqueur
membranaire gastrique CL18 n'est pas exprimé dans ces structures bourgeonnantes DT exprimant Cdx2.
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e Le développement de métaplasies intestinales est associé a celui de
meétaplasies de type SPEM

Il a été décrit récemment I’existence d’une autre lésion métaplasique dans I’estomac
(Goldenring et al., 2010). Cette lésion est appelée métaplasie de type SPEM pour
« Spasmolytic Polypeptide Expressing Metaplasia » de par la surexpression caractéristique du
polypeptide spasmolytique ou Tff2, qui est un facteur impliqué dans la protection et la
réparation de la muqueuse gastro-intestinale. Cette métaplasie se développe a la base des
glandes gastriques, a partir de la trans-différenciation des cellules principales suite a la
perte de cellules pariétales provoquée par une inflammation chronique. 1l a été proposé
chez I’homme, que suite a une inflammation persistante de la muqueuse gastrique, une
métaplasie intestinale pourrait se développer au niveau apical des glandes développant une
SPEM. Ainsi, la métaplasie de type SPEM regresserait progressivement en faveur d’une
métaplasie intestinale. La lésion métaplasique de type SPEM est donc considérée par
certains auteurs comme une lésion précurseur de la métaplasie intestinale.

Nous avons donc recherché dans I’estomac des souris Rosa26-hCdx2//AhCreER’, s’il
y avait un développement de cette métaplasie de type SPEM en association avec la métaplasie
intestinale. L analyse immunohistochimique du facteur Tff2 montre une surexpression de ce
facteur a la base des glandes de I’estomac des souris DT contrairement a I’estomac des
souris Ctrl qui présentent une faible expression diffuse de Tff2. Cette surexpression n’est pas
retrouvée 1 semaine aprés I’induction de Cdx2 mais apparait aprés 4 semaines, avec une
augmentation et un maintien d’expression sur au moins 12 mois. De maniere remarquable,
dans les zones ou la métaplasie intestinale est bien développée, on ne détecte pas d’expression
de Tff2 (Figure 45A).

Ces résultats suggerent qu’il se produit un développement de métaplasie de type
SPEM dans I’estomac des souris DT qui coexiste avec la métaplasie intestinale mais avec
une prédominance pour la métaplasie intestinale. De plus, I’analyse de co-marquage de Cdx2
et Tff2 montrent que les cellules exprimant Tff2 n’expriment pas Cdx2, suggérant que Cdx2
n’est pas a I’origine directe de la surexpression de ce facteur dans I’estomac des souris DT
(Figure 45B).
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Figure 45 : Analyse des Iésions métaplasiques exprimant du polypeptide spasmolytique ou Tff2 dans I'estomac de
souris contrdle (CTL) et doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT.
A. Analyse immunohistochimique de Tff2 dans I'estomac de souris CTL et DT au cours du temps. Une expression

cytoplasmique et diffuse de Tff2 est retrouvée dans I'estomac contrdle et I'estomac DT au stade « 1 semaine aprés
linduction de Cdx2 ». Une surexpression de Tff2 est retrouvée a la base des glandes de 4 semaines a 12 mois apres
linduction de Cdx2 dans les estomacs DT. L'expression de Tff2 est perdue dans les zones de métaplasies intestinales bien
développées au stade 12 mois. La barre d'échelle correspond a 100um.

B. Analyse d'immunofluorescence de la co-expression de Cdx2 et Tff2. Les régions exprimant Tff2 n'expriment pas Cdx2
dans I'estomac DT.
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En conclusion, I’expression ectopique de Cdx2 dans I’estomac des souris Rosa26-
hCdx2//AhCreER" induit un développement de métaplasies intestinales associé & celui
de métaplasies de type SPEM, celles-ci semblant correspondre a un processus secondaire

en réaction au développement des métaplasies intestinales.

e Mécanismes moléculaires associés au développement des metaplasies

Il a été rapporté récemment que la protéine Cdx2 est capable de se fixer sur le
promoteur du gene Cdx2 dans les métaplasies intestinales de I’estomac chez I’homme et
pourrait donc stimuler sa propre expression (Barros et al., 2011). Cette observation nous a
amenés & étudier chez les souris doubles transgéniques Rosa26-hCdx2//AhCreER’ si la
protéine Cdx2 humaine produite au niveau du locus Rosa26 recombinant était capable
d’induire I’expression de la protéine Cdx2 endogéne murine. L’expression relative de
I’ARNmM de chaque espéce a été analysée par RT-gPCR a I’aide de sondes Tagman
spécifiques des séquences des genes Cdx2 humain et de souris dans I’estomac des souris DT,
4 semaines, 9 semaines et 4 mois apreés I’induction au BN+TAM. La spécificité des sondes a
éte verifiée en utilisant respectivement des ARNm issus de cellules humaines AGS exprimant
et des ARNm issus de caecum de souris (Résultats non illustres).

Les résultats indiquent que la muqueuse gastrique des souris DT exprime I’ARNm du
transgéne (de Cdx2 humain) jusqu’a 14 mois aprés I’induction (Figure 46). L’ARNm de
Cdx2 murin est également détecté dans ces mémes échantillons d’estomac DT, contrairement
a ceux de I’estomac contrdle. L’ARNmM de Cdx2 endogéne est exprimé 10 a 20 fois moins que
I’ARNmM de Cdx2 recombinant du locus Rosa26 (Figure 46). Ainsi, I’expression de Cdx2
humain déclencherait la transcription du gene murin endogene. Ces résultats nous
permettent de confirmer un mécanisme d’autorégulation de Cdx2 dans ce modéle murin

d’expression ectopique.
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Figure 46 : Analyse de I'expression relative de '’ARNm de Cdx2 humain (hCdx2) issu du locus Rosa26-hCdx2 et de
I’ARNm Cdx2 murin (mCdx2) dans les estomacs de souris contréle et doubles transgéniques (DT) Rosa26-
hCdx2//AhCreERT au cours du temps.

Ces transcrits ont été analysés par RT-gPCR a partir d’ARN extraits d'estomac contréle et DT a 4 différents stades (n=1

souris pour les stades 4, 9 semaines et 4 mois) (n=2 souris pour le stade 14 mois). L'ARNm de Cdx2 recombinant (hCdx2)
et de Cdx2 endogéne (mCdx2) sont augmentés a tous les stades par rapport au contrdle. Ces analyses ont été réalisées en
triplicat pour chaque stade. Les résultats représentent la moyenne +/- 'écart standard sur la moyenne (ESM).

Le mécanisme d’autorégulation de Cdx2, nous a amenés a déterminer si Cdx2 active
uniquement son propre gene ou une région plus large comprenant le géne Cdx2 et des genes
voisins. En amont de la séquence génomique de Cdx2, se trouve le géne Urad qui code pour
une enzyme impliquée dans le catabolisme de la purine, puis le gene FIt3 qui code pour un
récepteur de tyrosine kinase dont I’activation stimule la prolifération cellulaire (Figure 47A).
Ce récepteur exerce un rble oncogénique dans les leucémies myéloides aigués (Gilliland &
Griffin, 2002).

Les analyses de RT-gPCR montrent une augmentation d’environ 10 fois de I’ARNm de FIt3
dans I’estomac des souris DT (n=3) en comparaison avec I’estomac des souris contréles (n=2)
(Figure 47B). En revanche, aucune activation du géne Urad n’a été détecté dans I’estomac
des souris DT (Résultat non illustré).

Ce resultat indique que I’auto-activation du locus Cdx2 dans les métaplasies intestinales de
I’estomac n’affecte pas le gene voisin le plus proche, mais pourrait néanmoins avoir un

impact sur un gene proche impliqué dans la prolifération cellulaire.
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Figure 47 : Analyse de I'expression relative de ’ARNm du géne FIt3 en aval du géne Cdx2 dans les estomacs de
souris contrble et doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT.
A. Schéma de la localisation génomique du gene Flt3 par rapport au géne Cdx2.

B. Ce transcrit a été analysé par RT-qPCR a partir d’ARN extraits d’estomac contréle (n=2 souris) et DT (n=3 souris). Son
expression relative est augmentée environ 10 fois dans les estomacs DT par rapport aux estomacs controles. Ces analyses
ont été réalisées en duplicat. Les résultats représentent la moyenne +/- 'écart standard sur la moyenne (ESM).
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2. L’expression ectopique de Cdx2 dans le pancréas exocrine induit le
développement de métaplasies acino-canalaires de type intestinal

Les conséquences physiopathologiques de I’expression ectopique de Cdx2 dans le
pancréas des souris doubles transgéniques Rosa26-hCdx2//AhCreER' ont été évaluées a

differents stades apres I’induction de Cdx2 : 4 mois (n=1) et > 12 mois (n=13).

2.1 Caractérisation de I’expression ectopique de Cdx2 dans le pancreéas

L analyse immunohistologique de Cdx2 a été réalisée sur les coupes de pancréas aux
différents stades aprés I’induction de Cdx2. Chez les souris Ctrl, aucun immunomarquage de
la protéine Cdx2 n’est observe dans le pancréas (Figure 48A). Chez les souris DT traitées par
BN+TAM, les résultats de I’immunomarquage montrent que la protéine Cdx2 s’exprime de
maniére hétérogene, spécifiquement dans le pancréas exocrine, au niveau des acini et des
cellules épithéliales canalaires (Figure 39B). Cette expression est maintenue jusqu’aux
derniers stades etudiés (> 12 mois). Nous avons évalué le niveau d’expression de Cdx2 induit
dans le pancréas des souris DT en comparaison au niveau d’expression physiologique de
Cdx2 dans I’intestin. Les analyses par RT-gPCR de la quantité relative de I’ARNm de Cdx2
dans le pancréas de souris DT (n=4) et dans le caecum contrdle (n=1), segment de I’intestin
qui exprime le plus Cdx2, montrent une quantité de I’ARNm de Cdx2 environ 60 fois moins

importante dans le pancréas des souris DT que dans le caecum (Résultat non illustreé).

2.2 Caractérisation des métaplasies acino-canalaires induites pas Cdx2

L analyse histologique (coloration de Harris hématoxyline/éosine) révele que
I’expression ectopique de Cdx2 induit d’importantes modifications architecturales du
pancréas exocrine. En effet, on constate, deés le stade 4 mois, I’apparition d’une métaplasie
acino-canalaire qui correspond a une involution canalaire des acini, c’est-a-dire a une perte
des acini, remplacés par des structures canalaires (Figure 48A). Le parenchyme excréteur est
remplacé par des structures canalaires associées a un infiltrat inflammatoire et une
adipose. On observe de rares acini persistants.

Nous avons recherché ensuite si ces transformations structurales s’accompagnaient d’une
différenciation intestinale. Les analyses immuno-enzymologiques et immunohistochimiques

montrent que ces métaplasies acino-canalaires présentent des cellules en gobelet sécrétant du
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mucus au sein des structures canalaires, positif au marquage de la mucine intestinale Muc2.
L’enzyme intestinale Phosphatase alcaline est également exprimée dans les canaux
pancréatiques (Figure 48B). Ces lésions metaplasiques présentent donc les deux types de
lignage absorbant et sécréteur de I’intestin. En revanche, I’analyse des marqueurs
chromogranine A et lysozyme n’a pas mis en évidence la présence de cellules de Paneth ou de
cellules entéro-endocrines dans la métaplasie acino-canalaire (Résultats non illustrés).

Nous avons également analysé si cette trans-différenciation intestinale était associée a
une perte de différenciation pancreatique. L’expression du facteur de transcription
homéotique Pdx1, régulateur du développement embryonnaire et de la différenciation
pancréatique, a donc été étudiée. Dans le pancréas des souris contréles, ce facteur est localisé
principalement dans les Tlots de Langerhans. En revanche, dans le pancréas des souris DT, 4
et 12 mois apreés I’induction de Cdx2, une expression ectopique nucléaire de Pdx1 est détectée
dans les structures canalaires de la métaplasie acino-canalaire (Figure 48B). Ce résultat
suggere un maintien de la différenciation pancréatique au niveau des lésions
meétaplasiques, le processus de trans-différenciation intestinal, induit par Cdx2 dans le

pancréas, n’est donc pas complet.

De maniere intéressante, la glycoprotéine Olfactomedine 4 (OlIfm4), qui est considérée
comme un marqueur des cellules souches de I’intestin gréle chez la souris (Schuijers et al.,
2014), est également exprimée dans les cellules canalaires pancréatiques et les cellules . Le
facteur OIfm4 est considéré chez I’homme comme un biomarqueur des lésions pré-
cancéreuses pancréatiques telles que les tumeurs intra-canalaires papillaires mucineuses
(TIPMP) (Cuoghi et al., 2011). Son expression est également augmentée dans
I’adénocarcinome canalaire du pancréas (Kobayashi et al., 2007).

L’analyse de I’expression de ce facteur par immunomarquage sur les coupes de
pancréas des souris DT montre une surexpression d’Olfm4 au niveau des canaux de la
métaplasie, suggérant d’une part le développement d’une lésion de type TIPMP et d’autre
part I’apparition de cellules souches de type intestinal (Figure 48C).

Les differentes analyses des pancréas DT n’ont pas mis en évidence de modification

du pancréas endocrine.
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B Controle DT

Controle

Figure 48 : Analyses histologiques et fonctionnelles de pancréas de souris contrdle et doubles transgéniques (DT)
Rosa26-hCdx2//AhCreERT au stade « 4 mois apres l'induction de Cdx2 ».
A. La coloration histologique (HE) indique des modifications structurales de type métaplasie acino-canalaire dans le

pancréas DT. L'immunomarquage de CDX2, qui est nucléaire, est positif au niveau des cellules épithéliales des canaux de la
métaplasie du pancréas DT et négatif dans le pancréas contrle. La barre d'échelle correspond & 100um.

B. L'immunomarquage cytoplasmique de marqueur intestinal Mucine 2 (MUC2) est négatif dans le pancréas controle, tandis
qu'il est positif dans le pancréas DT. De méme pour Iimmunomarquage membranaire du marqueur intestinal phosphatase
alcaline (PH.ALC.) L'étude de la différenciation pancréatique est réalisée par marquage de PDXZ, il est nucléaire et
préférentiellement exprimé dans les flots de Langerhans des souris controles, mais également dans la métaplasie acino-
canalaire du pancréas DT. La barre d’échelle correspond & 100um.

C. L'immunomarquage cytoplasmique du marqueur OLFM4 est positif dans les flots de Langerhans des souris controles
ainsi que dans les canaux de la métaplasie acino-canalaire des souris DT. La barre d'échelle correspond a 100um.
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Conclusion B

En conclusion, I’expression ectopique de Cdx2 induit un processus de trans-
différenciation intestinale précoce, complet, clonal et cellule autonome de I’épithélium
gastrique a I’origine du developpement de zones de métaplasie intestinale de type
compléte dans I’estomac glandulaire des souris Rosa26-hCdx2//AhCreER”.

De plus, I’expression ectopique de Cdx2 dans le pancréas des souris DT déclenche un
processus de trans-différenciation incomplet, conduisant a I’apparition de lésions
métaplasiques de type intestinal avec la transformation du pancréas exocrine en
structures canalaires. Ce phénotype avec présence de cellules productrices de mucus au sein
de la métaplasie acino-canalaire rappelle les tumeurs intra-canalaires papillaires

mucineuses (TIPMP) débutantes de type intestinal observées chez I’homme.
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Etudier les mécanismes du processus de trans-
différenciation intestinale induit par Cdx2
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Nous venons de décrire que dans le modéle murin Rosa26-hCdx2//AhCreER’, I’expression
ectopique de Cdx2 induite dans un grand nombre d’organes du systeme digestif d’origine
endodermique permet le développement de métaplasies de type intestinal dans I’épithélium de
I’estomac et du pancréas. En revanche, malgré une expression ectopique de CDX2 importante et
maintenue dans le temps y compris chez les souris agées, aucune conséquence morphologique ou
fonctionnelle n’a été constatée dans les autres organes : cesophage, foie, vésicule biliaire et vessie
(Figure 49). A noter qu’un cas possible de trans-différenciation intestinale transitoire a été observé
dans la veésicule biliaire mais qui n’a pas été confirmé chez les autres souris (Résultat non illustre),
suggerant que les conditions d’induction de CDX2 dans cet organe ne permettent pas d’induire un

processus de trans-différenciation efficace.
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Figure 49 : Analyse immunohistochimique de I'expression ectopique de Cdx2 dans I'cesophage, la vessie, le foie et la
vésicule biliaire de souris contrdle et doubles transgéniques (DT).
Une expression nucléaire de Cdx2 est retrouvée dans I'cesophage, la vessie, le foie et la vésicule biliaire DT qui ne présentent

cependant pas de modifications histologiques et/ou fonctionnelles comparé a I'cesophage, la vessie, le foie et la vésicule biliaire CTL
qui nexpriment pas Cdx2. La barre d’échelle correspond a 50pm.
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Cette observation indique que la capacité de Cdx2 a dicter I’identité intestinale dans les
organes digestifs non intestinaux dépend du contexte cellulaire.

De maniére intéressante, le délai d’apparition des métaplasies intestinales semble corrélé au
taux de renouvellement cellulaire de I’organe qui les produit. En effet, le foie qui est un organe
quiescent, ne présente pas de trans-différenciation intestinale tandis que I’estomac, qui se caractérise
par un renouvellement cellulaire rapide, et le pancréas pour lequel le renouvellement cellulaire est
lent, développent respectivement des métaplasies intestinales rapidement (1 jour dans I’estomac) ou
plus tardivement (2 mois dans le pancreas).

Sur la base de ces observations, nous avons émis I’hypothése que la capacité de Cdx2 a
induire une trans-différenciation de type intestinal dépend de la prolifération des cellules dans
lesquelles I’expression de ce géne homeéotique est induite. Pour aborder cette problématique, nous
avons choisi le foie comme organe modeéle et entrepris des expériences de régénération hépatique.
En effet, le foie possede la capacité unique de se régénérer aprés une lésion, réactivant ainsi
transitoirement la prolifération cellulaire.

L’objectif de cette étude était de déterminer le pouvoir de trans-différenciation intestinale de Cdx2
dans les cellules du foie qui ont prolifére lors de la régenération hépatique.

1. L’activité transcriptionnelle de Cdx2 est potentiellement effective dans des
cellules hépatiques en prolifération

Dans un premier temps, j’ai testé in vitro la capacité de la protéine Cdx2 a induire une
différenciation intestinale dans une lignée cellulaire en culture d’hépatocarcinome humain. Il s’agit
de la lignée HepG2, bien différenciée, dont les cellules sont polarisées et qui n’expriment pas Cdx2.
Pour cela, les cellules HepG2 ont été transfectées, soit avec un vecteur d’expression de Cdx2 (pFlag-
Cdx2) dans lequel est insére la séquence de I’ADNc de Cdx2 humain dans le vecteur pFlag-CMV ™-
2, soit avec le vecteur controle pFlag-CMV™-2, pendant 48 heures. Les résultats de RT-gPCR ont
montré, dans les cellules exprimant Cdx2, une importante induction des marqueurs intestinaux Muc2
et Ll-cadhérine, qui sont des cibles transcriptionnelles de Cdx2 (Figure 50). Ainsi, I’activité
transcriptionnelle de Cdx2 est fonctionnelle dans une lignée cancéreuse des cellules hépatiques,
et permet d’induire une différenciation de type intestinal.

Suite a ces résultats encourageants in vitro, nous avons testé notre hypothése chez la souris,

en utilisant différents modeéles expérimentaux de régénération hépatique.
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Figure 50 : Expression relative de 'ARNm des marqueurs intestinaux Muc2 et LI-Cadhérine dans les cellules HepG2
transfectées par le plasmide d’expression pFlag-Cdx2 comparativement aux cellules transfectées par le vecteur vide
controle.

Ces transcrits ont été analysés par RT-qPCR a partir d’ARN extraits des cellules transfectées pendant 48heures (n=3 transfections).

Ces analyses ont été réalisées en duplicat pour chaque transfection. Les résultats représentent la moyenne +/- I'écart standard sur la
moyenne (ESM).

2. L’induction de la prolifération cellulaire des hépatocytes ne permet a la
protéine Cdx2 de déclencher le programme de différenciation intestinale

2.1 Modéle de régénération hépatique suite a I’hépatectomie aux 2/3.

Les hépatocytes sont des cellules hautement différenciées, quiescentes mais susceptibles de se
diviser pour assurer le renouvellement complet du parenchyme hépatique, qui s’opére en un an chez
I’homme. La prolifération des hépatocytes peut également compenser la perte de tissu hépatique,
suite a des atteintes lésionnelles, jusqu’a ce que la masse initiale du foie soit rétablie. Le modele
d’hépatectomie partielle au 2/3 est le modele expérimental le plus couramment utilisé pour
induire une régénération hépatique chez I’animal. Apres cette chirurgie, les hépatocytes subissent

1 a2 cycles de division cellulaire (Fausto, 2004).
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Nous avons appliqué technique chirurgicale d’hépatectomie au 2/3 chez les souris doubles
transgéniques Rosa26-hCdx2//AhCreER" et Ctrl afin d’analyser la capacité de Cdx2 & induire une
trans-différenciation de type intestinal dans les hépatocytes ayant proliféré a la suite de la chirurgie.
L’hépatectomie partielle a été réalisée sur 3 souris DT chez lesquelles I’expression de Cdx2 a éte
préalablement induite par injection de BN+TAM 1 mois avant I’étape chirurgicale et sur 2 souris

Ctrl. Les lobes de foie réséqués ont été prélevés pour les analyses du foie « avant régénération ».

Deux semaines apres I’ablation des 2/3 du foie sont nécessaires chez la souris pour la
régénération compléte de I’organe. Au cours de cette période régénération du foie, les souris ont été
injectées de nouveau par une injection IP de BN+TAM quotidienne pendant 2 jours, afin de garantir
I’induction de I’expression de Cdx2 dans les hépatocytes en prolifération. Le foie régenéré des souris

CTL et DT a eté prélevé 15 jours apres I’opération.

L’examen morphologique du foie a confirmé la regénération hépatique. De plus, nous avons
analysé la prolifération des hépatocytes. La révélation immunohistochimique du marqueur de
prolifération Ki67 met bien en évidence une augmentation du nombre de cellules prolifératives
dans le foie lors de la regénération en comparaison avec le foie quiescent avant regénération (Figure
51A). Parallelement, I’expression de Cdx2 est bien retrouvee dans les hépatocytes aprées régéneération
comme dans les hépatocytes des pieces chirurgicales réséquées, ce qui montre que |I’expression
ectopique de Cdx2 est maintenue dans les hépatocytes ayant proliféré chez les souris DT (Figure
51A). Cependant, malgré un renouvellement des hépatocytes exprimant Cdx2, nous n’avons pas mis
en évidence de différenciation intestinale dans le foie apres régenération. En effet, aucune cellule ne
présentaiet la morphologie d’un type cellulaire intestinal dans le foie des souris DT hépatectomisées,
et les cibles transcriptionnelles intestinales de Cdx2, telles que Muc2 et Phosphatase alcaline, n’ont
pu étre détectées ni par immunohistochimie (Figure 51B), ni par RT-gPCR (Résultats non

illustres).

Ces résultats indiquent que la réactivation de la prolifération des hépatocytes n’est pas

suffisante pour induire une trans-différenciation intestinale des cellules exprimant Cdx2.

Sur la base de ces résultats, nous avons émis une autre hypothése : si Cdx2 a la capacité
d’induire une trans-différenciation de type intestinal dans le foie, celle-ci passerait, non par les
hépatocytes différenciés, mais par les cellules souches bi-potentes ou cellules ovales, capables de
produire a la fois des hépatocytes et des cholangiocytes. Pour tester cette hypothese, nous avons

développé un modéle de régénération hépatique faisant intervenir ces cellules souches
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bipotentes (les cellules ovales chez la souris) : le modéle de régénération induite par le traitement

hépatotoxique au thioacétamide (TAA).
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Figure 51 : Analyse immunohistochimique de la régénération hépatique suite a I'hépatectomie aux 2/3 chez la souris double

transgénique (DT).

A. L'histologie (HE) n'a pas mis en évidence de modifications structurales significatives. L'expression nucléaire de Cdx2 est bien
retrouvée avant et apres la régénération hépatique. Une augmentation des cellules positives pour le marqueur de prolifération Ki67
est observée aprés régénération. La barre d'échelle correspond a 100um.

B. L'expression cytoplasmique des marqueurs intestinaux Muc2 et Phosphatase Alcaline (Ph.Alc) est négative avant et aprés
régénération. La barre d'échelle correspond a 100um.
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2.2 Modele de régénération hépatique suite au traitement avec un agent
hepatotoxique (TAA)

Les cellules ovales ont eté décrites initialement chez le rat, dans des modeles de
carcinogénese chimique, mais aussi plus réecemment chez la souris (Petersen et al., 2003). Elles se
comportent comme des cellules souches facultatives puisqu’elles proliferent dans certaines
situations tres spécifiques d’agression hépatique au cours desquelles la prolifération hépatocytaire est
inhibée ou retardée. Ce type de régénération a lieu suite a I’exposition a d’agents hépatotoxiques
comme le TAA. Les cellules ovales sont des cellules souches bipotentes capables de générer des
hépatocytes et les cellules épithéliales des canaux biliaires. Il est décrit également que les cellules
ovales résultent de I’expansion de précurseurs qui persistent a I’état de vestige dans le foie adulte au

niveau des canaux biliaires (Theise et al., 1999).

Pour notre expérience, 4 souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" et 2 souris contrdles ont subi un
protocole d’injection au TAA décrits p.179, a raison de deux injections de TAA par semaine
pendant 4 semaines, en supplémentd’une injection quotidienne pendant 2 jours de BN+TAM
toutes les 2 semaines, dans le but d’induire I’expression de CDX2 au cours de la prolifération
attendue des cellules ovales. Au cours du traitement, 2 souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" et un
contrble sont décedés, vraisemblablement en raison d’une hépatite fulminante due au TAA. Les
analyses ont donc été poursuivies sur les 2 souris DT et un contr6le. Le foie des souris traitées a été

prélevé une semaine apres la fin du traitement au TAA.

Les résultats de cette étude ont montré que le traitement au TAA a été efficace chez les
souris DT Rosa26-hCdx2//AhCreER et chez la souris contréle, puisqueune importante inflammation
associée a une nécrose a été observée au niveau anatomo-pathologique ainsi qu’une
hyperprolifération, localisées a proximité et dans les structures canalaires (Figure 52A).

Les cellules ovales sont difficiles a visualiser sur des coupes histologiques en raison de I’absence de
marqueurs spécifiques utilisables dans nos conditions d’immunohistochimie. Nous avons utilisé un
anticorps dirigé contre le marqueur OVAG6, mais il n’a pas permis d’obtenir de résultat concluant.
Cependant, I’analyse immunohistologique différentielle du foie des souris DT traitées ou non au
TAA nous a permis de conclure que les cellules ovales bipotentes ont bien été engagées dans un
processus de prolifération par le traitement au TAA. En effet, dans le foie des souris DT non traitées

au TAA, I'induction de I’expression de Cdx2 suite a I’administration de BN+TAM est mise en
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évidence uniquement dans les hépatocytes et non dans les cellules épithéliales des canaux biliaires.
Ceci indique que, dans ces conditions, I’induction de Cdx2 cible les hépatocytes matures et non les
cellules ovales bipotentes, comme nous I’avons déja décrit précédemment. En revanche, dans les
souris DT traitées au TAA et au BN+TAM, I’expression ectopique de Cdx2 a éte détectée a la fois
dans des hépatocytes et dans des cellules épithéliales biliaires (Figure 52B). Ceci implique que le
traitement au TAA a active la prolifération des cellules ovales dans lesquelles I’induction
secondaire de I’expression de Cdx2 par le BN+TAM a été efficace pour donner des cellules

épitheéliales hépatiques et biliaires exprimant Cdx2.

Nous avons ensuite analysé les conséquences de ce mode de régénération hépatique dans le
foie exprimant Cdx2. Les analyses histologiques n’ont pas permis de mettre en évidence des cellules
présentant la morphologie de cellules épithéliales de type intestinal. De plus, les marqueurs
intestinaux de différenciation Muc2 et Phosphatase alcaline n’ont pas été détectés dans le foie des
souris DT traitees au TAA, que ce soit au niveau des hépatocytes ou au niveau des cellules
épithéliales biliaires exprimant Cdx2 (Figure 52B). En revanche, les canaux biliaires exprimant
CDX2 des souris DT traitées au TAA uniguement, présentent également une expression ectopique de
la protéine Olfm4, proteine des cellules souches/progénitrices des cryptes intestinales. Son activation
dans les cellules épithéliales biliaires exprimant Cdx2 peut ainsi suggérer un processus de
dédifférenciation hépatique précédant une éventuelle trans-différenciation intestinale, qui n’a pas été
observée dans les temps de notre expérience suggérant que d’autres mécanismes moléculaires entrent

en jeu pour induire une trans-différenciation intestinale.

Conclusion

En conclusion, nos expériences nous ont permis de démontrer que I’expression ectopique
seule de Cdx2 dans le foie n’induit pas de trans-différenciation histologique ou fonctionnelle de type
intestinal dans cet organe. Cependant, I’induction du processus de régénération hépatique mobilisant
les cellules souches ovales bipotentes suite au traitement au thioacétamide semble avoir permis a
Cdx2 d’initier un processus de dédifférenciation hépatiqgue mais sans aboutir a une trans-
différenciation intestinale compléte dans le foie de notre modéle Rosa26-hCdx2//AhCreER" aprés un
mois de traitement au TAA. Ce résultat suggere que la prolifération cellulaire est nécessaire pour
potentialiser I’effet de Cdx2 mais insuffisante pour déclencher un programme de différenciation

intestinale.
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PH.ALC

Figure 52 : Analyse immunohistochimie de la régénération hépatique induite au thioacétamide (TAA) chez les souris
contrdle (CTL) et doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT.
A. L'histologie (HE) met en évidence une inflammation aux bords des canaux (fleches) associée a une augmentation du facteur

prolifération Ki67. La barre d'échelle correspond a 50um.

B. L'expression nucléaire de Cdx2 est négative dans le foie CTL et positif dans les hépatocytes et les canaux biliaires du foie DT.
L'expression cytoplamique du marqueur intestinal Olfm4 est négative dans le foie CTL et positif dans les canaux biliaires du foie DT.
L'expression cytoplasmique des marqueurs Muc2 et Phosphatase alcaline (PH.ALC) est négative dans les foies CTL et DT. La barre
d'échelle correspond a 50pum.
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OBJECTIF 3

Analyser I’évolution cancéreuse des lésions
metaplasiques intestinales induites par Cdx2
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Les métaplasies intestinales étant considérées comme des lésions précancereuses, donc
pouvant évoluer spontanément en adénocarcinomes chez I’homme, nous avons entrepris de
déterminer I’importance pathologique des métaplasies intestinales développées dans le
modeéle des souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" et de définir le role de Cdx2 dans leur évolution
a long terme.

Aucune évolution néoplasique n’ayant été constatée 4 mois apres I’induction de Cdx2, nous
avons étudié si ces lésions évoluaient spontanément en tumeur néoplasique en laissant vieillir
les souris. Les organes de 13 souris ont été prélevés 12 a 14 mois apres I’induction de Cdx2,

ce qui correspond a des animaux ages.

A. Cdx2 n’exerce pas de fonction oncogénique dans les lésions
metaplasiques.

1. Evolution spontanée des métaplasies intestinales de I’estomac

12 mois apres I’induction de Cdx2, toutes les souris DT présentent une metaplasie
intestinale massive dans la muqueuse gastrique. Environ 1/3 des souris DT (soit 4/13 souris)
développent a long terme des pseudopolypes associés a un infiltrat lymphocytaire et une
dilatation kystique de certaines glandes métaplasiques mais sans caractéristique
néoplasique, comme I’attestent les analyses anatomopathologiques (Figure 53).

D’un point de vue moléculaire, I’'immunomarquage du marqueur de prolifération Ki67 montre
chez les souris DT une hyperprolifération. Cependant, ces structures ne présentent pas
d’hyperactivaton de la voie oncogénique Wnt/B-caténine, puisque la [B-caténine reste
exclusivement associée a la membrane plasmique sans signe de translocation cytoplasmique
ou nucléaire (Figure 53).

En conclusion, ces resultats suggeérent qu’il n’y a pas d’évolution néoplasique spontanée
des lésions métaplasiques intestinales de I’estomac induites par I’expression ectopique de
Cdx2.
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Figure 53 : Analyse moléculaire de I'évolution spontanée des métaplasies intestinales d’estomac des souris
doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT au stade « 12 mois apres I'induction de Cdx2 ».
La coloration histologique (HE) indique le développement de pseudopolype associé a un infiltrat inflammatoire (encadré) et

la présence de glandes kystiques (fleche). Une expression nucléaire de Cdx2 est retrouvé au niveau de ces lésions associée
a une augmentation du facteur de prolifération Ki67 et une expression membranaire (encadré) de la B-caténine (Bcat.). La
barre d'échelle correspond a 200um.

2. Evolution spontanée des métaplasies acino-canalaires du pancréas

12 mois aprés I’induction de Cdx2, la structure du pancréas exocrine évolue. En effet,
la caractérisation anatomopathologique de la métaplasie acino-canalaire montre qu’elle est
associee a une adipose pancréatique importante qui se développe au dépend du parenchyme
excréteur (Figure 54). Comme aux stades précédents, des cellules en gobelet sont présentes et
fonctionnelles (sécrétant du mucus contenant Muc2) au sein des structures canalaires. Des
formes apoptotiques et des cellules prolifératives sont identifiables dans les zones de
métaplasie acino-canalaire, certaines d’entre elles présentant quelques irrégularités nucléaires
sans dégénerescence maligne.

Cette analyse a été confirmée par une analyse immunohistochimique. L’ immunomarquage
avec un anticorps anti-Ki67 a éeté utilisé afin de localiser les cellules prolifératives. Dans le
pancréas des souris Ctrl, quelques rares cellules prolifératives sont marquées dans le pancréas

exocrine et endocrine. Dans le pancréas des souris agées DT exprimant Cdx2, des cellules
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prolifératives sont ponctuellement retrouvées au niveau des zones de metaplasie acino-

canalaire (Figure 54).

CDX2

Figure 54 : Analyse moléculaire de I'évolution spontanée des métaplasies acino-canalaires du pancréas des souris
doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT au stade « 12 mois apreés I'induction de Cdx2 ».
La coloration histologique (HE) indique un maintien des métaplasies acino-canalaires associées a une adipose. Une

expression nucléaire de Cdx2 est retrouvée au niveau des cellules épithéliales des canaux de la métaplasie associée a une
augmentation du facteur de prolifération Ki67 et de la B-caténine (Bcat.). La barre d’échelle correspond a 100um.

Parallelement, nous avons étudié le niveau d’activation de la voie Wnt/B-caténine en
analysant la localisation cellulaire de B-caténine. Dans le pancréas des souris Citrl,
I’immunomarquage montre que cette protéine est exclusivement membranaire. Les souris DT,
présentent une augmentation de I'immunomarquage au niveau de la métaplasie acino-
canalaire ; cependant, aucune expression cytoplasmique ou nucléaire de la B-caténine n’a été

mise en évidence (Figure 54).
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Conclusion A

Les lésions métaplasiques intestinales induites par I’expression ectopique de Cdx2
dans I’estomac et le pancréas des souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" ne présentent pas de
caractéristiques précancéreuses, puisqu’elles n’évoluent pas spontanément en cancer. Cdx2
n’exercerait donc pas de fonction oncogénique dans ces organes, du moins chez la souris
puisque I’expression ectopique de Cdx2 dans les métaplasies n’est pas suffisante a I’initiation

tumorale dans ces organes.

B. Evolution des MI dans un contexte génétique de prédisposition
cancéreuse intestinale

Puisque les lésions metaplasiques qui se développent dans I’estomac et le pancréas des
souris Rosa26-hCdx2//AhCreER' ne présentent pas d’évolution maligne spontanée & long
terme, nous avons étudié leur évolution dans un contexte génétique de prédisposition
tumorale de I’intestin. Pour ce faire, les souris Rosa26-hCdx2//AhCreER™ ont été croisées

avec des souris APCAM*

qui constituent un modele classique de cancérogenése
intestinale sporadique associée a I’activation de la voie Wnt/B-caténine

Ce modeéle est basé sur la perte de fonction du suppresseur de tumeurs APC (Adenomatous
Polyposis Coli). Les cellules des souris hétérozygote APC*'* synthétisent la protéine APC
sauvage a partir de I’alléle (+) et une protéine tronquée instable par délétion de I’exon 14
(allele A14). La perte sporadique de 1’allele (+) (perte d’hétérozygotie) provoque I’activation
constitutive de la voie Wnt/B-caténine et le développement spontané de polypes
adénocarcinomateux dans I’intestin gréle et le c6lon chez la souris, mimant ainsi la
Polypose Adénomateuse Familiale (PAF), syndrome fortement associé au développement de
cancers colorectaux chez I’homme (Colnot et al., 2004).

Ce modele murin a été choisi bien qu’il n’ait pas été décrit a ce jour dans le cadre de la
cancérogenese gastrique ou pancréatique car des adénocarcinomes gastriques ont eté
rapportés dans un modéle analogue, les souris Apc”™" (Tomita et al., 2007). De plus, la
mutation APC est une mutation retrouvée dans 3 a 15% des cancers gastriques chez
I’lhomme, surtout dans les types intestinaux (Lin et al., 2015). En revanche, cette mutation
n’est pas un évenement significatif dans le développement de I’adénocarcinome du pancréas
chez I’homme (White et al., 2012).
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Nous avons donc étudié I’évolution des lésions métaplasiques de I’estomac et du pancreas
dans le contexte pro-oncogénique Apc muté chez les souris triples transgéniques (TT)
Rosa26-hCdx2//AhCreER'// APC**** (n=7) que nous avons obtenues aprés croisements des
souris DT avec les souris APC™*, par rapport aux souris controles APC**** (n=8), huit mois

apres I’administration de BN+TAM soit huit mois apres I’induction de CDX2.

1. Cdx2 sensibilise les métaplasies intestinales de I’estomac a la
cancerogenese induite par la perte de fonction d’Apc

Les analyses anatomopathologiques de I’estomac des souris triples transgéniques
Rosa26-hCdx2//AhCreER'//APC*** montrent qu’elles développent statistiquement plus
d’adénocarcinomes in situ que les souris contréles APC muté.

Toutes les souris Rosa26-hCdx2//AhCreERT//APC* (n=7/7 souris) développent de 1 & 3
tumeurs dans I’estomac, contrairement aux souris controles APC* (n=8) qui ne
développent pas ou peu de tumeur (une tumeur) (Figure 55A). Les analyses n’ont pas mis en
évidence de localisation préférentielle pour le développement des tumeurs des souris Rosa26-
hCdx2//AhCreERT//APC**** en revanche les tumeurs des souris APC**** se développent
principalement dans les régions postérieures de I’antre ou proches du pylore.

Les analyses moléculaires montrent que ces tumeurs présentent une expression hétérogéne de
Cdx2, une hyperprolifération caractérisée par I’augmentation du nombre des cellules
positives pour le facteur de prolifération Ki67 ainsi qu’une activation de la voie
oncogénique Wnt caractérisée par une expression cytoplasmique ou nucléaire de la f-
caténine (Figure 55B).

De maniere remarquable, les adénocarcinomes apparaissent au voisinage de métaplasies
intestinales positives pour le marqueur Muc2 et de métaplasies de type SPEM positives pour
le marqueur Tff2 (Figure 55B). Ce résultat suggére donc que ce sont les lésions
métaplasiques qui ont évolué en adénocarcinomes. Cependant, nos résultats actuels ne
permettent pas de déterminer si I’une ou I’autre ou les deux types de lésions métaplasiques

sont a I’origine de ces tumeurs.
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Figure 55 : Analyses histologique et moléculaire de I'évolution des métaplasies intestinales de I'estomac des souris
triples transgéniques (TT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT//APCAL4* au stade « 8 mois aprés I'induction de CDX2 ».

Les analyses ont été réalisées sur une cohorte de souris APCA14+ (n=8) et de souris TT (n=7).

A. Comptage des tumeurs dans I'estomac a montré une différence statistiquement significative (p=0.01) entre les souris
APCAL4* (n=0,4+ 0,5) et les souris TT (n=1,4+ 0,8).

B. La coloration histologique (HE) indique le développement d'adénocarcinomes in situ (encadré). Une expression
hétérogéne de Cdx2 est retrouvée au niveau de la tumeur associée a une augmentation du facteur de prolifération Ki67 et
une expression cytoplasmique et nucléaire (fleche) de la B-caténine (Bcat.). L'immunomarquage de la mucine intestinale
MUC?2 et du facteur TFF2 est positif au voisinage de la tumeur. La barre d'échelle correspond & 100um.

2. Cdx2 ne sensibilise pas les métaplasies acino-canalaires du pancréas a
une cancérogenese induite par la perte de fonction d’Apc

Les analyses anatomopathologiques du pancréas des souris triples transgéniques (TT)
Rosa26-hCdx2//AhCreER"// APC** n’ont pas mis en évidence une évolution tumorale chez
les souris 8 mois apres I’administration de BN+TAM. Ces analyses sont corrélées aux
analyses moleculaires d’immunohistochimie. En effet, comme chez les souris doubles
transgéniques Rosa26-hCdx2//AhCreERT, les TT présentent une hyperprolifération
localement dans les métaplasies acino-canalaires, caractérisée par I’augmentation des cellules
positives pour le facteur de prolifération Ki67. Cependant aucun signe d’hyperactivation de la
voie oncogénique Wnt/B-caténine n’a été détecté, comme en témoigne |’absence de

translocation cytoplasmique ou nucléaire de la B-caténine (Figure 56).
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Figure 56 : Analyse moléculaire de I'évolution des métaplasies acino-canalaires du pancréas des souris triples
transgéniques (TT) Rosa26-hCdx2//AhCreERT//APCA4+ au stade « 8 mois apres I'induction de Cdx2 ».
La métaplasie acino-canalaire est maintenue chez les souris TT avec une expression nucléaire de Cdx2 (encadré) et une

expression cytoplasmique du marqueur intestinal Muc2 (encadré) au niveau des cellules épithéliales des canaux de la
métaplasie. Une expression membranaire de la B-caténine (Bcat.) (encadré) est détectée ainsi que la présence ponctuelle
de cellules positives au marqueur de prolifération Ki67 (encadré) dans la métaplasie. La barre d'échelle correspond
a 100um.

Conclusion B

Les lésions métaplasiques de I’estomac, qui présentent une trans-différenciation
intestinale compléete, ont la capacité d’évoluer en adénocarcinomes lorsqu’elles sont
associées I’activation oncogénique de la voie Wnt/B-caténine. En revanche, les lésions
meétaplasiques du pancréas qui présentent une trans-différenciation intestinale
incompléte, ne sensibilisent pas a la tumorigénése induite par cette voie.

En conclusion, I’expression ectopique de Cdx2 sensibilise a une cancérogenése de type
intestinal les Iésions métaplasiques intestinales complétes de I’estomac mais pas les lésions

métaplasiques intestinales incompleétes du pancréas.
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DISCUSSION

L’identite intestinale de la partie postérieure de I’endoderme est déterminée au cours
du développement embryonnaire par le gene homéotique Cdx2. Le maintien de cette identité
chez I’adulte nécessite une expression constante de ce gene dans I’épithélium intestinal. De
plus, ce facteur de transcription est essentiel dans le contréle de I’homéostasie intestinale, et
sa réduction d’expression est associée au développement de cancers colorectaux (Verzi et al.,
2011 ; Sakamoto et al., 2017), suggérant une fonction suppresseur de tumeur de CDX2

dans I’intestin.

Bien que I’expression de CDX2 soit spécifique de I’épithélium intestinal chez I’adulte,
une expression anormale dite ectopique a été mise en évidence dans de nombreuses
pathologies précancéreuses ou cancéreuses. On le retrouve exprimé notamment dans un
certain nombre d’organes d’origine endodermique tels que I’cesophage ou I’estomac, au
niveau de Iésions appelés métaplasies intestinales (Bai et al., 2002 ; Eda et al., 2003 ). Ces
Iésions étant considérées comme précancéreuses, une fonction pro-oncogénique de CDX2 en
situation ectopique a donc été suggérée. Cependant, I’expression de Cdx2 diminue dans les
adénocarcinomes gastriques par rapport a la métaplasie associée, et son niveau correle avec la
survie des patients (Liu et al., 2007 ; Masood et al., 2016), ce qui pourrait aussi suggérer que
CDX2, bien qu’exprimé de maniére ectopique dans ces cancers, puisse y jouer la fonction de

suppresseur de tumeurs comme dans le colon.

Ainsi, le réle de CDX2 dans I’apparition des métaplasies intestinales et leur évolution

en cancer est encore controverse.

Mes travaux de these visaient a éclaircir le réle de CDX2 dans ces situations

pathologiques, a partir d’un modele murin original d’expression ectopique de CDX2.

I. Cdx2, un gene essentiel au développement de lésions métaplasiques
intestinales dans I’estomac et le pancréas

A I'aide du modéle original Rosa26-hCdx2//AhCreER', que nous avons généré au
laboratoire, permettant I’expression ectopique de CDX2 dans divers organes d’origine
endodermiques, nous avons mis en évidence que I’expression ectopique de ce facteur dans les
épithelia gastrique et exocrine du pancréas induit systématiquement le développement de

Iésions métaplasiques présentant une différenciation intestinale. Cependant, ce n’est pas
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le cas d’autres organes qui montraient également une expression ectopique de CDX2 mais ne
développaient pas spontanément de métaplasie dans nos conditions expérimentales
(cesophage, foie, vessie et vésicule biliaire).

Dans I’estomac, ces lésions ont été identifiées comme étant des métaplasies
intestinales completes (présence des 4 types cellulaires intestinaux) multifocales associées a
des foyers de métaplasies de type SPEM, caractérisées par la surexpression du polypeptide
spasmolytique (SP ou TFF2). Cependant les mécanismes d’apparition de ces métaplasies
SPEM dans notre modeéle restent a éclaircir. En effet, leur présence n’a été diagnostiquée a
I’heure actuelle que par I’analyse du facteur TFF2. Or, de nouveaux marqueurs spécifiques de
SPEM ont été récemment découverts tels que CD44 et SOX9 (Serizawa et al., 2015;
Hayakawa et al.,, 2017). L’analyse de ces marqueurs dans I’estomac de notre modeéle
permettrait de caractériser la nature exacte de ces lésions associées aux métaplasies
intestinales. De plus, il reste aussi a déterminer si ces deux types de Iésions ont une origine
cellulaire commune ou si elles se développent indépendamment a partir de différents types
cellulaires. En effet, les SPEM ont été décrites dans littérature comme se développant
initialement a la métaplasie intestinale dans un contexte de perte des cellules pariétales
gastriques (Goldenring et al., 2010). Cependant dans notre modéle, les métaplasies
intestinales semblent se développer conjointement. Deux hypotheses sont possibles, soit
I’expression ectopique de CDX2 induit directement le développement de métaplasies
intestinales et de SPEM, soit elle induit initialement les métaplasies intestinales, ce qui a pour
conséquence une perte des cellules pariétales gastriques a I’origine de I’apparition des
métaplasies SPEM. Par une approche de co-marquage CDX2/TFF2, les résultats montrent que
les cellules positives pour TFF2 n’expriment pas CDX2. Ainsi, I’expression de CDX2 n’est
pas directement a I’origine de I’activation de ce facteur. Ceci suggeére que le développement
de métaplasies intestinales complétes dans I’estomac de notre modele induit I’émergence de
lesions métaplasiques de type SPEM suite a la perte des cellules pariétales. Cette conclusion
sera verifiee par une approche de « lineage tracing » (permettant de suivre le devenir des
cellules induites pour CDX2 grace a un traceur fluorescent « tomato » conjointement exprimé
a CDX2 lors de la recombinaison des sites lox par le Cre) a I’aide des souris Rosa26-
hCdx2//AhCreER"//RosaCAG" ™™™ afin de confirmer (ou d’infirmer) que les cellules SPEM

dérivent de cellules n’ayant pas initialement exprimé CDX2.
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Dans le pancréas exocrine, I’expression ectopique de CDX2 a provoqué I’apparition
d’une métaplasie acino-canalaire. En plus de la trans-différenciation des cellules acineuses
en cellules canalaires, CDX2 a également induit une différenciation intestinale dans ces
Iésions avec I’activation de ses genes cibles Muc2 ou encore Phosphatase Alcaline mais sans
conférer une identité intestinale compléete, sur la base que les quatre types cellulaires
intestinaux ne sont pas tous présents. De maniere remarquable, des résultats obtenus par notre
équipe grace a un modele d’expression ectopique d’un variant d’épissage alternatif de CDX2
(appelé miniCDX2) dans le pancréas exocrine, ont également mis en évidence I’émergence de
métaplasies acino-canalaires mais ne présentant pas de différenciation intestinale (résultats
non publiés). En outre, miniCDX2 est un variant dominant négatif capable de se fixer sur les
promoteurs cibles de CDX2 mais sans pouvoir activer leur transcription et miniCDX2 exerce
les mémes fonctions non-transcriptionnelles que CDX2 (voir Annexe 2, Balbinot et al., 2017).
Ces résultats sur miniCDX2 suggérent que la capacité de CDX2 a induire une métaplasie
acino-canalaire dans le pancréas ne serait pas liée a son activité transcriptionnelle. En
revanche, la trans-différenciation intestinale engendrée dans les métaplasies est dépendante de
la fonction transcriptionnelle de CDX2, c’est pourquoi elle n’est pas observée dans les

métaplasies surexprimant miniCDX2.

A. CDX2 induit la modification d’expression de facteurs régulateurs dans
I’estomac et le pancréas

Dans les années 1980, Slack a suggeéré que la métaplasie intestinale apparaissait suite a
un profil modifié d’expression de génes régulateurs, qui déterminent I’identité des tissus
pendant le développement embryonnaire et qui maintiennent cette identité dans le tissu adulte
(Slack, 1980). Les résultats obtenus dans notre modéle Rosa26-hCdx2//AhCreER" soutiennent

cette théorie.

Premiérement, dans I’estomac de notre modéle murin, I’induction de CDX2 a
provoqué la perte d’expression du facteur de transcription SOX2, un membre de la famille de
facteurs de transcription SOX (SRY-related HMG Box). SOX2 est un facteur clé de la
détermination de I’identité de I’endoderme antérieur (Que et al., 2007). A I'age adulte, SOX2
est exprimé dans les cellules épithéliales de I'estomac et est absent dans celles de I'intestin. De

plus, SOX2 participe a la différenciation de toutes les lignées cellulaires gastriques et a la
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régulation des geénes spécifiques de l'estomac, suggérant une contribution cruciale a la
différenciation gastrique (Tani et al., 2007 ; Park et al., 2015).

Dans les métaplasies intestinales qui sont observées chez I’homme, les profils d’expression
de SOX2 et CDX2 sont inversement corrélés. De ce point de vue, nos résultats obtenus a
paartir de notre modéle murin sont conformes a la description de ces géenes. Cependant, dans
la pathologie humaine, il a été montré que c’est la dérégulation de SOX2 qui est a I’origine de
I’activation de CDX2. En effet, il est décrit dans la littérature que I'expression de SOX2 est
fortement réprimée a la fois par I’infection a H. pylori et la voie des facteurs de croissance
BMP (Camilo et al., 2012) et que cette répression favorise la démethylation du promoteur de
Cdx2 et donc son activation (Niu et al., 2017). Or dans notre modele murin, nous savons que
I’activation de CDX2 est I’événement premier et donc que c’est CDX2 qui inhibe I’expression
de SOX2 dans I’estomac. CDX2 semble donc capable également de réguler SOX2 par des

mécanismes moléeculaires directs ou indirects qui restent encore a définir.

Dans le pancréas de notre modele, I’induction de CDX2 a également perturbé le
profil d’expression du géne homéotique Pdx1, a I’origine du développement de métaplasies
acino-canalaires. PDX1 est un déterminant de la différenciation pancréatique chez I’embryon
et chez I’adulte. 1l a été montré que les canaux pancréatiques émergent de cellules exprimant
PDX1 alors que la différenciation des acini au cours du développement semble étre régulée
par le facteur de transcription PTF1A (également connu sous le nom de p48) (Burlison et al.,
2008). De maniere intéressante, I’induction de I'expression de PDX1 dans le domaine de
PTF1A chez I’embryon entraine le remplacement des acini par des structures de type
canalaires (Kawaguchi et al., 2002). PDX1 favoriserait donc directement I’émergence de
métaplasies acino-canalaires.

Dans ce sens, une surexpression de PDX1 a été observée dans les métaplasies acino-
canalaires de notre modele murin en réponse a I’induction de CDX2 dans les acini et les
cellules épithéliales canalaires. CDX2 semble donc réguler I’expression de PDX1 dans
I’épithélium pancréatique adulte de notre modele selon des mécanismes qui restent a
déterminer. Nous pouvons néanmoins dire que ces meécanismes ne semblent pas reposer
directement sur les fonctions transcriptionnelles de CDX2 puisque la surexpression de
miniCDX2, dépourvu d’activité transcriptionnelle, induit également une métaplasie acino-

canalaire. Neanmoins, il est intéressant de noter que dans les glandes de Briinner, qui
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ressemblent beaucoup a des structures pancréatiques, la surexpression de miniCDX2 stimule
I’expression de PDX1 (Balbinot et al., 2017).

B. Le processus de trans-différenciation intestinale induit par CDX2 est
dépendant du contexte cellulaire

Dans notre modéle murin Rosa26-hCdx2//AhCreER, nous avons pu mettre en
évidence que I’expression ectopique de CDX2 provoque un processus de trans-
différenciation différent d’un organe a I’autre. Ce processus est rapide et complet dans
I’estomac, plus tardif et incomplet dans le pancréas, possiblement initieé dans le foie apres
régénération hépatique et absent dans I’cesophage et la vessie. De maniére intéressante, le seul
modele actuellement décrit d’expression ectopique de CDX2 dans I’cesophage ayant permis le
développement de métaplasie intestinale dans cet organe, est un modéle induisant la
surexpression de CDX2 dans une population de cellules progénitrices basales situées au
niveau de la zone de transition squameuse ceso-gastrique (Jiang et al., 2017). Ces observations
montrent que la capacité de CDX2 a convertir un type cellulaire en un type intestinal est
dépendant du contexte dans lequel se situent les cellules. En particulier, la prolifération
cellulaire semble nécessaire pour initier ce processus de trans-différenciation.
L’environnement tissulaire (autres types cellulaires, facteurs de croissance, éléments de la

matrice extracellulaire, etc) doit y jouer également un réle essentiel.

Les métaplasies apparaissent généralement dans les tissus qui ont été soumis a
un traumatisme ou a la suite d’une infection induisant une inflammation chronique.
Ces phénomeénes entrainent une régenération continue et donc une prolifération des
cellules, qui peut étre a I’origine de modifications génétiques et épigénétiques perturbant
I’expression de genes régulateurs de I’identité du tissu et entrainant donc leur possible
reprogrammation. De plus, il est suggéré qu’une trans-différenciation d’un tissu peut
nécessiter la dédifférenciation de la cellule qui prolifere par la suite en tant que cellule
progénitrice intermédiaire, avant de se différencier en un autre type cellulaire (Sisakhtnezhad
& Matin, 2012).

Pour tester I’hypothése selon laquelle la capacité de CDX2 a induire une trans-
différenciation intestinale dans un organe est dépendante de I’état prolifératif de cet
organe, nous avons réalise des expériences de régenération hépatique dans le foie de notre

modele murin exprimant CDX2 dans les cellules de cet organe. Ces expériences avaient pour
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but de réactiver la prolifération des hépatocytes et/ou des cellules souches ovales

bipotentes du foie.

La régénération hépatique a partir des hépatocytes grace a I’hépatectomie partielle
n’a pas entrainé de trans-différenciation intestinale dans ces cellules exprimant CDX2. En
revanche, la régénération hépatique a partir d’une lésion chimique induite par un traitement
chimique au thioacétamide a mis en évidence une expression du marqueur Olfactomedine 4
(OLFM4) dans les canaux biliaires du foie des souris exprimant CDX2 mais pas chez les
souris contrdle. Ce marqueur étant retrouvé dans les cellules souches de I’intestin gréle chez
la souris (Schuijers et al., 2014), ce résultat suggére qu’un processus de dédifférenciation des
canaux biliaires hépatiques a été initie dans les cellules en prolifération exprimant CDX2 mais
sans aboutir a une trans-différenciation intestinale plus avancée, dans nos conditions
expérimentales. Il est possible que CDX2 perturbe le programme cellulaire des cellules
hépatiques en entrant en compétition avec d’autres facteurs de différenciation tels que les
facteurs HNF, expliquant I’apparition d’un marqueur de cellules souches de type intestinal,
mais sans étre actif de maniere transcriptionnelle, ou que la durée de I’expérience (4 semaines
de traitement suivi d’une semaine avant le préléevement) ne suffise pas a observer les
potentiels changements du programme cellulaire déclenchés par CDX2.C’est pourquoi, nous
n’avons pas mis en évidence des marqueurs de différenciation intestinale. Ceci pourrait aussi
étre d0 a un remodelage insuffisant de I’hétérochromatine, ce qui empécherait CDX2
d’accéder a ses cibles transcriptionnelles dans le contexte physiologique de I’organe, alors que
nous avons vu que CDX2 est capable de transcrire ses cibles intestinales dans une lignée de

cellules d’hépatocarcinome HepG2.

Pour tester cette derniére hypothese, des expériences d’immuno-précipitation de
chromatine seront réalisées afin d’étudier si la protéine CDX2 présente dans le noyau des
hépatocytes des souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" est capable ou non de se fixer & la
chromatine de promoteurs intestinaux tels que les promoteurs des genes MUC2 et saccharase-
isomaltase. Parallélement, une étude systématique (sur I’ensemble du foie) et a plus long
terme (2-3 mois apres le traitement des animaux par le TAA sera réalisée pour rechercher si
les cellules des canaux biliaires exprimant CDX2 sont capables d’induire non seulement
I’expression du marqueur des cellules souches OLFM4 mais également celle de marqueurs de
différenciation intestinale tels que MUC?2 et la phosphatase alcaline.
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Enfin, nous n’avons pas pu valider si notre traitement chimique induisait la
réactivation des cellules souches ovales du foie, comme il est suggéré dans la littérature, du
fait de la difficulté de sa détection immunologique dans les conditions expérimentales entre
nos mains. Il serait important de confirmer leur activation car les cellules souches sont
désignées comme la cible du processus de trans-différenciation chez la souris (Slack, 2001),

bien que chez I’lhomme ces cellules ne sont pas décrites.

C. Un nouveau modéle pertinent de lésions métaplasiques de type intestinal
chez la souris

Notre modéle murin Rosa26-hCdx2//AhCreER" constitue un nouveau modéle de
métaplasies intestinales complétes induites par I’expression ectopique de CDX2 dans
I’estomac. En effet, les deux modéles d’expression ectopique de CDX2 dans I’estomac
développés par Mutoh et al. et Silberg et al. n’induisent que des métaplasies intestinales
incomplétes sans présence de cellules de Paneth (Mutoh et al., 2002 ; Silberg et al., 2002). De
plus, nos zones de métaplasies intestinales sont également associées a des régions
surexprimant le facteur TFF2, suggérant le développement de métaplasie de type SPEM, qui
reste cependant a confirmer. Si cela est confirmé, notre modeéle serait le premier modele
dans lequel ces deux lésions métaplasiques coexisteraient, ce qui permettra d’évaluer
I’importance physiopathologiques et déterminer les mécanismes moléculaires sous-jacents de

ces deux lésions considérées comme précancéreuses.

Enfin, notre modéle a également permis de mettre en évidence pour la premiere fois le
réle causal de CDX2 dans I’apparition de métaplasies acino-canalaires dans le pancréas
exocrine. Chez I’homme, la classification des lésions précurseurs de I’adénocarcinome du
pancréas considere la métaplasie acino-canalaire comme une lésion précancéreuse. Elle est
observée dans la pancréatite chronique mais la séquence moléculaire de cette lésion n’est pas
complétement connue : notre modele pourrait permettre de mieux la caractériser. Ceci
pourrait étre fait parallelement a une analyse du profil d’expression de CDX2 dans des

échantillons humains de pancréatite chronique, afin de mieux comprendre son r6le.
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Il. Cdx2 n’exerce pas de fonction oncogénique mais sensibilise a la
cancerogenese les lésions métaplasiques complétement intestinalisées

L’analyse de I’évolution a long terme des Iésions métaplasiques chez les souris agées
issues de notre modéle Rosa26-hCdx2//AhCreER" n’a pas mis en évidence de transformation
néoplasique spontanée des lésions de I’estomac et du pancréas.

En revanche, lorsqu’elles sont placées dans un contexte génétique de prédisposition a

la cancérogénése intestinale Apc™A!*

, les lésions métaplasiques intestinales de I’estomac
présentent des zones adénocarcinomateuses situées a proximité immediate des zones
métaplasiques de type intestinal et de type SPEM. Les souris Rosa26-hCdx2//AhCreER'
/IApc™* développent par ailleurs des tumeurs dans I’estomac en plus grand nombre et de
maniére plus fréquente que les souris contrdles Apc"’*'*. Cependant, les pancréas des souris
Rosa26-hCdx2//AhCreER'//Apc'*'* n’ont pas présenté de Iésions néoplasiques & partir de la

métaplasie acino-canalaire a ce jour.
Plusieurs conclusions peuvent étre émises suite a ces résultats.

1) Premierement, CDX2 n’agit pas comme un oncogene a proprement parlé dans les
organes d’origine endodermique. Lorsqu’il est exprimé dans les lésions métaplasiques de
type intestinal, son expression n’est pas suffisante pour initier la tumorigénese. Cette
conclusion est contraire au réle de CDX2 dans le systéme hématopoiétique, ou il exerce une
fonction oncogénique clairement établie (Scholl et al., 2007). En effet, notre équipe a
développé, parallelement au modele murin d’expression ectopique de CDX2 dans les épithélia
digestifs, un modele d’expression ectopique de CDX2 dans les cellules souches
hématopoiétiques, baseé sur les souris Rosa26-hCdx2. Les résultats préliminaires démontrent
que I’induction de CDX2 dans les cellules hématopoiétiques a pour conséquence I’émergence
d’une leucémie de type aigué myéloblastique (données non publiées). Il serait donc
intéressant de comparer le profil transcriptomique des lésions métaplasiques et des leucémies
de ces deux modeles afin de déterminer les différentes perturbations moléculaires induites par
I’expression ectopique de CDX2 pouvant expliquer les fonctions différentes et antagonistes de

CDX2 dans ces deux tissus.

De plus, CDX2 est d’autant moins oncogénique que plusieurs études associent

I’expression de CDX2 a un bon pronostic chez les patients atteints de cancer dérivant de
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lesions metaplasiques. Ainsi, CDX2 agit comme un marqueur de bons résultats clinique chez
les patients atteints de cancer gastrique (Wang, 2012). De la méme maniére, I’expression de
CDX2 dans les adénocarcinomes pancréatiques est également associée a un meilleur pronostic
de survie chez les patients (Matsumoto, 2004). Cette étude concorde avec une étude clinique
rétrospective menée dans notre équipe sur des échantillons humains d’adénocarcinomes du
pancréas dont les résultats préliminaires suggérent qu’il existe bien un lien entre I’expression
de CDX2 dans I’adénocarcinome pancréatique et la survie, I’expression ectopique de CDX2
semblant étre un facteur de bon pronostic, notamment pour la survie sans récidive (donnees B.

Caron).

Un autre aspect des résultats obtenus au cours de ma these peut étre discuté. Cet aspect
concerne la signification pathologique des Iésions métaplasiques qui se développent chez les
souris exprimant CDX2 de maniere ectopique. En effet, dans les concepts actuels, la
métaplasie intestinale est considérée comme une authentique Iésion précancéreuse.
Cependant, il est estimé dans certaines études que seulement 8% environ des patients
présentant une meétaplasie intestinale développent un adénocarcinome gastrique
(Whiting et al., 2002 ; Uemura et al., 2011). De plus, notre modéle développe des métaplasies
intestinales de type complet dans I’estomac, or la métaplasie intestinale compléte est associée
a un risque de cancer gastrique encore plus faible que la métaplasie intestinale incomplete
(Pittanayon et al., 2017). En considérant qu’une faible proportion de lésions métaplasiques
évoluent spontanément en cancer, notre cohorte de souris Rosa26-hCdx2//AhCreER" (n=13)
pourrait donc étre insuffisante pour observer ce phénomeéne. Il est donc prévu d’augmenter le
nombre de souris afin de conclure sur I’évolution physiopathologique spontanée des lésions

métaplasiques de I’estomac.

Concernant, les métaplasies acino-canalaires du pancréas de notre modele murin, la
pertinence pathologique de ces Iésions n’est pas clairement établie. En effet, chez I’homme, la
classification des lésions précurseurs de I’adénocarcinome du pancréas considére la
métaplasie acino-canalaire comme une lésion précancéreuse mais ceci n’a pas été démontré
experimentalement. De plus, il est a noter que I’expression de CDX2 dans le pancréas differe
entre I’homme et la souris. En effet, chez I’homme, une expression normale de CDX2 est
détectée dans les cellules de I’épithélium canalaire et les cellules centro-acineuses, alors que
chez la souris, I’expression de CDX2 n’est pas détectée physiologiquement dans le pancréas.
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Cette information est donc importante a considérer pour les études translationnelles sur le rdle

de CDX2 dans la physiopathologie du pancréas entre I’homme et la souris.

2) Deuxiemement, nos travaux indiquent que I’expression ectopique CDX2 sensibilise les
Iésions métaplasiques intestinales complétes de I’estomac a une tumorigénese intestinale
lorsqu’elles sont placées dans un contexte génétique de prédisposition a la cancérogénese

intestinale Apc**!*

, mais pas les lésions métaplasiques intestinales incomplétes du pancréas.
Ces résultats suggerent qu’une intestinalisation complete d’un épithélium par CDX2 est
nécessaire pour faire évoluer une lésion métaplasique vers une carcinogenése intestinale.
Cependant, il est possible que les lésions métaplasiques incomplétes du pancréas qui
apparaissent plus tardivement que les métaplasies intestinales de I’estomac, évoluent vers une
forme néoplasique aussi plus tardivement dans notre modéle. De plus, la morphologie du
pancréas de souris présente la particularité d’étre organisée de maniere diffuse le long de
I’intestin et non de maniére compacte comme chez I’homme. Ainsi, il faudrait prélever tout le
pancréas afin de I’analyser dans sa totalité a un stade ultérieur a celui effectué dans nos
analyses actuelles pour conclure sur I’absence ou la présence de tumeurs. Enfin, une nouvelle
étude de I’évolution des métaplasies acino-canalaires du pancréas est en cours, dans laquelle
un modele plus pertinent pour I’étude de la cancérogenése pancréatique a été généré : le
modéle Rosa26-hCdx2//AhCreER'//R0sa26-G12D-Kras. Les souris Rosa26-G12D-Kras
développent des PanIN (lésions dysplasiques bordant les canaux excréteurs) lorsque la forme
activée de Kras est exprimée dans le pancréas exocrine (Hingorani 2004). Ce modele
permettra de conclure si CDX2 accéléere et/ou potentialise le développement

d’adénocarcinome canalaire pancréatique.

Concernant les adénocarcinomes gastriques qui se développent dans notre modéle
Rosa26-hCdx2//AhCreERT //Apc"/2'* il serait également intéressant de déterminer & partir de
quelles lésions metaplasiques ils dérivent. En effet, les tumeurs apparaissent a la fois au
voisinage de métaplasie intestinale et de métaplasie de type SPEM. Or, il n’est encore connu
chez I’homme si le cancer gastrique se développe a partir de la métaplasie intestinale et/ou de
la SPEM. Pour répondre a cette problématique, nous établissons actuellement un modeéle
quadruple transgéniques : Rosa26-hCdx2//AhCreER"//Apc™ !/l RosaCAG ™™™ qui nous
permettra de tracer les cellules défloxées, qui exprimeront conjointement Cdx2 et le traceur
fluorescent Tomato et de visualiser leur devenir au sein des lésions. Ainsi, nous pourrons

d’une part déterminer clairement si les métaplasies de type SPEM dérivent directement de
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cellules exprimant CDX2 et d’autre part analyser si les tumeurs derivent de la métaplasie
intestinale et/ou de la SPEM.

Enfin, nos travaux nous amenent également a proposer une nouvelle évaluation
moléculaire des meétaplasies intestinales. Nos résultats démontrent que les lésions
métaplasiques de I’estomac évoluent en cancer lorsqu’elles sont associées a une mutation du
gene Apc. De maniére intéressante, il est décrit qu’environ 8% des meétaplasies intestinales
chez I’lhomme évolue en cancer gastrique et que 4% a 15% des cancers gastriques présentent
une mutation du géne Apc (Lin et al., 2015). Il est donc possible que la proportion
précancéreuse de métaplasies intestinales présente une prédisposition génétique de type
mutation APC. Cette hypothése pourrait étre étudiée en analysant le statut du géne Apc d’un
grand nombre de métaplasies intestinales et de tumeurs gastriques. Si elle est vérifiee la
recherche d’une mutation du géne Apc dans les biopsies de patients atteints de métaplasies
intestinales et/ou de tumeurs de I’estomac pourrait indiquer leur potentiel précancéreux et
ainsi contribuer a établir un diagnostic d’un sous-type de métaplasies intestinales chez

I’lhomme.
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CONCLUSION GENERALE

Au terme de ces trois années de these, j’ai contribué de fagon significative a I’étude in
vivo de I’expression ectopique du gene homéotique intestinal Cdx2, qui est impliqué chez
I’homme dans de nombreuses lésions précancéreuses et cancéreuses. Les travaux effectués
ont permis de montrer, grace a un nouveau modele murin pertinent d’expression ectopique de
CDX2, que cette expression est a I’origine du développement de lésions métaplasiques
intestinales dans I’estomac et le pancréas mais pas de leur évolution spontanée cancéreuse.
CDX2 exercerait donc une fonction non oncogénique dans les organes non intestinaux
d’origine endodermique, comme dans I’intestin, contrairement & ce qui a été suggére.
Cependant ce facteur de transcription sensibiliserait les métaplasies intestinales a un processus
tumoral de type colorectal dans un contexte génétique de voie Wnt/Bcaténine activée.

De plus, j’ai initié des travaux qui ont permis de mieux comprendre le mécanisme de
trans-différenciation a I’origine du développement des métaplasies intestinales, en mettant en
évidence notamment I’importance de la régénération dans le processus de reprogrammation
cellulaire. Tout ce travail assurera ainsi, une meilleure compréhension du réle de CDX2, afin
d’évaluer son facteur pronostic au niveau de ces lésions précancéreuses que sont les
métaplasies intestinales chez I’homme. Enfin, notre modéle pourrait servir de rationnel pour
des etudes translationnelles ultérieures visant a caracteriser les mecanismes moléculaires
sous-jacents au développement et a I’évolution des lésions métaplasiques intestinales en vue
de proposer de nouvelles approches thérapeutiques ciblées, dans la perspective de la médecine

personnalisée.
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Annexe 1

Role de I’expression ectopique de Cdx2 lors de
I’établissement de I’axe céphalo-caudal de I’embryon
de souris
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Le modele d’expression ectopique Rosa26-hCdx2 a aussi été utilisé dans une
étude du réle de Cdx2 dans la détermination de I’axe céphalo-caudal au cours du
développement embryonnaire. L’équipe a initié cette étude, a laquelle j’ai participé, pendant

ma thése. Une étudiante de M2 a poursuivi le sujet.

|I. Contexte

Au cours de I'embryogénése, Cdx2 participe a la mise en place de I’axe céphalo-
caudal (CC) et I’élongation de la partie postérieure de I’embryon. De nombreuses études,
utilisant des modeles de perte de fonction de Cdx2, associée a la perte de fonction des genes
paralogues Cdx1 et Cdx4, ont mis en évidence des altérations de I'axe CC et du squelette au
niveau du domaine d’expression de Cdx2 (Chawengsaksophak et al., 1997 ; van der Akker,
2002). En revanche, le développement de la partie céphalique est indépendant de Cdx2, qui ne
s’exprime pas dans cette partie de I’embryon.

Dans ce contexte, ce projet visait a étudier les conséquences morphologiques et moléculaires
de I’expression ectopique de Cdx2 lors de I’établissement de I’axe CC de I’embryon de souris
par une approche originale de gain de fonction du géne dans la région antérieure de I’embryon
ou Cdx2 n’est pas physiologiquement actif.

L’objectif étant de répondre aux questions suivantes :

e Quels phénotypes présentent les embryons exprimant de maniére ectopique Cdx2 en
position antérieure au cours du développement embryonnaire et plus particuliérement
au moment de la gastrulation, étape clé dans la mise en place des axes de I'organisme,
notamment I’axe CC ?

e Quelles sont les conséquences moléculaires de cette expression ectopique de Cdx2 au

cours du développement embryonnaire ?

Afin de déterminer le réle de Cdx2 dans le processus de I'établissement de I'axe CC
chez I’embryon par une approche de gain de fonction, nous avons choisi de faire exprimer de
maniere ectopique Cdx2 dans le territoire d'expression du facteur de transcription Sox2, qui
s’exprime au moment de la gastrulation au niveau de I’épiblaste puis du neurectoderme et de

I’endoderme antérieur.
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Pour ce faire, les souris Rosa26-hCdx2 ont été croisées avec des souris Sox2-Cre
(Jackson Lab ref.008454 - B6.Cg-Tg(Sox2-cre)lAmc/J) ou Sox2-CreER'™ (Jackson Lab
ref.017593 - B6;129S-Sox2tm1(cre/ERT2)Hoch/J).

Les résultats de cette étude (travaux en cours) ont montré que I’expression ectopique de Cdx2
au moment de la gastrulation dans la région céphalique perturbe considérablement le
développement de la téte en interférant avec le programme ontogénétique antérieur et

en induisant I’expression de plusieurs éléments du programme postérieur.

I1. Contribution au projet et resumé des principaux résultats obtenus

Au début de ma these, ce projet a été initié en croisant les souris Rosa26-hCdx2 avec
les souris Sox2-Cre qui expriment la recombinase Cre dans tout I’épiblaste des le stade E3.5
(Hayashi et al., 2002) permettant donc I’expression ectopique de Cdx2 au niveau antérieur des

embryons.

Les prélevements des embryons doubles transgéniques (DT) Rosa26-hCdx2//Sox2-
Cre, chez les femelles gestantes issues de croisements Rosa26-hCdx2 x Sox2-Cre ont été
réalisés aux stades embryonnaires E9.5 et E11.5. L analyse phénotypique a montré que les
embryons prélevés a E9.5 étaient vivants mais présentaient une morphologie sevéerement
altérée sans polarité CC identifiable. Les embryons DT prélevés a E11.5 présentaient
également une morphologie altérée et étaient tous abortifs.
Du fait de la létalité embryonnaire précoce, le projet n’a pas été poursuivi et a été repris au
cours de ma troisieme année de thése par une étudiante de Master 2, avec qui j’ai participe
aux analyses moléculaires.

Pour éviter la létalité des embryons, le projet a été poursuivi a I’aide d’un modeéle
murin d’induction conditionnelle de Cdx2 : les souris Rosa26-hCdx2//Sox2-CreER .
L’induction de I’expression de Cdx2 a été réalisée par une injection unique de pB-
naphthoflavone et Tamoxifene (BN+TAM) aux femelles gestantes porteuses d’embryons au
stage E6.5. L’analyse morphologique des embryons entre E9.5 et E15.5 a montre que
I’induction de Cdx2 dans I’épiblaste antérieur lors de la gastrulation altere gravement la
morphogénése de la téte.

Les analyses moléculaires de I’expression de génes par RT-qPCR ont mis en évidence

des perturbations d’expression de facteurs de transcription (Sox2, Sox9, Otx2, Lhx1) et de
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molécules de plusieurs voies de signalisation (Wnt3A, Sfrpl, Bmp4, Smad7, Inhha, Cyp26al)
impliqués dans la mise en place du tube neural, dans le devenir des cellules de la créte neurale
et dans la morphogenese de la téte (Chatzi et al., 2013 ; Gupta & Sen, 2016, Tam et al., 2016),
ainsi qu’une surexpression de facteurs de transcription (Cdx4, Hoxb7 Et Hoxa9) impliqués

dans le developpement de la partie postérieure.

I11. Discussion et perspectives

En conclusion, I’expression ectopique du géne homéotique postérieur Cdx2 dans

I’épiblaste antérieur lors de la gastrulation entraine des perturbations profondes du
programme de développement morphogénétique de la téte, notamment un défaut
d’induction de la plaque neurale du prosencéphale. Ces perturbations miment les anomalies de
I’holoprosencéphalie (HPE), une pathologie du développement cranio-facial observée chez
I’homme.
Cette pathologie est caractérisée par des défauts complexes de morphogénese du
prosencéphale et de la masse fronto-nasale. Il existe différents types d’HPE (ex : cyclopie,
proboscis), de gravité variable, souvent létaux in utéro tandis que les formes les plus légeres
sont viables a la naissance et concernent par exemple les fentes labio-palatines « bec de lievre
». Il s’agit d’anomalies rares a la naissance (1/15 000) mais dont la mise en évidence par les
échographies et I’analyse des produits d’avortement montre qu’elles correspondent a un
évenement fréquent, puisqu'elles touchent 1/250 conceptions.

Les causes identifiées de I’HPE chez I’homme sont multifactorielles : elles sont
génétiques dues a des mutations de génes (ex : Shh, Zic2, Fgf8, Six3), des réarrangements
chromosomiques ou d’aneuploidies (ex : trisomie 13) ou dues a des agents tératogenes (ex :
alcool, acide rétinoique). Bien que I'expression ectopique de Cdx2 n'ait pas été décrite dans
I'encéphale d'embryons humains atteints de HPE, les souris Rosa26-hCdx2//Sox2-CreER™
pourrait reproduire certains processus des pathologies du développement cranio-facial comme
I’HPE. Il est intéressant de remarquer qu’une trisomie partielle de la zone ql1-14 du
chromosome 13 incluant le géne Cdx2 (13912) récapitule certaines caractéristiques de I’'HPE
(Choi et al., 2002 ; Dubourg et al., 2016).
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V. Conclusion générale

L’ensemble de ce travail a mis en évidence I’importance du facteur de transcription
Cdx2 dans le controle de la régionalisation de I’organisme, montrant aussi la nécessité d’une
expression strictement régulée.
Ce phénomene d’expression ectopique pourrait étre a I’origine de malformations tératogénes
Iétales, passées inapercues, du fait qu’elles ne résultent pas d’atteintes génétiques (mutations,
réarrangements chromosomiques).
Ces travaux font I’objet d’une publication en préparation.
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Etude de la regulation d’un variant d’épissage

alternatif de Cdx2, miniCdx2
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. Contexte

De précédents travaux realises dans notre équipe ont mis en évidence plusieurs
mécanismes de régulation du géne Cdx2 incluant des mécanismes transcriptionnels
(Benahmed et al., 2008) et des modifications post-traductionnelles permettant la régulation de
I’activité et la demi-vie de la protéine Cdx2 (Gross et al., 2005).

Derniérement, un mécanisme original de regulation post-transcriptionnelle de Cdx2 a été
démontré au laboratoire. Celui-ci repose sur la production d’un variant de Cdx2, minicdx2,
par un processus d’épissage alternatif du pré-messager au niveau d’un site donneur
d’epissage qui chevauche le codon d’initiation de la traduction de Cdx2. Il en résulte la
synthese d’une protéine de plus petite taille que la protéine Cdx2 de 313 acides aminés dite
« full length », dont la traduction est initiée a partir d’un codon alternatif situé en amont de
celui initiant la traduction de la protéine Cdx2.

La protéine minicdx2 comporte le méme domaine de liaison & I’ADN (homéodomaine) et le
méme domaine C-terminal que Cdx2, mais le domaine de transactivation de 185 acides
aminés est remplacé par une petite séquence peptidique de 12 acides aminés. Cette
configuration de structure renvoie minicdx2 a un réle de dominant négatif sur les cibles
transcriptionnelles de Cdx2. En effet, minicdx2 est capable de se fixer sur les génes cibles de
Cdx2 mais sans pouvoir activer leur transcription, entrainant alors une compétition avec Cdx2
pour sa fixation sur ses genes cibles. Cependant, minicdx2 exerce les mémes fonctions non-
transcriptionnelles que Cdx2 (stabilisation de p27Kipl ; inhibition de la réparation de type
NHEJ de I’ADN par interaction avec le complexe Ku70/80) (Renouf et al., 2012).

Concernant le profil d’expression du variant minicdx2, cette protéine est préferentiellement
exprimée dans le noyau des cellules de la base des cryptes de I’épithélium intestinal, alors que
Cdx2 est également exprimé au niveau des villosités. De plus, I’ARNmM minicdx2 est 5 a 20

fois moins abondant que I’ARNm Cdx2 le long de I’intestin de souris.

I1. Contribution au projet et résumé des principaux resultats obtenus

Sur la base de précédents travaux, il a été fortement suggéré que I’épissage alternatif du
pré-messager est régulé. En effet, les protéines Cdx2 et minicdx2 possédent un profil
d’expression distinct le long de de I’axe antério-posterieur et crypto-villositaire de I’intestin.

De plus, les Iésions hétéroplasiques qui se développent dans I’intestin des souris Cdx2*" se
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caractérisent par une perte d’expression de Cdx2 alors que I’expression de minicdx2 y est
maintenue.

Afin d’étudier le mécanisme de régulation de I’épissage alternatif, un systeme rapporteur
plasmidique a été développé par I’équipe. Celui-ci comporte, en aval du promoteur CMV, les
3 exons du gene Cdx2 ainsi que I’intronl, au niveau duquel a lieu I’épissage alternatif, et une
séquence Flag en C-terminal permettant la quantification relative, par western-blot a I’aide
d’un anticorps anti-Flag, des deux protéines produites.

Ma contribution a ce projet a permis de montrer, a I’aide du systéme rapporteur
d’épissage, que les protéines Cdx2 et minicdx2 sont des régulateurs négatifs de la
synthese du variant minicdx2 et qu’elles sont capables d’interagir physiquement et de
maniéere indépendante de I’ARN avec les facteurs d’épissage ASF/SF2 et SRp30c. En
particulier, Cdx2 renforce I’interaction entre les facteurs SRp30c et ASF/SF2 afin d’inhiber

I’effet stimulateur du facteur SRp30c sur I’épissage alternatif.

I11. Conclusion

Nos résultats montrent que le contréle de Cdx2 fait également intervenir un
mécanisme de régulation post-transcriptionnelle par production d’un variant d’épissage
alternatif, minicdx2, a partir d’un codon alternatif d’initiation de la traduction. Ce travail vient
compléter les mécanismes transcriptionnel et post-traductionnel déja mis en évidence dans
notre laboratoire et corrobore une autre étude récente qui a identifié un autre variant
d’épissage de Cdx2, Cdx2A/S, qui est inactif sur les cibles transcriptionnelles de Cdx2 et qui
stimule in vitro et in vivo I’épissage de mini-génes (Witek et al., 2014).

Globalement, ce travail a permis de mettre en lumiére le mécanisme par lequel est
contr6lée la synthese d’un variant d’épissage alternatif de Cdx2, minicdx2, qui régule
I’activité de Cdx2 en exercant des fonctions & la fois antagonistes et similaires a celles de
Cdx2 et qui régule négativement sa propre production. Ce mecanisme sera donc pris en

compte pour les futures études fonctionnelles de ce gene.
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Ces travaux ont fait I’objet d’une publication acceptée en 2017 :
Balbinot C, Vanier M, Armant O, Nair A, Penichon J, Soret C, Martin E, Saandi T, Reimund
JM, Deschamps J, et al. Fine-tuning and autoregulation of the intestinal determinant and

tumor suppressor homeobox gene CDX2 by alternative splicing. Cell Death Differ. 2017
Dec;24(12):217
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Fine-tuning and autoregulation of the intestinal
determinant and tumor suppressor homeobox gene
CDX2 by alternative splicing
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On the basis of phylogenetic analyses, we uncovered a variant of the CDX2 homeobox gene, a major regulator of the development
and homeostasis of the gut epithelium, also involved in cancer. This variant, miniCDX2, is generated by alternative splicing coupled
to alternative translation initiation, and contains the DNA-binding homeodomain but is devoid of transactivation domain. It is
predominantly expressed in crypt cells, whereas the CDX2 protein is present in crypt cells but also in differentiated villous cells.
Functional studies revealed a dominant-negative effect exerted by miniCDX2 on the transcriptional activity of CDX2, and
conversely similar effects regarding several transcription-independent functions of CDX2. In addition, a regulatory role played by
the CDX2 and miniCDX2 homeoproteins on their pre-mRNA splicing is displayed, through interactions with splicing factors.
Overexpression of miniCDX2 in the duodenal Brunner glands leads to the expansion of the territory of these glands and ultimately
to brunneroma. As a whole, this study characterized a new and original variant of the CDX2 homeobox gene. The production of this
variant represents not only a novel level of regulation of this gene, but also a novel way to fine-tune its biological activity through
the versatile functions exerted by the truncated variant compared to the full-length homeoprotein. This study highlights the
relevance of generating protein diversity through alternative splicing in the gut and its diseases.

Cell Death and Differentiation (2017) 24, 2173-2186; doi:10.1038/cdd.2017.140; published online 1 September 2017

The intestinal epithelium is a complex cellular system in
constant renewal whose dynamic homeostasis involves
multiple and complementary factors and pathways."* Among
them, the homeotic transcription factor CDX2 has a central
role during embryogenesis to determine the intestinal identity
of the presumptive midgut/hindgut endoderm,** and through-
out adulthood for intestinal epithelium homeostasis to orga-
nize the stem cell niche, to provide tissue identity to the stem
cells, and to regulate cell proliferation and differentiation.>®
CDX2 gene expression and function need to be tightly
regulated, because both loss and overexpression are
lethal.®® CDX2 is also relevant in gut pathologies, since its
strong decay in human colon cancer correlates with poor
evolution,'®"" while functional studies have attributed a tumor
suppressor role in the gut.'®™"°

Alternative splicing of pre-messenger RNA is an important

documented in the gut. Here, we discovered a splicing variant
of CDX2 and we unveiled its original function.

Results

The CDX2 homeobox gene encodes an alternative mRNA
variant, miniCDX2. To search for novel transcript isoforms in
the mouse intestine, 490 million paired-end reads were
generated from three independent RNA samples of the
cecum. They corresponded to 16 822 consistently expressed
genes (>10 normalized reads in all replicates), and
represented 43% of all annotated genes in the mouse
genome including, for instance, 98% of the intestinal stem
cells markers.?° The comparison to the reference transcripts
annotation identified 4799 novel possible exon—-exon junc-

facet of RNA metabolism to generate protein diversity'®'”
involved in every biological process from embryonic develop-
ment to tissue homeostasis, and also in diseases.'®'®
However, it remains largely underrated because most of the
splicing variants are only identified by their sequence without
knowledge on their function. Alternative splicing is poorly

tions in 1802 genes (Supplementary Table 1). This highlights
the potential of alternative splicing to generate protein
diversity in the gut.

Among those genes is CDX2, a homeobox gene containing
three exons (Figure 1A). Exploring its functional structure
by RT-PCR and northern blot in human colon cancer cell
lines and mouse intestine identified the variant referred to as
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Figure 1 Alternative splicing at the CDX2 locus. (A) CDX2 gene map. E1-3: exon-1 to -3; |1 and 2: intron-1 and -2; dotted lines represent the spliced regions to produce,
respectively, the CDX2 and miniCDX2 mRNAs. The translation start codons ATG and ATG,, and the stop codons Stop; and Stop,, are indicated. (B) Expression of the miniCDX2
transcript. (2) RT-PCR on intestinal cell lines with the primers CDX21F/CCR hybridizing, respectively, upstream of ATG; in the exon-1 and downstream of Stops, in the exon-3. The
two bands correspond to the CDX2and miniCDX2 transcripts. (b) Northern blot of polyA RNA (10 xg per lane) from Caco2TC7 cells cultured for 3 days and 14 days revealing the
CDX2 and miniCDX2 mRNAs. (c) RT-qgPCR quantification of CDX2 (light gray) and miniCDX2 mRNA (dark gray) in 3 days Caco2TC7 cells (semi-logarithmic scale). (d) RT-gPCR
of CDX2 (light gray) and miniCDX2 mRNA (dark gray) along the murine gut (semi-logarithmic scale); CDX2 was arbitrary set at 1 in the cecum. (e) CDX2/ miniCDX2 mRNA ratio

along the mouse intestine

miniCDX2 (Figure 1B). The level of this variant was far below
that of the CDX2 mRNA (15-times less abundant) in
proliferating Caco2TC?7 cells (3 days in culture) and further
decreased in differentiated cells (14 days in culture). The
miniCDX2 mRNA was up to 20-times less abundant than the
CDX2 mRNA along the murine intestine.

MiniCX2 corresponds to an evolutionary-conserved
alternative splicing variant. The production of the
miniCDX2 variant involves a canonical GU splicing donor
site within the exon-1, instead of the standard donor site at
the end of the exon used to produce the CDX2 mRNA
(Supplementary Figure S1). Remarkably, the alternative
donor site overlaps the translation initiation codon of the
CDX2 protein in the CDX2 mRNA (referred thereafter to as
AUG) that is therefore destroyed in the miniCDX2 mRNA.
Yet, the CDX2 gene sequence contains one additional AUG
located 29 pb upstream of AUG,. This AUG, referred to as
AUG;, is out-of-frame with AUG, but in-frame with the open
reading frame of exon-2 and -3 in the miniCDX2 transcript.
AUG; is preceded by GGCAGC and AUG, by GCCACC,
both being consistent with a consensus Kozak box
(GNCANCAUG).2" The CDX2 mRNA, but not the miniCDX2
variant, additionally contains a translation stop codon (Stop1)
located four nucleotides downstream of AUG,, thus in-frame
with AUG;.

Cell Death and Differentiation

Strikingly, the motif composed of (i) the GU splicing donor
site overlapping the AUG; start codon of the CDX2 protein, (i)
the putative upstream start site AUG; and (iii) the stop codon
Stop1 in-frame with AUG,, is evolutionary-conserved in
vertebrates from coelacanth to human, including marsupials,
birds, reptiles, amphibians, the bichir (the most basal extant
ray-finned fish) and the bowfin (the immediate outgroup to
teleost fish) (Figure 2A; Supplementary Figure S2). However,
it is found neither in CDX1-type genes (except for Cdx1b in
teleost fishes like Danio rerio, see ‘Discussion’), nor in CDX4-
type genes.

The miniCDX2 variant encodes a truncated form of the
CDX2 homeoprotein. To study the translational activity of
the upstream AUG, and to compare it with AUG, used for
CDX2 translation, reporter plasmids were constructed in
which the 5’-untranslated sequence of the CDX2 gene
ending at ATG, (pATG1-ATG2) or ATG; (pATG1) was linked
to the Luciferase coding sequence (Figure 2Ba). The
translation activity of AUG, used for CDX2 synthesis was
verified by the production of Luciferase in HCT116 cells
transfected with pATG1-ATG2 that recapitulates the config-
uration of the CDX2 mRNA in which AUG; is in-frame and
AUG; out-of-frame with the reporter sequence. Interestingly,
pATG1 ending at ATG; and recapitulating the miniCDX2
configuration produced an even higher luciferase activity than
pATG1-ATG2. This activity was abolished by mutating ATG4
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A ATG4 ATG2  Stopi
human GCAGCATGGTGAGGTCTGCTCCCGGACCCTCGCCACCA ACGTGAGCTACCTC
mouse ACAGCATGGTGAGGTCTGCTCTGGGTCCCTCGCCACCA ACGTGAGCTACCTT
dog GCAGCATGGTGAGGTTCGCTGGGGGGCCCTCGCCACCA! ACGTGAGCTACCTC
bat GCAGCATGGTGAGGTTGGCTGTCGGGCCCTCGCCACCA ACGTGAGCTACCTC
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Figure 2 Functionality of the conserved alternative splicing/translation motif of the CDX2 locus. (A) The conserved motif found in CDX2-type genes (see also the
Supplementary Figure 2). (B) (a) Luciferase activity in human colon cancer HCT116 cells transfected with the indicated reporter plasmids; X designates the mutation of ATG; into
TAG in pATG1m and in pATG1m-ATG2; pGlI3-control was set to 100 and pGlI3-basic gave background activity. (b) Luciferase activity in HCT116 cells transfected with in vitro-
transcribed polyadenylated RNA without (light gray) or with m7G cap (dark gray). Data are given as mean + S.D. for triplicates

into TAG in pATG1m, while changing ATG; into TAG in
pATG1m-ATG2 increased luciferase compared to pATG1-
ATG2. Thus, AUG; is translationally active and, in the context
of the CDX2 mRNA, it partially hinders the translational
activity of AUG,.

In the CDX2 mRNA, the AUG, start codon used for the
CDX2 protein is preceded by the translationally competent
AUG;. Ribosomes generally start translation at the first AUG
after cap-dependent scanning of the 5'-untranslated region,
but can skip it for a second site by leaky scanning® or reach an
internal codon using a cap-independent internal ribosome
entry site.?® To compare the cap-dependency of AUG; and
AUG,, uncapped and m7G-capped reporter RNAs named
RNAaug1 and RNAaygi-auge were in vitro transcribed from
PCR templates derived from pATG1 and pATG1-ATG2,
respectively, and transfected in HCT116 cells. Luciferase
activity was higher for capped versus uncapped RNAayg1,
and for capped versus uncapped RNAayg1-auge- Moreover,
destroying AUG; in RNAaugim-augz increased luciferase
compared to RNAaugi-auaz (Figure 2Bb). Thus, the activity
of AUG,, like AUG,, is cap-dependent, suggesting that
ribosomes reach AUG, for CDX2 translation by leaky
scanning through AUG;.

The sequence of the splicing mRNA variant predicts the
production of a CDX2-related homeoprotein, miniCDX2, in
which a 12-aa N-terminus segment replaces the 181-aa
transactivation domain (Figure 3A, Supplementary Figure S1).
An antibody, C2T, was raised against this 12-aa segment
and validated using expression plasmids (Figure 3Ba), pep-
tide competition and conditional CDX2 knockout mice
(Figure 3Bc). Consistent with the presence of the DNA-
binding homeodomain, the miniCDX2 protein produced by
pFlag-miniCDX2-transfected HCT116 cells was nuclear
(Figure 3Bb). Compared to CDX2 present in almost every
intestinal crypt and villous epithelial cell from embryos to
adults, miniCDX2 was not detected in the embryonic gut, it
appeared perinatally at the level of the intervillous epithelium
at the origin of the crypts (Figure 3Ca), and remained
expressed throughout adult life in the small intestinal
crypts and in the bottom of the colonic glands (Figures 3Ca
and c). Crypt cells co-expressed miniCDX2 and CDX2
(Figure 3Cb).

In small intestinal tumors of Apc®’#* mice, CDX2 expres-
sion is known to become reduced and heterogeneous.
Interestingly, miniCDX2 was also expressed heterogeneously
and in the same tumor regions as CDX2 (Figure 3Da).
Moreover, RT-gPCR showed that the ratio between the CDX2
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and miniCDX2 transcripts decreased in these tumors com-
pared to the normal mucosa (P<0.05) (Figures 3Db and c).

Opposite and similar molecular functions of miniCDX2
compared to CDX2. We next addressed the molecular
functions of miniCDX2 compared to CDX2. As a transcription
factor, the CDX2 protein activates a large number of
downstream genes including the sucrase—isomaltase (S/)
gene. In HCT116 cells transfected with pFlag-CDX2 or pFlag-
miniCDX2, the CDX2 protein, but not miniCDX2, stimulated
the level of SImMRNA and the activity of the S/ gene promoter
assayed using the S/ luciferase reporter; moreover,
miniCDX2 dose-dependently abolished the stimulatory effect
of CDX2 (Figures 4Aa and b). Chromatin immunoprecipita-
tion (ChIP) revealed the ability of miniCDX2 to bind the same
chromatin targets as CDX2, for example, the SI, Li-cadherin
and Muc2 promoters (Figure 4Ac), and to reduce the binding
of CDX2 to the S/ promoter (Figure 4Ad). Thus, miniCDX2 is
transcriptionally inefficient, but acts as a dominant-negative
regulator of the transcriptional activity of CDX2 by DNA-
binding competition.

CDX2 exerts broader functions than regulating transcription
through DNA binding.?* For instance, it can bind g-catenin to
prevent its interaction with Tcf4, thus impeding Wnt/3-catenin
signaling.?®> Indeed, CDX2 opposed the stimulation of the
Mmp7 mRNA, a Wnt target, and the activity of the TOP-Flash
Wnt reporter by B-catenin/Tcf4 (Figures 4Ba and b). Unlike
CDX2, miniCDX2 failed to interfere with the B-catenin/Tcf4
stimulation of Mmp7 mRNA and TOP-Flash activity. In
addition, it failed to relieve the inhibitory effect of CDX2 on
B-catenin/Tcf4 (Figures 4Ba and b), and did neither interact
with B-catenin nor prevent p-catenin/Tcf4 interaction
(Figures 4Bc and d). Thus, contrary to its dominant-negative
effect on the CDX2 transcriptional activity, miniCDX2 is neutral
with respect to the inhibitory function exerted by CDX2 on
B-catenin/Tcf4 signaling.

CDX2 also exerts transcription-independent functions
including the increase of P27KP' to compromise cell
proliferation.?® Like CDX2, miniCDX2 increased the level of
P27KP" protein without changing its mRNA (Figures 4Ca
and b) and it reduced cell growth in a colony formation assay
(Figure 4Cc). The CDX2 protein has also been reported to
inhibit double-stranded DNA breaks repair in HCT116 cells by
interacting with the KU70/80 complex.?” Here, we extended
these observations by showing in SW480 colon cancer cells
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that miniCDX2, like CDX2, also co-immunoprecipitated with
KU70/80 proteins, and hampered DNA repair activity
(Figures 4Da and b).

Thus, miniCDX2 fine-tunes the activity of CDX2 in that it
exerts similar and/or different effects with respect to the
multifaceted functions of the full-length homeoprotein: it is
dominant-negative on the transcriptional activity of CDX2,
it is neutral as regards the inhibitory role of CDX2 on
B-catenin/Tcf4 interaction, and it exerts similar transcription-
independent effects as CDX2 on cell growth inhibition by
P27XP" and on double-stranded DNA break repair through
KU70/80.

MiniCDX2 participates in the control of intestinal homeo-
stasis. We next explored the role of miniCDX2 in vivoin mice
using a gain-of-function approach. For this purpose, trans-
genic jojo-Flag-miniCDX2 mice were generated, allowing
inducible expression of the Flag-miniCDX2 protein
(Figure 5A). Crossing jojo-Flag-miniCDX2 and Sox2Cre mice
to broadly express Flag-miniCDX2 in the zygote caused
embryonic death, which is reminiscent of the lethality
resulting from CDX2 knockout (0 living double-transgenics
over 80 descendants). In the adult gut of jojo-Flag-miniCDX2
mice (three independent founders), GFP immunostaining
used to trace the activity of the CAG promoter revealed only
very few villi with transgene expression (< 1%, Supplemen-
tary Figure S3Ba). Consequently, jojo-Flag-miniCDX2::VilCre
mice generated to target the intestinal epithelium showed
only rare villi with Flag-miniCDX2 expression. In those villi
with a sustained expression of Flag-miniCDX2, intestinal
alkaline phosphatase was lost, whereas gastric Claudin-18
was turned on (Figure 5B), without apparent change in
CDX2. This reproduced the differentiation switch induced by
targeted CDX2 knockout in the gut?® indicating that
miniCDX2 is able to antagonize the transcriptional potential
of CDX2 in vivo.

Brunner’s glands (BGs) are glandular structures connected
to the crypts of the floor of the proximal duodenum. They
express both CDX2 and miniCDX2 at low levels (not shown).
Interestingly, the CAG promoter is active in the BGs of jojo-
Flag-miniCDX2 mice, as revealed by GFP immunostaining,
thus allowing a widespread expression of Flag-miniCDX2 in
the BGs of jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice (Supplementary
Figures S3Bb and C). Noteworthy, these mice exhibited a
2.5-fold enlargement of the territory of the BGs (Figure 5C).

<4

Figure 3 Protein expression of the miniCDX2 variant. (A) Structure of the CDX2 and miniCDX2 proteins: TA, transactivation domain; HD, DNA-binding homeodomain; R,
regulatory domain. The arrow points to the 12-aa Nter peptide of miniCDX2. (B) The C2T antibody raised against the 12-aa Nter peptide of miniCDX2. (a) HCT116 cells
transfected with the plasmid pFlag-CDX2 (lane 1), pFlag-miniCDX2 (lane 2) or the empty vector pFlag-CMV2 (lane 3) were analyzed by western blot with Flag, CDX2 or C2T
antibodies. The Flag antibody reveals both Flag-CDX2 and Flag-miniCDX2 proteins, whereas the CDX2 and C2T antibodies, respectively, detect Flag-CDX2 and Flag-miniCDX2.
(b) HCT116 cells co-transfected with pFlag-miniCDX2 and pEGFP showed nuclear localization of Flag-miniCDX2 (Flag antibody, red). Bars: 10 zm. (c) Validation of the C2T
antibody in mouse intestinal sections: nuclear immunostaining in the crypt epithelium of wild-type mice; loss of staining when C2T is preincubated with an excess of immunogenic
peptide; absence of immunostaining in the intestinal epithelium of conditional knockout (KO) Cax2”"::AhCre® " mice.” Bars: 50 um. (C) Immunostaining pattern of the miniCDX2
(C2T antibody) and CDX2 proteins in the small intestine of E15 mouse embryos, and of post-natal day 2 (P2) and day 11 (P11) suckling and adult (Ad) mice. (b) Co-
immunofluorescence detection of the miniCDX2 (C2T) and CDX2 proteins in the small intestine of adult mice. Bars: 100 xm. (c) Immunostaining of the miniCDX2 (C2T) and
CDX2 proteins in the proximal colon of adult mice. Bars: 50 um. Higher magnification pictures are given in the Supplementary Figure S3A. (D) MiniCDX2 expression in tumors of
the proximal ileum of Apc* ™+ mice. (a) HE staining and C2Tand CDX2 immunostaining. The region boxed in HE is shown in the immunohistochemistry pictures. Bars: 100 zm.
(b) RT-qPCR quantification of CDX2 (light gray) and miniCDX2mRNA (dark gray) (semi-logarithmic scale) in wild-type ileum (wt), in three ileal tumors of Apc* 14+ mice (Apc T1-3)
and in the adjacent normal mucosa (Apc N1-3); data are related to the amount of CDX2 mRNA arbitrary set at 1 in the wild-type ileum. (c) Ratio between the CDX2and miniCDX2
transcripts
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This was accompanied by a higher expression of PDX1, an
important regulator of BG morphogenesis®® (Figure 5D) with-
out change in cell proliferation and differentiation, as assessed
by the absence of significant phospho-histone-3 labeling, and
by the staining of neutral mucins (Figure 5E).

To address the consequence of the overgrowth of the BGs,
mice were left to age until 18-24 months (n=19). Fifty-two
percent (10/19) of jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice developed
one to two polyps in the pyloric region (Figure 6A), in contrast
to control jojo-Flag-miniCDX2 animals (1/12). These polyps
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exhibited low- to high-grade dysplasia, without sign of
neoplasia. As illustrated in Figures 6A and B, they were
formed by expanded BGs extending even under the gastric
mucosa, covered by disorganized crypts from the overlying
duodenal epithelium, and by a surface epithelium with foregut-
type properties, exhibiting gastric Claudin-18 expression and
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disorganized crypt area. Consistent with the absence of
neoplastic area, there was no evidence of $-catenin cytoplas-
mic/nuclear translocation. BGs produce EGF while adenomas
develop after deletion of the EGF-receptor inhibitor Lrig1.%°
RT-gPCR revealed a 4-18 times higher level of EGF mRNA in
the polyps of jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice compared to

occasionally P63-positive squamous stratified epithelium.
Phospho-histone-3 proliferating cells concentrated in the

the duodenal mucosa of control animals (n= 3). Linked to that,
the disorganized crypt area showed elevated levels of
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Figure 5 Overexpression of miniCDX2 in transgenic mice. (A) Map of the jojo-Flag-miniCDX2 transgene with the CAG promoter, the loxP/Cre-excisable cassette containing
the GFP coding sequence followed by a transcriptional stop (pA), and the Flag-miniCDX2 coding sequence. (B) Serial sections of rare small intestinal villi of jojo-Flag-miniCDX2::
VilCre mice showing Flag-miniCDX2 expression accompanied by the loss of alkaline phosphatase and the ectopic expression of Claudin-18. Bars: 50 um. (C) (a) Histology of the
Brunner’s glands of jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice (miniCdx2) compared to control jojo-Flag-miniCDX2 animals (ctrl); bars: 500 xm. (b) Quantification of the surface of the
Brunner’s glands in 3-4-month-old control jojo-Flag-miniCDX2 (ctrl, n= 12) and jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice (miniCdx2, n=9); **P<0.01. (D) Pdx1 immunofluorescence
staining in control jojo-Flag-miniCDX2 (ctrl) and jojo-Flag-miniCDX2::VilCre (miniCdx2) mice; bars: 100 «m. (E) The Brunner’s glands of the jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice
show no major change in cell differentiation (PAS staining) and no obvious activation of the cell proliferation (P-Hist3). Bars: 100 zm. The asterisks label the duodenal crypts
overlaying the Brunner’s glands

<
Figure 4 Molecular functions of miniCDX2 compared to CDX2. (A) Effect of miniCDX2 on the transcriptional activity of the CDX2 protein. (a) RT-gPCR quantification of the S/
RNA and (b) pSl-luc luciferase activity in HCT116 cells transfected either with pFlag-miniCDX2 or pFlag-CDX2 or pFlag-CDX2 together with increasing amounts of pFlag-
miniCDX2; data are given as mean + S.D. for triplicates (***P< 0.001). (c) ChIP with anti-Flag or IgG in HCT116 cells transfected with pFlag-CMV2 (lane 1), pFlag-CDX2 (lane 2)
or pFlag-miniCDX2 (lane 3); co-precipitated DNA was PCR-amplified with primers of the SI, LI-cadherin and Muc2 promoters. (d) ChIP with anti-CDX2 or IgG in HCT116 cells
transfected either with pFlag-CMV2 (lane 1) or pFlag-CDX2 (lane 2) or pFlag-CDX2 together with a threefold molar excess of pFlag-miniCDX2 (lane 3) or pFlag-miniCDX2 (lane
4); co-precipitated DNA was PCR-amplified with primers of the S/ promoter. (B) Effect on miniCDX2 on f3-catenin/Tcf4 signaling. (a) RT-gPCR quantification of the Mmp7 RNA and
(b) TOP-Flash luciferase activity in HEK293 cells transfected with pS33A-p-catenin, pMyc-Tcf4, pFlag-CDX2 and/or pFlag-miniCDX2; data are given as mean + S.D. for
triplicates (***P<0.001). (c) Proteins from cells transfected either with pS33A--catenin alone (lane 1), or pS33A-p-catenin together with pFlag-CDX2 (lane 2), or pS33A-4-
catenin together with pFlag-miniCDX2 (lane 3) were immunoprecipitated with anti-$-catenin or IgG, and analyzed by western blot with anti-/3-catenin and with anti-Flag to reveal
Flag-CDX2 () and Flag-miniCDX2 (»-). (d) Proteins from cells transfected with pS33A-f-catenin and pMyc-Tcf4 together with increasing amounts of pFlag-CDX2 or pFlag-
miniCDX2 were immunoprecipitated with anti--catenin, and analyzed by western blot with anti-g-catenin and anti-Myc to check the g-catenin/Tcf4 interaction. (C) Effect of
miniCDX2 on P27, (a) Representative western blot and quantification and (b) RT-gPCR quantification of P27X""" protein and RNA in HCT116 cells transfected either with
pFlag-CMV2 (ctrl) or pFlag-CDX2 or pFlag-miniCDX2. (c) Representative pictures and quantification of clonogenic assays on HCT116 cells transfected either with pFlag-CMV2
(ctrl) or pFlag-CDX2 or pFlag-miniCDX2. Data are means + S.D. for triplicates (**P< 0.01). (D) Effect of miniCDX2 on double-strand break DNA repair. (a) Proteins from cells
transfected either with pFlag-CMV2 (lane 1), or pFlag-CDX2 (lane 2) or pFlag-miniCDX2 (lane 3) were immunoprecipitated with anti-Flag or IgG, and analyzed by western blot
with anti-Flag and anti-KU70/80 to check the interaction of Flag-CDX2 (i) or Flag-miniCDX2 () with the KU70/80 complex. (b) For DNA repair assays, linearized plasmid
pcDNA3 (lane 1) was incubated with nuclear extracts of SW480 cells transfected with pFlag-CMV2 (lane 2), pFlag-CDX2 (lane 3) or pFlag-miniCDX2 (lane 4), and then separated
by electrophoresis on an agarose gel. The linear and repaired (circular and/or concatemers) plasmid forms are indicated
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Figure 6 Duodenal lesions in aged jojo-Flag-miniCDX2::VilCre mice. (A) (a) Macroscopic view of two adjacent polyps grown in the duodenal region of a 18-month-old jojo-
Flag-miniCDX2::VilCre mouse. (b) Histology of a polyp near the gastric-intestinal boundary (arrow); (i), (ii) and (iii), respectively, designate the expanded territory of Brunner’s
glands (encircled), the hyper-proliferating crypts and the surface area. The arrowhead locates squamous stratified epithelium. Bar: 500 um. (B) Immunostaining of Flag-
miniCDX2, phospho-histone-3, Claudin-18 and -catenin in the regions (i), (ii) and (iii) of the duodenal polyp. Bars: 50 um. (C) Phospho-EGFR immunodetection in the regions (i)

and (ii) of the polyps, and in normal adjacent duodenal crypts. Bars: 50 um

membranous phospho-EGF-receptor, as compared to normal
adjacent duodenal crypts (Figure 6C). Thus, the miniCDX2-
driven expansion of BGs leads to the overproduction of EGF
that activates the EGFR and makes hyperproliferate the
overlaying duodenal crypts, ultimately forming polyps.

Autoregulation of the CDX2 pre-mRNA splicing. Cdx2*/~
mice develop cecal heteroplasias exhibiting a shift toward a
foregut-type differentiation.®> These lesions are devoid of
CDX2 protein even though one gene copy is preserved.
Since miniCDX2 overexpression also induces foregut-type
transdifferentiation, this prompted us to look for miniCDX2 in
the heteroplasias of Cdx2*~ mice. Unlike CDX2 present in
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the normal cecal epithelium but absent in the heteroplastic
glands, miniCDX2 was detected not only in the normal
epithelium but also in the heteroplastic structures, indicating a
splicing shift in favor of miniCDX2 in the heteroplasias
(Figure 7a). This opens the possibility that the balance
between both splicing forms might be regulated and depend
on the CDX2 protein itself.

To investigate the mechanism of pre-mRNA splicing, we
constructed the plasmid eC2I1 overlapping the exon-1, intron-
1 and the fused exon-2/-3 of the CDX2 gene, and having a
Flag sequence preceding the Stop codon in exon-3
(Figure 7b). In HCT116 cells, eC2I1 encoded both CDX2-
Flag and miniCDX2-Flag variants identified using Flag, CDX2
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Figure 7 Autoregulation of the CDX2 pre-mRNA splicing. (a) Immunodetection of the CDX2 and miniCDX2 (C2T antibody) proteins at the border between normal cecal
epithelium and heteroplasia (asterisk) in Cdx2*” mice. Bars: 50 um. (b) Map of the eC2l1 reporter plasmid. (c) Production of the two protein variants CDX2-Flag (>) and
miniCDX2-Flag (»-) from the reporter plasmid eC2I1. HCT116 cells were transfected either with the plasmids eC2I1, pFlag-CDX2 or pFlag-miniCDX2, and the proteins were
revealed using anti-Flag, anti-CDX2 and anti-miniCDX2 (C2T) antibodies, respectively. (d) HCT116 cells transfected with the plasmid eC21 or with the mutant form eC2I1m. (e)
Inverse correlation between the production of miniCDX2-Flag and the endogenous level of CDX2 in HCT116 and SW480 colon cancer cell lines. Upper panel: HCT116 and
SW480 transfected with eC2I1. Lower panel: endogenous level of expression of CDX2 protein in HCT116 and SW480 cells related to actin. (f) HCT116 cells transfected with
eC2I1 and either the control empty plasmid, or the plasmids encoding pHA-CDX2 or pHA-miniCDX2. The lower panel confirms the expression of HA-CDX2 and HA-miniCDX2 in

these cells, using anti-HA antibody

and C2T antibodies (Figure 7c). Mutating the GT alternative
splicing donor site into GA to give eC2l11m compromised the
production of miniCDX2-Flag (Figure 7d). Thus, eC2I1
represents an appropriate reporter system of the alternative
splicing of the CDX2 pre-mRNA.

Interestingly, transfecting eC2I1 in HCT116 and SW480
cells produced different rates of miniCDX2-Flag protein,
inversely related to the respective endogenous level of
CDX2 in these cells (Figure 7e). To address a possible role
of the CDX2 protein in regulating its pre-mRNA splicing,
HCT116 cells were co-transfected with eC211 and the plasmid
encoding HA-CDX2. HA-CDX2 reduced the amount of
miniCDX2-Flag produced by eC2I1, and this effect was also
recapitulated by the transcription-deficient protein HA-
miniCDX2 (Figure 7f). Thus, the CDX2 and miniCDX2 proteins
exert a similar inhibitory effect on the alternative splicing
leading to the miniCDX2 variant, through a transcription-
independent mechanism.

The sequence around the alternative splicing donor site of
the CDX2pre-mRNA revealed several putative splicing factors

binding elements conserved in human and mouse
(Supplementary Figure 4), in particular for the SRp30c and
ASF/SF2 factors expressed in intestinal cell lines (Figure 8A).
In transfected HCT116 cells, His-ASF/SF2 inhibited the
splicing leading to miniCDX2-Flag, whereas His-SRp30c
stimulated it; in addition, the stimulatory effect exerted by
His-SRp30c was abolished by His-ASF/SF2 (Figure 8Ba). Of
note, CDX2 also counteracted the effect of SRp30c
(Figure 8Bb). Co-immunoprecipitation (colP) was performed
to investigate possible interactions between these factors. In
transfected HCT116 cells, His-SRp30c co-immunoprecipi-
tated with His-ASF/SF2 (Figure 8Ca). A similar result was
obtained with the endogenous SRp30c and ASF/SF2 pro-
teins, and the amount of co-precipitated material increased by
RNase treatment, indicating an RNA-independent interaction
(Figure 8Cb). Interestingly, HA-CDX2 also interacted with the
endogenous ASF/SF2 (Figure 8Da) and SRp30c proteins
(Figure 8Ea), and the amount of complex increased by RNase
treatment. HA-miniCDX2 gave the same results, showing that
the transactivation domain and activity of CDX2 is dispensable
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Figure 8 Mechanism of regulation of the CDX2 pre-mRNA splicing. (A) Expression of the splicing factors ASF/SF2 and SRp30c in HCT116 and SW480 colon cancer cells.
(B) Impact of ASF/SF2, SRp30c and CDX2 on the reporter plasmid eC211. HCT116 cells were transfected with eC211 and the expression plasmids for the indicated proteins, and
the two splicing variants CDX2-Flag (=) and miniCDX2-Flag (») were detected with anti-Flag antibody. (C) Interaction between ASF/SF2 and SRp30c. (a) HCT116 cells were
transfected with the plasmids encoding His-ASF/SF2 and His-SRp30c. After immunoprecipitation with anti-ASF/SF2 antibody or with IgG, the proteins were revealed with anti-
ASF/SF2 and anti-SRp30c antibodies. (b) Endogenous proteins of HCT116 cells were immunoprecipitated with IgG or with anti-ASF/SF2 antibody without or with pre-treatment
with RNase, and revealed with anti-SRp30c antibody. (D) Interaction between ASF/SF2 and CDX2 or miniCX2. (a) HCT116 cells were transfected with the control plasmids
pCMV2-Flag (lane 1) or pHA-CDX2 (lane 2). Protein extracts immunoprecipitated with anti-HA beads, and revealed with anti-HA and anti-ASF/SF2 antibodies. (b) Same as (a)
with pHA-miniCDX2 instead of pHA-CDX2. (E) Interaction between SRp30c and CDX2 or miniCDX2. Same as (D) except that protein detection used anti-SRp30c instead of anti-
ASF2/SF2 antibody. (F) Effect of CDX2 and miniCDX2 on the interaction between ASF/SF2 and SRp30c. (a) HCT116 cells were transfected with the control plasmid pCMV2-Flag
(lane 1), with pHA-CDX2 (lane 2) or pHA-miniCDX2 (lane 3). Cell extracts were immunoprecipitated with anti-ASF/SF2 antibody, and revealed with anti-ASF/SF2 and anti-SRp30c
antibodies. (b) Quantification of immunoprecipitated SRp30c relative to ASF/SF2



for its interaction with splicing factors (Figures 8Db). Hence,
we investigated the impact of CDX2 and miniCDX2 on the
ASF/SF2 / SRp30c complex. For this purpose, cells were
transfected either with the control plasmid or pHA-CDX2 or
pHA-miniCDX2, and nuclear extracts were processed for
immunoprecipitation with anti-ASF/SF2 antibody. As shown
in Figure 8F, the amount of SRp39c¢ co-immunoprecipitated
with ASF/SF2 increased in the presence of HA-CDX2 or
HA-miniCDX2, respectively, by 1.7- and 1.6-fold compared to
the control. Thus, CDX2 and miniCDX2 stimulate the SRp30c/
ASF/SF2 interaction, which subsequently hampers the selec-
tion of the alternative splicing donor site used to produce the
miniCDX2 splicing variant.

Discussion

This work reports a number of novel exon—exon junctions for
genes expressed in the gut, which deserves future studies of
the relevance of RNA splicing in intestinal development,
homeostasis and disease. Focusing on the homeobox gene
CDX2, a major regulator of gut ontogenesis and function,*828
we identified the miniCDX2 variant, resulting from the
combination of alternative pre-mRNA splicing and alternative
translation initiation. This variant fine-tunes CDX2 activity
through versatile functions regarding the full-length homeo-
protein: miniCDX2 antagonizes the transcriptional activity of
CDX2 by DNA-binding competition, it is neutral with respect to
the inhibitory function exerted by CDX2 on B-catenin/Tcf4
signaling, and it has the same activities as CDX2 on cell
proliferation, DNA repair and RNA splicing through P27,
KU70/80 and splicing factors, respectively. The production of
miniCDX2 is based on a conserved sequence motif among
CDX2 paralog in vertebrates, that is absent in other members
of the caudal family, with the exception of Cdx7b in teleost
fishes. Interestingly, in teleosts, the CDX2-type gene has been
lost and replaced by a duplicated version of CDX1(Cdx1bin D.
rerio), which is functionally equivalent to the mammalian
CDX2 gene for intestinal development.®' Thus, Cdx1b, unlike
Cdx1a, may have acquired a similar motif as CDX2, although
being a gene of the CDX1 type. The conserved motif of the
CDX2-type genes has implications for translation initiation.
Indeed, in the context of the CDX2 mRNA, the AUG, codon
used for CDX2 translation is preceded by the upstream and
out-of-frame AUG; that could potentially initiate the synthesis
of a 13-aa peptide. Although the existence of this peptide
remains elusive, short upstream open reading frames are
relatively frequent and can control the translation of the
downstream open reading frame or even be involved in
diseases.*?

In the gut, both the loss or the excessive expression of
CDX2 are lethal,®® highlighting the need for a precise
regulation of the activity of the gene. Previous studies have
already reported transcriptional®®®* and post-translational
levels of regulation.®®3¢ This study adds a novel post-
transcriptional level of regulation through the production of
the variant miniCDX2 that fine-tunes the activity of CDX2.
Another variant of CDX2 has been reported, CDX2-A/S,
described as a regulator of splicing.*” The present study
further uncovers that the transcription factor CDX2 and its
variant miniCDX2 also act as splicing regulators through a
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non-transcriptional mechanism involving their interaction with
splicing factors. This involvement in pre-mRNA splicing might
considerably broaden the sphere of activity of the CDX2
homeobox gene. Interestingly, miniCDX2 is expressed in the
crypts, like the S60-phosphorylated form of CDX2 charac-
terized by a reduced transcriptional activity.>® This suggests
that combined mechanisms act to prevent excessive activity of
the CDX2 homeoprotein in stem/progenitor cells and hence
the premature cell differentiation known to result from
excessive CDX2 in the crypts.®

CDX2 has a role in the patterning of the intestine.®® Here,
overexpressing miniCDX2 leads to extend the BG territory,
which is accompanied by an increase of PDX1, a homeobox
gene of the paraHox cluster, like CDX2, involved in BG
morphogenesis.2® This suggests that PDX1, together with the
CDX2/miniCDX2 balance, participate in shaping the gastric-
intestinal boundary, in that the BG territory would depend on a
low activity of CDX2 in the proximal small intestine, whereas
miniCDX2 overexpression, through DNA-binding competition
with CDX2, would allow extending the territory of these glands.
In the long term, miniCDX2 overexpression in the BGs leads to
brunneroma in which the production of EGF is increased and
activates the EGFR in the overlaying crypts. Interestingly,
these polyps exhibit gastric-type differentiation and even
squamous stratified differentiation, but do not spontaneously
progress in cancer, like most brunneroma in man. In line with
this, the foregut-type heteroplasia developing in the cecum of
Cdx2*~ mice® and the cecal gastric-type lesions generated by
conditional Cdx2 knockout in the adult gut®® also fail to
spontaneously progress to malignancy. Thus, the overexpres-
sion of the dominant-negative variant miniCDX2 and the loss
of function of CDX2 do not represent oncogenic events per se.
Yet, CDX2 has a tumor suppressor activity in the gut, as
assessed by model studies in mice'®'® and observations
made in colon cancer patients.'®° Here, the data showing a
modified CDX2/miniCDX2 ratio in favor of miniCDX2 in
intestinal cancer open the possibility that miniCDX2, through
its dominant-negative effect exerted on the tumor suppressor
CDX2, may contribute to disease progression.

Here, we uncovered and characterized an original variant of
the CDX2homeobox gene, which is a major player of intestinal
morphogenesis, homeostasis and also involved in gut cancer.
The production of this variant represents not only a novel level
of regulation of this gene, but also a new way to fine-tune its
biological activity through the versatile functions exerted by the
truncated variant compared to the full-length homeoprotein.
As in the case of another important transcription factor,
SO0X9,*° this study highlights the relevance of generating
protein diversity through alternative splicing in the gut and its
diseases.

Materials and Methods
Mice and generation of transgenic animals. Mice were handled
according to the protocol approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of the University of Strasbourg (CREMEAS, C2EA-35) under the
permit number AL/43/50/02/13.

To generate jojo-Flag-miniCDX2 mice, the Flag-miniCDX2 sequence of plasmid
pFlag-miniCDX2 (see below) was PCR-amplified using the primers AAAAGTC
GACTACCATGGACTACAAAGACGATGA/AAAAGTCGACTCAGCCTGGAATTGCTC
TGCCG containing each a Sall restriction site. The resulting Sall fragment was
inserted in the Xhol site of the vector jojo*' to get plasmid jojo-Flag-miniCDX2. The
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eluted 8010 bp Sall fragment containing the transgene was injected in mouse eggs at
the Mouse Clinic Institute (lllkirch, France). Mice were PCR-genotyped with primers
39/hC2E3R (AGTCATAGCTGTCCCTCTTC/TCAGCCTGGAATTGCTCTGC).

Cdx2*"~ % VilCre™® and Apc®™* mice* have been described. Sox2Cre mice
were obtained from The Jackson Laboratory (Charles River, L'Arbresle, France).

Cell lines and colony formation assays. Human colon cancer cell lines
Caco2TC7,*® HCT116,*€ SW480%7 and T84,“® and human embryonic kidney cells
HEK293*® were grown as recommended. Colony formation assays were performed
on HCT116 cells transfected with the indicated plasmids, as previously described.®®

Plasmids
pFlag-CDX2 and pFlag-miniCDX2: RNA extracted from Caco2TC7 cells
was subjected to RT-PCR using Platinum TagPCRx DNA polymerase (Promega
Inc., Madison, WI, USA) with the primers AAAAAAGCTTTACGTGAGCTACCTCCT
GGACAAGG and AAAATCTAGATCAGCCTGGAATTGCTCTGC to amplify the
human CDX2 coding sequence, and with the primers AAAAAAGCTTGTGAGGTC
TGCTCCCGGACCCTCGC and AAAATCTAGATCAGCCTGGAATTGCTCTGC to
amplify the miniCDX2 coding sequence. PCR fragments were inserted in pCRII-
TOPO (TA cloning kit, Life Technologies Invitrogen, Villebon sur Yvette, France),
giving, respectively, pCRII-TOPO-CDX2 and pCRII-TOPO-miniCDX2. These
plasmids were cut with Hindlll and the fragments inserted in the Hindlll site of
pFlag-CMV2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to get the plasmids pFlag-CDX2
and pFlag-miniCDX2, respectively.
PATG1-ATG2 and pATG1m-ATG2 To construct pATG1-ATG2, the
5’-untranslated region of the mouse Cdx2 gene up to the codon ATG, was PCR-
amplified from pSL1190-9.47% with the primers TTTTAAGCTTAAGGCCGCTGGC
CTGGGACTCCGCGATTTTCCATGGTGGCGAGGGACCCAGAGCAGA  contain-
ing, respectively, Hindlll and Ncol sites. The PCR fragment was cut with Hindlll
and Ncol, and inserted in the corresponding sites of pGI3-control (Promega Inc.) to
give pATG1-ATG2. pATG1m-ATG2 was derived from pATG1-ATG2 by site-directed
mutagenesis using the Quick Change IIXL Site Directed Mutagenesis Kit (BD
Biosciences, San Rose, CA, USA) with the primer TCAACGTTTGTCCCCAGACA
CCTAGGTGAGGTCTGCTCTGGGT to change the ATG; start codon into TAG.
PATG1 and pATG1m: Plasmid pATG1 containing the 5’-untranslated region of
the murine Cdx2 gene up to the codon ATG; was constructed as above by PCR
amplification with the primers TTTTAAGCTTAAGGCCGCTGGCCTGGGACTCCG
CGA and TTTTCCATGGTGTCTGGGGACAAACGTTGT in which the sequence
was changed for one nucleotide to create a Ncol cloning site. After insertion of the
PCR fragment in the Hindlll and Ncol sites of pGI3-control, the correct sequence
was restored by point mutagenesis with the primer TTTGTCCCCAGACAGCATGG
AAGACGCCAAAAACAT to give pATG1. pATG1m was derived from pATG1 by
mutation with the primer TTTGTCCCCAGACACCTAGGAAGACGCCAAAAACAT to
change the ATG; start codon into TAG.
eC2I1 and eC2I1m: The human CDX2 minigene overlapping the exon-1, the
intron-1 and the fused exon-2/-3 and having the Flag coding sequence inserted
before the Stop codon in the exon-3 was sequentially constructed using three
overlapping fragments generated by PCR using Platinum TagPCRx DNA
Polymerase (Life Technologies Invitrogen): the fragment A and B were, respectively,
amplified by PCR from human genomic DNA with the primers Af (GTTTA
AACTTAAGCTTGCTCCGCACGCCAGCCTGT)/Ar (TCACAGGTCAGAGGTTCAGAG),
and with the primers Bf (CTCTGAACCTCTGACCTGTGA)/Br (TCCGTGTACAC
CACTCGATATTT); the fragment C was amplified from pFlag-CDX2 DNA using the
primers Cf (AGTGGTGTACACGGACCACC) and Cr (GCCCTCTAGACTCGAGTC
ACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCTGGGTGACGGTGGGGTTTA). Af contains
15 nucleotides complementary to the cloning site of the vector pcDNA4/TO, followed
by 20 nucleotides complementary to the 5" extremity of the CDX2 gene; Cr contains
15 nucleotides complementary to the cloning site of pcDNA4/TO, followed by a
translation Stop codon, 24 nucleotides complementary to the Flag sequence and 20
nucleotides complementary to the CDX2 gene; the primers Ar/Bf are partially
complementary over 15 nucleotides, as the primers Br/Cf. The three PCR fragments
A, B and C and the vector pcDNA4/TO cut with Hindlll and Xhol were purified by
agarose gel electrophoresis, mixed and incubated with the In-Fusion HD Cloning kit
(Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA). The resulting plasmid eC2I1
was verified by sequencing. eC2lim was derived from eC2/1 using the primer
ACCCTCGCCACCATGAACGTGAGCTACCTCC to change the GT splicing site
into GA.

Other plasmids were: pS33A-p-catenin encoding activated /-catenin,® pcDNA3-
TCF4E-myc encoding Myc-tagged Tcf4,®' the reporter plasmids TOPFlash,®
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pSl-Luc,3® pHis-SRp30c and pHis-ASF/SF2,3* and commercially-available pEGFP
(Clontech Laboratories Inc.), pGI3-basic, pGI3-control, pRL-Null (Promega Inc.) and
pCMV-Flag2 (Sigma-Aldrich).

Antibodies. The antibody against the miniCDX2 protein was obtained by
immunizing rabbits with the synthetic peptide MVRSAPGPSPP-cystein coupled to
KLH (Eurogentech SA, Seraing, Belgium). C2T anti-peptide antibody was purified
by affinity chromatography. The peptide was reduced by TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)
phosphine) using Immobilized TCEP-Disulfide Reducing gel (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA). Reduced peptide of 2.5 mg were incubated with 2 ml sulfonyl-
agarose (SulfoLink Trial kit, Pierce Biotechnology) during 1 h and the affinity gel was
equilibrated in Tris 50 mM/NaCl 0.15 M pH 7.3 buffer. Rabbit immune serum of 2 ml
were passed through the affinity column, washed with Tris 50 mM/NaCl 0.15-0.5 M
pH 7.3. Specific immunoglobulins were eluted with glycine 0.2 M pH 2.7 and
neutralized with 50 I Tris buffer 1 M pH 8. The C2T antibody raised against the Nter
part of miniCDX2 was used at 15 pg/ml.

Commercial antibodies were against: actin (clone C4, Millipore, St. Quentin-en-
Yvelines, France), ASF/SF2 (sc-33652, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA), p-catenin (mouse clone 14, BD Transduction Lab, San Rose, CA, USA),
CDX2 (mouse clone 392M, BioGenex, San Ramon, CA, USA), Claudin-18
(Life Technologies Invitrogen), Flag (mouse clone M2, Sigma-Aldrich), GFP
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), HA (clone 3F10, Roche Applied
Science, Meylan, France), KU70 (rabbit clone EPR4027, Abcam, Cambridge, MA,
USA), KU8O (rabbit clone EPR3468, Abcam), Myc (mouse clone 9E10, Santa Cruz
Biotechnology Inc.), p27KIP1 (mouse clone 57, BD Transduction Lab), PDX1 (rabbit,
Abcam ab47267), phospho-EGFR (Cell Signaling Technology, Ozyme, Montigny-le-
Bretonneux, France), phospho-histone-3 (Ser10 mitosis marker, Millipore Upstate,
Saint-Quentin ~ Yvelines, France) and SRp30c (sc-134046, Santa Cruz
Biotechnology Inc.).

Cellular RNA preparation and in vitro RNA transcription. RNA was
prepared using TRI Reagent (Life Technologies Ambio, Villebon sur Yvette, France)
and treated with DNAse (RQ1 RNAse-free DNAse, Promega Inc.).

For in vitro transcription of capped and uncapped RNA, DNA templates were
amplified using Platinum TagPCRx DNA polymerase from the plasmids pATG1,
pATG1-ATG2, pATG1m-ATG2 and pGL3-control with Tption-f/Tption-r (TTTTTTTTT
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTT/(T)4,CACT
GCATTCTAGTTGTG) containing, respectively, the T7 promoter and polydT sequences.
After purification (QIAquick PCR Purification kit, Qiagen, Venio, The Netherlands), 1 g
of each PCR fragment was in vitro transcribed with or without m7G(5")ppp(5’)G RNA
Cap (S1404S, BioLabs, Ipswich, MA, USA) in the ratio of 1 GTP/4 GTPcap, in
25 ul using HiScribe T7 in vitro Transcription kit (BioLabs). After treatment with
DNAse (RQ1 RNAse-free DNAse, Promega Inc.), RNAs were precipitated in
NH4-acetate 2.5 M on ice, washed in 70% ethanol and solubilized in 5 ul RNAse-
free water.

RNAseq analysis. RNA integrity was checked on nano RNA chips with a
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and no sign of RNA
degradation was detected. Total RNA of 1 ug was used to construct the mRNAseq
libraries with lllumina’s TruSeq RNA sample kit following manufacturer’s instructions
(lumina, San Diego, CA, USA). Libraries were validated and quantified on
DNA1000 chips and a Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, Les Ulis, France).
Paired-end reads of 50 bp were obtained with a HiSeq1000 by multiplexing three
libraries on one lane. Demultiplexing and generation of raw fastq files were
performed with CASAVA v1.7. Mapping against the reference mouse genome
GRCm38 was performed with tophat 2.0.11 and bowtie2 using the options —b2-
sensitve -a 5 -p 5 -library-type fr-unstranded -r 180 -mate-std-dev 80.
Quantification of the reads was performed with HTSeq and DESeq2 using the
reference gene annotation from ensembl v75. Genes with > 10 normalized reads in
the three replicates as given in DESeq2 were considered as significantly detected.
De novo transcripts assembly was performed with cuffinks v2.2.1 with the
options -u —library-type fr-firststrand, and providing the reference genome fasta file
and gene annotation from ensembl v75. Search of novel exon—exon jonctions was
made with cuffcompare and consensus novel junctions found in all biological
triplicates obtained with bedtools. The resulting bed file was then imported in R as a
Grange object for gene annotation.

Northern blots, RT-PCR and RT-qPCR. PolyA+ RNA (PolyATract System,
Promega Inc.) was separated by electrophoresis on 2% agarose/2 M formaldehyde



gels (10 ug polyadenylated RNA/lane) and transferred to nylon membranes.
Hybridization and revelation was performed as described®® with 100 ng/ml of DIG-
labeled antisense cRNA probe. This probe overlapped the 3’-untranslated region of
the exon-3 of the human CDX2 gene, and was in vitro transcribed by T7 RNA
polymerase from plasmid pCRII-TOPO-miniCDX2 linearized with BsrGl. A DIG-
labeled human GAPDH probe was used for normalization.

Reverse transcription was performed with 2 g RNA using SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Life Technologies, Invitrogen) and Oligo(dT)12-18 primer (Invitrogen).

RT-PCR used 1/10th of the RT solution. Concomitant amplification of the two
splicing forms of the human CDX2 gene was performed with primers CDX21F/CCR
(GCAGCCTCCAGCGTCGGTC/TCAGCCTGGAATTGCTCTGC) for 35 cycles (30 s
at 95 °C, 30 s at 55 °C and 1.5 min at 68 °C). Specific amplification of the mouse
CDX2 mRNA and miniCDX2 mRNA, respectively, used the primer pairs mhC2Flf/
mhC2E3r (CCCTCGCCACCATGTACG/CTCTGCGGTTCTGAAACCA) and mhC2Tqf
(CCCTCGCCACCATTGAAAA)/mhC2ES.

For RT-qPCR, 2 ug of mouse intestinal RNA, of RNA from human colon biopsies or
from human colon cancer Caco2TC7 cells were reverse transcribed in 20 ! using the
AMV Reverse Transcriptase kit (Life Technologies, Invitrogen) and oligo-dT. RT-gPCR
was performed on 1 ul of RT reaction in 20 pl using Syber Green PCR Master
Mix (Life Technologies Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France) and 7500
Real-time PCR System (Life Technologies Applied Biosystems). For mouse RNA, the
cycles were 95 °C 15 s, 57 °C 1 min, with the primers: CCCTCGCCACCATTGAAAA/
GTGATGTATCGACTAAAGTG for miniCDX2, CTAGGAAGCCAAGTGAAAAC/GTG
ATGTATCGACTAAAGTG for CDX2 and CCCCACAACTCTTCCATTCT/GCAGG
AGTGATAGGGGTCAT for TBP. For Caco2TC7 cell RNA, the cycles were 95 °C
15's, 68 °C 1 min with the primers: CCCTCGCCACCATTGAAAA/TGCCTCTCAGAG
AGCCCCAGCGTGG for miniCDX2, CTCGGCAGCCAAGTGAAAAC/GTGATGTA
GCGACTGTAGTG for CDX2 and TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA/CACATCACAGC
TCCCCACCA for TBP.

Quantification of the SI, MMP7, P27KIP1, EGF and TBP transcripts was performed
by RT-qPCR using diluted RT products (5-10 x ) mixed with TagMan Master Mix, gene-
specific TagMan probe and the primers sets (TagMan Gene Expression assays, Life
Technologies Applied Biosystems): SI, Hs00356112_m1; MMP7, Hs01042795_m1;
P27KIP1, Hs01597588_m1; EGF, Hs01099999_m1; TBP, Hs99999910_m1.

Analysis of the results (triplicates) was performed with the 7500 software v2.0.1
(Life Technologies Applied Biosystems) using the relative AACt quantification
method.

DNA and RNA transfections and luciferase assays. Plasmid DNA
transfection was performed during 48 h with JetPEI (Polyplus Transfection, lllkirch,
France). RNA transfection was performed for 3 h with 100-500 ng of in vitro-
transcribed RNA (see below) using 0.25-1.25 ul TransIT mRNA and 0.375-1.875 ul
of boost (Mirus Bio, Madison, WI, USA) on cells at 80% confluence. Firefly and
Renilla luciferase activities were measured at least three times in triplicate using a
dual reporter luciferase assay (Promega Inc.) in cell extracts prepared 48 h after
DNA transfection or 3 h after RNA transfection. Means are given + S.D.

Immunostaining. Immunochemical staining and/or immunofluorescence
detection were performed on paraffin-embedded tissue sections.>® Histochemical
staining used the Vectastain ABC kit (Vector Labs, Peterborough, UK) and DAB
0.3 mg/ml/H,0, 0.03%. Double-immunofluorescence staining used secondary
Alexad88-labeled anti-mouse antibody and Alexa688-labeled anti-rabbit antibody
(Life Technologies Invitrogen) coupled to fluorescence amplification with the TSA
Fluorescent Plus System (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

Co-immunoprecipitations and western blots. Transfected cells were
lysed in buffer containing 50 mM Tris buffer pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA and
protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). The buffer
additionally contained 1% Triton X-100 for S-catenin and Flag immunoprecipitation,
or 1% Triton X-100 and 1% NP-40 for ASF/SF2 immunoprecipitation, or 1% NP-40
for HA immunoprecipitation. Lysates were cleared by centrifugation at 12 000 x g for
20 min at 4 °C, and the protein extracts were then treated with 1 I of 0.1 mg/ml
RNaseA for 30 min on ice when indicated. Immunoprecipitation was performed
using 1 mg of lysate supernatant incubated overnight at 4 °C with gentle rocking
in 1 ml of lysis buffer with the appropriate antibody: anti-Flag antibody (5 g of
clone M2, Sigma-Aldrich), anti-p-catenin antibody (1ug of clone 14, BD
Biosciences), anti-HA antibody (20 | of agarose beads coupled to clone 3F10,
Roche Applied Science) and anti-ASF/SF2 antibody (3 xg of sc-33652, Santa Cruz
Biotechnology Inc.). After adding 25 ul of Protein-G-agarose beads (Roche Applied
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Science) for 2 h at 4 °C, the beads were washed in lysis buffer. The immuno-
precipitated material was eluted using SDS-PAGE sample loading buffer and
analyzed by western blots performed as described.®

Chromatin immunoprecipitations. Transfected HCT116 cells were fixed
with 1% (v/v) formaldehyde for 10 min at RT and quenched with 0.125 M glycine for
5 min. ChIPs were carried out using the EZ-Magna ChIP G Chromatin Immuno-
precipitation kit (Upstate Millipore, Billerica, MA, USA). Sheared cross-linked
chromatin from ~10° cells was incubated overnight at 4 °C with 1 xg of normal
mouse IgG (Upstate Millipore) or the appropriate antibody. Input corresponds to
non-immunoprecipitated sheared cross-linked chromatin from 10° cells. PCR
analysis was performed with 1/25th of immunoprecipitated DNA as template. The
primers used for PCR amplification of three human targets of the CDX2 protein
were: S/ promoter GGCTGGTAAGGGTGCAATAA/GCCTGTTCTCTTTGCTATGTTG;
Muc2  promoter:  GTGTGTTGGCATTCAGGCTA/AGGGTAGGAGGGCAGGAAG;
Li-cad promoter: TTTCAAAAGCAGGCACAGCC/AGTGGTCGAGACTCTTGCTAC.

In vitro DNA repair assays. Cell-free extracts were prepared as follows.
A total of 3x 107 transfected cells were washed in cold PBS, suspended in four
packed cell volumes of cold hypotonic lysis buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM
DTT, 5 mM MgCI2, 1 mM EDTA and protease inhibitors), incubated for 40 min on
ice and disrupted using a Dounce homogenizer (40 strokes). Sucrose was
added to reach 250 mM. Extracts were centrifuged 10 min at 1000x g to discard
cell debris and washed again in hypotonic lysis buffer containing 250 mM
sucrose. Nuclear pellet was then suspended in two volumes of nuclear extraction
buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM DTT, 2 mM EDTA, 20% glycerol, 500 mM
NaCl and protease inhibitors) and incubated for 30 min on ice. Nuclear extracts
were clarified by 30 min centrifugation at 21 000 x g and dialyzed overnight against
20 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20% glycerol, 25 mM NaCl and
0.2 mM PMSF.

End-joining reaction was performed in 30 x| by incubating 50 ng of BamHI-
linearized pcDNA3 plasmid with 5 mg of nuclear extract for 1 h at 25 °C in 50 mM
Tris-HCl pH 7.6, 5 mM MgCI2, 1 mM ATR, 1 mM DTT, 50 mM dNTP, 80 mM NaCl and
protease inhibitors. Reaction was stopped by RNAse treatment (0.25 mg/ml of
RNAse for 10 min at 37 °C), followed by proteinase K (0.5% SDS, 50 mM EDTA and
1 mg/ml of proteinase K at 37 °C for 1 h). DNA was purified by phenol and chloroform
extraction, recovered by ethanol precipitation and analyzed by electrophoresis on a
0.85% agarose gel.

Statistical analyses. Experiments were performed in at least three indepen-
dent biological replicates in triplicates. P-value calculation indicated significant
differences tested by the Wilcoxon-Mann-Whitney test.
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. Matériels

1. Lignée cellulaire

La lignée cellulaire cancéreuse HepG2 a été dérivée d'un carcinome hépatocellulaire
hépatique (ATCC® HB-8065™).

Les cellules ont été cultivées dans un milieu Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Invitrogen) supplémenté en sérum de veau feetal (SVF, Invitrogen) et en pénicilline-
streptomycine et gentamycine (DMEM 4,5g/l glucose gsp 200 ml + 20 ml SVF + 2 ml

penicilline-streptomycine + 160 pl gentamicine).

2. Souris transgéniques

e Souris Rosa26-hCdx2
Cette lignée de souris a été développée par le laboratoire en collaboration et générée I’ Institut
Clinique de la Souris (ICS, lllkirch). Un fragment d’ d’ADN de 1008 pb contenant I’ADNc
codant pour CDX2 humain a été insérée par recombinaison homologue dans le premier intron
du locus Rosa26, qui produit un ARN ubiquitaire non codant. La séquence de Cdx2 est
précédée par un site accepteur d’épissage suivi d’une cassette excisable comprenant la
séquence codante du géne de résistance a la Néomycine flanquée de sites LoxP. Le site de
polyadénylation du gene de I’hormone de croissance (GH) est inséré en aval de la séquence

codante pour Cdx2 (Figure 37 p.90).

e Souris AhCreER'
Cette lignee de souris transgénique permet I'induction conditionnelle (spatiale et temporelle)
de la recombinase CreERT qui excise les séquences entre deux sites LoxP. L’expression de la
protéine de fusion CreERT est sous le contréle du promoteur du gene CYP1AL, activé par les
xénobiotiques lipophiles tels que le [B-naphthoflavone. Ce promoteur est actif dans
I'épithélium de plusieurs organes d’origine endodermique, principalement du tractus digestif :
I'intestin, I’cesophage, l'estomac, le pancréas, la vésicule biliaire et le foie (Ireland et al.,
2004). Suite a I’administration de tamoxifene (TAM), un analogue synthétique des
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aestrogenes, la protéine de fusion CreERT synthétisée et accumulée dans le cytoplasme, est

transloquée dans le noyau ou elle provoque la recombinaison entre les sites LoxP.

e Souris APC*AM
Ce modele est basé sur la perte de fonction du suppresseur de tumeur APC par délétion de
I’exon 14 et une perte d’hétérozygotie du géne Apc, provoquant un phénotype de Polypose
Adénomateuse Familiale (PAF) avec le développement spontané de polypes intestinaux et

coliques chez la souris (Colnot et al., 2004).

3. Sondes nucléotidiques / Anticorps / Plasmides

% Tableau 1: Oligonucléotides (Invitrogen) et conditions de PCR utilisés pour le

génotypage des souris et le séquencage d’ADN

Utilisation Amorces Séquence 5°-3’ Tailleamplicon Dénaturation Hybridation Elongation
Rosa Mgl | GTGGTTTGTCCAA
F ACTCATCA
Séquencage -
RosaErl | GAGGTAGCTCAC
R GTAAAGCTTIGTCG
Rosa Mgl | GTGGTTTGTCCAA
F ACTCATCA
325pb 95°C,30sec | 62°C,40sec | 72°C, lmin 34
Rosa Er2 | CACGTGGTAACC
R GCCGTAGTC
AhCreERT | GCCTGGTCTGGAC
F ACAGTCC
400pb 95°C,30sec | 60°C,45sec | 72°C, lmin 33
AhCreERT | GGTTCAGCATCCA
Geénotypage R ACAAGGC
APC delta | CTAGTACTTITICA
14-13s GACGTCATG
250pb 95°C, 30sec 55°C,30sec | 72°C, 25sec 35
APCdelta | CAATATAATGAG
14-int CTCTGGGCC
CTGCTCTCTGCTC
LGRSF
CCAGTCT 300pb
ATACCCCATCCCT (sauvage) ,
LGRSR 95°C, 30sec 65°C, Imin | 72°C, 33sec 35
TTTGAGC 175pb
GAACTTCAGGGT | (recombimnant)
LGR5puR
CAGCTTGC
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X/

% Tableau 2: Références des Sondes Tagman utilisées pour la PCR quantitative
(Applied Biosystems)

ADNCc ciblé Référence Applied ‘
hCdx2 Hs00230919 m1
mCdx2 MmO00432449 ml
mTBP MmO00446973_m1
hTBP Hs999999910 m1l

Mucine? MmO01276696_m1

Mucine? Hs03005094_m1
mFabp2 Mm00433188_m1

Hs00184865 m1
hLI Cadhérine

I3 Mm00439016_m1

*

% Tableaux 3: Anticorps et conditions utilisés pour I'immunohistochimie (IHC) et

I’immunofluorescence (IF).

e Anticorps primaires

Anticorps Fournisseur Utilisation : Dilution
@ATPase H'/K* | Souris MBL IHC : 1/500
@CDX2 Souris Biogenex IF:1/250
@CDX2 Lapin Abcam (ab76541) IHC : 1/10000
@Chromogranine A | Lapin Immunostar (20086) IHC : 1/500
) ) IHC : 1/500
@Claudine 18 Lapin Invitrogen
IF : 1/250
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) ) IHC : 1/1000
@Mucine 2 Lapin Santa Cruz
IF : 1/500
) Thermo Scientific
Lapin IHC : 1/500
@Ki67 (RM9106-S)
_ BD Biosciences
) Souris IHC : 1/500
@§p-caténine (610154)
) Anticorps Produit IHC : 1/500
@Tff2 Lapin
(Karam et al., 2004) IF : 1/500
] R&D System
@Sox2 Souris
(MAB 2018) IHC : 1/500
@OIfm4 Lapin Cell Signaling (39141) IHC : 1/500
@Pdx1 Lapin Abcam (ab47267) IHC : 1/1000
@Lysozyme Lapin DAKO (A099) IHC : 1/500
@PH3 Lapin Millipore (06-570) IHC : 1/1000

e Anticorps secondaires

Fluorochrome Fournisseur Dilution

Spécificité

Souris Cheévre AlexaFluor-488 Molecular Probes 1/200
Souris Cheévre AlexaFluor-568 Molecular Probes 1/200
Lapin Chévre AlexaFluor-488 Molecular Probes 1/200
Lapin Chévre AlexaFluor-568 Molecular Probes 1/200

R/

« Tableau 4 : Plasmides d’expression utilisés pour les transfections transitoires

Plasmide ADNCc Fournisseur
pFlag-CDX2 | Cdx2 humain | pFlag-CMV™-2 U1113
pFlag-CMV™-2 - pFlag-CMV™-2 U1113
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1. Méthodes

1. Méthodes relatives a I’expérimentation animale

Les souris sont hébergées et manipulées conformément a la réglementation en vigueur
(Dir2010/63/EU) pour I’expérimentation animale. Le projet a recu le numéro d’autorisation
APAFIS n°2015060918174517.

e Induction de I’expression nucléaire de la recombinase CreER"

Chez les souris transgéniques portant I’alléele AhCreERT agées de 6-12 semaines, I'expression
nucléaire de la recombinase CreER" est induite par une injection intrapéritonéale quotidienne
pendant 4 jours d’un volume de 160uL contenant 1,6mg de B-naphthoflavone (Sigma) et 1,6

mg tamoxifene (Sigma), dilué dans de I’huile de mais (Sigma).

e Heépatectomie partielle au 2/3

Le protocole d’hépatectomie a été adapté a partir de la technique décrite de Mitchell &
Willenbring, 2008. La chirurgie est réalisée sous anesthésie gazeuse induite par isoflurane
(2%) administré sous masque. Une petite incision (1cm) est réalisée a partir du processus
xiphoide afin de sortir le foie. Les lobes médian et gauche sont ensuite ligaturés séparément a
I’aide de fils de soie non résorbables. La ligature du lobe gauche se fait a la base du lobe et
celle du lobe meédian au niveau de la fente du lobe afin d’éviter I’obstruction de la veine cave
(Figure 57). Les lobes sont par la suite réséqués en coupant postérieurement aux sutures.
Enfin, les muscles abdominaux et la peau sont suturés indépendamment. Un antalgique
(Ketofen 1% 5uL/10g de souris) est administré en sous-cutanée au début de I’opération, puis

4h apres I’opération et renouvelée une fois par jour pendant 2 jours.
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a b
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/ vena cava
( Flrst knot
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Figure 57 : Schéma de I'anatomie du foie de souris et positionnement des fils de soie pour les ligatures.
(a) Le fils de suture de la premiére ligature doit étre positionné a la base du lobe gauche (b) la deuxieme ligature doit se

situer au niveau de la zone pointillée, au-dessus de la fente de vésicule biliaire mais pas trop proche de la veine cave supra-
hépatique (Mitchell & Willenbring, 2008).

e Traitement des souris au thioacétamide (TAA)

Afin de provoquer in vivo des lésions hépatiques susceptibles de déclencher une
prolifération de cellules progénitrices, nous avons administré aux souris un composé
chimique hépatotoxique deécrit dans la littérature : le thioacetamide (TAA) (Fujii et al.,
2010).

Les souris contrdles (n=3) et doubles transgéniques Rosa26-hCdx2//AhCreER' (n=4) ont
recu une série d’injections intrapéritonéales de thioacétamide (TAA) a 200mg/kg a raison
de deux injections par semaine pendant 4 semaines, en alternance d’une injection
quotidienne pendant 2 jours de BN+TAM toutes les 2 semaines (Adapté de Hong et al.,

2016). Le foie de ces souris a été prélevé une semaine apres la fin du traitement au TAA.
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2. Techniques de biologie moléculaire

e Génotypage par PCR

Afin de déterminer le génotype des souris, un segment de 0,2cm de queue de souris agée
d’une semaine a été prélevé et lysé dans 200puL de DirectPCRLysis Reagent (Viagen)
contenant de la protéinase K (50 pg/mL) (Sigma). Les tubes sont agités et incubés toute la
nuit a 55°C puis la protéinase K est inactivee a 85°C pendant 45min. La réaction de
génotypage par PCR a été réalisée immédiatement a partir de cette solution : 2uL de matrice
ADN sont ajoutés a 10uL de la Taq polymérase 2x Hot-GoldStar (Eurogentec). Les
conditions de PCR sont décrites dans le tableau 1 ;la réaction de PCR est réalisee dans un
thermocycleur iCycler (Bio Rad). Les fragments d’ADN amplifiés sont déposés sur gel
d’agarose 2% contenant du BET (0,1pg/mL) (Euromedex) et séparés par électrophorese a
90V. Les fragments sont visualisés sous ultraviolets (Alphalmager MINI, Protein Simple). La
détermination de la taille des fragments d’ADN se fait grace au marqueur de poids
moléculaire Fast DNA Ladder (Biolabs).

e Extraction des ARN

Extraction a partir de cellules. Les cellules HepG2 sont rincées dans du PBS puis lysées 5min

a température ambiante dans 1mL de reactif TRI-Reagent a base de phénol (Ambion).

Extraction a partir de tissus de souris. Les échantillons de tissus sont broyés a I’aide d’un

homogénéiseur (Kinematica) dans un volume de TRI-Reagent adapté a la taille de
I’échantillon (1mL/250mg tissu).

Apres ajout de 200uL de chloroforme et agitation vigoureuse, les homogénats sont incubés 15
minutes a température ambiante et centrifugés (12000g, 15min, 4°C) afin de séparer la phase
aqueuse contenant les ARN, des phases intermédiaire et organique contenant I’ADN et les
protéines. Les ARN sont précipités avec 500ul d’isopropanol. Aprés centrifugation (12000g,
8min, 4°C), les culots d’ARN sont lavés deux fois a I’éthanol 75%, séches et repris dans de
I’eau ultrapure autoclavée. La qualité et la concentration en ARN sont déterminées en
mesurant les rapports de densités optiques a 260/280nm et 260/230nm a I’aide d’un

spectrophotomeétre Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
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e Synthese d’ADNCc par transcription réverse

Les ARN extraits sont rétro-transcrits en ADNc en utilisant le kit Cloned AMV Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Pour une réaction de transcription réverse, 2ug d’ARN sont
utilisés. Les ARN sont incubés avec 1uL d’oligodT (25 pmoles/uL), 2ul de chaque dNTP
(10mM) dans un volume d’eau autoclavée de 14uL a 65°C pendant Smin pour dénaturer
I’ARN puis refroidi sur glace pour laisser les amorces s’hybrider a I’ARN. Les autres
composants de la réaction de rétro-transcription sont ensuite ajoutés a la réaction : 4uL de
tampon 5X, 1uL de DTT a 0.1M et 1pL de réverse transcriptase AMV (15 unités/uL). La
réaction de transcription réverse est réalisée a 45°C pendant 70min, puis I’enzyme est

inactivée a 85°C pendant 5sec.

e PCR quantitative relative

La PCR quantitative relative est réalisée a I’aide du kit TagMan Gene expression Assay
(Applied Biosystems) et de sondes Tagman. La réaction de PCR contient 9uLL d’ADNc dilué
10 fois, 10uL de TagMan PCR Master Mix et 0,2ul. de sondes TagMan. Des contrdles
négatifs de RT-gPCR sans ADNc sont également réalisés. Apres dénaturation a 95°C
(10min), 40 cycles d’amplification (15sec a 95°C, 1min a 60°C) sont effectués et les mesures
a chaque cycle sont prises a I’aide de I’appareil 7500 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems). La quantification a été réalisée suivant la méthode relative de AACt.

3. Techniques de biologie cellulaire

e Transfection cellulaire a la Lipofectamine™ 3000 (ThermoFischer)

Les cellules HepG2 sont transfectées 24 heures aprés ensemencement. Pour un puits de
plaque 6 puits, une solution de 2,5 ug d’ADN de plasmide et 5ug de P3000™ Reagent sont
dilués dans 125uL final de milieu de culture DMEM (Dulbecco’sModifiedEagleMedium)
High Glucose (Dutscher). Aprés homogénéisation, 3,75uL de Lipofectamine™ 3000, dilués
dans 125uL final de milieu DMEM, sont ajoutés au mix d’ADN. La solution est incubée 5
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minutes a température ambiante puis répartie dans le puits. Les cellules sont ensuite incubées
a 37°C, 5%C02 pendant 48 heures avant I’extraction des ARN.

e Culture d’organoides gastriques et intestinaux

Les organoides gastriques et intestinaux ont été mis en culture a partir d’estomac et de
jéjunum de souris contrdle simple transgénique (n=1) et double transgénique Rosa26-
hCdx2//AhCreER" (n=1).

Aprés le sacrifice des souris par dislocation cervicale, I’estomac et le jéjunum de chaque
souris ont été recueillis, rincés avec du PBS, ouverts latéralement, grattés délicatement avec
une lamelle de verre sur la face interne afin d’eliminer les villosités. Les segments de tissus
sont coupés en fragments de 4 mm et lavés cing fois dans du PBS sous forte agitation. Les
fragments d’estomac et de jejunum sont ensuite transférés dans des tubes contenant une
solution préchauffée d'extraction de cellules épithéliales (Zeineldin & Neufeld, 2012) et
incubées pendant 3 minutes a 37 ° C. Apres un mélange vigoureux, les cryptes isolées ont été
cultivées dans des gouttes de Matrigel®™ (Becton Dickinson) en presence du milieu de
culture IntestiCult™ Organoid Growth (STEMCELL) a 37°C, 5% CO,. Le milieu est changé
tous les 2-3 jours et les organoides sont passés toutes les semainesen fractionnant les

organoides pour éliminer les cellules mortes et relancer la culture d’organoides.

4. Techniques d’immunohistologie

e Immunohistochimie

Les échantillons de tissus de souris prélevés sont fixés dans la paraformaldehyde (PAF) a 4%
dans du PBS de 2h a 4h suivant le volume de I’échantillon. Aprés des passages successifs
dans des bains d’alcool a concentrations croissantes (70%, 95%, 100%) suivis d’un bain de
toluéne par un automate d'inclusion (Leica TP1020). Les prelevements sont inclus en bloc de
paraffine, puis coupés au microtome (Leica RM2145) en sections de 6um. Aprés application
sur lame et séchage en incubateur a 37°C pendant une nuit, les tissus sont déparaffinés dans
des bains de toluéne puis des bains d’alcool de concentrations décroissantes.
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Les sections sont colorées a I’Hématoxyline/Eosine (noyau bleu, cytoplasme rose) pour les
analyses histologiques.

Les échantillons sont déparaffinés puis démasqués, les lames sont placées dans un bain de
citrate de sodium 10 mM a pH 6 pendant 10 min au micro-onde 800 W pour démasquer les
sites antigéniques. Aprés permeabilisation dans une solution de PBS + Triton 0,1% + NGS
(Normal Goat Serum) (ou BSA (Bovine serum albumin) selon I’anticorps secondaire) pendant
2h, I’anticorps primaire est incubé a 4°C pendant 12h. Les lames sont rincées puis I’anticorps
secondaire biotinylé est incubé 1h a température ambiante. Apres lavage dans une solution de
PBS + Triton 0,1%, les peroxydases endogénes sont inactivées par un traitement a H,O, 0,5%
pendant 30min et le signal est amplifié par I’ajout du complexe streptavidine-biotine (ABC
Kit, Biovalley) pendant 1h. La révélation de I’activité peroxydase est réalisée avec de la
Diamine Benzidine (coloration brune) dilué au 1/10 dans du PBS + 0,03% H,0, de 2 a 6min.
Une contre-coloration a I’hematoxyline de Harris pendant 3 sec est realisée afin de mettre en
évidence I’histologie.

La phosphatase alcaline endogene est révélée par coloration enzymatique. Les coupes sont
placées 2x5min dans la solution de tampon (100mM NaCl, 50mM MgCI2, 100mM Tris
pH9,5, 0,1% Tween 20) et incubées 10min avec les substrats BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate) et NBT (Nitro Blue Tetrazolium) de I’enzyme, qui sont préts a I’emploi
(SIGMA). Les images ont été obtenues a divers grossissements au microscope optique
(Axiophot, ZEISS) et par une caméra digitale (Cmos sensor, Aptina).

e Immunofluorescence

Les analyses d’immunofluorescence ont éteé realisees sur les organoides d’estomac et de
jéjunum ensemencés en Matrigel dans des chambres de culture sur lame (Laptech) aprés 7

jours de culture.

Les organoides sont d’abord fixés dans la paraformaldéhyde 4% du (PHEM 1% : 60mM
PIPES, 25mM HEPES, 10mM EGTA, 4mM acétate) et 0,1% de Triton pendant 30 minutes
puis lavés au PBS 1X (3x sans incubation). L’autofluorescence des organoides a été
désactivée par une solution de quenching au chlorure d’ammonium 50mM pendant 30
minutes suivie d’un lavage au PBS 1X (3x sans incubation). Les organoides sont ensuite
perméabilisés avec une solution Triton x100 0,5% - PBS 1X pendant 30 minutes suivi d’un
lavage au PBS 1X (3x sans incubation). Apres un blocage a la BSA 5% - PBS 1X pendant 1
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heure a 37°C et un lavage au PBS 1X (3x sans incubation), les organoides sont incubés avec
les anticorps primaires dilués dans du PBS 1X, dans un premier temps, 2 heures a température
ambiante puis toute la nuit a 4°C. Puis, ils ont rincés au PBS 1X (3x 10min), incubés 2 heures
a 37°C avec I’anticorps secondaire dilué au 1/200°™ dans du PBS 1X, rincés au PBS 1X (3x
10min), marqués au DAPI 1/20000°™ (Sigma-Aldrich) 10 minutes & 37°C. Aprés le retrait de
la chambre, les lames sont rincées rapidement a I’eau distillée puis montées avec la lamelle
avec de la résine ProLong® Gold Antifade (Thermo Fischer) et laissées sécher pendant 24
heures. Les images ont été obtenues a divers grossissements au microscope a fluorescence
(Provis AX60, OLYMPUS) et par une caméra digitale (ProgRes MFcool, JENOPTIK).

5. Méthode statistique

Les résultats sont exprimés par leur moyenne et I’erreur standard sur la moyenne, ils ont été
comparés par un test de Mann Whitney. Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme
statistiquement significative. L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad
Prism5.02.
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Expression ectopique du gene homéotique |
Cdx2 dans les pathologies du systeme

digestif

Résumeé :

Le facteur de transcription homéotique CDX2 est spécifiquement exprimé dans I’épithélium intestinal ou il
maintient I’identité, contréle I’homéostasie et exerce une fonction suppresseur de tumeurs. Chez I’homme,
une expression ectopique (hors de I’intestin) de CDX2 peut survenir, dans les métaplasies intestinales
d’organes digestifs, considérées comme pré-cancéreuses.

Ce travail de these visait a étudier les conséquences physiopathologiques de I’expression ectopique de
CDX2. Nous avons developpé et validé un modéle murin d’induction conditionnelle de CDX2 dans
plusieurs organes digestifs. Nos resultats montrent que cette expression est dépendante du contexte
cellulaire, et induit des métaplasies intestinales seulement dans I’estomac et le pancréas. Ces métaplasies
n’évoluent pas spontanément en cancer. Cependant, CDX2 sensibilise ces lésions métaplasiques a
I’apparition de tumeurs intestinales dans I’estomac placé dans un contexte ou le géne Apc est muté.
Globalement, ces résultats montrent que CDX2 est essentiel au développement de métaplasies intestinales
mais n’exercerait pas de fonction oncogénique en situation ectopique.

Mots clés : Cdx2, métaplasie intestinale, cancer, trans-différenciation

Abstract :

The intestine-specific homeotic transcription factor CDX2 is required throughout life for intestinal
homeostasis, the maintenance of intestinal identity and has tumor suppressor activity. In Human, ectopic
expression of the gene Cdx2 is observed in several digestive organs as in intestinal metaplasia which is
considered as pre-cancerous lesion.

This work aimed to investigate the pathophysiological consequences and molecular mechanisms of ectopic
expression of CDX2. We created and validated a conditional murine model of CDX2 induction in several
digestive organs. Ectopic CDX2 causes intestinal metaplasias only in the stomach and the pancreas which do
not spontaneously evolve to cancer, depending on cellular context. However, CDX2 promotes intestinal
carcinogenesis in complete intestinal metaplasia of the stomach.

Collectively, these results show that CDX2 is essential for the development of intestinal metaplasia but has
no oncogenic function in ectopic situation.

Key words: Cdx2, intestinal metaplasia, cancer, transdifferenciation
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