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RÉSUMÉ 

 La signalisation des BMPs dans les cellules FOXL1+ régule la niche des cellules 

souches intestinales 

Par 

Raphaëlle Servant 

Programme de Biologie Cellulaire 

 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en Biologie Cellulaire, Faculté de médecine et 

des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

Dans les cellules épithéliales intestinales, la voie de signalisation des BMPs est impliquée 

dans le maintien des cellules souches intestinales (CSI) et leur différenciation. Récemment, 

les cellules mésenchymateuses FOXL1+ ont été identifiées comme participant à la formation 

de la niche des CSI. Cette niche est composée de facteurs solubles et insolubles 

mésenchymateux et épithéliaux préservant la fonction des CSI. La perte de la voie des BMPs 

dans les cellules FOXL1+ favorise la formation d’un microenvironnement toxique induisant 

la polypose dans le colon des souris âgées de 1 an. Le but de ce mémoire est d’évaluer 

comment la signalisation des BMPs dans les cellules FOXL1+ module la niche des cellules 

souches intestinales. Dans un premier temps, nous proposons d’étudier le rôle de la voie des 

BMPs dans les cellules FOXL1+ sur l’homéostasie des CSI et de leurs cellules filles. Dans 

un second temps, nous analyserons l’impact du microenvironnement sur la polypose 

intestinale en utilisant un modèle murin combinant une mutation ubiquitaire du suppresseur 

de tumeurs Apc et une délétion de Bmpr1a dans les cellules FOXL1+. La perte du récepteur 

des BMPs Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ entraine une modification architecturale des 

iléons des souris de 9 mois. Une diminution d’expression de Noggin dans les iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 corrèle avec une différenciation précoce des cellules absorbantes. De plus, la 

voie Wnt-β-caténine est fortement activée dans les cryptes intestinales, se traduisant par une 

augmentation de la prolifération cellulaire. L’expression de marqueurs de CSI comme LGR5 

et SOX9 est diminuée chez les souris Bmpr1aΔFoxl1. Ces résultats montrent l’importance de 

la voie de signalisation des BMPs dans les cellules FOXL1+ pour le maintien des CSI. La 

synergie entre la mutation d’Apc et la délétion de la voie des BMPs entraine une 

augmentation de 3.8 fois du nombre de polypes dans le système digestif des souris âgées de 

3 mois. Au niveau du colon, le nombre et la taille des polypes sont augmentés, et leur 

localisation est modifiée en faveur du colon distal. Le microenvironnement toxique présent 

chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 potentialise donc l’effet oncogénique de la mutation d’Apc. En 

conclusion, la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ régule la production de facteurs de 

la niche des CSI et maintient leur homéostasie. Elle est aussi impliquée dans la régulation de 

la prolifération et de la différenciation des entérocytes. De plus, la perte de la voie de 

signalisation des BMPs dans les cellules FOXL1+ potentialise l’effet oncogénique de la 

mutation d’Apc. 
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1. INTRODUCTION 

 

1.1 Le système gastro-intestinal et sa fonction 

 

Le système gastro-intestinal humain est composé de l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin, 

du colon et du rectum. Il comprend aussi le foie et le pancréas. L’intestin est divisé en 3 

sections appelées le duodénum, le jéjunum et l’iléon. Cette disposition permet à la nourriture 

ingérée d’être digérée de manière adéquate afin d’assimiler les nutriments nécessaires à la 

vie. Chez l’humain, la longueur de l’intestin grêle varie de 3 à 4 mètres. La présence de plis 

dans cette structure, de villosités ainsi que de microvillosités permet d’obtenir une surface 

d’absorption de 300 m2. Au niveau de l’intestin, chaque section possède des caractéristiques 

histologiques et fonctionnelles propres. Le duodénum est responsable de l’absorption du fer, 

du calcium et de la vitamine D (Colston et al., 1994). La digestion se poursuit dans le jéjunum 

où les aliments sont digérés et assimilés. Les sels biliaires et les sécrétions pancréatiques se 

déversent dans le duodénum et permettent l’absorption des lipides dans le jéjunum sous 

forme de micelles. La caractéristique de l’iléon est son rôle dans l’absorption des sels biliaires 

et de la vitamine B12. Le côlon, quant à lui, est responsable de la réabsorption de l’eau et 

d’électrolytes (Na+) ainsi que de la formation des selles (Poitras, 2016).  

Dans la lumière de l’intestin se situe le bol alimentaire et sont présents des virus, de 

nombreuses bactéries formant le microbiote et des agents produits par le système digestif 

comme les sels biliaires et le mucus. La présence d’une barrière efficace afin de protéger les 

cellules épithéliales contre ce contenu potentiellement toxique est cruciale pour le bon 

fonctionnement de l’organe. Cette barrière est assurée par une couche de mucus produite par 

les cellules caliciformes situées dans l’intestin grêle et le colon ainsi que par les jonctions 

serrées présentes entre les cellules épithéliales du tissu (Farquhar, 1963).  

La structure histologique du tissu est composée de la muqueuse formée de l’épithélium, de 

la lamina propria et de la muscularis mucosae, puis de la sous-muqueuse, et des couches 

musculaires. Le schéma ci-dessous indique l’histologie intestinale (Figure 1 A). La structure 
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fonctionnelle de l’épithélium intestinal est composée de deux parties: la crypte de Lieberkühn 

et la villosité. La crypte forme une invagination dans la lamina propria. Dans la crypte se 

situent les cellules souches, les cellules de Paneth et les cellules progénitrices. En se divisant, 

les cellules souches vont donner naissance aux cellules progénitrices qui vont se différencier 

dans les différents types cellulaires retrouvés dans l’intestin tout en migrant vers le haut de 

la crypte (Barker, 2014). Une fois sorties de la crypte, les cellules différenciées et 

fonctionnelles arrivent dans la villosité puis au cours de leur vie elles vont continuer à migrer 

vers le haut de la villosité, mourir par apoptose/anoïkose une fois arrivées en haut et être 

libérées dans la lumière intestinale (Figure 1 B). 

      

Figure 1. Architecture de l’intestin                                 

A. Identification des différentes couches fonctionnelles composant l’intestin. B. Schéma 

illustrant les cellules composant l’épithélium intestinal. La base de la crypte est composée 

des cellules souches intestinales (Intestinal Stem Cells; ISC) et des cellules de Paneth. La 

crypte est ensuite constituée des cellules progénitrices prolifératives (Transit Amplifying 

cells; TA). Puis dans la villosité se situent les cellules différenciées comme les cellules 

caliciformes (Goblet Cells), les cellules absorbantes (Enterocytes), les cellules Tuft, les 

cellules entéroendocrines. Les cellules meurent à l’apex de la villosité par apoptose/anoïkose 

(Degenerating cells). Sous la crypte se situent des cellules mésenchymateuses comme par 

exemple les myofibroblastes, illustrés sur ce schéma. Image issue de la revue de Tan et 

Barker (Tan and Barker, 2015). Licence # 4381930601040.   
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Il existe deux lignées de cellules différenciées dans l’intestin: la lignée sécrétrice et la lignée 

absorbante (Noah et al., 2011). Les types cellulaires appartenant à la lignée sécrétrice sont 

les cellules de Paneth, caliciformes, entéroendocrines et Tuft. Les cellules de la lignée 

absorbante sont seules dans cette catégorie, elles portent donc le nom de la lignée. Le schéma 

de la Figure 2 indique la séquence d’événement permettant de former les différents types de 

cellules différenciées à partir des cellules souches actives. Ce schéma met l’emphase sur le 

rôle de la voie de Notch dans la différenciation cellulaire. La voie de Notch est décrite en 

détail dans la section 1.4.3.  

 

Figure 2. Schéma du processus de différenciation des cellules souches intestinales vers 

les différents types de cellules différenciées.                       

La cellule souche multipotente localisée au fond de la crypte va se diviser et former les 

cellules progénitrices. À l’aide de nombreux signaux moléculaires ces cellules vont se 

différencier et former les différents types de cellules épithéliales intestinales. Image tirée de 

la revue écrite par Demitrack et Samuelson en 2016 (Demitrack and Samuelson, 2016). 

Licence #4374841212787. 
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Les cellules absorbantes sont responsables de l’absorption des nutriments présents dans la 

lumière intestinale. Pour cela, elles expriment des enzymes de la famille des α-glucosidases, 

tels que la sucrase-isomaltase (SI), la thréalase ou encore la maltase-glucoamylase. La SI est 

la plus exprimée et est en mesure de cliver le plus grand nombre de substrat étant notamment 

responsable de la majorité du clivage des polysaccharides en monosaccharides (Gericke et 

al., 2016). Par exemple, la SI peut cliver le sucrose en glucose et fructose (Kishi et al., 1999). 

Les monosaccharides ainsi obtenus pourront être absorbés dans les cellules absorbantes via 

les récepteurs SGLT1 ou GLUT5 et ils seront mis dans la circulation sanguine grâce au 

transporteur GLUT2 (Drozdowski and Thomson, 2006).  

Les cellules entéroendocrines, de par leur nombre dans l’immense tube digestif, constituent 

le plus grand organe endocrine du corps. Il en existe au moins 15 sous-types. Les peptides 

produits par les cellules entéroendocrines sont nombreux et régulent la sensation de faim et 

de satiété. Elles stimulent également la sécrétion d’enzymes pancréatiques et d’acide 

gastrique. Ces actions sont réalisées par la ghréline, la gastrine, la somatostatine, la CCK 

(cholecystokinine), la sécrétine, le GIP (gastric inhibitory polypeptide), GLP-1 et 2 (glucagon 

like peptide). Ces peptides peuvent agir de façon autocrine, paracrine, neurocrine mais 

principalement de façon endocrine, en tant qu’hormones (Posovszky et Wabitsch, 2015). La 

chromogranine A est produite dans les cellules entéroendocrines de type EC 

(Enterochromaffin) et L. Les cellules de type EC sont les plus présentes dans le tube gastro-

intestinal (Gunawardene et al., 2011). La chromogranine A est donc un marqueur très 

fréquemment utilisé pour localiser les cellules entéroendocrines intestinales.  

Les cellules caliciformes sont responsables de la production de mucus dans tout le tube 

digestif. Ce mucus a pour fonction de faciliter le passage du bol alimentaire mais aussi et 

surtout de protéger les cellules épithéliales du contenu luminal. Cette fonction est critique 

pour l’homéostasie intestinale sinon les bactéries du microbiome et les antigènes alimentaires 

seraient en mesure de toucher les cellules épithéliales et d’entrainer une cascade 

d’inflammation délétère pour l’organisme (Chandrakesan et al., 2012). Les cellules 

caliciformes produisent des glycoprotéines composant le mucus telles que les mucines 

MUC2 et MUC3. Plus récemment, il a été découvert que les cellules caliciformes étaient 

aussi en mesure de percevoir et de répondre à des signaux de danger comme l’infection, et 
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ainsi d’activer la réponse immunitaire. Par exemple, en cas d’infection, les cellules 

caliciformes produisent la protéine Relmβ. Relmβ peut agir comme bactéricide contre les 

bactéries à Gram négatif et activer le recrutement des lymphocytes T et donc activer la 

réponse immunitaire (Morampudi et al., 2016; Propheter et al., 2017).  Elles seraient aussi 

en mesure de modifier la composition du microbiome (Allaire et al., 2017; Birchenough et 

al., 2015).  

Les cellules de Paneth sont présentes à la base des cryptes intestinales et ont une durée de vie 

d’environ 3 à 8 semaines. Le premier rôle à leur avoir été attribué est la production de 

peptides antimicrobiens comme le lysozyme (Erlandsen et al., 1974)  ou les défensines 

(Porter et al., 1997). Ces peptides sont sécrétés via des granules de sécrétion. Ces granules 

rendent les cellules de Paneth facilement identifiables par microscopie électronique à 

transmission (Bevins et Salzman, 2011). Les peptides antimicrobiens protègent l’organisme 

d’infection due à la charge bactérienne intestinale et contrôlent donc le microbiome intestinal 

(Salzman et al., 2010). Mise à part la production de peptides antimicrobiens, les cellules de 

Paneth ont un rôle important dans le maintien de l’homéostasie des cellules souches (Sato et 

al., 2011). Cette caractéristique sera décrite en détail dans la section 1.3.3 de ce mémoire.  

Les cellules Tuft sont présentes dans l’intestin mais aussi dans le système respiratoire. Elles 

ont une structure très spécialisée avec de grandes et larges microvillosités du côté de la 

lumière intestinale soutenues par des filaments serrés de cytosquelette. Ces cellules sont 

assez rares parmi les cellules épithéliales intestinales. Les cellules Tuft ont été associées avec 

l’induction de la réponse immunitaire de type 2 suite à la présence de parasites comme le 

Helminth. Cette réponse immunitaire est aussi associée avec les réactions allergiques, 

suggérant un rôle des cellules Tuft dans le développement des allergies alimentaires (Gerbe 

et al., 2012). Les cellules M (Microfold) sont des cellules différenciées impliquées dans la 

détection des antigènes présents dans la lumière intestinale. L’identification des étapes de 

leur différenciation ne permet pas encore de les classifier dans une des catégories; absorbante 

ou sécrétrice (Knoop et al., 2009; Ohno, 2016). 
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1.2 Le mésenchyme gastro-intestinal 

 

Le mésenchyme intestinal est formé de couches de cellules et de matrice extracellulaire 

(MEC) permettant la liaison de l’épithélium avec la couche musculaire. La MEC est présente 

partout dans le mésenchyme, entre les cellules. La lame basale est située directement sous 

l’épithélium et est une forme spécialisée de la MEC. En dessous de la lame basale se situent 

des fibres de collagène et les cellules mésenchymateuses sub-épithéliales. La structure et la 

composition de la lame basale varient le long de l’axe crypte-villosité (Beaulieu, 1992; 

Beaulieu et Vachon, 1994). En effet, la structure est serrée le long des cryptes et plus relâchée 

dans la villosité. Cela permet aux cellules immunitaires d’approcher les cellules épithéliales 

et de remplir leur fonction (Roulis et Flavell, 2016; Toyoda et al., 1997). Le mésenchyme 

intestinal est composé de fibroblastes, de myofibroblastes, de télocytes, de cellules du muscle 

lisse, de péricytes, de cellules endothéliales et des cellules du système immunitaire telles que 

des lymphocytes, macrophages et neutrophiles (Pinchuk et al., 2010). Les cellules 

fibroblastiques ont des rôles différents selon leur position le long de l’axe crypte-villosité 

(Powell et al., 2011). 

1.2.1 Les cellules fibroblastiques et myofibroblastiques 

Les fibroblastes sont reconnaissables par leur expression de la vimentine. Ils possèdent un 

réticulum endoplasmique rugueux étendu, des granules de sécrétion du collagène et lient la 

MEC via des points d’adhésion focaux. Ces caractéristiques font de cette cellule un 

producteur important de la MEC et de facteurs solubles (Roulis et Flavell, 2016).  

Les myofibroblastes sont des cellules contractiles puisqu’elles expriment l’actine du muscle 

lisse (αSMA). Ces cellules expriment aussi la vimentine et ont la capacité de produire du 

collagène I et IV ainsi que de la fibronectine, donc des éléments de la MEC (Adegboyega et 

al., 2002; Andoh et al., 2007). Les myofibroblastes produisent aussi des métalloproteinases 

de la matrice (MMP, Matrix Metalloproteinase) dont MMP2 qui permet le remodelage de la 

matrice extracellulaire. La production des MMPs est activée en réponse à l’inflammation et 

permet le remodelage de la matrice activant la réparation de la blessure de l’épithélium. Ces 

caractéristiques montrent que les myofibroblastes participent activement au renouvellement 

matriciel et donc au remodelage du tissu en situation homéostatique et pathologique (Andoh 
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et al., 2007).  Les myofibroblastes produisent aussi des cytokines et des chimiokines comme 

l’IL6 et le TGFβ, ainsi que des facteurs de croissance tels que le HGF, EGF, FGF et VEGF 

par exemple (Pinchuk et al., 2010; Powell et al., 1999).   

 

1.2.2 La matrice extracellulaire 

 

Le rôle de la MEC est d’apporter un support aux tissus et aux organes, en plus d’instruire les 

cellules épithéliales. Les cellules d’un tissu forment des liaisons avec la MEC contrôlant la 

viabilité du tissu mais aussi l’activation de voies de signalisation dans les cellules, 

principalement via les intégrines. Les protéines de la MEC sont très grandes et complexes et 

forment des filaments ou fibrilles. Les protéines de la MEC sont entre autres des collagènes, 

des protéoglycanes, des glycoprotéines (fibronectine, laminine). Les éléments de la matrice 

lient beaucoup de facteurs de croissance sécrétés dans le mésenchyme par les cellules 

mésenchymateuses et épithéliales. Par exemple, la fibronectine lie des facteurs de croissance 

tels que VEGF (Vascular endothelial growth factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor) et 

PDGF (Platelet-derived growth factor). D’autres molécules de la matrice comme le 

collagène lient des facteurs des voies Wnt, BMP et Hedgehog permettant de contrôler 

l’adressage de ces facteurs aux cellules épithéliales (Hynes et Naba, 2012). La formation de 

gradients au sein du tissus permet la formation de zones promouvant la prolifération et 

d’autres permettant la différenciation cellulaire (Hynes et Naba, 2012). Ces gradients de 

morphogènes sont aussi cruciaux lors du développement embryonnaire et du maintien de 

l’homéostasie chez l’adulte (Hynes, 2009). 

 

1.2.3 Les cellules immunitaires 

 

Les cellules stromales sont impliquées dans l’immunité innée et adaptative. Comme indiqué 

précédemment, les myofibroblastes peuvent produire des chimiokines et des cytokines. 

Cependant, en plus des cellules fibroblastiques, nombreuses cellules immunitaires sont 

présentes dans le stroma, permettant de répondre aux agressions faites à l’épithélium. La 
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lumière intestinale comprend de nombreuses bactéries du microbiome, et aussi des antigènes 

alimentaires. Il faut une balance finement régulée entre la tolérance et la réactivité 

immunitaire afin de ne répondre qu’aux réelles agressions. Les maladies inflammatoires 

intestinales sont issues d’un débalancement de cet équilibre. Les macrophages et les cellules 

dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes. Elles vont permettre l’activation des 

lymphocytes T CD4+, cellules cruciales pour l’immunité adaptative. Les cellules 

immunitaires sont en contact avec les autres cellules mésenchymateuses. Il a été montré que 

les myofibroblastes expriment les CMH de classe II (complexes majeurs 

d’histocompatibilité) permettant la présentation d’antigènes aux lymphocytes T (Saada et al., 

2006). Cette capacité permet de limiter la présentation d’antigènes du contenu luminal afin 

d’éviter l’hyper-réactivité immunitaire (Pinchuk et al., 2010; Powell et al., 2011).   

 

1.3 Les cellules souches intestinales et leur niche 

 

Dans l’intestin murin, les cellules différenciées doivent être renouvelées tous les 3 jours 

environ. Ce renouvellement est permis grâce aux cellules souches multipotentes qui se 

divisent régulièrement afin de former les cellules progénitrices prolifératives qui se 

différencieront afin de générer les cellules absorbantes, caliciformes, entéroendocrines et de 

Paneth (Cheng et Leblond, 2005; Simons et Clevers, 2011). Deux types de cellules souches 

cohabitent dans l’intestin grêle: les cellules souches actives et les quiescentes. La 

caractérisation de ces deux types de cellules souches est en cours d’étude encore à ce jour 

(Clevers, 2013).  

1.3.1 Les cellules souches intestinales actives et quiescentes 

 

Identifié par Barker et collaborateurs en 2007, LGR5 (Leucine Rich Repeat Containing G 

Protein-Coupled Receptor 5) est un marqueur des cellules souches actives dans l’intestin et 

le colon (Barker et al., 2007). Ces cellules sont positionnées entre les cellules de Paneth, au 

fond de la crypte intestinale. Ces cellules se divisent toutes les 24 heures. Grâce au système 

Cre-LacZ inductible, Barker et collaborateurs ont pu suivre le devenir des cellules LGR5+ 

dans le temps. Ils ont montré que les cellules LGR5+ renouvelaient l’entièreté des cellules 
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épithéliales et étaient en mesure de devenir des cellules caliciformes, de Paneth et 

absorbantes. Les cellules LGR5+ peuvent donc reformer tous les types de cellules épithéliales 

(Barker et al., 2007). D’autres marqueurs des cellules souches actives ont ensuite été 

identifiés tels que OLFM4 (Olfactomedin 4) (Van der Flier et al., 2009), ASCL2 (Achaete-

Scute Family BHLH Transcription Factor 2) (Van der Flier et al., 2009), SMOC2 (SPARC 

Related Modular Calcium Binding 2) (Muñoz et al., 2012). Depuis quelques années, la 

capacité d’une cellule à former un entéroïde est devenue le test permettant de déterminer le 

potentiel souche d’une cellule. Une cellule triée par FACS (Fluorescence activated cell 

sorting) par exemple pourra être mise en culture dans du Matrigel, avec un milieu de culture 

contenant de multiples facteurs de croissance. Le Matrigel est composé principalement de 

laminine, de collagène IV et d’entactine (Hughes et al., 2010). Le Matrigel remplace la MEC. 

Le milieu de culture ajouté comprend les facteurs régulant les cellules souches tels que des 

facteurs Wnts et des inhibiteurs des BMPs. Sato et collaborateurs ont réalisé cette technique 

pour la première fois en 2009 avec les cellules LGR5+ isolées (Sato et al., 2009). Après 14 

jours de culture, une cellule individuelle LGR5+ aura formé un mini-intestin in vitro 

contenant des cellules souches, des cellules progénitrices, et des cellules différenciées. 

Cependant, l’utilisation des cellules LGR5+ isolées présente des limitations techniques qui 

seront expliquées à la section 1.3.3.1. Le mini-intestin possède tous les types de cellules 

différenciées (absorbantes, caliciformes, de Paneth, entéroendocrines). Sato et collaborateurs 

ont donc prouvé que les cellules LGR5+ étaient des cellules souches multipotentes. Cette 

méthode est devenue usuelle pour prouver qu’un marqueur identifie bien des cellules souches 

intestinales.  

Puisque les cellules souches actives se divisent très régulièrement, elles sont prônes à mourir 

par apoptose, suite à des dommages par irradiation ou même en cas d’inflammation (Asfaha, 

2015; Sureban et al., 2015). L’intestin est un organe crucial pour le maintien de la vie: sans 

absorption de nutriments, la mort est inévitable. C’est pourquoi des cellules souches de 

réserve, quiescentes et résistantes aux dommages liés aux irradiations et à l’inflammation 

forment le gilet de sauvetage de l’intestin.  

Les cellules quiescentes ont été identifiées par leur capacité à conserver des agents intercalant 

de l’ADN (acide désoxyribonucléique) comme le BrdU (bromodésoxyuridine) ou la 
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thymidine-H3 à long terme. Leur localisation est à la position +4 dans la crypte, c’est 

pourquoi elles peuvent aussi être nommées les « cellules souches +4 », c'est-à-dire la 4ème 

cellule à partir du fond de la crypte. Cette position les localise juste au-dessus des cellules de 

Paneth. Dans les 10 dernières années, de nombreux marqueurs ont été proposés pour 

identifier des cellules souches quiescentes. Ces marqueurs sont TERT (Telomerase Reverse 

Transcriptase), BMI1 (BMI1 Proto-Oncogene, Polycomb Ring Finger), HOPX (HOP 

Homeobox), LRIG1 (Leucine Rich Repeats And Immunoglobulin Like Domains 1), SOX9 

(SRY-Box 9) et DCKL1 (Doublecortin Like Kinase 1) (Montgomery et al., 2011; Powell et 

al., 2012; Roche et al., 2015; Sangiorgi et Capecchi, 2008; Sato et al., 2009; Tian et al., 2011). 

Le nombre de marqueurs indique la présence probable d’une hiérarchie parmi les cellules 

souches +4, certaines étant sûrement des progéniteurs en voie de former des cellules 

sécrétrices, mais conservant la capacité de revenir vers un état souche (Richmond et al., 

2016). La Figure 3 schématise les cellules épithéliales de la crypte, en distinguant les cellules 

souches actives et quiescentes (Barker, 2014). 

 

Figure 3. Schéma de la crypte intestinale distinguant les cellules souches actives et 

quiescentes.                     

Les marqueurs principaux des cellules souches actives (CBC sur le schéma) sont LGR5, 

OLFM4, ASCL2, MSI1 et SMOC2. Ces cellules sont prolifératives et sensibles aux 

dommages. Les cellules souches quiescentes (+4 sur le schéma) sont marquées par BMI1, 

LRIG1, HOPX et TERT. Elles ont une longue durée de vie, se divisent peu et sont résistantes 

aux dommages. Image issue de la revue écrite par N. Barker en 2014 (Barker, 2014). Licence 

# 4376081387480.  
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1.3.2 Le dynamisme des marqueurs des cellules souches 

 

Cependant plusieurs études ont semé le doute quant à la distinction «blanc ou noir» de ces 

deux types de cellules souches intestinales. En effet, Munoz et collaborateurs ont séquencé 

le transcriptome des cellules LGR5+ et ont trouvé que ces cellules exprimaient aussi certains 

marqueurs pourtant assimilés aux cellules quiescentes comme BMI1, mTERT, HOPX et 

LRIG1 (Muñoz et al., 2012). Ces résultats ont été confirmés par Roche et collaborateurs 

(Roche et al., 2015). De plus, Roche et collaborateurs ont aussi montré que les cellules 

exprimant fortement SOX9 étaient des cellules souches, qui exprimaient aussi des marqueurs 

tels que la Chromogranine A, Chromogranine B et DCLK1. Ces protéines sont 

habituellement associées à des cellules différenciées de la lignée sécrétrice. Les souris 

invalidées pour SOX9 sont incapables de régénérer leur épithélium intestinal après 

irradiation, montrant que les cellules SOX9+ sont en effet des cellules souches 

radiorésistantes en mesure de régénérer le tissu en cas de fort dommage (Roche et al., 2015). 

Roche et collaborateurs en sont venus à proposer un nouveau modèle de plasticité entre les 

cellules souches actives et quiescentes (Figure 4). Ce modèle indique que, en situation 

d’homéostasie, les cellules souches actives se divisent et forment les cellules différenciées 

ainsi que des cellules souches quiescentes. La cellule souche quiescente serait en fait le 

progéniteur des cellules de la lignée sécrétrice, comme les cellules de Paneth. En situation de 

dommage, comme lors d’irradiation, les cellules souches quiescentes vont remplacer les 

cellules actives afin de maintenir l’homéostasie intestinale. 
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Figure 4. Schéma représentant la plasticité des cellules souches quiescentes SOX9+.         

Les cellules souches actives (Active ISC, CBC) peuvent former les cellules souches 

quiescentes (Reserve ISC, LRC) en situation d’homéostasie. Ces cellules souches quiescentes 

sont des progéniteurs de cellules sécrétrices dont les cellules de Paneth. Mais en cas de 

dommage, par exemple en cas d’irradiation, la cellule quiescente va s’activer et venir 

reformer les cellules actives afin de maintenir l’homéostasie intestinale. Image issue de 

Roche et al, 2015. Licence #4376071198624.  

  

1.3.3 La niche des cellules souches 

 

L’environnement entourant les cellules souches se nomme une niche. Elle est composée de 

facteurs chimiques et physiques sécrétés par les cellules épithéliales et mésenchymateuses 

adjacentes et forme un microenvironnement finement contrôlé permettant aux cellules 

souches de conserver leur statut de cellules souches, de proliférer et de se différencier (Yeung 

et al., 2011). Les facteurs chimiques sont des molécules comme des inhibiteurs de voie de 

signalisation, ou des facteurs de croissance alors que les facteurs physiques correspondent 

aux composantes de la MEC autour du fond de la crypte.  

 



 

 

13 

1.3.3.1 La niche épithéliale 

 

En 2011 Sato et collaborateurs ont découvert que les cellules de Paneth constituaient la niche 

des cellules souches intestinales (Sato et al., 2011). Ils ont tout d’abord observé la localisation 

des cellules de Paneth par rapport aux cellules souches: ces cellules sont intercalées afin de 

minimiser le contact entre deux cellules de même type. Ils ont isolé par FACS les cellules 

souches LGR5+ et les cellules de Paneth, et les ont ensemencées dans du Matrigel en quantité 

égale. Ils ont observé un taux de 77% de réassociation des cellules, avec formation 

d’entéroïdes viables. Il semble donc que le contact entre une cellule souche et de Paneth 

favorise grandement la formation d’entéroïdes puisque l’ensemencement de cellules LGR5+ 

seules ne donne des entéroïdes que dans 7% des cas. Dans cette étude, ils ont aussi réalisé le 

profil transcriptionnel des cellules de Paneth. En plus des facteurs antimicrobiens attendus, 

ils ont observé l’expression de gènes codant pour des facteurs de la voie des Wnts (Wnt3 et 

Wnt11), pour un ligand de la voie de Notch (Dll4) et pour des facteurs de croissance (Egf et 

Tgfα). Les voies de Wnt et Notch sont décrites plus en détail dans la section 1.4. Ils ont 

observé que l’ajout de 100ng/mL de WNT3 au milieu de culture des entéroïdes les rend 

sphériques après 6 jours en culture, signe d’absence de différenciation. En effet, les 

entéroïdes sont circulaires lorsque la prolifération est importante, puis ils forment des 

bourgeonnements lorsqu’ils commencent à se différencier. A ce moment l’entéroïde mime 

vraiment l’architecture intestinale puisqu’au fond des bourgeonnements se situent les cellules 

souches, les cellules en différenciation vont monter le long du bourgeonnement et arriver 

dans la partie des cellules différenciées puis le centre de l’entéroïde correspond à la lumière 

intestinale où les cellules mourant par apoptose ainsi que le mucus se déversent.  La voie de 

Wnt--caténine est donc cruciale à la prolifération des cellules souches (Sato et al., 2011). 

Cependant plusieurs études ont montré que les cellules de Paneth sont dispensables pour les 

cellules souches. Durand et collaborateurs ont utilisé une souris ayant une délétion 

conditionnelle d’ATOH1 (Atonal BHLH Transcription Factor 1), supprimant toutes les 

cellules sécrétrices de l’intestin (Durand et al., 2012). Ils ont confirmé l’absence de cellules 

de Paneth, et de facteurs WNT comme WNT3, WNT6 et WNT9.  Les cellules souches 

intestinales n’étaient pas affectées puisqu’elles continuaient de proliférer et la voie de Wnt-

-caténine y était active (Durand et al., 2012). Les même résultats ont été obtenus en 
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invalidant WNT3 dans les cellules épithéliales intestinales (Farin et al., 2012). En effet les 

cellules souches continuaient à proliférer en absence de WNT3. Ces résultats suggéraient 

donc que les cellules de Paneth n’étaient pas les seules à pouvoir activer la voie de Wnt--

caténine dans les cellules souches intestinales. 

 

 1.3.3.2 La niche mésenchymateuse 

 

C’est naturellement vers les cellules mésenchymateuses que la recherche s’est tournée. Ces 

cellules péricryptales ont la localisation idéale pour agir sur les cellules souches puisqu’elles 

les jouxtent directement. De plus, dans les études avec les entéroïdes, Sato et collaborateurs 

ajoutent au milieu de culture des facteurs tels que la R-spondine (RSPO) et Noggin (NOG); 

facteurs sans lesquels les entéroïdes ne se développent pas (Sato et al., 2009). La RSPO et 

NOG sont des facteurs produits par le mésenchyme, donc l’étude de Sato démontre que les 

cellules souches LGR5+ peuvent former des entéroïdes sans cellules mésenchymateuses, 

mais des facteurs produits par celles-ci sont tout de même essentiels.  Une cellule souche ne 

peut donc reformer un épithélium sans mésenchyme.  

En 2012, Farin et collaborateurs ont montré que des cellules stromales soutenaient la 

croissance d’entéroïdes déficients en WNT3 (Farin et al., 2012). Ces résultats suggèrent donc 

que les cellules mésenchymateuses produisent des facteurs de la voie Wnt--caténine 

permettant le maintien des cellules souches (Farin et al., 2012). Dans cette étude, les auteurs 

ont isolé les cryptes intestinales (cellules souches et cellules de Paneth) puis les ont mises en 

culture afin de former des entéroïdes. Ils n’ont pas utilisé de marqueurs mésenchymateux 

afin d’identifier les populations de cellules mésenchymateuses utilisées lors de la coculture. 

Ils ont même montré que l’ajout de WNT2B permettait de soutenir la croissance d’entéroïdes 

déficients en WNT3, précisant WNT2B comme candidat potentiel. Kabiri et collaborateurs 

ont indiqué l’importance de la RSPO1 pour la formation d’entéroïdes à partir de cryptes 

déficientes en WNTs (Kabiri et al., 2014). La RSPO3 a aussi été impliquée dans la niche des 

cellules souches intestinales. Une augmentation de RSPO3 entraine une augmentation du 

nombre de cellules souches et de Paneth, conduisant éventuellement au développement 

d’hyperplasie et à la tumorigenèse (Hilkens et al., 2017). NOG est un inhibiteur de la voie 
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des BMPs et son expression est forte autour de la base de la crypte. NOG lie les BMPs et 

bloque ainsi leur liaison au récepteur, empêchant la transduction du signal. Ce facteur est 

ajouté au milieu de culture des entéroïdes car il permet aux cellules souches de maintenir un 

état prolifératif, avec une voie de Wnt--caténine active. Or la voie des BMPs inhibe la 

prolifération des cellules souches via l’inhibition de la voie Wnt--caténine (He et al., 2004). 

Donc la niche mésenchymateuse est composée de facteurs de la voie Wnt--caténine 

(WNT2B, WNT5A), de potentialisateurs de la voie Wnt--caténine (RSPO 1 et 3), et 

d’inhibiteurs de la voie des BMPs comme NOG et Gremlin (GREML).  

La Figure 5 schématise la niche mésenchymateuse et épithéliale des cellules souches 

intestinales. Cette figure montre l’intensité des voies BMP et Wnt--caténine au fond de la 

crypte: la voie de Wnt--caténine est très active à la base de la crypte afin de permettre aux 

cellules souches de proliférer, alors que la voie des BMPs est plus active vers le haut de la 

crypte et dans la villosité afin de promouvoir la différenciation des cellules épithéliales. 

L’image indique la présence de fibroblastes péricryptaux (en orange) comme étant les 

producteurs des facteurs de la niche mésenchymateuse, mais des études datant des deux 

dernières années ont réfuté cette idée et ont permis de préciser l’identité des cellules de la 

niche mésenchymateuse (Aoki et al., 2016; Greicius et al., 2018; Stzepourginski et al., 2017).  

 

Figure 5. Schématisation de la niche des cellules souches intestinales.                                        

Les cellules de Paneth participent à la niche épithéliale, alors que les cellules 
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mésenchymateuses péricryptales participent à la niche mésenchymateuse. Sur cette image, 

les cellules mésenchymateuses sont identifiées comme étant des fibroblastes. La littérature a 

cependant avancé depuis et il a été montré que ce ne sont pas les fibroblastes mais plutôt des 

cellules exprimant FOXL1/CD34/Gp38/PDGFRα qui constituent la niche mésenchymateuse 

(Aoki et al., 2016; Greicius et al., 2018; Stzepourginski et al., 2017). Image issue de la revue 

de Roulis et Flavell, 2016. Licence #4375991468676. 

 

1.3.4 Les cellules de la niche mésenchymateuse 

 

L’identification des cellules responsables de la production des facteurs de la niche 

mésenchymateuse est encore en cours. En 2014, Kabiri et collaborateurs ont mis en culture 

des cellules stromales exprimant la vimentine et l’αSMA avec des cryptes de souris ayant 

une délétion de Porcupine (PORCN). Ces marqueurs mésenchymateux correspondent aux 

myofibroblastes. PORCN est responsable de modifications post-traductionnelles sur les 

facteurs WNT, sans lesquelles les facteurs ne peuvent pas être sécrétés. Dans ce modèle 

aucun facteur WNT n’est sécrété par l’épithélium. Ils ont observé que les cryptes ne 

pouvaient pas former des entéroïdes viables sans ajout de RSPO1 dans le milieu, à moins 

qu’elles soient placées en co-culture avec les myofibroblastes isolés. Ils ont montré que ces 

cellules mésenchymateuses exprimaient surtout WNT2B et WNT11 ainsi que la RSPO3 et 

la RSPO1. Cette étude montrait donc que les myofibroblastes étaient en mesure de produire 

la niche des cellules souches (Kabiri et al., 2014).  En 2016, Aoki et collaborateurs, ont 

postulé que les cellules FOXL1+ étaient les cellules mésenchymateuses responsables de la 

niche. Premièrement ils ont localisé les cellules FOXL1+. Elles se situent en dessous de 

l’épithélium tout le long de l’axe crypte-villosité, et, de façon surprenante, n’expriment pas 

l’αSMA. Ces cellules ne sont donc pas des myofibroblastes. Ils ont mesuré l’expression des 

facteurs de la niche dans ces cellules et ont trouvé qu’elles exprimaient Wnt2b, Wnt5a, Rspo3 

et Greml1 et 2. Ils ont observé qu’après 3 jours de délétion des cellules FOXL1+, la 

prolifération épithéliale cessait brutalement et il y avait une perte de la β-caténine active dans 

les cryptes en raison d’une absence de synthèse de facteurs WNT comme WNT2B et 

WNT5A. Une perte d’expression d’Olfm4, marqueur des cellules souches actives était aussi 

observée. Ils ont donc montré que les cellules non-myofibroblastiques FOXL1+ étaient en 

mesure de produire la niche mésenchymateuse et de soutenir les cellules souches (Aoki et 
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al., 2016). L’étude de Stzepourginski et collaborateurs en 2017 a confirmé les résultats 

obtenus par Aoki et collaborateurs, tout en découvrant un nouveau marqueur pour ces 

cellules. En effet, ils ont montré que les cellules CD34+/Gp38+ exprimaient FOXL1 et 

produisaient les facteurs de la niche. Tout d’abord, ils ont démontré que les cellules 

CD34+/Gp38+ étaient localisées autour de la crypte, juste en dessous de l’épithélium. Ils ont 

aussi montré que ces cellules n’exprimaient pas l’αSMA, donc qu’elles n’étaient pas des 

myofibroblastes. Ces cellules expriment Wnt2b, Rspo1 et Greml1 et elles sont en mesure de 

soutenir la prolifération des cellules souches lors d’une expérience de coculture avec des 

entéroïdes (Stzepourginski et al., 2017). Cependant, ces cellules n’expriment pas Wnt5a, 

alors que les cellules myofibroblastiques CD34- l’expriment. Ils ont aussi montré que les 

cellules CD34- étaient positives pour l’αSMA, et exprimaient des facteurs de la voie des 

BMPs comme Bmp2 et 4, favorisant la différenciation cellulaire. Il est donc important que 

les cellules CD34- ne soient pas autour de la crypte, sinon les cellules souches recevraient 

des signaux de différenciation et arrêteraient de proliférer. Cela correspond à ce qui a été 

observé en enlevant les cellules FOXL1+.  

En 2018, un autre marqueur de cellules mésenchymateuses de la niche a été mis en évidence 

par Greicius et collaborateurs (Greicius et al., 2018). Il s’agit du récepteur PDGFRα. Ils ont 

d’abord montré que la RSPO3 était produite par des cellules αSMA+ et PDGFRα+, autour de 

la crypte. Cela contredit ce qui avait été dit par Aoki et collaborateurs en 2016, puisque ces 

derniers indiquaient que les cellules FOXL1+ αSMA– produisaient la RSPO3. Une nouvelle 

étude du laboratoire ayant publié l’article d’Aoki a montré, en 2018, que les cellules FOXL1+ 

exprimaient en effet Rspo3 mais moins de 6 fois par rapport aux myofibroblastes FOXL1- 

(Shoshkes-Carmel et al., 2018). Greicius et collaborateurs ont aussi déterminé quels 

marqueurs mésenchymateux sont exprimés par les cellules PDGFRα+. Ils ont observé 

l’expression de Acta2, αSMA et Gli1 dans toutes les cellules PDGFRα+ et Foxl1, Greml2 et 

Myh11 dans certaines cellules PDGFRα+ (Greicius et al., 2018). Cette étude a montré que 

PDGFRα était un marqueur général pour les cellules mésenchymateuses produisant la niche 

des cellules souches intestinales. Ces cellules produisent des facteurs WNTs et la RSPO 1 et 

3 ainsi que GREML2. Les autres études ont montré que les cellules non-myofibroblastiques 

FOXL1+ et CD34+/Gp38+ sont les cellules exprimant des WNTs et RSPO2, mais peu RSPO3. 

A la lumière de ces résultats contradictoires, il est difficile de déterminer un unique marqueur 
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des cellules mésenchymateuses de la niche. Néanmoins, le type cellulaire télocyte permet 

d’englober tous ces types cellulaires. Les télocytes sont des cellules de soutien de nombreux 

organes, caractérisés par de très longues protrusions. Premièrement, CD34 a été identifié 

comme marqueur des télocytes intestinaux (Pieri et al., 2008), puis PDGFRα en 2013 

(Vannucchi et al., 2013) et enfin FOXL1 en 2018 (Shoshkes-Carmel et al., 2018). Il est donc 

possible de suggérer que ce sont les télocytes qui produisent les facteurs de la niche 

mésenchymateuse des cellules souches. Le schéma présenté à la Figure 6 permet de 

récapituler ce paragraphe. 

 

Figure 6. Schéma distinguant les facteurs de la niche produits par les différents sous-

types de cellules mésenchymateuses sub-épithéliales.                                           

Ce schéma permet de visualiser les résultats publiés dans les deux dernières années visant à 

identifier un marqueur des cellules mésenchymateuses produisant les facteurs de la niche des 

cellules souches.  
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1.4 Les voies de signalisation impliquées dans l’homéostasie intestinale 

 

1.4.1 La voie de signalisation des BMPs 

 

Les Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) ont été découvertes dans les années 1960 pour 

leur rôle dans la formation d’os ectopique (Urist, 1965). Les BMPs appartiennent à la 

superfamille du TGF-β (Transforming growth factor β) et sont d’importants morphogènes 

pour l’embryogénèse et le développement ainsi que pour le maintien de l’homéostasie de 

tissu adulte comme l’os ou le système vasculaire (Bobacz et al., 2003; Huang et al., 2009).  

Il existe 15 BMPs, groupés dans 4 sous-classes selon l’analyse des similarités de séquence 

(Mueller et Nickel, 2012). La voie de signalisation des BMPs peut agir de deux façons: de 

manière canonique et non-canonique. La voie des BMPs canonique repose sur la liaison d’un 

ligand à des récepteurs situés à la membrane plasmique de la cellule. Le ligand va former un 

complexe hétérotétramérique avec deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II. Il 

existe 7 récepteurs de type I, et 4 récepteurs de type II (Wang et al., 2014). Les récepteurs de 

type II possèdent une queue cytoplasmique ayant une activité sérine-thréonine kinase (Heldin 

et al., 1997). Les récepteurs BMPR1A, BMPR1B et BMPR2 sont spécifiques aux ligands 

BMPs. Dans l’intestin sont exprimés BMP2/4/5/6/7 ainsi que BMPR1A et BMPR2 

(Shoshkes-Carmel et al., 2018). Suite à la formation du complexe, le récepteur de type II va 

transphosphoryler le récepteur de type I, qui va pouvoir phosphoryler et ainsi activer les R-

SMADs (effecteurs de la voie associés au récepteur). Pour la voie des BMPs les R-SMADs 

sont les SMADs 1, 5 et 8. Une fois phosphorylés, les R-SMADs vont pouvoir lier le co-

SMAD (SMAD4) et ce complexe va transloquer au noyau et agir comme facteur de 

transcription. Les cibles transcriptionnelles du complexe Smad4/RSmad sont mal connues 

dans l’intestin. La Figure 7 schématise la voie de signalisation canonique des BMPs.  

Le TGF- β va quant à lui lier les récepteurs TβR-I et TβR-II, ce qui va activer les R-Smads. 

Dans la signalisation du TGFβ, les R-Smads sont Smad2 et Smad3. Une fois associé avec le 

co-Smad (Smad4) le complexe va agir comme facteur de transcription.  
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Figure 7. Schéma de la voie de signalisation des BMPs canonique.                                                        

La liaison du ligand BMP au récepteur entraine la phosphorylation des R-SMADs, puis leur 

association au co-SMAD. Ce complexe transloque au noyau et va agir comme facteur de 

transcription. Image provenant de l’article publié par Gàmez et collaborateurs en 2013 

(Gámez et al., 2013). Image libre de droits.  

 

La voie non-canonique est indépendante des SMADs. Il a été démontré que les BMPs 

peuvent activer des voies de signalisation telles que ERK et p38 / JNK MAPKinase (Broege 

et al., 2013; Yamaguchi et al., 1999) de manière non-canonique. Les protéines intermédiaires 

ne sont pas connues. Dans des ostéoblastes, il a été montré que cette voie non-canonique peut 

activer des cibles comme c-JUN et c-FOS, qui vont activer l’expression de gènes tels que 

l’alcaline phosphatase, la fibronectine et le collagène 1 (Lai and Cheng, 2002). La voie non 

canonique des BMPs peut activer les voies PI3K/Akt, RhoGTPases via LIMK1 (Shimizu et 

al., 2012; Thériault et al., 2007). La voie PI3K/Akt entraine l’activation de la voie mTOR, 

impliquée dans la synthèse protéique (Lamouille and Derynck, 2007). Les RHO-GTPases 

comme RHOA sont impliquées dans le remodelage du cytosquelette d’actine (Jaffe and Hall, 

2005). Ces voies de signalisation impliquées dans le remodelage du cytosquelette et la 

production protéique favorisent la transition épithélio-mésenchymateuse (Thériault et al., 

2007). La voie des BMPs non-canonique est schématisée à la Figure 8.  
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Figure 8. Schéma de la voie non-canonique des BMPs.                                                                                           

La liaison du ligand aux récepteurs va entrainer l’activation de voies de signalisation 

indépendamment des SMADs. Ces voies sont impliquées dans la prolifération, la migration 

et la différenciation cellulaire. Image provenant de l’article publié par Gàmez et 

collaborateurs en 2013 (Gámez et al., 2013). Image libre de droits. 

 

Afin de réguler la voie, plusieurs niveaux de contrôle sont présents aux niveaux extra et intra-

cellulaires. Au niveau extracellulaire, des protéines peuvent antagoniser les ligands BMPs en 

les liant directement, empêchant ainsi leur association aux récepteurs. Certaines de ces 

protéines sont NOG, GREML et Chordin (Brazil et al.,2015). L’expression de Noggin et 

Gremlin est activée par la voie des BMPs, formant ainsi une boucle de rétro-action négative. 

Le pseudo-récepteur transmembranaire BAMBI est un régulateur négatif de la voie des 

BMPs et du TGF-β puisqu’il empêche la formation du complexe des récepteurs de type I et 

II (Onichtchouk et al., 1999). Au niveau intracellulaire, les I-SMADs (SMADs inhibiteurs, 

SMADs 6 et 7) vont amener un rétrocontrôle négatif de la voie en bloquant l’association des 

R-SMAD avec le co-SMAD (Heldin et Moustakas, 2012). De plus, des phosphatases telles 

que PP1 et PP2A vont inhiber la voie en déphosphorylant les récepteurs et les R-Smads 

(Bengtsson et al., 2009).  

La voie des BMPs est impliquée dans diverses maladies, cependant l’intérêt sera ciblé sur le 

cancer dans ce mémoire. Chez l’humain, des mutations dans les cellules germinales des gènes 

BmpR1a et Smad4 ont été rapportées chez des patients atteints du syndrome de polypose 

juvénile. Des mutations acquises au cours de la vie dans certains gènes de la voie comme 
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Smad4 ont été observées chez des patients atteints de cancer colorectal (CCR) sporadique. 

La voie des BMPs est surtout associée à une inhibition de la prolifération cellulaire. Dans le 

cas de cancer, une mutation dans cette voie la rendant défectueuse entraine donc l’hyper-

prolifération des cellules (Katagiri et Watabe, 2016). La voie des BMPs agit donc comme 

suppresseur de tumeur. Les mutations n’arrivent pas seulement dans des effecteurs de la voie. 

En effet, le syndrome de polypose héréditaire mixte (Hereditary mixed polyposis syndrome, 

HMPS) est dû à une duplication du gène codant pour GREML1, un antagoniste de la voie. 

Cela entraine une inhibition anormale de la voie, et la formation de polypes colorectaux 

d’histologie mixte. Davis et collaborateurs ont montré l’effet de la surexpression de 

GREML1 chez la souris. Ils observent l’apparition d’adénomes de type festonné (Davis et 

al., 2015).  

De précédents travaux dans le laboratoire de la Pre Nathalie Perreault ont montré le rôle de la 

signalisation des BMPs dans l’épithélium et le mésenchyme intestinal en invalidant le 

récepteur Bmpr1a dans les cellules épithéliales ou mésenchymateuses FOXL1+.  Dans l’étude 

effectuée par Auclair et collaborateurs, l’invalidation épithéliale de la voie entraine une 

hyper-prolifération épithéliale ainsi qu’une altération dans la différenciation et la fonction 

des cellules caliciformes dans l’intestin (Auclair et al., 2007). Au niveau mésenchymateux, 

l’étude effectuée par Allaire et collaborateurs a permis d’élucider le rôle de la voie dans 

l’homéostasie colique. La composition du stroma des souris mutantes est modulée et forme 

un environnement toxique favorisant l’apparition de néoplasie (Allaire et al., 2016).  

Ces résultats montrent l’importance de la voie des BMPs dans le maintien de l’homéostasie 

intestinale, mais aussi dans le cancer colorectal.  

 

1.4.2 La voie de signalisation Wnt canonique 

 

Après la découverte du premier facteur WNT en 1982 par Nusse et Varmus, la voie Wnt a 

été le sujet de nombreuses recherches de par son importance du développement jusqu’au 

cancer (Krausova et Korinek, 2014). Cette voie de signalisation fait partie des grandes voies 
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impliquées dans la croissance et le développement comme, entre autres, les voies des BMPs, 

du TGF-β et de Notch.  

Il existe trois voies impliquant les Wnts: la voie canonique Wnt-β-caténine, la voie non-

canonique polarité planaire cellulaire et la voie Wnt/Ca2+ (Clevers, 2006). Ce mémoire se 

concentre particulièrement sur la voie Wnt canonique car des dérégulations dans cette voie 

ont été impliquées dans le développement de cancer (Reya et Clevers, 2005). La voie Wnt 

canonique est schématisée à la Figure 9. Brièvement, en absence de ligand WNT, la voie est 

inactive et ainsi la β-caténine est séquestrée dans un complexe formé de l’Axine, d’APC 

(adenomatous polyposis coli), de GSK3β (glycogen synthase kinase 3), de Dvl (Dishevelled) 

et de CK1α (casein kinase 1). L’Axine permet de lier la β-caténine avec APC. GSK3β et 

CK1α sont des kinases qui vont pouvoir phosphoryler la β-caténine lorsqu’elle est dans le 

complexe. L’ubiquitine ligase βTrCP (Beta-Transducin Repeat Containing E3 Ubiquitin 

Protein Ligase) va ensuite lier la β-caténine phosphorylée, et l’ubiquitinyler ce qui va 

envoyer la β-caténine au protéasome pour dégradation. Suite à la liaison d’un ligand WNT 

aux récepteurs Frizzled et LRP5/6 (low density lipoprotein receptor-related protein), LRP5/6 

va être phosphorylé et l’Axine va pouvoir s’y lier. Cette interaction va déstabiliser le 

complexe de dégradation, rendant la β-caténine libre et active. Le récepteur LRP phosphorylé 

va aussi inhiber la kinase GSK3, aidant à la stabilisation de la β-caténine. La β-caténine non-

phosphorylée et active va pouvoir transloquer au noyau, se lier à TCF/LEF1 (Transcription 

Factor, Lymphoid Enhancer Factor) à la place de Groucho et agir comme activateur 

transcriptionnel (Nusse and Clevers, 2017).  

Chez la souris, il existe 19 Wnts, 10 récepteurs Fzd et 2 LRPs. Sept Wnts sont exprimés dans 

l’intestin en plus de 4 récepteurs Fzd et de 2 co-récepteurs LRPs. Le mésenchyme 

gastrointestinal exprime Wnt2b, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b alors que l’épithélium exprime Wnt3, 

Wnt6 et Wnt9b (Gregorieff et al., 2005). LRP5/6 sont exprimés par les cellules épithéliales 

intestinales, tout comme FZD4/5/6 et 7 (Gregorieff et al., 2005).  
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Figure 9. Schématisation de la voie Wnt canonique.                           

À gauche: la voie de Wnt inactive, la β-caténine est séquestrée et phosphorylée par le 

complexe permettant sa dégradation par le protéasome. Au centre: la voie de Wnt active, 

liaison du ligand aux récepteurs et libération de la β-caténine. La β-caténine transloque au 

noyau, s’associe avec TCF et LEF et ensemble ils agissent comme facteur de transcription. 

À droite: exemple de la mutation dans APC. La voie est sur-activée car le complexe de 

dégradation de la β-caténine est non-fonctionnel. Image issue de l’article de revue écrit par 

Nusse et Clevers en 2017 (Nusse and Clevers, 2017). Licence #4373820420985.  

 

Les cibles de la voie de Wnt comprennent des régulateurs du cycle cellulaire tels cMYC et 

Cycline D1 (He et al., 1998; Shtutman et al., 1999). En effet, cMYC va pouvoir activer 

l’expression de Cycline D1 et réprimer celle de P21 et P27 (Niehrs and Acebron, 2012). La 

Cycline D1 va inhiber le complexe Rb, permettant ainsi l’accumulation de la Cycline E. 

L’accumulation de la Cycline E est l’évènement permettant à la cellule de passer le point de 

contrôle G1/S et donc d’entrer dans la phase S du cycle cellulaire. Les protéines P21 et P27 

sont des inhibiteurs du cycle cellulaire puisqu’ils inhibent les Cyclines D et E. L’action de la 

voie Wnt va entrainer l’inhibition de P21 et P27, permettant l’activité de la cycline E et donc 

la progression de la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire (Niehrs and Acebron, 2012). 

Ces caractéristiques font de la voie Wnt un régulateur crucial de la prolifération cellulaire. 

Suite à ces découvertes, de nombreuses mutations dans cette voie ont été associées avec le 
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développement du cancer puisqu’une suractivation de la voie va entrainer la prolifération 

incontrôlée des cellules (Reya and Clevers, 2005).   

Le rôle de la voie de Wnt-β-caténine dans l’intestin a été étudié en 2007 par Fevr et 

collaborateurs. Ils ont utilisé un modèle de souris transgénique permettant la délétion 

conditionnelle de la β-caténine dans l’épithélium intestinal. Ils ont déterminé que la voie de 

Wnt était la plus active dans le fond des cryptes, et plus particulièrement dans la zone où se 

situent les cellules souches. Suite à l’activation de la délétion de β-caténine, les souris 

meurent dans les 6 jours à cause d’une absence d’épithélium intestinal. Dès 4 jours après le 

début de la délétion, les cryptes sont absentes chez les souris mutantes montrant l’importance 

de la voie de Wnt pour le maintien des cellules souches et de leurs cellules filles 

prolifératives. Ils observent que les cellules sont bloquées en phase G1, elles arrêtent donc 

de proliférer. Ainsi, en absence de cellules pour le régénérer, l’épithélium est détruit (Fevr et 

al., 2007). Cette étude souligne donc l’importance de la voie Wnt-β-caténine dans le maintien 

de l’homéostasie intestinale.  

La régulation de la voie Wnt se fait via différents types d’inhibiteurs: certains lient le ligand 

l’empêchant ainsi de lier le récepteur alors que d’autres lient les récepteurs directement. Par 

exemple, Notum va retirer la queue palmitoylée des ligands WNT, rendant leur liaison à 

Frizzled impossible (Kakugawa et al., 2015). D’autres molécules, comme DKK (Dickkopf) 

lient le récepteur LRP ce qui empêche la dimérisation de LRP et Frizzled. Les molécules 

sFRPs (secreted Frizzled-related proteins) peuvent quant à elles lier les ligand WNT et le 

récepteur Frizzled séparément, lui donnant la capacité de bloquer la voie Wnt canonique 

(Cruciat and Niehrs, 2013). Certaines cibles transcriptionnelles de la voie Wnt peuvent créer 

une boucle de rétroaction négative. C’est le cas de RNF43 (Ring Finger Protein 43) et 

ZNRF3 (Zinc And Ring Finger 3). Ces cibles de la voie Wnt-β-caténine induisent la poly-

ubiquitinylation du récepteur Frizzled, l’amenant à être endocyté puis dégradé (Hao et al., 

2012; Koo et al., 2012).  

Le signal de la voie Wnt peut être amplifié à l’aide de molécules telles que la RSPO. Il en 

existe plusieurs sous-types: RSPO1, 2 et 3. Tous sont en mesure de lier les récepteurs LGR 

et ensemble ils peuvent lier les protéines RNF43 et ZNRF3 entrainant l’endocytose de ce 

complexe, et empêchant ainsi l’action inhibitrice de RNF43 et ZNRF3 sur la voie (de Lau et 
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al., 2014). Les récepteurs LGR sont eux-mêmes des cibles transcriptionnelles de la voie Wnt-

β-caténine (de Lau et al., 2014). Ceci montre à quel point la voie Wnt se régule 

intrinsèquement.  

Au niveau pathologique, une mutation entrainant l’activation de la voie Wnt canonique va 

entrainer l’hyper-prolifération cellulaire, et donc éventuellement le cancer. Au niveau du 

cancer colorectal, la mutation dans la voie Wnt canonique est souvent une étape initiatrice de 

la cascade d’événement menant la muqueuse saine à un carcinome invasif (Krausova et 

Korinek, 2014). Le schéma de la Figure 9 présente l’effet de la mutation d’APC: βTrCP n’est 

plus en mesure de lier le complexe de dégradation. La β-caténine s’accumule donc dans le 

cytoplasme et transloque au noyau et active la transcription des gènes cibles comme cMYC.  

 

1.4.3 La voie de signalisation Notch 

 

La voie de signalisation Notch régule de nombreux processus cellulaire via contact cellule-

cellule. En effet, le ligand est membranaire sur une cellule et va lier le récepteur membranaire 

sur la cellule adjacente. Quatre types de récepteurs NOTCH sont présents chez l’humain: 

NOTCH 1, 2, 3 et 4. Il existe 3 ligands de la famille des DLL (DLL1/3/4) (Delta like ligand) 

et 2 ligands de la famille Jagged (JAG1/2) (Kangsamaksin et al., 2015). Dans l’intestin, les 

principaux récepteurs sont NOTCH 1 et 2, les principaux ligands sont DLL1 et 4.  La liaison 

du ligand au récepteur entraine premièrement le clivage d’une portion extracellulaire du 

récepteur par la protéine ADAM10 (ADAM Metallopeptidase Domain 10). Ensuite, le 

clivage d’une portion intracellulaire du récepteur est effectué par le complexe γ-sécrétase. La 

portion clivée est appelée NICD (Notch intracellular domain) (Kopan and Ilagan, 2009; Tsai 

et al., 2014).  NICD va ensuite transloquer au noyau et s’associer avec RBPJ (Recombining 

binding protein suppressor of hairless), puis ce complexe va recruter MAML (Mastermind-

like), un co-activateur transcriptionnel. Ce complexe va entrainer l’activation de la 

transcription de gènes cibles de Notch, tels que Hes1 (Hes Family BHLH Transcription 

Factor 1) ou Olfm4 par exemple (Demitrack and Samuelson, 2016). La Figure 10 schématise 

la voie Notch.  
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Plusieurs façons de réguler la voie Notch ont été décrites par F. Schweisguth dans un article 

de revue (Schweisguth, 2004).  Puisque l’activation de la voie Notch repose sur le clivage de 

son récepteur, un récepteur ne peut transmettre un signal qu’une seule fois. Cela apporte un 

niveau de régulation important. De plus, la voie requiert très peu de molécules intermédiaires, 

donc les cibles à réguler sont limitées. Le récepteur NOTCH et les ligands peuvent subir de 

multiples fucosylations effectuées par la protéine POFUT1 (O-Fucosyltransferase 1). Ces 

modifications sont nécessaires pour l’activation de la voie (Okajima and Irvine, 2002). La 

voie Notch peut aussi être régulée par l’endocytose de son récepteur et la subséquente 

dégradation de celui-ci dans le lysosome. NICD peut aussi être ciblé et être dégradé par le 

protéasome, entrainant l’inhibition de la voie. En effet, il a été montré que Sel-10 (F-Box And 

WD Repeat Domain Containing 7) peut lier NICD et ainsi médie son ubiquitination et son 

adressage au protéasome (Öberg et al., 2001).  

 

Figure 10. Schématisation de la voie Notch.                            

La voie Notch repose sur un contact cellule-cellule. Les ligands DLL peuvent lier les 

récepteurs NOTCH, puis le récepteur sera clivé. La portion intracellulaire clivée (NICD) va 

transloquer au noyau et activer la transcription de gènes cibles. Image tirée de la revue écrite 

par Demitrack et Samuelson en 2016. Licence #4374841212787. 

 

La voie Notch a un rôle central dans la différenciation cellulaire. En effet, tel qu’indiqué dans 

la Figure 2, la balance entre l’activation et l’inhibition de la voie va amener les cellules 
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progénitrices vers un caractère absorbant ou sécrétoire. Si la voie Notch est active, la cellule 

progénitrice va se différencier en cellule absorbante. Au contraire, si la voie Notch est 

inactivée, la cellule progénitrice va se différencier en cellules de la lignée sécrétoire. Cela 

repose sur la balance de deux protéines: HES1 et ATOH1 (anciennement nommée MATH1, 

et nommée HATH1 chez l’humain). Dans des cellules où la voie Notch est active, Hes1 est 

exprimé et HES1 va pouvoir lier le promoteur d’Atoh1, empêchant ainsi l’expression d’Atoh1 

(Zheng et al., 2011). ATOH1 est un facteur de transcription impliqué dans l’expression de 

gènes propres aux cellules de la lignée sécrétrice. Leurs rôles ont été démontrés dans 

plusieurs modèles murins. L’inhibition de la voie Notch par délétion génétique ou par 

l’utilisation d’inhibiteurs entraine un débalancement en faveur des cellules sécrétrices: les 

intestins des souris présentent un nombre augmenté de cellules caliciformes, de Paneth et 

entéroendocrines (van Es et al., 2005). Au contraire, l’activation de la voie entraine une 

diminution du nombre de cellules sécrétrices en faveur des cellules absorbantes (Stanger et 

al., 2005). Puisque la voie Notch nécessite deux cellules adjacentes, les cellules progénitrices 

régulent entre elles l’activité de la voie. En effet, si la cellule exprimant ATOH1 exprime 

aussi les ligands DLL1 et DLL4, la cellule adjacente exprimant le récepteur va voir sa voie 

Notch activée, et donc exprimer HES1. C’est pourquoi les cellules absorbantes sont entourées 

de cellules sécrétrices (Demitrack and Samuelson, 2016).  

 

1.4.4 Interactions entre les voies BMP, Wnt et Notch 

 

Les voies de signalisation BMP, Wnt et Notch participent toutes au maintien de 

l’homéostasie des tissus, indépendamment les unes des autres mais aussi de manière 

complémentaire (Bertrand et al., 2012). En effet, ces voies de signalisation communiquent, 

convergent vers des points d’intersection communs. La première évidence d’une telle 

communication a été réalisée chez la Drosophile en 1996. Les auteurs ont trouvé que la voie 

Notch pouvait réguler la voie de signalisation Wingless (homologue de la voie Wnt) via Dvl. 

En effet, la portion cytoplasmique du récepteur Notch pouvait lier et ainsi bloquer Dvl, 

activant donc la voie Wingless (Axelrod et al., 1996). Il a aussi été élucidé que la voie des 

BMPs et celle de Wnt étaient liées via la voie PTEN/PI3K/AKT. En effet, le signal de la voie 
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des BMPs va pouvoir entrainer l’activation de PTEN, inhibant ainsi AKT. Une diminution 

d’activité d’AKT a été associée à une baisse d’activité de la β-caténine. Ces résultats 

indiquent donc que l’activité de la voie des BMPs est associée à une perte d’activité de la 

voie Wnt via PTEN/AKT (He et al., 2004).  

 

1.5 Le cancer colorectal 

 

Avec 26 800 nouveaux cas en 2017, le cancer colorectal (CCR) est le 2ème cancer le plus 

diagnostiqué au Canada (statistiques de la Société Canadienne du Cancer). Quatre-vingts 

pour cent de ces cancers sont dus à des mutations de novo, dites sporadiques, et 20% sont 

dus à des mutations héréditaires. Il est donc important d’approfondir les connaissances 

scientifiques sur le sujet.  

1.5.1 Description de la pathologie 

 

Le cancer est associé à une prolifération non-contrôlée de cellules d’un tissu, qui perdent de 

leur fonctionnalité. Dans le colon, le cancer débute avec des cryptes aberrantes, puis des 

polypes bénins appelés adénomes qui vont éventuellement pouvoir évoluer vers un 

adénocarcinome, puis un carcinome invasif et éventuellement former des métastases. Les 

métastases sont principalement observées dans le foie. Cette succession d’événement est 

nommée carcinogenèse. Les étapes moléculaires de la carcinogénèse sont en partie connues: 

la première modélisation de ces étapes a été réalisée par Vogelstein et Fearon en 1990 puis a 

été bonifiée au fur et à mesure des nouvelles découvertes (Fearon et Vogelstein, 1990). Cette 

modélisation met l’emphase sur l’accumulation de mutations au sein des polypes qui va les 

faire passer d’un stade bénin à un stade malin. Les mutations les plus fréquentes sont la perte 

de fonction d’APC et de P53, ainsi qu’un gain de fonction de KRAS. Le rôle d’APC a été 

décrit à la section 1.4.2: il entraine une suractivation de la voie Wnt-β-caténine et donc 

l’hyperprolifération des cellules portant la mutation. Une mutation d’un allèle du gène APC 

entraine l’apparition du syndrome de polypose adénomateuse familiale chez les patients; ce 

syndrome fait donc partie des 20% de cancers héréditaires. Ces patients développent de 

nombreux polypes bénins dans le colon, mais qui, sans traitement, ont un haut risque de 
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devenir malins et ainsi de causer un CCR (Young et al., 2013). Un autre type héréditaire est 

le syndrome de polypose juvénile, causé par une mutation dans la voie des BMPs, comme 

dans le récepteur BMPR1A ou la protéine SMAD4. Les patients développent des polypes de 

type hamartomateux, bénins mais ont un haut risque de développer un CCR au cours de leur 

vie (Calva-Cerqueira et al., 2010).  

La classification des différents CRC a beaucoup évolué pour arriver à un consensus en 2015: 

la classification CMS (Consensus Molecular Subtypes). Grâce aux approches du séquençage 

du génome des cellules tumorales, ils ont pu dégager 4 classes de cancer avec des 

caractéristiques moléculaires particulières (Guinney et al., 2015). La classe CMS1 est 

caractérisée par l’instabilité des microsatellites et une infiltration importante de cellules 

immunitaires. La classe CMS2 est appelée canonique car les voies de Wnt et Myc sont 

touchées. Le CMS3 est de type métabolique et le CMS4 est de type mésenchymateux, avec 

forte infiltration du stroma, activation du TGFβ et angiogenèse. Ces caractéristiques rendent 

le CMS4 le pire en matière de survie des patients.  

La MEC est aussi très importante dans le développement du CRC et sa progression. Dans les 

tumeurs, la MEC est remodelée et plus rigide. La rigidité de la matrice a été corrélée avec la 

progression et l’agressivité tumorale (Samani et al., 2007). Les métalloprotéinases (MMP) et 

la lysyl-oxydase (LOX) régulent le microenvironnement tumoral ainsi que la réponse 

immunitaire, la réparation des blessures, la transition épithélio-mésenchymateuse et la 

fibrose (Vannucci, 2015). Wei et collaborateurs ont observé une augmentation de 

l’expression de LOX dans des tumeurs de plus haut grade. Ils ont donc montré que LOX 

(protéine responsable de la formation de liens entre les molécules de collagène) entraine une 

augmentation de la rigidité matricielle et fait progresser la gravité des tumeurs colorectales 

chez les patients. (Wei et al., 2017). Il est donc de plus en plus clair que les cellules du stroma 

et la matrice participent à la progression du CCR. 
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1.5.2 Modélisation chez les souris 

 

L’utilisation de souris transgéniques a permis d’évaluer l’importance de certaines protéines 

et voies de signalisation dans le développement du CCR. Pour modéliser le syndrome de 

polypose adénomateuse familiale, la souris ApcMin/+ a été développée et est très largement 

utilisée dans la littérature. Cette souris a un allèle muté du gène Apc et va développer de 

nombreux polypes dans l’intestin, et peu dans le colon. Pour développer un polype, il faut 

d’abord que la cellule perde son 2ème allèle du gène, par un mécanisme appelé perte 

d’hétérozygocité. Ce mécanisme est le même que celui observé chez les patients puisqu’ils 

n’ont hérité que d’un seul allèle muté. Cependant la majorité des polypes sont observés dans 

l’intestin alors que chez les patients ils sont localisés dans le colon. De plus, les polypes chez 

la souris sont des adénomes et ne progressent jamais, contrairement à ce qui est observé chez 

l’humain. La souris ApcMin/+ permet donc de modéliser l’initiation de la polypose mais pas la 

carcinogenèse (Young et al., 2013). Cependant la souris ApcMin/+ est encore beaucoup utilisée 

en recherche car il est possible de générer une souris ayant Apc muté ainsi qu’un autre gène 

d’intérêt muté. Ces modèles appelés double-mutants permettent d’observer la synergie entre 

deux mutations et de modéliser les mutations additionnelles qui ont lieu dans les polypes 

humains. Par exemple, l’ajout de la mutation dans le gène Smad3 entraine l’augmentation du 

nombre de polypes, une accumulation de polypes dans le colon distal et l’apparition 

d’adénocarcinomes et de carcinomes chez les souris à deux mois. Ce modèle modélise donc 

ce qui est observé chez les patients atteints du syndrome de polypose familiale et prouve 

l’importance de la voie du TGFβ dans l’avancement du CCR (Sodir et al., 2006). Au niveau 

de la voie des BMPs, des mutations dans SMAD4 et BMPR1A ont été découvertes chez 45% 

des patients atteints du syndrome de polypose juvénile (Calva-Cerqueira et al., 2010; Howe 

et al., 2001; Wambach et Barnard, 1999). Ces mutations germinales prédisposent les patients 

à développer des polypes de type hamartomateux. De plus, les patients ont 50% de risque de 

développer un CCR au cours de leur vie (Calva-Cerqueira et al., 2010). Ainsi la voie des 

BMPs possède un rôle important dans le développement du CCR.  
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1.6 Hypothèse et objectifs de recherche  

 

Les cellules mésenchymateuses FOXL1+ participent à la production de facteurs de la niche 

des cellules souches intestinales (Aoki et al., 2016; Shoshkes-Carmel et al., 2018). La voie 

des BMPs dans les cellules épithéliales a un rôle important dans le maintien de l’homéostasie 

au niveau des cellules souches et de leur devenir (Auclair et al., 2007; Qi et al., 2017). Allaire 

et collaborateurs ont montré que la délétion de la voie des BMPs dans les télocytes FOXL1+ 

entraine le développement de la polypose dans le colon des souris âgées de 1 an (Allaire et 

al., 2016). Cependant, le rôle de la voie des BMPs dans les télocytes FOXL1+ sur l’épithélium 

intestinal et les cellules souches n’a pas été exploré.  

Hypothèse: La perte de la voie de signalisation des BMPs dans les télocytes FOXL1+ 

dérégule la production des facteurs de la niche mésenchymateuse, affectant ainsi les cellules 

souches, leur devenir et favorise la tumorigenèse.  

Pour répondre à cette hypothèse, un modèle de délétion conditionnelle de type Cre-loxP 

permettant la délétion du récepteur Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ a été utilisé, ainsi qu’un 

modèle de type double-mutant Bmpr1aΔFoxl1ApcMin/+ afin de répondre à la question sur la 

tumorigenèse. Ce modèle de souris double-mutantes permettra d’analyser la réaction croisée 

entre la perte de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ et l’augmentation de la voie 

Wnt canonique.  

Le projet a été divisé en quatre objectifs afin de répondre à l’hypothèse de recherche 

Objectif 1. Évaluer l’impact de la délétion de Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ sur la 

composition de la niche des cellules souches intestinales et sur la voie de Wnt.  

Objectif 2. Déterminer l’effet de la voie de signalisation des BMPs des cellules FOXL1+ sur 

la différenciation des cellules épithéliales intestinales. 

Objectif 3. Déterminer la capacité de régénération des cellules souches des souris 

Bmpr1aΔFoxl1. 
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Objectif 4. Évaluer le rôle de la voie des BMPs des cellules FOXL1+ dans l’initiation de la 

polypose. 



2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

2.1 Souris modifiées génétiquement 

Les souris sont hébergées selon les normes établies par le comité d’éthique animale de la 

Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé (FMSS) de l’Université de Sherbrooke, en 

accord avec les normes du Conseil Canadien pour la Protection Animale. Les expériences 

réalisées sur les souris sont approuvées par le Comité de Recherche Animale de la FMSS 

(numéro d’approbation FMSS-114-15). La souris transgénique C57BL/6J Foxl1-Cre a été 

donnée par Dr Kaestner (Sackett et al., 2007), la souris 129SvEv-Bmpr1aFx/Fx provient du Dr 

Mishina (Mishina et al., 2002) et la souris C57BL/6J-ApcMin (Silverman et al., 2002) a été 

achetée chez Jackson Laboratory. Afin de répondre aux objectifs 1 à 3, les croisements 

suivants ont été réalisés: la souris 129SvEv-Bmpr1Fx/Fx a été croisée avec la souris C57BL/6J 

afin d’amener ces souris SvEv vers un fond génétique de souris C57BL/6J. Ensuite la souris 

Bmpr1aFx/Fx a été croisée avec la souris C57BL/6J Foxl1-Cre afin de donner des souris 

Bmpr1aFx/+ Foxl1-Cre. Ces souris ont ensuite été croisées avec des 129SvEv-Bmpr1aFx/Fx afin 

de générer des souris mutantes Bmpr1aΔFoxl1 ainsi que les souris contrôles n’exprimant pas 

la Cre-recombinase. Ces souris ont été analysées à l’âge de 3 et 9 mois.   

            

Afin de répondre à l’objectif 4, la souris C57BL/6J-ApcMin/+ a été croisée avec la souris 

C57BL/6J Foxl1-Cre afin d’obtenir une souris intermédiaire Foxl1-CreApcMin/+. Cette souris 

a été croisée avec la souris 129SvEv-Bmpr1Fx/Fx afin d’obtenir une souris hétérozygote 

Bmpr1aFx/+Foxl1-Cre ApcMin/+, qui sera par la suite mise en accouplement avec la souris 

129SvEv-Bmpr1Fx/Fx afin d’obtenir les souris double-mutantes: Bmpr1aFx/FxFoxl1-Cre 

ApcMin/+, nommées Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ ainsi que les différents contrôles: la souris dite 

Contrôle (Cre négative et Apc non muté: ApcWT), la souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcWT, la souris 

ApcMin/+ n’exprimant pas la Cre-recombinase donc Bmpr1a non muté et enfin la souris 

hétérozygote pour Bmpr1a et muté pour Apc: Bmpr1aHtz;ApcMin/+. L’analyse des souris de la 

lignée Bmpr1a-Apc a été effectuée à 90 jours.  
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2.2 Identification des souris et génotypage 

Les souriceaux sont identifiés avant l’âge de 10 jours par la coupure d’un de leurs orteils. 

Cela permet de les identifier puis de les génotyper. L’orteil coupé avec un scalpel est placé 

dans un tube 1.5mL stérile et conservé à -20°C jusqu'à l’extraction de l’ADN. Pour 

l’extraction de l’ADN génomique, le protocole utilisé est celui développé par Truett et 

collaborateurs (Truett et al., 2000). Les orteils sont lysés pendant 1h à 95°C dans 75µl de 

solution 25mM NaOH, 0.2mM EDTA. Puis 75µl de solution 40mM Tris-HCl pH 5.5 est 

ajouté afin de neutraliser le pH de la solution et le tube est centrifugé 3min à 4000rpm, ce qui 

permet de culoter les débris restants. Les extraits sont placés à -20°C jusqu'au génotypage. 

Le génotypage des souris est effectué par PCR; cela permet de connaitre le statut de la souris 

pour chaque génotype étudié.               

 Le génotypage des souris pour Bmpr1a est réalisé par PCR, dans un volume de réaction final 

de 10µl selon le protocole fourni par Yuji Mishina. Pour une réaction, le mélange est le 

suivant: 1µl de tampon Platinum 10X (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.3µl de 50mM MgCl2 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.2µl 10mM dNTPs, 0.5µl amorce sens diluée à 10µM, 0.5µl 

d’amorce anti-sens diluée à 10µM, 0.1µl de Platinum TAQ 5U/µl (Invitrogen, Carlsbad, CA), 

3.4µl d’eau stérile et 4µl d’ADN génomique préalablement diluée 1:6 dans de l’eau stérile. 

Le génotypage pour la Foxl1-Cre est réalisé dans une réaction d’un volume de 25µl contenant 

2.5µl de tampon 10X (10X ThermoPol Reaction Buffer, New England Biolabs, Ipswich, MA, 

USA), 0.5µl de dNTPs 10mM, 1µl d’amorce sens 10µM, 1µl d’amorce antisens 10µM, 1µL 

de TAQ «maison», 18µl d’eau stérile, et 1µl d’ADN génomique. Afin de génotyper les souris 

pour le gène Apc, le mélange pour une réaction PCR est réalisé comme suit: 2.5µl de tampon 

10X (10X PCR Buffer, Qiagen), 0.5µl de dNTPs 10mM, 0.1µl d’amorce sens #033 10mM, 

0.625µl d’amorce antisens #758 10mM, 1.25µl d’amorce antisens #034 10mM, 0.125µl de 

Taq (Qiagen), 18.9µl d’eau stérile et 1µl d’ADN génomique par réaction. Les réactions PCR 

ont ensuite été réalisées en prenant en compte les températures de fusion des amorces. Les 

produits PCR sont migrés sur gel d’agarose 1% - 1.2 % (VWR Life Science) contenant 1X 

de RedSafe (iNtRON Biotechnology, Korea) à 107V pendant 25min dans un tampon TAE 

(Tris 40mM, acétate 20mM et EDTA 1mM). Toutes les amorces utilisées en PCR 

proviennent d’IDT Technology, Coralville, IA, USA.  
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Tableau 1: Liste des amorces utilisées pour le génotypage des souris 

Cible Amorce sens 
Tm 

(oC) 
Amorce antisens 

Tm 

(oC) 

Bmpr1a GCAGCTGCTGCTGCAGCCTCC 66.3 TGGCTACAATTTGTCTCATGC 53.4 

Foxl1-Cre GCGGCATGGTGCAAGTTGAAT 59.3 CGTTCACCGGCATCAACGTTT 58.7 

ApcMin/+ 033: GCCATCCCTTCACGTTAG 53.0 
034: TTCCACTTTGGCATAAGGC 53.2 

758: TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA 48.4 

 

2.3 Euthanasie des souris 

Les souris sont d’abord injectées d’une solution de chlorhydrate de kétamine (100mg/mL) – 

xylazine (13mg/ml) (Wyeth, Guelph, ON) en fonction du poids de la souris (1µl/g). Une fois 

endormie, la souris est euthanasiée par dislocation cervicale selon le protocole autorisé par 

le Comité d’éthique animale de la FMSS et le CCPA. Les organes sont ensuite rapidement 

prélevés et mis sur une plaque en verre sur glace.  

2.4 Fixation des tissus 

Une fois l’intestin de l’animal prélevé, l’organe est divisé selon les sections de l’intestin, puis 

chaque section est rincée dans du PBS 1X à 4°C (phosphate buffer saline). Pour l’intestin, 

les sections sont coupées et placées directement dans une cassette. Pour le colon, l’organe est 

ensuite ouvert longitudinalement à l’aide de ciseaux à bouts ronds. Le tissu est de nouveau 

rincé dans du PBS à 4°C afin de retirer le maximum de contenu luminal (mucus, selles) et le 

tissu est placé à plat dans la cassette, la couche musculaire vers le bas. Les cassettes sont 

ensuite immergées dans une solution de paraformaldéhyde (PFA dans PBS 1X) 4% m/v froid 

jusqu’au lendemain matin. Après un lavage avec de l’éthanol 70% v/v, les cassettes peuvent 

être conservés dans l’éthanol 70% v/v à 4°C jusqu'à l’inclusion en blocs de paraffine. La 

circulation et l’inclusion de ces cassettes en blocs de paraffine sont réalisées par la plateforme 

de phénotypage animal de la FMSS. 

2.5 Microscopie électronique 

Afin d’analyser les tissus par microscopie électronique, 1mm de tube digestif est coupé, puis 
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placé dans du fixateur 2,5 % (v/v) de glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate 0,1M pH 

7,4 à 4°C 30min, puis recoupé en 4 quarts. Ces morceaux sont ensuite laissés minimum 24h 

dans le fixateur précédent. Les tissus sont ensuite envoyés à la plateforme d’histologie et de 

microscopie électronique de la FMSS afin d’être traités, inclus et coupés. La procédure se 

déroule comme suit: les échantillons sont rincés deux fois avec du tampon 0,1M cacodylate 

pH 7,4 puis incubés 90min dans une solution de tétroxyde d'osmium 1 % dans un tampon 

cacodylate. Afin d’être déshydraté, le tissu est placé dans des bains contenant une 

concentration croissante d’éthanol (70, 85, 95 et 100 % v/v) puis dans de l’oxyde de 

propylène. Le tissu est inclus dans de la résine Epon 812 pendant 48 heures à 60oC afin que 

la résine polymérise. Le bloc ainsi obtenu est coupé avec un ultramicrotome Leica Ultracut 

UCT (Leica MicroSystem, Concorde, ON, Canada) en coupes de 80nm d’épaisseur. Le 

traitement au citrate de plomb et acétate d’uranyle permet d’ajouter du contraste au tissu. Les 

tissus sont observés à l’aide du microscope électronique à transmission Hitachi H-7500 

(Hitachi, Schaumburg, IL, USA). 

2.6 Coloration Hématoxyline et Éosine (H&E) 

Les lames devant être colorées sont placées à 60oC pendant 15min puis réhydratées selon les 

étapes décrites dans le tableau 2 ci-dessous. Les lames sont immergées dans une solution 

filtrée d’hématoxyline de Gill (Poly Scientific; Cat #s210-8oz) pendant 3min, puis rincées 

5min sous l’eau courante. Elles sont ensuite placées dans une solution d’alcool acide (EtOH 

95% v/v, HCl concentré 1% v/v) pendant 30sec puis rincées sous l’eau 1min, ensuite les 

lames sont immergées dans une solution d’eau ammoniacale (1g de bicarbonate de sodium 

et 2mL d’hydroxyde d’ammonium 30% dans 1L d’eau distillée, pH 8.0) pendant 1min avant 

d’être lavées 5min sous l’eau courante. La coloration à l’éosine est ensuite effectuée en 

plaçant les lames dans une solution d’éosine (Fluka St. Louis, MA, USA) 1min 30sec avant 

d’être rincées 5min sous l’eau courante. Les étapes de déshydratation sont ensuite réalisées 

comme suit : EtOH 100% 3 fois 1min, xylène 2fois 1min. Les lames sont montées avec une 

goutte de Vectamount (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) et scannées à l’aide d’un 

scanner multi-lames à lumière visible (Nanozoomer, Hamamatsu, Japon) après avoir séché 

24 heures minimum. La coloration H&E est effectuée par la plateforme d’histologie de la 

FMSS.  
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Tableau 2: Étapes de réhydratation des tissus 

Solution Durée 

Xylène 2x 5 minutes 

EtOH 100% v/v 2x 2 minutes 

EtOH 95% v/v 1x 1 minute 

EtOH 80% v/v 1x 1 minute 

EtOH 70% v/v 1x 1 minute 

H2O 1x 1 minute 

 

2.7 Coloration des mucines acides par Alcian Bleu 

La coloration à l’Alcian Bleu permet de colorer les mucines acides produites par les cellules 

caliciformes. Les noyaux des cellules seront colorés en rose. Les lames sont tout d’abord 

placées à 60oC pendant 15min puis réhydratées selon les étapes décrites dans le tableau 2. La 

solution d’Alcian Bleu (1g dans 100mL d’acide acétique 3%, pH 2.5) (Poly Scientific, Bay 

Shore, NY, USA) est placée sur les lames pendant 30min. Les lames sont rincées à l’eau 

courante 2min avant d’être contre-colorées dans la solution filtrée de Nuclear Fast Red 

pendant 15min (Electron Microscopy Sciences Hatfield, PA). Les lames sont rincées dans 

l’eau courante 1min puis déshydratées selon les étapes décrites dans le tableau 3 ci-dessous 

puis montées et scannées tel qu’indiqué à la section 2.6.  

 

Tableau 3: Étapes de déshydratation des tissus 

Solution Durée 

Éthanol 70% v/v 2min 

Éthanol 95% v/v 2min 

Éthanol 100% v/v 2 fois 2min 
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Xylène 2 fois 1min 

 

2.8 Coloration des granules des cellules de Paneth par Best’s Carmine 

Après 5min à 60oC, les lames sont placées 2 fois 5min dans du xylène puis 2 fois 2min dans 

de l’EtOH 100% (v/v) puis 2 fois 2min dans du MeOH 100% (v/v). Les lames ainsi 

déparaffinées sont placées 4h à 56oC dans la solution de méthylation (MeOH 100% (v/v), 

HCl 0.8% (v/v)). Elles sont ensuite immergées dans du MeOH 100%, 50% et 30% (v/v) 2min 

à chaque fois, avant d’être rincées à l’eau distillée 2min. Les tissus sont ensuite colorés 10min 

dans une solution d’hématoxyline de Weigert, puis rincées 10min à l’eau courante et 1min 

dans de l’eau distillée. Puis elles sont colorées 1h dans la solution de Best’s Carmine 

(Carmine 1% m/v, K2CO3 0.5% m/v, KCl 2.5% m/v, 60% (v/v) d’eau ammoniacale 28%, 

30% (v/v) de MeOH 100%). Les lames sont placées dans une solution de rinçage (18% 

MeOH, 36% EtOH) pendant 1min avant d’effectuer les étapes de déshydratation du tissu: 

1min dans de l’EtOH 100%, 2 fois 2 min dans du xylène. Les lamelles de verre sont montées 

avec du Permount puis scannées tel qu’indiqué dans la section 2.6. La coloration Best’s 

Carmine est effectuée par la plateforme d’histologie de la FMSS.  

2.9 Coloration du collagène au Trichrome de Masson 

Après 15min à 60oC, les lames sont réhydratées selon les étapes décrites dans le Ttableau 2 

puis immergées dans la solution de Bouin (HT-10-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA) 

pendant 15min à 56oC. Les lames sont ensuite rincées à l’eau courante 5min puis elles sont 

placées 2min dans de l’eau distillée. Les lames sont ensuite immergées dans une solution de 

Scalert Fuschine Acide (HT-15-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA) 5min à température 

pièce avant d’être rincées rapidement dans de l’eau distillée.  Les lames sont d’abord placées 

dans une solution d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique (ratio 1 :1) 5min puis 

immédiatement mises dans une solution d’Aniline bleu (HT-15-4 Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MA, USA) pendant 5min. La contre coloration est effectuée en immergeant les lames dans 

une solution d’acide acétique 1% (Poly Scientific, Bay Shore, NY, USA). Les lames sont 

ensuite déshydratées, montées et scannées tel qu’expliqué dans la section 2.6. La coloration 

au Trichrome de Masson est effectuée par la plateforme d’histologie de la FMSS.  
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2.10 Immunofluorescence sur tissus inclus en paraffine 

Les blocs de paraffine sont coupés à l’aide d’un microtome en coupes d’une épaisseur de 

5µm par la plateforme d’histologie de la FMSS. Les lames sont tout d’abord chauffées à 60oC 

pendant 20min, puis ré-hydratées tel qu’indiqué dans le tableau 2. Les antigènes sont révélés 

en immergeant les lames dans l’acide citrique 10mM pH 6.0 dans la cocotte-minute puis en 

les chauffant au micro-onde 11min 30sec, en les laissant reposer 10min dans l’acide citrique 

puis en rinçant 10min à l’eau courante. Les lames sont ensuite rincées 5min dans du PBS 1X, 

la limite des tissus est tracée à l’aide du Liquid Blocker PapPen (Daido Sangyo, Saltama, 

Japan). Le blocage est ensuite réalisé pendant 40min dans une chambre humide avec une 

solution de PBT (PBS 1X, BSA 0.1% m/v, Triton X-100 0.2% v/v) supplémenté à 2% m/v 

BSA, et dans certains cas une solution de PBT supplémenté à 2% m/v BSA et 0.1% m/v 

Gélatine de Poisson.  Après le blocage, la solution est retirée de la lame sans rinçage et la 

solution d’anticorps primaire est ajoutée. L’anticorps primaire est dilué dans le tampon de 

blocage, les lames sont placées dans une chambre humide le temps de l’incubation. Pour la 

plupart des anticorps primaires le temps d’incubation est sur la nuit/16-18h à 4oC, voir le 

Tableau 4 pour le détail des dilutions et du temps d’incubation pour chaque anticorps 

primaire. Les lames sont ensuite rincées 3 fois 5min dans du PBS 1X avant l’incubation avec 

l’anticorps secondaire couplé à une molécule fluorescente. Les anticorps secondaires sont 

incubés dans le noir 1h40 à température pièce, les dilutions sont indiquées dans le Tableau 

4. Les lames sont ensuite rincées au PBS 1X et les contre-colorations suivantes sont 

effectuées: le DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 0.2µg/mL, 1min) permettant de 

marquer les noyaux des cellules et l’Évan Bleu dilué à 0.1% m/v dans du PBS 1X (quelques 

immersions) marquant la structure des tissus, les lames sont bien rincées au PBS 1X, puis 

une fois à l’eau déionisée et enfin séchées dans le noir et montées dans du milieu de montage 

Immumount (ThermoScientific). Les lames peuvent être conservés à 4°C protégées de la 

lumière. La prise des images est effectuée à l’aide du microscope à fluorescence Leica DM 

LB2 (Leica MicroSystem, Concorde, On, Canada), la superposition des images pour les 

différents filtres est effectuée avec le logiciel ImageJ.  
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Tableau 4: Anticorps primaires et secondaires utilisés en immunofluorescence 

 
Cible Dilution 

Source 

animale 
Fournisseur, # catalogue 

A
n
ti

co
rp

s 
p
ri

m
ai

re
s 

Ki67 1/2 Lapin 
Thermofisher, RM-9106-

R7 

Lysozyme 1/2500 Lapin Dako, A0099 

Chromogranine A 1/500 Lapin Immunostar 

OLFM4 1/500 Lapin CST, D6Y5A 

SOX9 1/1000 Lapin Millipore, 5535 

Collagène I 1/175 Lapin Thermofisher, PA1-85319 

Sucrase-

Isomaltase 
1/500 Chèvre 

Santa Cruz Technology 

Sc 27-603 

A
n
ti

co
rp

s 
se

co
n
d

ai
re

s 

IgG souris (Alexa 

Fluor 568) 
1/250 Chèvre Invitrogen, A11031 

IgG lapin (Alexa 

Fluor 488) 
1/250 Chèvre Invitrogen, A21069 

IgG chèvre 

(Alexa Fluor 488) 
1/500 Âne Invitrogen, A11055 

 

2.11 Immunohistochimie selon le kit de Dako 

Les premières étapes sont similaires à celles de l’immunofluorescence. Cependant avant le 

blocage, les peroxydases endogènes au tissu sont bloquées à l’aide d’une solution de 

peroxyde d’hydrogène 0.03% pendant 5min. Après l’incubation de l’anticorps primaire (voir 

tableau 5), les lames sont rincées au PBS 1X puis incubées 1h30 avec l’anticorps secondaire 

couplé au HRP, inclus dans le kit distribué par la plateforme d’histologie de la FMSS. Après 

plusieurs rinçages au PBS 1X, la révélation au DAB (3,3'-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride) est réalisée selon les instructions du Kit Dako. Le temps de révélation au 
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DAB varie selon l’anticorps utilisé. Les contre colorations des lames sont ensuite effectuées 

comme indiqué dans le Tableau 6 ci-dessous. Puis les lames sont déshydratées (tel 

qu’expliqué dans le Tableau 3) et montées en ajoutant à une lamelle de verre (VWR, West 

Chester, PA, USA) une goutte de Vectamount (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 

puis elles sont scannées en utilisant le Nanozoomer (Hamamatsu, Japan). Les images sont 

observées à l’aide du NDP.view2. 

 

Tableau 5: Anticorps primaires utilisés en immunohistochimie 

Cible Dilution 
Source 

animale 
Fournisseur, # catalogue 

β-caténine totale 1/5000 Souris 
BD Transduction 

Laboratories, 610154 

CD3 1/200 Lapin Dako 

CC3 1/300 Lapin CST, 9661 

BrdU 1/100 Souris NeoMarker, MS-1058-P1 

 

Tableau 6: Étapes de contre-coloration pour l’IHC 

Solution Durée 

Hématoxyline de Harris 5min 

Eau courante 2min 

Alcool Acide (95% v/v EtOH, 5% 

v/v d’HCl concentré) 
30 secondes 

Eau courante 2min 

Solution de «Blueing» (2mL 

d’hydroxyde d’ammonium dans 

1L d’eau distillée, pH 10.0) 

30 à 60 secondes 

Eau courante 5min 
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2.12 Lyse des tissus pour extraire l’ARN et les protéines 

Après le sacrifice de la souris et l’isolation du tube digestif, la section d’intérêt comme l’iléon 

ou le colon distal est coupée et hachée à l’aide d’une lame de rasoir. Afin d’extraire l’ARN 

(acide ribonucléique), le tissu ainsi coupé est placé dans un tube de 2mL contenant une bille 

d’acier inoxydable (Qiagen, MD, USA) et du tampon de dénaturation de la trousse ToTally 

RNA (Ambion, CA, USA). Le volume de tampon de dénaturation varie selon la quantité de 

tissus à lyser cependant, un volume de 600µl est souvent utilisé. Le tissu est immédiatement 

lysé, ou bien mis dans l’azote liquide et conservé à -80°C jusqu’à la lyse. Il est cependant 

préférable de le lyser immédiatement afin d’éviter la dégradation de l’échantillon. Deux 

cycles de lyse sont réalisés à l’aide du TissueLyser LT (Qiagen, MD, USA): d’abord 3min à 

50osc/sec, puis 10min sur glace, et s’il reste des morceaux de tissus non lysés, une autre 

ronde d’oscillation de 2min à 50osc/sec est réalisée. Les tubes sont placés sur glace 10min 

avant une centrifugation de 15min, 13000rpm à 4°C. Après centrifugation, le surnageant est 

placé dans un nouveau tube et mis dans l’azote liquide puis rangés à -80°C jusqu’à 

l’extraction d’ARN. Le protocole est identique pour l’extraction des protéines, sauf que le 

tampon de lyse utilisé est du RIPA (Tris 50mM, NaCl 150mM, NP-40 1% v/v, Sodium 

déoxycholate 0.5% m/v, SDS 0.1% m/v) supplémenté d’inhibiteurs (concentrations finales: 

0.02µg/µl chacun d’Aprotinine et Leupeptine, 2mM chacun de PMSF et de Na3VO4).  

2.13 Extraction d’ARN au phénol/chloroforme 

Les échantillons d’ARN bruts obtenus à la section 2.12 sont décongelés sur glace avant leur 

extraction selon le protocole de la trousse ToTally RNATM (numéro catalogue AM1910, 

Ambion, CA, USA). Cette trousse repose sur l’extraction de l’ARN par précipitation au 

phénol/chloroforme. L’étape de précipitation facultative au chlorure de lithium a été 

effectuée afin de s’assurer d’obtenir des ARN purs. Le culot final a été resuspendu dans 30µl 

de solution d’élution du kit (Elution buffer: Ambion, CA, USA) contenant de l’eau garantie 

sans RNAses et de l’EDTA. Les concentrations des ARN ainsi obtenus sont mesurées à l’aide 

du spectrophotomètre Nanodrop (ThermoScientific, DE, USA), leur pureté a été évaluée 

grâce aux ratios A260/A230 et A260/A280.  
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2.14 Matrisperse 

Après sacrifice de la souris et prélèvement de l’iléon, l’organe est ouvert longitudinalement 

et rincé dans du PBS 1X froid puis coupé en morceaux d’environ 5mm de longueur. Ces 

morceaux sont placés dans un tube de 15mL contenant 4mL de solution de MatriSperse (Cell 

recovery solution, Corning) puis incubés à plat toute la nuit à 4oC sans agitation. Après 

incubation, le tube est agité 30min à plat sur glace afin de dissocier le mésenchyme de 

l’épithélium. Afin de récupérer la fraction mésenchymateuse, le surnageant est retiré et 4mL 

de MatriSperce est ajouté au mésenchyme restant. Le tube est de nouveau agité 30min sur 

glace à plat puis le surnageant est retiré, du PBS1X est ajouté et le tube est agité à la main 

afin de retirer tout l’épithélium restant. Le rinçage au PBS 1X est répété une 2ème fois. Un 

maximum de 100mg de morceaux restants sont resuspendus dans 450µl de tampon de lyse 

RLT du kit BioBasic afin d’extraire l’ARN, placés dans un tube 2mL contenant une bille 

d’acier inoxydable et lysés au TissueLyser LT 2min à 50osc/sec, 10min sur glace puis une 

2ème lyse 1min à 50osc/sec. Après incubation sur glace, les échantillons sont centrifugés 

15min à 13000rpm à 4oC et congelés à -80oC jusqu’à extraction de l’ARN.  

2.15 Extraction d’ARN avec la trousse Bio Basic 

Un maximum de 100mg de tissus est lysé dans 450µl de tampon RLT de la trousse EZ-10 

Spin Column Total RNA Miniprep (Bio Basic, Markham ON, Canada) à l’aide du TissueLyser 

LT (Qiagen, MD, USA) en réalisant une première ronde de lyse de 2min à 50osc/sec, puis 

une incubation de 10min sur glace et une dernière ronde de lyse d’1min à 50osc/sec. Après 

cette lyse, aucun morceau ou précipité n’était présent dans l’échantillon, aucune 

centrifugation n’a donc été effectuée. Ce lysat est congelé à -80oC jusqu’à extraction de 

l’ARN. L’extraction de l’ARN a été effectuée selon le protocole de la trousse EZ-10 Spin 

Column Total RNA Miniprep (Bio Basic, Markham ON, Canada). Pour l’élution finale de 

l’ARN, 30µL d’H2O stérile sont ajoutés sur la colonne, l’élution est effectuée selon les 

indications de la trousse. L’ARN ainsi obtenu est dosé au Nanodrop (ThermoScientific, DE, 

USA) puis conservé à -80oC avant son utilisation. 

2.16 DNAse sur les ARN extraits et Transcription Inverse 

Afin de s’assurer de l’absence d’ADN génomique dans les ARN extraits, une étape de DNase 

est nécessaire afin de dégrader l’ADN contenu dans les échantillons d’ARN extraits. Dans 
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un volume de final de 20µL, 2µg d’ARN est dilué dans de l’eau stérile; 2µl de tampon DNase 

10X (Roche) est ajouté puis 1U d’enzyme DNase (1µl d’enzyme diluée 1:10, Roche). 

L’échantillon est placé à 37oC pendant 30min puis 1.05µl d’EDTA 100mM (5mM final) est 

ajouté avant de placer l’échantillon à 75oC 10min afin d’inhiber la réaction. Après 

centrifugation rapide afin de culoter l’ARN au fond du tube, deux aliquots de 10µL sont 

prélevés et un est placé à -80oC alors que le second sera utilisé pour la réaction de 

transcription inverse.  

Les ARNm extraits doivent être transformés en ADNc (ADN complémentaire) afin de 

pouvoir les quantifier par PCR quantitatif (qPCR). Pour la réaction de transcription inverse, 

un des aliquots de 10µl décrit ci-dessus, contenant donc 1µg d’ARN est utilisé. À ce 10µl 

sont ajoutés 4µl de tampon AMV-RT 5X (Roche), 1.7µl d’eau DEPC, 0.8µl de dNTPs 

25mM, 2.4µl du mélange d’amorces poly-dT 25mM de chaque (IDT Technology), 0.6µl 

d’inhibiteur de RNases (Invitrogen) et 0.5µl d’enzyme AMV-RT (10U final, Roche). Ce 

mélange est incubé 1h dans le bain à 42oC, puis 5min à 95oC afin d’inactiver l’enzyme AMV-

RT. Les échantillons sont ensuite dilués 1:10 dans de l’eau stérile, pour un volume final de 

200µl. Ces ADNc sont conservés à -20oC jusqu’à leur utilisation en qPCR.  

2.17 PCR quantitatif 

Les réactions de PCR quantitatif (qPCR) sont effectuées selon le protocole établi par Roche 

pour la trousse FastStart essential DNA Green Master Kit (Roche, Indianapolis, IN, USA). 

Afin de doser les échantillons, les mesures sont réalisées en duplicata. Pour un point, le 

mélange est le suivant: 2µl d’ADNc diluée 1:10, 6µl d’eau stérile, 10µl de FastStart essential 

DNA Green Master Kit (Roche) et 1µl de chaque amorce (IDT Technology) diluée à 10µM. 

Les réactions ont été effectuées sur l’appareil Light Cycler 96 System (Roche) selon les 

instructions du fabricant. La mesure de l’expression du gène d’intérêt dans les échantillons 

est rapportée à celle du gène de référence Tbp (Tata-box binding protein). Les paires 

d’amorces utilisées sont listées dans le tableau 7 ci-dessous.  
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Tableau 7: Liste des amorces utilisées en RT-qPCR  

Cible Amorce Sens Amorce anti-sens 
Amplicon 

(pb) 

Ascl2 CACTAGACAGCATGGGTAAGG CTGCTTGACTTTTCCAGTTGG 138 

Atoh1 CCAGTATCTGCTGCATTCTCC CAGCTGTTCCCGTACTTTGAC 148 

Bmi1 TTTATGCAGCTCACCCGTC TTTCCGATCCAATCTGCTCTG 149 

ChgA TTTTGCCCTTCCTGTGAACA TCGGAGATGACTTCCAGGAC 78 

Ctnnb1 TCAAGAGAGCAAGCTCATCATTCT CACCTTCAGCACTCTGCTTGTG 115 

EphrB2 GGAAGAAACCCTGATGGACTC GTTCATGTTCTCGTCGTAGCC 106 

EphrB3 CTATCCGCACGTATCAGGTGT GGTGAACTTCAGCTCCACGTA 116 

Greml1 CTGGGGACCCTACTGCCAA TTTGCACCAATCTCGCTTCAG 243 

Hes1 CGGCATTCCAAGCTAGAGAAGG GGTAGGTCATGGCGTTGATCTG 256 

HopX GAGGACCAGGTGGAGATCCT TCCGTAACAGATCTGCATTCC 188 

Lgr5 ATCCAATCTCCTGTCGTCCTT CACTGGTAAGCAGATGGCATT 147 

Lrig1 GAACACCTGAACCTTGGAGAG CTGCAGCATCCTACCCATTAG 159 

Lysozyme CCAGAACTCTGAAAAGGAATGG CCAGTATCGGCTATTGATCTGA 167 

mTert AGGGTAAGCTGGTGGAGGTT GATGCTCTGCTCGATGACAA 233 

Noggin TCAAAGGGCTGGAGTTCTCC TGAGGTGCACAGACTTGGAT 243 

Olfm4 CAGCCACTTTCCAATTTCACTG GCTGGACATACTCCTTCACCTTA 175 

Rspo1 TTCAGCCACAACTTCTGCAC GACCACTCGCTCATTTCACA 146 

Rspo3 TTGACAGTTGCCCAGAAGGG CTGGCCTCACAGTGTACAATACT 76 

Smoc2 TCGGCAGAACAAGACCAATAA CTAGCACACACCAGCAGTATC 179 

Sox9 CGGAGGAAGTCGGTGAAGA GTTTTGGGAGTGGTGGGTG 197 

Tbp GGGGAGCTGTGATGTGAAGT GGAGAACAATTCTGGGTTTGA 131 

Wnt2b CACCCGGACTGATCTTGTCT ACCCGAGTTGTGTCATACCC 165 
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Wnt3 CGCTCAGCTATGAACAAGCA CACTGTCGTACTTGTCCTTGAGG 175 

Wnt5a AAGCAAACCAGCTCACCACA CAGGCCTCGAAAACAACACA 103 

 

Toutes les amorces utilisées sont spécifiques à la souris (Mus Musculus) et la température 

d’hybridation utilisée est toujours 60oC.  

2.18 Dosage des protéines extraites de tissus 

Les protéines extraites par la méthode détaillée dans la section 2.12 sont dosées par méthode 

BCA (Acide Bicinchoninique, kit de Pierce BCA Protein Assay kit, Rockford, USA). La 

solution de détection est préparée en mélangeant 50 parts de réactif A avec 1 part de réactif 

B du kit, pour un volume de 200µl par puits. Une courbe standard de BSA (Albumine de 

Sérum Bovin, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) de 8 points, variant de 

0µg/mL à 25µg/mL est réalisée à partir de BSA 1mg/mL diluée dans de l’eau. Deux 

microlitres de chaque échantillon sont dilués dans 23µl d’eau. Dans une plaque 96 puits, 

200µl de solution de détection sont ajoutés au 25µl de protéine à doser; chaque échantillon 

est dosé en duplicata. Après 30min à 37oC, la concentration de chaque échantillon est 

calculée à partir de la mesure de l’absorbance à 562nm par un lecteur de microplaque 

(Versamax, Molecular devices).  

2.19 Immunobuvardage de type Western des protéines extraites de tissus 

Dix microgrammes de protéines dosées sont placés dans 13µl de tampon RIPA (sans 

inhibiteurs), et additionnés de 5µl de tampon LDS NuPAGE 4Xet 2µl d’agent de réduction 

NuPAGE 10X, pour un volume final de 20µl. Les échantillons sont ensuite chauffés 10min 

à 72oC, puis centrifugés brièvement.  

Le système d’immunobuvardage de type Western utilisé est celui d’électrophorèse sur gel 

Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide (NuPAGE, Invitrogen, Carlsbad, CA). Les gels 

utilisés sont des gels NuPAGE d’Invitrogen. La concentration du gel dépend des cibles 

souhaitées; des gels 10% Bis-Tris et 4-12% Bis Tris ont été utilisés, avec une épaisseur de 

1mm. Le marqueur de poids moléculaire utilisé pour s’assurer du poids des protéines cibles 

est le HiMark Pre-Stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, New 

Jersey, USA). Pour la migration du gel, 1L de tampon MOPS ou MES est fait en diluant 

50mL de tampon MOPS ou MES 20X dans 1L final d’eau distillée. Ce tampon de migration 
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sera placé dans la chambre externe du montage dans la cuve de type Xcell Surelock Mini Cell 

(Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA). Dans 200mL de ce tampon de 

migration sont ajoutés 500µl d’antioxydant (NuPAGE, Invitrogen), ce tampon sera utilisé 

dans la chambre interne du montage. La migration est réalisée à 200V, voltage constant, 

pendant environ 1h à température pièce (soit environ 20oC). Le temps de migration dépend 

des protéines cibles. Pour une meilleure séparation protéines il est parfois judicieux de laisser 

migrer plus longtemps, quitte à perdre les protéines de plus petit poids moléculaire. Après 

l’électrophorèse complétée, les protéines du gel sont transférées sur une membrane de PVDF 

(Roche diagnostic, Indianapolis, IN, USA). Pour le transfert, 1L de tampon de transfert est 

préparé comme suit : 50mL de NuPAGE 20X transfert buffer (Invitrogen) dans 1L final 

d’eau distillée, 200mL de ce tampon est additionné de 200µl d’antioxydant. Le tampon de 

transfert est utilisé pour imbiber les éponges et papiers Whatman nécéssaires au montage. Le 

montage est placé dans la cellules de transfert XCell II Blot Module (Invitrogen) et les 200mL 

de tampon avec antioxydant sont placés dans la chambre interne du montage. De l’eau est 

ajouté dans la chambre externe. Le transfert d’un gel est réalisé à 30V (constant) pendant 1h. 

Afin de vérifier l’efficacité du transfert, la membrane est rapidement colorée au Ponceau S 

(Sigma, St. Louis, MA, USA), puis décolorée à l’eau distillée. La membrane est rincée avec 

du tampon de rinçage TBS-T (TBS-Tween 0.1%). Le blocage des membranes est fait dans 

une solution de TBS-T, lait sans gras 5% m/v pendant 1h, à température pièce avec agitation. 

La membrane est rincée avec du TBS-T plusieurs fois avant l’ajout de la solution d’anticorps 

primaire (4mL au minimum), incubée toute la nuit à 4oC avec agitation. Les différentes 

dilutions des anticorps utilisés sont répertoriées dans le Tableau 8. Après 3 rinçages au TBS-

T de 10 minutes, une solution de 10mL d’anticorps secondaire dilué dans du TBS-T est 

ajoutée 45min-1h à température pièce, avec agitation. Se référer au Tableau 8 pour les 

dilutions utilisées. Après l’incubation, l’anticorps secondaire est rincé 3 fois 10min avec du 

TBS-T avec agitation. La révélation par chimiluminescence est effectuée avec le kit ECL 

solution Western Blotting Detection System TM (Amersham Bioscience, England) en 

mélangeant les solutions A et B 1:1, dans un volume final de 1mL par membrane. Après 

1min d’incubation, l’excès de solution est retiré et la membrane est placée dans la cassette 

de révélation. La révélation se fait sur film (HyperfilmTM d’Amersham Biosciences, 

England). Le film est ensuite scanné et les calculs de densitométrie sont réalisés avec le 
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logiciel ImageJ (Rasband WS, ImageJ, United States National Institutes of Health, Bethesda, 

MD) en normalisant le score de la protéine cible avec celui de la β-Actine. La comparaison 

statistique est effectuée sur GraphPad Prism.  

 

Tableau 8: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en immunobuvardage  

 
Cible Dilution 

Source 

animale 

Fournisseur, # 

catalogue 

A
n
ti

co
rp

s 
p
ri

m
ai

re
s 

β-Actine 1/20 000 Souris 
Millipore, MAB 

1501R 

β-Caténine totale 1/10000 Souris 
BD Transduction 

Laboratories, 610154 

β-caténine active 

(non-

phosphorylée) 

1/5000 Lapin CST, 8814 

Olfm4 1/5000 Lapin CST, D6Y5A 

A
n
ti

co
rp

s 

se
co

n
d
ai

re
s α-Souris HRP 1 / 10 000 Cheval CST, 7076 

α-Lapin HRP 1 / 10 000 Chèvre CST, 7074 

 

2.20 Analyses statistiques  

Afin de quantifier les résultats obtenus par immunofluorescence, ou marquage visible, des 

décomptes ont été effectués en analysant à l’aveugle un minimum de 10 images par souris. 

Un minimum de 5 souris de chaque groupe (mutante ou contrôle) a été compté afin d’analyser 

une population représentative. La moyenne des décomptes pour chaque souris a été comparée 

à l’aide du test statistique Mann Whitney U puisque le nombre d’échantillons par groupe 

n’est pas suffisant pour considérer qu’ils suivent une distribution normale. Les résultats 

représentent la moyenne des deux groupes avec la déviation standard (SD). Pour la 

comparaison des résultats de qPCR et de densitométrie des immunobuvardages de type 

Western, la mesure pour chaque échantillon est normalisée par rapport à la valeur du gène de 
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référence (Tbp, TATA-Binding protein) ou de la protéine de référence (β-Actine). Ensuite, la 

moyenne des contrôles est ramenée à 1 afin que les mesures des contrôles représentent 100% 

d’expression, les moyennes pour les échantillons expérimentaux sont normalisées par rapport 

à la moyenne des souris contrôles. L’analyse statistique des résultats est aussi mesurée par 

test statistique Mann Whitney U. Le logiciel d’analyse statistique utilisé est GraphPad Prism.  

2.21 Irradiation des souris  

Les souris choisies pour être irradiées étaient des souris contrôles (3 mâles et 3 femelles) et 

des souris mutantes Bmpr1aΔFoxl1 (3mâles et 3 femelles) âgées entre 90 et 120 jours. Les 

souris ont reçu une dose d’irradiation de 12Gy sur tout leur corps, à l’aide du Gammacell 

3000 (Best Thératronics, Ottawa, ON) à raison de 0.164 Gy/seconde. Les souris ont été 

pesées matin et soir pendant 5 jours puis sacrifiées le 5ème jour. Elles ont été injectées de 5-

bromo-2’-déoxyuridine (BrdU labeling reagent, Invitrogen, Frederick, MD, USA) 90min 

avant leur sacrifice afin de marquer les cellules prolifératives. La dose est de 10µl de solution 

par gramme de poids corporel de l’animal. Le BrdU est un analogue de la thymidine et va 

être inséré dans l’ADN lors de la réplication de l’ADN, ce qui va donc marquer les cellules 

en phase S du cycle cellulaire.   

 

2.22 Séquençage d’ARN et analyses statistiques  

Le séquençage de l’ARN a été effectué sur des extraits d’iléon de souris contrôles et 

Bmpr1aΔFoxl1 âgées de 9mois; la totalité du tissu a été lysée (épithélium, mésenchyme et 

muscle). Les ARN extraits tel que décrit à la section 2.13 ont été analysés par la plateforme 

de RNomique de la FMSS afin de vérifier leur intégrité et leur qualité. Les échantillons ayant 

un score d’intégrité (RIN: RNA Integrity number) supérieur à 9 ont été sélectionnés pour être 

envoyés à séquencer. Le séquençage a été effectué par Génome Québec à l’Université 

McGill, Montréal, Qc, Canada. Les librairies d’ADNc ont été préparées avec la technologie 

RNASeq Stranded de NEB. Le séquençage effectué est de type Illumina HiSeq4000 PE100. 

Les séquences obtenues ont été alignées au génome murin GRCm38, disponible sur Ensembl 

par le Canadian Centre for Computational Genomics, ces derniers ont aussi réalisé les calculs 

de normalisation des données, de valeurs statistiques des variations. Les résultats ont été 
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analysés à l’aide du logiciels GSEA (Gene Set Enrichment Analysis, Broad Institute) afin de 

comparer l’expression des gènes entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1. 



3. RÉSULTATS 

 

3.1 La délétion de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ entraine une modification 

architecturale de l’iléon  

Les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 et contrôles ont été analysés afin de comparer 

l’architecture de l’intestin, à 3 mois et plus tard dans la vie de l’animal: à 9 mois. À trois 

mois, les iléons des souris mutantes présentent une faible dilatation du compartiment 

mésenchymateux, et quelques fusions de villosités (Figure 11, panneaux supérieurs). 

Cependant, à 9 mois, l’impact de la délétion de la voie des BMPs a pu installer un phénotype 

plus important. En effet, comme il est possible de l’observer dans le panneau inférieur de la 

Figure 11, les villosités sont fusionnées ou dédoublées. Le compartiment mésenchymateux 

est dilaté dans les iléons des souris mutantes alors que les iléons de souris contrôles présentent 

une architecture normale.  
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Figure 11. La perte de Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ entraine une modification 

architecturale de l’iléon des souris dès 3 mois.                  

Coloration Hématoxyline et Éosine (H&E) des iléons des souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1 

âgées de 3 et 9 mois. Barre d’échelle = 50 µm.  

 

3.2 Les souris Bmpr1aΔFoxl1 présentent une modification de l’homéostasie cryptale 

La fission cryptale est un phénomène permettant de maintenir l’homéostasie entre le nombre 

de cellules souches et de cellules de Paneth.  En effet, les cellules de Paneth doivent être en 

contact direct avec les cellules souches afin de leur faire parvenir des ligands et petites 

molécules tels que le lactate (Roper et Yilmaz, 2017) et WNT3  (Farin et al., 2016). Le 

nombre de cryptes en fission par rapport au nombre de cryptes totales est de 7.4% chez les 

souris contrôles contre 19.5% chez les souris mutantes âgées de 9 mois (Figure 12). Cette 

augmentation de 12% (p<0.05) suggère une possible modification dans le ratio de cellules 

souches pour le nombre de cellules de Paneth, suggérant ainsi un défaut dans l’homéostasie 

de ce système finement régulé. 
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Figure 12. Augmentation de la fission cryptale dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 

A. Coupe d’iléon de souris de 9 mois, coloration H&E. La flèche rouge indique un exemple 

d’une crypte en fission. Barre d’échelle=50µm. B. Quantification du nombre de fission 

cryptale dans l’iléon des souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1 âgées de 9 mois. Signification 

statistique déterminée par le Test Mann-Whitney, * p<0.05, N=4.  

 

 

3.3 La voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ entraine l’expression de facteurs de la 

niche mésenchymateuse des cellules souches intestinales 

La niche mésenchymateuse et les cellules responsables de sa formation est un domaine de 

recherche en expansion actuellement. Les cellules FOXL1+ ont été identifiées comme 

produisant certains de ces facteurs comme WNT2B, WNT5A, RSPO3, GREML 1 et 2 (Aoki 

et al., 2016). De manière générale, les facteurs de la niche mésenchymateuse sont des 

inhibiteurs de la voie des BMPs (Noggin, Gremlin 1), des potentialisateurs de la voie des 

Wnts (R-spondin 1 et 3) et des facteurs de la voie des Wnts (WNT2B, WNT5A). 

L’expression de ces facteurs a donc été mesurée par PCR quantitatif (qPCR) sur des extraits 

d’iléon totaux. Tout d’abord, au niveau de la voie des Wnts, l’expression du facteur Wnt2b 

est augmenté de 51% de façon tendancielle (p<0.1) dans les iléons des souris mutantes par 

rapport au contrôle, l’expression de Wnt5a ne varie pas significativement. L’augmentation 

d’expression de Wnt2b n’est pas significative puisque la valeur p n’est pas inférieure à 0.05. 

Ce résultat suggère une variation, qui devra cependant être confirmée en augmentant le 
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nombre d’échantillons.  Les gènes codant pour les potentialisateurs de la voie Wnt Rspo1 et 

Rspo3 ne sont pas modulés dans les souris mutantes par rapport aux contrôles. Chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 l’expression de Gremlin1 ne varie pas, mais celle de Noggin est diminuée de 

86% (p<0.01).  

 

 

Figure 13. Analyse de l’expression des facteurs de la niche mésenchymateuse. 

Quantification de l’expression par qPCR de Wnt2b, Wnt5a, Rspo1, Rspo3, Noggin et Greml1 

dans les iléons des souris âgées de 9 mois et plus. Analyse statistique Mann Whitney, ** p< 

0.01, t p<0.1. Contrôles N=7, Mutants N=8.  

 

 

3.4 La voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ régule la production des facteurs de la 

niche épithéliale 

La niche épithéliale est principalement constituée par les cellules de Paneth qui produisent 

WNT3, un facteur de la voie Wnt entrainant l’activation de la voie dans les cellules souches 

avoisinantes. Par qPCR il a été possible de mesurer l’expression de Wnt3 dans les cryptes 

des souris âgées de 9 mois. L’expression de Wnt3 est diminuée de 65% (p<0.01) dans les 

cryptes des souris Bmpr1aΔFoxl1 (Figure 14). Cette drastique variation montre que la niche 

épithéliale est très affectée par la perte de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+. Non 

seulement le mésenchyme sous-jacent contribue à la formation de la niche, mais il régule 

directement la niche épithéliale.  
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Figure 14. Perte d’expression de Wnt3 suite à la délétion de la signalisation des BMPs 

dans les cellules FOXL1+.                                                                              

Quantification de l’expression par qPCR de Wnt3 dans les cryptes du jéjunum des souris 

âgées de 9 mois. Test statistique Mann-Whitney, ** p< 0.01, N=8.  

 

 

3.5 Les cellules souches sont affectées par la perte de la signalisation BMP dans les 

cellules FOXL1+ 

Les cellules souches sont composés de deux groupes: les cellules actives et celles 

quiescentes. Par analyse qPCR sur des extraits de cryptes de jéjunum, les facteurs des cellules 

souches ont été quantifiés et analysés. Cette analyse a permis de mesurer une perte de 46% 

(p<0.01) de l’expression de Lgr5, marqueur principal des cellules souches actives (Figure 

15, A). Une tendance à la baisse, cependant non significative est observée pour plusieurs 

autres marqueurs tels que Olfm4, Lrig1, mTert et ChgA. Grâce à l’analyse du séquençage 

d’ARN il est possible de réaliser un graphique d’enrichissement permettant de mesurer la 

variation d’expression pour un groupe de gènes en particulier. Une liste de gènes marquant 

des cellules souches intestinales a donc été utilisée et les résultats de cette analyse ont permis 

de montrer une diminution statistiquement significative des marqueurs de cellules souches 

(Figure 15, B et C). Ceux les plus diminués sont ChgA, Dll1, Nkx2.2 et Msi1 (classe des 

cellules progénitrices) ainsi que Tnfrsf19, Smoc2 et Lgr5 (classe des cellules actives) (Figure 

15, C). La classification des marqueurs des cellules souches a été publiée dans la revue écrite 

par Kim et collaborateurs (Kim et al, 2017). L’immunofluorescence contre OLFM4 (Figure 
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15, D) a permis de localiser les cellules souches intestinales, de montrer leur présence chez 

les contrôles comme chez les souris mutantes. Confirmé par immunobuvardage de type 

Western (Figure 15, E), les expressions génique d’Olfm4 et protéique d’OLFM4 ne sont pas 

modulées significativement chez les souris mutantes. En revanche, l’immunofluorescence 

contre SOX9 a permis de confirmer la diminution d’expression mesurée en qPCR. Il est 

possible d’observer une baisse du marquage de SOX9 dans les cryptes des souris mutantes 

par rapport aux souris contrôles. (Figure 15, F) 

 

 

Figure 15. Caractérisation des cellules souches intestinales des souris Bmpr1aΔFoxl1                       

A. Analyse de l’expression des gènes caractéristiques des cellules souches intestinales 

actives, quiescentes et ayant des marqueurs de cellules progénitrices par qPCR sur des 

extraits de cryptes de jéjunum de souris âgées de 9 mois. B. Graphique d’enrichissement de 

gènes marqueurs de cellules souches intestinales issus de l’analyse par GSEA des résultats 

de séquençage de l’ARN des iléons de souris âgées de 9 mois. Résultats statistiques de 

l’analyse GSEA: FDR q-Value=0.0047, Nominal p-value=0.0047. C. Carte de chaleur des 

scores d’enrichissement pour chaque gène analysé en B. La couleur rouge correspond à une 

hausse d’expression chez les souris mutantes par rapport aux contrôles. Au contraire, la 

couleur bleue correspond à une baisse d’expression du gène chez les souris mutantes par 

rapport aux contrôles. D. Immunofluorescence contre OLFM4 dans les iléons des souris 
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âgées de 9 mois (grossissements 20X et 40X). E. Immunobuvardage de type Western contre 

OLFM4 dans cryptes du jéjunum de souris âgées de 9 mois et plus. F. Immunofluorescence 

contre SOX9 dans l’iléon des souris âgées de 9 mois. Grossissement 40x. Tests statistiques 

Mann-Whitney, ** p<0.01, * p< 0.05 et t p< 0.1. 

 

3.6 La délétion de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ entraine une suractivation 

de la voie Wnt-β-caténine  

La voie Wnt-β-caténine est très importante pour le maintien de l’état prolifératif des cellules 

cryptales. La β-caténine est l’effecteur de la voie Wnt canonique, elle transloque au noyau 

suite à l’activation par liaison d’un ligand au récepteur. Il est donc possible d’évaluer 

l’activation de la voie par localisation de la β-caténine au niveau du noyau ou en marquant 

les cellules prolifératives, le tout par marquage de type immunofluorescence ou 

immunohistochimie. Par immunobuvardage de type Western, il est possible de détecter la β-

caténine non-phosphorylée i.e. sa forme active. Au niveau de l’ARN, la β-caténine agissant 

comme facteur de transcription lors de son association avec TCF4/LEF1, il est possible 

d’analyser les niveaux d’expression de gènes cibles (cMyc, Axine2) pour analyser l’état 

d’activation de la voie. En utilisant les données du séquençage d’ARN, il est possible de 

comparer les résultats obtenus avec ceux obtenus par Fevr et collaborateurs (Fevr et al, 2007). 

En effet, ils ont réalisé le séquençage de l’ARN de l’intestin de souris ayant une délétion de 

la β-caténine de manière inductible. Ces résultats permettent de découvrir les cibles directes 

et indirectes de la β-caténine chez la souris. 

Tout d’abord dans notre modèle, l’augmentation de l’activité de la voie a été déterminée par 

immunobuvardage de type Western contre les formes totale et active de la β-caténine (Figure 

16, A). L’anticorps reconnaissant la β-caténine active est spécifique à la forme non-

phosphorylée de la β-caténine alors que l’anticorps utilisé pour identifier la β-caténine totale 

reconnait toutes les formes indépendamment de la phosphorylation. En comparant les scores 

de densitométrie avec ceux de la protéine de référence, l’actine, il a été possible de quantifier 

une augmentation significative de 1.88x (p<0.01) de la β-caténine active chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux contrôles (Figure 16, B). La localisation nucléaire de la β-

caténine active a été confirmée par immunohistochimie sur les coupes d’iléon de souris âgées 

de 9 mois. Une augmentation d’une cellule (p<.0.01) ayant un noyau marqué par la β-

caténine par crypte a été mesurée, cette faible augmentation est toutefois statistiquement 
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significative (Figure 16, C). Cette augmentation est très faible par rapport à l’augmentation 

de β-caténine active mesurée en immunobuvardage.  

 

Figure 16. Augmentation de la β-caténine nucléaire chez les souris Bmpr1aΔFoxl1                 

A. Immunobuvardage de type Western sur des extraits protéiques de cryptes du jéjunum de 

souris âgées de 9 mois et plus contre la β-caténine totale (panneau supérieur), la β-caténine 

active (panneau central) et l’actine comme protéine de référence (panneau inférieur). B. 

Quantification des résultats de A.: analyse densitométrique par rapport à l’actine. Test 

statistique Mann-Whitney, ** p<0.01, N=5. C. Immunohistochimie sur les iléons des souris 

âgées de 9 mois. Les flèches localisent les noyaux positifs pour la β-caténine nucléaire. La 

quantification par décompte du nombre de noyaux positifs par crypte a montré une 

augmentation moyenne d’un noyau positif par crypte dans les iléons des souris mutantes par 

rapport au contrôle (test statistique Mann-Whitney, ** p<0.01, N=5) 

 

Au niveau transcriptionnel, la quantité d’ARNm du gène Ctnnb1 codant pour la β-caténine a 

été mesurée par qPCR (Figure 17, A). Aucune modification n’a été observée, ce qui est en 

accord avec la quantité de β-caténine totale observée entre les souris mutantes et contrôles 

(Figure 16 A et B). L’analyse du séquençage d’ARN a permis de mettre en évidence une 

augmentation des cibles transcrites par la β-caténine et une diminution de celles réprimées 

par la β-caténine. En effet, deux listes de gènes ont été rendues disponibles dans la base de 

données de GSEA après la publication de Fevr et collaborateurs (Fevr et al, 2007). Dans cet 
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article sont listés les gènes transcrits (Figure 17, B) et réprimés (Figure 17, C) par β-caténine. 

Les résultats de la Figure 17 B montrent une augmentation de l’expression des cibles activées 

par β-caténine, et la Figure 17 C montre une diminution de l’expression des cibles réprimées 

par la β-caténine. Ces évidences confirment la suractivation de la voie Wnt-β-caténine dans 

les intestins des souris Bmpr1aΔFoxl1 âgées de 9 mois et plus.  

 

 

Figure 17. Activation des cibles de la voie Wnt-β-caténine dans les intestins des souris 

Bmpr1aΔFoxl1.                  

A. Analyse qPCR de l’expression de Ctnnb1 dans les extraits de cryptes de jéjunum de souris 

âgées de 9 mois et plus. Test statistique Mann-Whitney, non significatif, N=8. B. Analyse 

GSEA de la liste de gènes diminués en absence de β-caténine. Valeur statistique: Nom p--

value=0.0000, FRD q-Value=0.0000 C. Analyse de la liste de gènes augmentés en absence 

de β-caténine. Valeur statistique : Nom p-Value=0.0031et FDR q-Value=0.0025.  

 

Les gènes cibles de la voie Wnt-β-caténine ont été analysées par GSEA. En comparant les 

données du séquençage d’ARN avec la liste des cibles de MYC, il est possible d’observer 

que les cibles de MYC sont très fortement enrichies dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 

âgées de 9 mois (Figure 18). Cela signifie que les ARNm des gèness ciblés par MYC sont 

surexprimés dans les souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles. L’activité de MYC 

semble donc augmentée chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 en réponse à la suractivation de la voie 

Wnt-β-caténine. 
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Figure 18. Surexpression des cibles transcriptionnelles de MYC dans les iléons des 

souris Bmpr1aΔFoxl1.               

Analyse par GSEA de l’enrichissement des cibles de MYC dans les données obtenues en 

séquençage d’ARN. Test statistiques GSEA: Nom. p-Value et FDR q-Value = 0.000. 

  

La voie Wnt contribue aussi à la régulation du cycle cellulaire, et plus particulièrement à sa 

progression, rendant cette voie un acteur principal dans la régulation de la prolifération 

intestinale (van de Wetering et al., 2002). Grâce aux résultats du séquençage d’ARN, il a été 

possible de comparer les résultats obtenus à une liste de gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire. Une augmentation significative de ces transcrits a été observée chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 (Figure 19, A). Afin de confirmer l’activation du cycle cellulaire suggérée par 

l’analyse des ARN, les cellules prolifératives présentes dans les iléons des souris âgées de 9 

mois ont été localisées par immunofluorescence contre la protéine Ki67 (Figure 19, B). Ki67 

est exprimée au noyau lors du cycle cellulaire à partir du milieu de la phase G1 jusqu’à la fin 

de la phase M. Dans l’iléon, le compartiment prolifératif de l’épithélium est restreint à la base 

de la crypte; correspondant à ce qui est observé dans l’image de la souris contrôle. En 

revanche, chez la souris mutante, des cellules prolifératives sont présentes à la sortie de la 

crypte, et plus loin en montant dans la structure villositaire. De plus, un plus grand nombre 

de cellules prolifératives est observé dans le compartiment mésenchymateux dans les tissus 

des souris mutantes par rapport aux contrôles. Des décomptes cellulaires sont à effectuer afin 

de quantifier ces résultats. 
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Figure 19. Suractivation du cycle cellulaire et hyper-prolifération chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1.                               

A. Graphique d’enrichissement permettant la comparaison des résultats obtenus par 

séquençage d’ARN des iléons des souris âgées de 9 mois à la liste des gènes codant pour des 

protéines impliquées dans le cycle cellulaire. B. Immunofluorescence contre Ki67 localisant 

les cellules en prolifération dans les iléons des souris âgées de 9 mois, barre d’échelle= 50µm. 

Il est possible d’observer un grand nombre de cellules prolifératives dans le mésenchyme de 

l’iléon de la souris mutante. De plus, il est possible de remarquer que la zone proliférative 

est agrandie dans les tissus de la souris mutante puisqu’elle s’étend au-delà de la crypte; le 

compartiment prolifératif est restreint à la crypte dans le tissu de la souris contrôle.  

 

3.7 Impact de la délétion de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ sur la 

différenciation des cellules épithéliales intestinales 

La différenciation des cellules progénitrices vers des cellules déterminées de la lignée 

sécrétrice ou absorbante est régulée par une balance d’expression entre ATOH1 et HES1, 

contrôlée par la voie Notch (Yang, 2001). L’expression d’Atoh1 et d’Hes1 a été mesurée par 

qPCR dans des extraits de cryptes de jéjunum de souris âgées de 9 mois; une diminution 

d’expression de 35% d’Atoh1 (p<0.05) et une diminution d’expression de 26% d’Hes1 

(p<0.05) ont été mesurées dans les souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles 

(Figure 20, A). L’analyse des résultats de séquençage d’ARN par GSEA a permis de montrer 

une diminution d’expression des cibles de la voie Notch. Cela permet donc d’expliquer la 

diminution d’expression d’HES1 mais cette diminution aurait dû se traduire par une 
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augmentation d’expression d’ATOH1 or c’est le contraire qui est observé. En effet, la perte 

d’Hes1 devrait lever l’inhibition d’expression sur Atoh1 (Zheng et al., 2011).  

 

Figure 20. Diminution de la voie Notch chez les souris Bmpr1aΔFoxl1.                      

A. Analyse par qPCR de l’expression d’Atoh1 et Hes1 dans les cryptes du jéjunum des souris 

âgées de 9 mois. Test statistique Mann-Whitney, * p<0.05, N=8. B. Analyse par GSEA de 

l’enrichissement des cibles de la voie Notch dans les données obtenues en séquençage 

d’ARN. Test statistiques GSEA: Nom. p-Value = 0.000 et FDR q-Value = 0.0199.  

 

Les quatre principaux types de cellules différenciées présentes dans l’intestin sont les cellules 

absorbantes, les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth. 

Des colorations et marquages sur les coupes d’iléons de souris de 9 mois ont été réalisés afin 

d’identifier tous ces différents types cellulaires et d’observer leurs statuts dans le cadre de la 

mutation de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+.  

 

3.7.1 Les cellules entéroendocrines 

Les cellules entéroendocrines ont été localisées par leur expression de la chromogranine A 

(CgA) dans l’iléon des souris âgées de 9 mois et plus (Figure 21). Aucune variation dans leur 

nombre a été mesurée montrant que la signalisation mésenchymateuse des BMPs ne joue pas 

de rôle dans la détermination des cellules entéroendocrines exprimant la CgA.  
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Figure 21. Analyse des cellules entéroendocrines exprimant la chromogranine A                                      

Immunofluorescence indirecte dirigée contre la Chromogranine A (CgA) dans l’iléon des 

souris âgées de 9 mois. Échelle= 50µm. Panneau de droite: décomptes du nombre de cellules 

CgA positives par axe crypte-villosité, test statistique Mann-Whitney, non-significatif (ns). 

N=6. 

 

3.7.2 Les cellules caliciformes 

Les cellules caliciformes ont été marquées à l’Alcian Bleu, qui colore en bleu les mucines 

acides produites par les cellules caliciformes. Une faible augmentation du nombre de cellules 

caliciformes est observée chez les souris Bmpr1aΔFoxl1, puisque la moyenne est de 14 cellules 

par axe crypte-villosité contre 11 cellules par axe chez les souris contrôles (p<0.01) (Figure 

22). Cette faible différence montre tout de même que les cellules caliciformes sont affectées 

par la perte de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+. Il est aussi important de garder 

en tête que la délétion de la voie ne se fait pas dans la totalité des cellules Foxl1+ puisque la 

recombinaison des séquences loxP par la Cre ne se fait pas dans 100% des cellules FOXL1+. 
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Figure 22. Augmentation du nombre de cellules caliciformes chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1                          

Coloration à l’Alcian Bleu permettant de localiser les cellules caliciformes dans l’iléon des 

souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1 âgées de 9 mois. Décomptes des cellules caliciformes par 

axe crypte-villosité dans l’iléon des souris âgées de 9 mois. Test statistique Mann-Whitney,  

** p< 0.01, N=5.  

 

3.7.3 Les cellules de Paneth 

Les cellules de Paneth ont été localisées par marquage contre le lysosyme, facteur 

antimicrobien produit par celles-ci. Comme il est possible d’observer sur la Figure 23, 

panneau supérieur, aucune modification dans l’expression du lysozyme n’est observable dans 

les iléons des souris âgées de 9 mois. La coloration à la Best’s Carmine (Figure 23, panneau 

central) permet de visualiser les granules de sécrétion présents dans les cellules de Paneth. 

Ces granules permettent aux cellules de Paneth de sécréter tous les facteurs produits, dont le 

lysozyme mais aussi certains facteurs de la niche des cellules souches. La coloration a permis 

de suspecter une augmentation de la taille de ces granules, suspicion ensuite confirmée par 

microscopie électronique à transmission (TEM, figure 23, panneau inférieur). A la suite du 

calcul de l’aire des granules des cellules de Paneth, la comparaison de la distribution du 

nombre de granules par taille a montré une augmentation significative de 15% (p<0.05) du 

nombre de grands granules (>3µm2) chez les souris mutantes par rapport aux souris contrôles 

(Figure 24). 
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Figure 23. La mutation de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ affecte les cellules 

de Paneth.                     

Analyse des cellules de Paneth des iléons des souris âgées de 9 mois. Panneau supérieur: 

immunofluorescence indirecte contre le lysozyme (vert) avec contre coloration au DAPI 

(bleu), échelle= 50µm. Panneau central: coloration des granules des cellules de Paneth à la 

Best’s Carmine, échelle= 50µm. Panneau inférieur: observation des cellules de Paneth au 

microscope électronique à transmission, échelle= 2µm.  
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Figure 24. Augmentation du nombre de grands granules dans les cellules de Paneth 

chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 Comparaison de l’aire des granules des cellules de Paneth à 

partir des images de microscopie électronique à transmission. Mesures d’aire réalisées à 

l’aide du logiciel ImageJ, analyse statistique réalisée avec GraphPad Prism, Student t-test, * 

p<0.05, N=3.  

 

L’analyse par qPCR des cryptes isolées de jéjunum de souris a permis d’analyser les 

marqueurs propres aux cellules de Paneth (Figure 25). Correspondant à ce qui a été observé 

en immunofluorescence à la Figure 23, l’expression du gène codant pour le lysozyme ne 

varie pas entre les souris contrôles et mutantes. En revanche, tel que vu précédemment dans 

les sections 3.4 et 3.5, les expressions de Wnt3 et Sox9 sont très fortement diminuées. Cela 

indique que les cellules de Paneth présentes chez les souris mutantes ne remplissent pas leur 

rôle de production de ligand de WNT pour les cellules souches intestinales, et ne seraient 

peut-être pas en mesure d’agir comme cellule souche progénitrice en cas de dommage. Les 

rôles de WNT3 et SOX9 ont été décrits plus en détail dans l’introduction. Les Éphrines sont 

des protéines impliquées dans le positionnement des cellules de Paneth (Batlle et al., 2002). 

En effet, les cellules de Paneth sont les seules cellules différenciées résidant au fond de la 

crypte. Une fois leur détermination assez avancée, l’expression des Éphrines permet la 

migration des cellules de Paneth du milieu de la crypte vers le fond de celle-ci. L’expression 

d’EphB1 et EphB2 reste inchangée chez les souris mutantes.  
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Figure 25. Analyse des marqueurs des cellules de Paneth          

Analyse par qPCR de l’expression relative de gènes impliqués dans les cellules de Paneth: 

Lysozyme, EphB2 et EphB3 dans les cryptes du jéjunum de souris âgées de 9 mois.   

 

3.7.4 Les cellules absorbantes 

Les cellules absorbantes expriment la sucrase-isomaltase (SI) une fois leur maturation 

complétée de façon terminale. Cette enzyme permet la digestion des sucres nécessaire à leur 

absorption subséquente. En condition normale, une fois sorties de la crypte, les cellules sont 

différenciées et commencent à exprimer la SI. La Figure 26 montre une immunofluorescence 

contre la SI dans les iléons des souris âgées de 9 mois. Il est possible d’observer que, dans 

les souris contrôles, l’expression débute dès la sortie de la crypte tel qu’attendu. En revanche, 

chez les souris mutantes, il est possible d’observer la présence de SI à partir du dernier tiers 

de la crypte (image centrale) ou même à partir de la moitié de la crypte (image de droite). 

Cette expression précoce démontre la présence de cellules absorbantes différenciées de 

manière terminale dans la crypte. Ces résultats suggèrent donc que la maturation des cellules 

absorbantes pourrait être réalisée précocement dans l’iléon des souris Bmpr1aΔFoxl1.  
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Figure 26. Expression précoce de la SI dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1. 

Immunofluorescence indirecte contre la SI dans les iléons des souris âgées de 9 mois. Barre 

d’échelle= 50µm. 

 

3.8 Potentiel de régénération après irradiation  

Afin d’évaluer la capacité de régénération du tube digestif de ces souris, les souris irradiées 

ont été pesées 2 fois par jour puis sacrifiées 4 jours après l’irradiation. Une cohorte de 12 

souris a été réalisée, comprenant 3 mâles contrôles, 3 mâles Bmpr1aΔFoxl1, et idem pour les 

femelles. La réponse à l’irradiation est variable selon le sexe, c’est pourquoi la cohorte a été 

planifiée de cette manière, et que les résultats de la Figure 27 ont été compartimentés par 

sexe. L’analyse des données de variation de poids après irradiation ne montre aucune 

différence entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1, quel que soit le sexe comparé (Figure 

27, A et B). De même, les analyses des données de mesure de la taille du tube digestif (de 

l’estomac à la fin du côlon) et celles du poids de la rate des souris ne montrent aucune 

différence significative entre les deux groupes (Figure 27, C et D). Ces résultats démontrent 

que l’irradiation affecte les souris Bmpr1aΔFoxl1 de la même manière que les souris contrôles, 

d’un point de vue macroscopique.  
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Figure 27. Analyse des mesures macroscopiques des souris irradiées                                

A. Analyse de la perte de poids des souris mâles après irradiation jusqu’au 4ème jour B. 

Analyse de la perte de poids des souris femelles après irradiation. C. Mesure de la longueur 

du tube digestif (de l’estomac au côlon) des souris irradiées lors du sacrifice. D. Analyse du 

poids des rates des souris irradiées lors du sacrifice. 

 

Au niveau architectural, les blocs d’iléons ont été coupés et les coupes ont été colorées avec 

la coloration H&E. La figure 28 montre des images représentatives de chaque groupe. Deux 

types de zones peuvent être observées: des zones en régénération (figure 28, gauche) et des 

zones très fortement atteintes (Figure 28, droite) dans lesquelles la structure en axe crypte-

villosité est difficile à distinguer, la muqueuse est très fine, le tissu semble érodé. Dans les 

zones en régénération, les cryptes sont allongées et le mésenchyme est très présent.  

 



 

 

71 

 

Figure 28. Comparaison de l’histologie des iléons des souris irradiées.               

Coloration H&E des iléons des souris irradiées âgées de 3 mois, zone régénérative à gauche 

et zone très atteinte à droite. Barres d’échelle=100µm.  

  

La prolifération des cellules est le reflet de la capacité d’un tissu à se régénérer. Dans les 

iléons des souris irradiées, une immunohistochimie contre BrdU a été réalisée. Le BrdU est 

un agent s’intercalant dans l’ADN des cellules qui se divisent, il marque donc les cellules 

lors de leur phase S. La Figure 29A montre des zones en régénération et atteintes 

représentatives pour chaque génotype, le nombre de zones prolifératives, c'est-à-dire d’un 

groupe de cellules marquées au BrdU ne varie pas entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1 

(Figure 29, B). En revanche, le nombre de cellules prolifératives par axe est augmenté de 

1.32 fois dans les zones régénératives et de 1.72 fois dans les zones atteintes chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles. Les souris Bmpr1aΔFoxl1 présentent donc une 

prolifération accrue, signe d’une régénération augmentée. Cependant, le nombre de cellules 

BrdU n’a pas été mesuré chez les souris non-irradiées de 3 mois. Afin de comparer la 

prolifération après irradiation, il aurait été intéressant de connaitre le statut avant irradiation. 

En effet, il est possible que les souris Bmpr1aΔFoxl1 présentent une augmentation du nombre 
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de cellules marquées au BrdU sans irradiation, rendant l’augmentation de prolifération non 

pas irradiation-dépendante mais BMP-dépendante.  

 

 

Figure 29. Augmentation des cellules prolifératives dans les iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 irradiées.                                   

A. Immunohistochimie contre BrdU, injecté 90 min avant le sacrifice des souris irradiées. 

Barre d’échelle=100µm. B. Décomptes du nombre de zones prolifératives par mm de tissu 
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dans les zones régénératives et atteintes. Test statistique Mann-Whitney, non-significatifs, 

N=6. C. Nombre de cellules prolifératives par axe crypte-villosité, dans les zones 

régénératives et atteintes. Test statistique Mann-Whitney, ** p<0.01, N=6.  

 

Une coloration Alcian Bleu combinée avec la coloration Best’s Carmine a été réalisée sur les 

coupes d’iléons de souris âgées de 3 mois non-irradiées, et sur les souris irradiées, dans les 

groupes contrôles et Bmpr1aΔFoxl1. Cette coloration double permet de marquer en bleu les 

mucines acides produites par les cellules caliciformes, et en rose les granules des cellules de 

Paneth. Chez les souris normales (non-irradiées), il est possible d’observer que les marquages 

ne co-localisent que très rarement, uniquement en cas de cellule progénitrice pas encore 

différenciée (Figure 30). Il est possible d’observer les granules des cellules de Paneth situées 

au fond de la crypte, et les mucines acides contenues dans les cellules caliciformes au niveau 

de la fin de la crypte et dans les villosités. En revanche, chez les souris irradiées, les cellules 

présentant le double-marquage sont très fréquentes, que ce soit chez les souris contrôles ou 

Bmpr1aΔFoxl1 (Figure 30, panneaux inférieurs). Cela montre que la détermination du 

progéniteur des cellules caliciformes/Paneth est bloquée, se traduisant par une augmentation 

du nombre de cellules exprimant des mucines et ayant des granules propres aux cellules de 

Paneth.  

 

 

Figure 30. L’irradiation affecte la détermination des cellules caliciformes et Paneth. 

Coloration Best Carmine et Alcian Bleu des souris de 3 mois en condition normale (haut) et 

irradiée (bas). 10X: barre = 100µm, 40X: barre = 25µm.  
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Le risque de développer de la fibrose est très important après irradiation. Le collagène produit 

se structure en fibres et cela contribue à l’augmentation de la rigidité matricielle du tissu. La 

coloration Trichrome de Masson permet de colorer en bleu foncé les fibres de collagène et 

en bleu pâle le collagène non-structuré en fibres. La Figure 31 montre la coloration 

Trichrome de Masson dans les iléons des souris irradiées contrôles et Bmpr1aΔFoxl1, dans les 

deux types de zones: en régénération et très affectées. Un marquage du collagène 1 a été 

réalisé par immunofluorescence sur ces tissus afin de localiser ce collagène spécifiquement 

puisque la coloration au Trichrome colore tous les types de collagènes. L’accumulation de 

collagène dans la lamina propria est similaire entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1. 

Cependant, une accumulation de collagène 1 est observable tout en haut des villosités chez 

les souris Bmpr1aΔFoxl1 uniquement. En effet, il est possible d’observer du marquage bleu 

accumulé sous l’épithélium en haut des villosités et l’immunofluorescence a permis de 

confirmer la présence de collagène de type 1. Un unique article identifie le collagène 1 

comme empêchant l’apoptose des cellules GH3 reposant sur celui-ci; leur donnant ainsi une 

résistance contre les rayons gamma (Azorin et al, 2012). Les cellules GH3 sont issues de 

cellules d’une tumeur de l’hypophyse de rat.   
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Figure 31. Accumulation de collagène 1 sub-épithélial dans le haut des villosités chez les 

souris Bmpr1aΔFoxl1.                       

Coloration au Trichrome de Masson des iléons des souris irradiées de 3 mois, et 

immunofluorescence contre le collagène I (barres d’échelle = 50µm) 

 

Pour évaluer si les conclusions d’Azarine et collaborateurs s’appliquent sur les tissus étudiés 

ici, les cellules apoptotiques ont été localisées par immunohistochimie contre la Caspase 3 

clivée (CC3, Figure 32, A). La caspase 3 clivée est retrouvée chez les cellules mourrant par 

apoptose-anoïkose. Les décomptes du nombre de cellules CC3+ par axe crypte-villosité n’ont 

montré aucune différence significative entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1 (Figure 32, 

B). Cela indique donc que la présence de collagène au bout des villosités ne prévient pas 

l’apoptose des cellules dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 irradiées. 
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Figure 32. Analyse des cellules apoptotiques dans les iléons des souris irradiées                     

A. Immunohistochimie contre la Caspase 3 clivée (CC3) sur les iléons des souris irradiées 

de 3 mois. Barre d’échelle= 100µm. B. Analyse des décomptes du nombre de cellules 

marquées à la Caspase 3 clivée (CC3+) par axe crypte-villosité de zones en régénération et 

atteintes, aucune différence significative (ns) n’est observée entre les groupes, test Mann 

Whitney, N=6. 

 

La présence de collagène en haut des villosités est une caractéristique principale présente 

dans le Collagenous Sprue. Cette condition rare et sévère est une maladie de malabsorption 

intestinale chez l’humain. L’autre caractéristique histologique de la maladie est la présence 

d’une atrophie des villosités  (Zhao and Johnson, 2011). Le nombre de lymphocytes T intra-

épithéliaux peut aussi varier, indiquant une inflammation importante du tissu. Cette mesure 

est aussi réalisée lors du diagnostic de la maladie céliaque, une autre maladie entrainant une 

malabsorption intestinale. Les lymphocytes T CD3+ ont donc été marqués par 

immunohistochimie, les décomptes du nombre de lymphocytes ayant pénétré dans 

l’épithélium ne montrent aucune différence entre les souris irradiées contrôles et 

Bmpr1aΔFoxl1 (Figure 33, A et B).  
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Figure 33. Analyse de l’infiltration des lymphocytes dans l’épithélium des iléons des 

souris irradiées.                       

A. Immunohistochimie contre CD3 marqueur des lymphocytes T dans les coupes d’iléons 

des souris irradiées. Barre d’échelle = 100µm. B. Mesure du nombre de lymphocytes CD3+ 

infiltrés dans l’épithélium par µm de tissus; aucune différence significative (ns) n’est 

observable entre les groupes par le test Mann-Whitney, N=6.  

 

3.9 Implication de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ dans l’initiation du cancer 

colorectal 

Les souris Bmpr1aΔFoxl1 ont été croisées avec les souris ApcMin/+ afin d’obtenir des souris 

Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ (doubles mutantes). Les souris contrôles ont aussi été analysées: les 

souris contrôles (non-mutées), Bmpr1aΔFoxl1 et ApcMin/+. Les souris ont été analysées à 3 mois 

puisqu’à cet âge, les souris double-mutantes atteignaient souvent un point limite de l’éthique 

animale: elles étaient faibles, maigres, le dos courbé, et pouvaient avoir des saignements 

rectaux voir même des prolapses. Ces observations ont été analysées par la mesure de leurs 

poids avant le sacrifice (Figure 34, A). Aucune différence de poids n’est observable chez les 

souris Bmpr1aΔFoxl1 et ApcMin/+ par rapport aux souris contrôles alors qu’une diminution du 

poids des souris double-mutantes est observée par rapport à tous les groupes contrôles 

(p<0.05). Les souris double-mutantes pèsent, en moyenne, 1.1g de moins que les souris 

contrôles, 1.7g de moins que les souris Bmpr1aΔFoxl1 et 2g de moins que les souris ApcMin/+. 

La Figure 34 B représente la mesure du poids des rates des souris lors du sacrifice à 3 mois. 

Cette mesure permet d’évaluer l’état d’inflammation de la souris puisque la rate est le lieu de 

production de nombreuses cellules du système immunitaire. L’augmentation du poids des 



 

 

78 

rates de la souris double-mutante par rapport aux autres est marquante, avec une 

augmentation de 0.16g par rapport à la souris contrôle, 0.14g par rapport aux souris 

Bmpr1aΔFoxl1 et ApcMin/+. Il est possible de remarquer aussi qu’une augmentation du poids de 

la rate est observée chez la souris ApcMin/+ et Bmpr1aΔFoxl1 par rapport à la souris contrôle, 

suggérant la présence d’inflammation dans ces deux groupes, inflammation décuplée dans le 

cas de la souris double-mutante.  

 

 

Figure 34. Analyse du poids des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ à 3 mois ainsi que du poids 

des rates                                    

A. Analyse du poids des souris contrôles, Bmpr1aΔFoxl1, ApcMin/+ et Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ à 

3 mois. Analyse statistique test Mann-Whitney, * p<0.05. B. Analyse du poids des rates des 

souris à 3 mois, après sacrifice. Analyse statistique test Mann-Whitney, *** p<0.001, **** 

p<0.0001 et ns=non significatif.  

 

Les décomptes du nombre de polype dans le tube digestif ont montré une augmentation de 

3.8 fois du nombre de polypes chez les souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ à 3 mois par rapport aux 

souris ApcMin/+, la moyenne du nombre de polypes passant de 24 à 93. La perte d’un seul 

allèle de Bmpr1a ne fait pas varier significativement le nombre de polypes par rapport à la 

souris ApcMin/+ (Figure 35). 
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Figure 35. Augmentation du nombre de polypes dans le tube digestif chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ à 3 mois                    

Décomptes du nombre de polypes totaux de l’estomac au rectum chez les souris âgées de 3 

mois. Test statistique Mann Whitney, ** p< 0.01, N=7 ApcMin/+, N=4 Bmpr1aΔHtz;ApcMin/+, 

N=5 Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+. 

 

Lors du sacrifice des souris à 3 mois, des photographies des colons entiers ont été prises afin 

de visualiser la charge et localisation tumorale. De plus, des décomptes du nombre de polypes 

dans le colon ont été réalisés afin de comparer quantitativement la charge tumorale. Les 

souris contrôle et Bmpr1aΔFoxl1 ne présentent aucun polype à 3 mois (données non-montrées, 

voir (Allaire et al., 2016)). Les souris ApcMin/+ présentent 5.3 polypes coliques en moyenne, 

avec une moyenne d’1.57 polypes mesurant 2mm ou plus (Figure 36, A, B, C). Les souris 

ApcMin/+ présentent des polypes dans le colon moyen généralement, et dans certains cas dans 

le colon distal. Sur l’image de la Figure 36A, il est possible d’observer un polype pédiculé 

vascularisé dans le colon distal et deux autre polypes plus petits dans le colon moyen 

(flèches). Les souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ présentent une forte augmentation du nombre de 

polypes dans le colon, comme il est possible d’observer sur la photographie à la Figure 36 

A. Le nombre moyen de polypes coliques est de 15.8, avec une moyenne de 8.6 polypes 

mesurant plus de 2mm. Cela représente donc une augmentation du nombre de polypes 

coliques de 2.98 fois chez les souris double-mutantes, et une augmentation de 5.5 fois de la 

taille des polypes chez les souris double-mutantes par rapport aux ApcMin/+. La distribution 
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du nombre de polype par taille montre que les souris ApcMin/+ présentent 33% de polypes 

coliques de plus de 2mm, contre 51% pour les souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+. La Figure 36A 

et B présente aussi les résultats pour le souris n’ayant perdu qu’un allèle de Bmpr1a appelée 

la souris Bmpr1aHtz;ApcMin/+. Le nombre de polypes mesurés chez cette souris ne varie pas 

par rapport à la souris ApcMin/+. Cette souris présente donc un phénotype similaire aux souris 

ApcMin/+, elle n’a donc pas été analysée plus profondément au cours de ce mémoire. 

 

 

Figure 36. Analyse macroscopique des colons des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ âgées de 

3 mois.                           

A. Images macroscopiques des colons immédiatement après sacrifice de la souris. Les flèches 

indiquent des polypes. B. Comparaison du nombre de polypes présentes dans les colons des 
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souris, test statistique Mann-Whitney, * p=value<0.05. C. Comparaison des tailles des 

polypes coliques des souris ApcMin/+ et des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+, test statistique 

Mann-Whitney, ** p<0.01. 

 

Les coupes des colons des souris ont été analysées via coloration H&E afin d’observer 

l’architecture du tissu. La caractérisation histopathologique des polypes a été réalisée en 

collaboration avec Pre Marie-Odile Benoît-Biancamano de l’Université de Montréal. Cette 

analyse a été menée avec 3 souris pour chaque génotype. Les critères analysés sont la 

dilatation cryptale, l’hyperplasie et les adénomes (Figure 37). Les colons des souris contrôles 

ne présentent aucune caractéristique particulière, tel qu’attendu. Les souris Bmpr1aΔFoxl1 

montrent de l’hyperplasie de grade 2 en plus de la dilatation cryptale (images figure 37). Les 

souris ApcMin/+ présentent de la dilatation cryptale et de l’hyperplasie de grade 1 de type focal, 

ainsi que des adénomes tubulaires et tubulovilleux de bas grade, dans le colon moyen et 

distal. Les souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ présentent de la dilatation cryptale de grade 2, 

multifocale dans tout le colon. De l’hyperplasie cryptale est observable, de grade 1 et 2, dans 

le colon moyen surtout. Les polypes sont sessiles et pédiculés, de type tubulaire 

principalement. Ils sont localisés dans le colon distal principalement. Leur grade est bas, sauf 

dans un cas où le grade était haut, montrant de la progression dans l’agressivité tumorale. 

L’adénome de haut grade est caractérisé par une augmentation du nombre de cellules 

épithéliales, et une perte de définition de la limite entre l’épithélium et le mésenchyme sous-

jacent (Figure 37, B). Les polypes restent cependant des adénomes, ils n’évoluent pas en 

adénocarcinomes.          

Les tissus sont toujours inclus dans le bloc de paraffine dans le même ordre, soit de bas en 

haut: du plus proximal au plus distal ce qui permet, à la Figure 38, d’observer la localisation 

des polypes dans le colon proximal, moyen ou distal. Dans l’image représentative des souris 

ApcMin/+, le polype est situé dans le colon moyen, l’image en faible grossissement permet de 

voir que peu de polype sont présents sur ce tissu. Sur l’image centrale il est possible 

d’observer un grossissement d’un polype sessile du colon moyen. L’image de droite montre 

un grossissement plus élevé permettant d’observer l’expansion mésenchymateuse au cœur 

du polype, et la structure de celui-ci. Pour la souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+, l’image en faible 

grossissement permet d’évaluer la charge tumorale très importante, ainsi que la localisation 

distale de certains des très gros polypes. Les grossissements permettent de mettre en évidence 
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la structure du polype, avec l’expansion mésenchymateuse, et la présence de lacs de mucines 

au cœur du polype. Les lacs de mucines ont été identifiés par coloration Alcian Bleu (Figure 

39): ils contiennent donc des mucines acides produites par les cellules caliciformes. La 

présence de ces lacs dans les polypes des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ uniquement démontre 

d’un caractère mucineux du polype, ce qui peut être signe d’une tumeur plus agressive à plus 

long terme. Malheureusement les souris double-mutantes à 3 mois sont déjà au point limite 

déterminé par le comité d’éthique animale, il nous est donc impossible d’observer la 

progression tumorale chez des souris plus âgées.  

 

Figure 37. Aggravation histopathologique des polypes chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ à 3 mois.                                     

A. Tableau résumant l’analyse histopathologique réalisée par Pre Benoît-Biancamano. Trois 

souris par génotypes ont été analysées. P : proximal, M : moyen et D : distal. B. Image de 

l’adénome de haut grade de la souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+. Barre d’échelle=250µm.   

 



 

 

83 

 

Figure 38. Histologie des colons des souris des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ âgées de 3 

mois.                                       

Coloration H&E des colons et grossissement afin d’observer la structure des polypes; 

Barres : à gauche : 5mm, centre : 250µm, droite : 100µm.  



 

 

84 

 

Figure 39. Analyse de la production de mucines dans les polypes des souris de 3 mois      

Coloration Alcian Bleu des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ âgées de 3 mois. Barres d’échelle: 

gauche 500µm, centre : 250µm, droite : 100µm 

 

L’analyse des coupes histologiques de l’intestin a permis d’observer les polypes et leur 

structure (Figure 40). De manière générale, les souris double-mutantes avaient des polypes 

plus gros que les souris ApcMin/+, qui avaient des polypes moins avancés, comme il est 

possible d’observer à la Figure 40 : les polypes des souris ApcMin/+ sont petits et restreints 

alors que les polypes des souris double-mutantes sont pédiculés et plus gros. Dans les iléons 

des souris Bmpr1aΔFoxl1, il est possible d’observer des zones démontrant une modification 

dans l’architecture de l’axe crypte-villosité. Dans l’image présentée à la Figure 40, une 

villosité semble dédoublée, et le compartiment mésenchymateux semble élargi. Ces 

observations ressemblent à ce qui est observé chez les souris de 9 mois, cependant de manière 
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moins importante. Il est donc possible d’observer un début de modification architecturale dès 

3 mois chez les souris Bmpr1aΔFoxl1.  

 

Figure 40. Histologie des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ âgées de 3 mois.                                                                         

Coloration H&E des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ âgées de 3 mois. Barre 

d’échelle=250µm.  



4. DISCUSSION 

 

Le rôle de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ sur l’homéostasie intestinale n’a pas 

été étudié jusqu’à présent. Précédents travaux dans le laboratoire ont exploré le rôle de cette 

voie dans les cellules épithéliales (Auclair et al., 2007). Ils ont observé une augmentation 

modérée de la prolifération épithéliale, ainsi qu’une modification dans la différenciation des 

cellules sécrétrices. D’autres travaux dans le laboratoire menés sur le colon ont montré que 

la délétion de Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ entrainait une modification dans les 

éléments de la MEC et ainsi la formation d’un microenvironnement toxique favorisant la 

néoplasie (Allaire et al., 2016). Le rôle de la voie des BMPs épithéliale au niveau des cellules 

souches intestinales a récemment été étudié par Qi et collaborateurs (Qi et al., 2017). Ils ont 

montré que la voie des BMPs dans les cellules souches a pour rôle de restreindre l’expression 

de marqueurs de cellules souches comme LGR5, indépendamment de la voie Wnt-β-

caténine. En effet, en absence de BMPR1A dans les cellules épithéliales, le nombre de 

cellules LGR5+ était augmenté par rapport aux souris contrôles. La voie des BMPs permet 

donc de limiter l’expansion des cellules souches dans la crypte. Cette étude a modifié les 

connaissances établies puisqu’elle montre que la voie des BMPs est active au fond de la 

crypte alors qu’il était pensé que seules les voies Wnt et Notch étaient actives au fond de la 

crypte et importantes pour les cellules souches. Cette étude a donc amené l’attention de la 

communauté scientifique vers le rôle de la signalisation des BMPs épithéliaux sur les cellules 

souches, mais celle des BMPs mésenchymateux sur les cellules souches reste à élucider. Les 

cellules FOXL1+ sont des cellules mésenchymateuses positionnées juste en dessous de 

l’épithélium intestinal et colique. Elles ont été récemment décrites comme étant des télocytes: 

des cellules de soutien possédant de longues protrusions permettant la transmission de 

signaux aux cellules environnantes (Díaz-Flores et al., 2014; Pieri et al., 2008). Elles 

produisent des facteurs de la niche des cellules souches intestinales comme par exemple 

WNT2B et RSPO1. Ces cellules soutiennent les cellules souches puisqu’en leur absence 

celles-ci disparaissent (Aoki et al., 2016; Shoshkes-Carmel et al., 2018). Le premier objectif 

de mon projet de maitrise était d’élucider le rôle de la voie des BMPs dans les cellules 

FOXL1+ dans la formation de la niche des cellules souches. Tout d’abord la niche formée 
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par l’épithélium a été étudiée. WNT3 est un facteur Wnt produit par les cellules de Paneth 

dans l’intestin participant à la niche des cellules souches intestinales (Farin et al., 2012). Les 

cellules de Paneth transmettent WNT3 aux cellules souches via un contact direct des 

membranes cellulaires, et grâce à Frizzled (Farin et al., 2016). Ce ligand va lier les récepteurs 

Frizzled et LRP5/6 à la surface des cellules souches, et permettre l’activation de la voie Wnt-

β-caténine dans celles-ci (Nusse and Clevers, 2017). Les cellules de Paneth produisent aussi 

les facteurs WNT6 et WNT9 (Durand et al., 2012). Chez les souris Bmpr1aΔFoxl1, l’expression 

de Wnt3 est diminuée dans les cryptes de l’intestin. Il est donc possible de penser que les 

cellules de Paneth des souris mutantes ne remplissent pas complètement leur fonction de 

production des WNTs. Cette diminution de l’expression de Wnt3 montre que la niche 

épithéliale des cellules souches est affectée par la délétion de Bmpr1a dans les cellules 

FOXL1+. Farin et collaborateurs ont montré que, chez la souris, la délétion de WNT3 dans 

l’épithélium intestinal n’entrainait aucune modification dans l’homéostasie du tissu. Ce 

résultat met en évidence la présence de sources redondantes de WNTs capables de soutenir 

les cellules souches intestinales (Farin et al., 2012). Ce sont les cellules mésenchymateuses 

subépithéliales qui produisent les facteurs WNTs complémentaires: WNT2B par exemple est 

produit par cellules FOXL1+ (Aoki et al., 2016). Une augmentation d’expression de Wnt2b a 

été mesurée dans l’iléon des souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles. Cette 

augmentation est uniquement tendancielle puisque p<0.1. Cependant cette donnée indique 

que Wnt2b serait une bonne piste à explorer plus en profondeur. Ces modifications dans les 

facteurs de la niche mésenchymateuse permettent de balancer les effets de la modification de 

la niche épithéliale. En effet, la niche mésenchymateuse compenserait pour essayer de 

soutenir les cellules souches via l’augmentation d’expression de Wnt2b. Les marqueurs des 

cellules souches intestinales ont ensuite été analysés. Les résultats du séquençage d’ARN ont 

permis de découvrir une diminution globale des marqueurs des cellules souches dans les 

iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1. En qPCR, il a été possible de mesurer une diminution 

significative de l’expression de Lgr5 et Sox9, deux marqueurs de cellules souches 

intestinales. Une diminution protéique de SOX9 a été mesurée par immunobuvardage de type 

Western, venant confirmer le résultat de qPCR. Ces résultats indiquent que les cellules 

souches sont affectées par la délétion de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+. 
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En 2017, Rodríguez-Colman et collaborateurs ont découvert un nouveau rôle pour les 

cellules de Paneth; celui de source de métabolite pour les cellules souches. En effet, ils ont 

montré que les cellules de Paneth possèdent une forte activité glycolytique, alors que les 

cellules souches utilisent davantage la phosphorylation oxydative dans les mitochondries. Ils 

ont découvert que les cellules de Paneth utilisent le glucose mis à leur portée, réalisent la 

glycolyse puis transfèrent le lactate obtenu aux cellules souches voisines afin qu’elles 

puissent effectuer la phosphorylation oxydative. La phosphorylation oxydative produit donc 

des ROS (espèces réactives à l’oxygène) dans les cellules souches, ce qui active P38 et 

entraine la différenciation cellulaire (Rodríguez-Colman et al., 2017). Cette étude montre que 

les cellules de Paneth participent à la formation de la niche des cellules souches en produisant 

des métabolites en plus des facteurs WNTs. Le séquençage de l’ARN des iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 a permis d’identifier une diminution d’expression de nombreuses cibles 

associées à l’absorption des sucres comme Slc2a2 et Slc2a5 codant pour GLUT2 et GLUT5 

respectivement. Ces récepteurs au glucose sont responsables de l’entrée du glucose dans la 

cellule et de sa sortie vers la circulation sanguine (Mueckler and Thorens, 2013). Si les 

cellules de Paneth ne possèdent pas assez de récepteurs au glucose, il se peut que le support 

métabolique des cellules souches soit défectueux. La fonction des cellules souches en serait 

ainsi affectée.  

Après délétion de la β-caténine dans les cellules épithéliales intestinales de manière 

inductible durant 6 jours, Fevr et collaborateurs ont observé une perte de l’épithélium 

intestinal. Ils ont observé aussi une perte des cellules prolifératives, une diminution de c-

MYC et une activation du régulateur du cycle cellulaire P21 (Fevr et al., 2007). La voie Wnt-

β-caténine est donc très importante pour l’homéostasie intestinale. Un des marqueurs de 

cellules souches intestinales actives est LGR5, un récepteur couplé aux protéines G en 

mesure de lier la RSPO, potentialisateur de la voie des Wnt-β-caténine (Barker et al., 2007; 

de Lau et al., 2014). LGR5 et RSPO permettent d’augmenter l’intensité du signal reçu par la 

liaison d’un ligand WNT au récepteur Frizzled-LRP5/6. Les auteurs en concluent que les 

cellules souches exprimant LGR5 présentent une forte activation de la voie Wnt-β-caténine. 

Les analyses du séquençage d’ARN de l’iléon des souris Bmpr1aΔFoxl1 ont permis de 

confirmer que les cibles de la voie Wnt-β-caténine étaient sur-exprimées par rapport à ce qui 

est observé chez les souris contrôles. L’analyse de la localisation de la β-caténine dans les 
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cryptes des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 a montré une augmentation du nombre de cellules 

présentant une accumulation de β-caténine au noyau par rapport aux souris contrôles et cela 

a été confirmé par immunobuvardage contre la β-caténine active. Ces résultats montrent donc 

qu’il y a plus de β-caténine active dans les cryptes des souris Bmpr1aΔFoxl1 que dans celles 

des souris contrôles, la voie Wnt-β-caténine est donc suractivée dans l’épithélium intestinal 

des souris Bmpr1aΔFoxl1. La voie Wnt-β-caténine active la transcription de la cycline D1, 

protéine impliquée dans la progression du cycle cellulaire (Takahashi-Yanaga et Sasaguri, 

2008; Vadlakonda et al., 2013). La baisse d’expression des marqueurs des cellules souches 

combinée avec l’augmentation de la voie Wnt chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 sont associées à 

une augmentation du nombre de cellules prolifératives dans les cryptes, identifiées par 

immunofluorescence contre Ki67. Ki67 est exprimée pendant toutes les phases actives du 

cycle cellulaire, soit les phases G1, S, G2 et M (Scholzen et Gerdes, 2000). L’analyse des 

résultats du séquençage d’ARN a montré une augmentation d’expression des protéines 

impliquées dans le cycle cellulaire comme PCNA et Cycline B1 chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 

par rapport aux souris contrôles. Ces résultats suggèrent que le nombre de cellules 

prolifératives est augmenté dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux contrôles. 

L’analyse des cellules différenciées a permis de découvrir la présence de cellules absorbantes 

dans la crypte des souris Bmpr1aΔFoxl1. La sucrase-isomaltase est exprimée uniquement chez 

les cellules absorbantes différenciées de manière terminale (Traber et al., 1992). La détection 

de la sucrase-isomaltase par immunofluorescence dans les iléons des souris a permis de 

localiser des cellules absorbantes dans les cryptes des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 alors 

que son expression est limitée aux cellules présentes dans la villosité chez les souris 

contrôles. Ce résultat montre que la différenciation des cellules absorbantes est modifiée chez 

les souris Bmpr1aΔFoxl1. Noggin est un inhibiteur de la voie des BMPs puisqu’il peut lier les 

ligands BMPs et empêcher leur liaison aux récepteurs (Groppe et al., 2002). Noggin participe 

donc au maintien de l’équilibre entre la voie des BMPs et celle de Wnt dans le fond de la 

crypte et appartient aux facteurs composant la niche des cellules souches (Yeung et al., 2011). 

Une forte diminution d’expression de Noggin a été mesurée dans les iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles. Cette diminution laisse penser que la voie des 

BMPs est plus active dans les cellules épithéliales cryptales des souris Bmpr1aΔFoxl1 que le 

niveau basal présent chez les souris contrôles. Cette potentielle activation de la voie de 
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signalisation des BMPs pourrait donc entrainer donc la différenciation précoce des cellules 

absorbantes exprimant la sucrase-isomaltase. Les cellules progénitrices prolifératives se 

situent dans les cryptes intestinales. Tel que dit précédemment, une augmentation du nombre 

de cellules prolifératives a été observée dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1. Ces résultats 

suggèrent donc la présence de cellules prolifératives différenciées dans les cryptes des iléons 

des souris Bmpr1aΔFoxl1. La régulation de la transition des cellules intestinales prolifératives 

vers des cellules différenciées est complexe. Elle est régulée en partie par l’équilibre de la 

voie p42/p44 MAPK: la voie est très active chez les cellules prolifératives et son activité est 

diminuée chez les cellules différenciées (Aliaga et al., 1999). Le cycle cellulaire des cellules 

différenciées est ainsi bloqué en phase G1, elles ne prolifèrent donc plus. Or, il est possible 

que les cryptes des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 présentent des cellules prolifératives 

exprimant des marqueurs de cellules différenciées comme la sucrase-isomaltase. La délétion 

de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ dérégule donc l’équilibre entre la prolifération 

et la différenciation dans les cellules épithéliales intestinales.  

La voie de Notch est importante pour le maintien des cellules souches (Pellegrinet et al., 

2011). En effet, en absence de la voie de Notch dans les cellules épithéliales intestinales,  les 

cellules souches cessent de proliférer et l’expression de leurs marqueurs, dont LGR5 et 

OLFM4 diminue (Demitrack et Samuelson, 2016; VanDussen et al., 2012). De plus, ces 

études ont montré que l’inhibition de la voie de Notch est associée à une augmentation 

d’ATOH1 et à une forte augmentation du nombre de cellules de la lignée sécrétrice. HES1 

est une cible transcriptionnelle directe de la voie Notch (Iso et al., 2003). HES1 régule 

l’expression d’ATOH1 en se liant au promoteur, empêchant ainsi l’expression du gène 

(Zheng et al., 2011). Cette régulation permet de contrôler la différenciation de cellules 

progénitrices en cellules sécrétrices et absorbantes. Dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1, 

les résultats du séquençage d’ARN ont montré que les cibles de la voie de Notch sont 

diminuées. L’expression de Hes1 dans les cellules épithéliales de la crypte des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 est également diminuée. De plus, la baisse d’expression de marqueurs de 

cellules souches et l’augmentation du nombre de cellules caliciformes est en corrélation avec 

la diminution de la voie de Notch chez les souris Bmpr1aΔFoxl1. En revanche, contrairement 

à ce qui avait été montré par VanDussen et collaborateurs, l’expression d’Atoh1 dans les 

cryptes intestinales des souris Bmpr1aΔFoxl1 est diminuée et non augmentée. Ce résultat 
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contradictoire est difficile à réconcilier cependant plusieurs hypothèses permettraient 

d’expliquer ces observations. La baisse d’expression de Hes1 combinée à celle d’Atoh1 

peuvent être le signe d’une diminution du nombre de cellules progénitrices dans les cryptes. 

Puisque les cellules se différencient précocement, la crypte serait constituée d’un plus petit 

nombre de cellules souches, de moins de cellules progénitrices mais de plus de cellules 

différenciées pourtant encore prolifératives. Cela expliquerait la diminution de l’expression 

de ces marqueurs de cellules progénitrices. Une étude datant de 2008 a identifié ATOH1 

comme étant une cible de la voie des BMPs. En effet, traiter les cellules avec BMP2 ou BMP4 

entrainait une diminution d’ATOH1 au niveau protéique, mais pas au niveau de l’ARN (Zhao 

et al., 2008). Les ligands BMPs produits par le mésenchyme ou l’épithélium pourraient ainsi 

contrôler l’expression d’ATOH1 dans les cellules épithéliales. Ce résultat montre un lien 

entre la voie des BMPs et ATOH1 au niveau post-transcriptionnel, mais ne permet pas de 

comprendre la baisse d’expression d’Atoh1 dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1 puisque 

celle-ci est au niveau de l’ARN. Stojanova et collaborateurs ont déterminé que l’expression 

d’Atoh1 dans la cochlée était contrôlée par des modifications épigénétiques comme 

l’acétylation de son promoteur (Stojanova et al., 2015). La modulation d’expression d’Atoh1 

dans l’épithélium des cryptes des souris Bmpr1aΔFoxl1 pourrait donc être expliquée par une 

modification épigénétique. Ces études montrent que l’expression d’ATOH1 semble pouvoir 

être régulée par des mécanismes épigénétiques et post-traductionnels. Une étude effectuée 

par Leow et collaborateurs a montré que l’inactivation de la voie Wnt menait à une 

augmentation de l’expression de HATH1 dans les cellules de cancer colorectal humain HT29. 

HATH1 est l’homologue humain d’ATOH1 (Leow et al., 2004). Ils ont aussi montré que 

HATH1 pouvait diminuer la prolifération cellulaire des cellules HT29, et que l’expression 

de HATH1 était diminuée dans les tumeurs de patients atteints de CCR. Ces résultats ont été 

confirmés par Tsuchiya et collaborateurs en 2007 (Tsuchiya et al., 2007). Ils concluent donc 

que HATH1 est une cible de la voie Wnt-β-caténine et qu’il régule la prolifération cellulaire. 

Puisque la voie de Wnt est suractivée dans les iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1, il serait donc 

logique d’y observer une diminution de l’expression d’Atoh1. De plus, la diminution d’Atoh1 

permet aussi d’expliquer l’hyper-prolifération observée dans les iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1, en plus d’affecter la différenciation des cellules progénitrices. Pour résumer, 

la diminution de Hes1 pourrait être expliquée par la diminution de l’activité de la voie Notch 



 

 

92 

chez les souris Bmpr1aΔFoxl1, et la diminution d’Atoh1 serait expliquée par l’activation de la 

voie Wnt-β-caténine.  

L’irradiation crée des dommages à l’ADN très importants au sein des cellules (Borrego-Soto 

et al., 2015). Les radiations sont plus létales pour les cellules se divisant rapidement, comme 

les cellules souches (Blanpain et al., 2011). C’est pourquoi les cellules souches actives sont 

détruites suite à l’irradiation. Les cellules quiescentes vont quant à elles survivre, remplacer 

les cellules souches actives et permettre la régénération de l’épithélium intestinal (Kim et al., 

2017). L’irradiation permet donc de vérifier la fonctionnalité des cellules souches quiescentes 

d’un tissu. Chez les souris Bmpr1aΔFoxl1, une diminution de l’expression des marqueurs de 

cellules souches intestinales a été observée, il a donc été intéressant d’évaluer leur potentiel 

régénératif après irradiation. Tel qu’identifié par qPCR, les marqueurs diminués 

appartiennent autant aux cellules souches actives (Lgr5) que progénitrices (Sox9 

particulièrement). SOX9 a été identifié comme un marqueur des cellules souches en mesure 

de reformer les cellules LGR5+ après irradiation. Une baisse de SOX9 dans les cryptes des 

souris Bmpr1aΔFoxl1 laissait suggérer un possible problème de réparation chez les souris 

mutantes suite à l’irradiation. Quatre jours après l’irradiation de 12Gy, les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 étaient aussi physiquement affectées que les souris contrôles, et l’histologie du 

tissu comportait les mêmes types de zones: des zones en forte régénération et d’autres très 

fortement atteintes. Au sein d’une zone de prolifération, les souris Bmpr1aΔFoxl1 comportaient 

plus de cellules prolifératives marquées au BrdU que les souris contrôles. Cette augmentation 

peut être expliquée de plusieurs façons. Premièrement, le besoin en cellules pourrait être plus 

important chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 donc les cellules progénitrices doivent proliférer plus 

afin de régénérer le tissu. Il est possible que les cellules présentes chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 

ne remplissent pas bien leurs fonctions, il serait donc important de produire de nouvelles 

cellules fonctionnelles. Une autre hypothèse serait que le tissu est en bonne voie de 

régénération et l’hyper-prolifération serait due à un dérèglement dans une voie de 

signalisation comme la voie Wnt-β-caténine. Puisque l’activité de la voie Wnt-β-caténine est 

déjà augmentée chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 sans irradiation, il est possible de penser que 

cette dernière possibilité est la plus plausible. Il serait cependant intéressant de tester cette 

hypothèse en comparant le nombre de cellules où la β-caténine est active chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles, et en testant l’expression des cibles de la voie 
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comme Axine2 et CyclinB1 en RT-qPCR. Ces résultats montrent donc que la régénération 

n’est pas affectée chez les souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux contrôles, mais que la 

prolifération des cellules épithéliales est modulée à la hausse. L’irradiation du corps entier 

affecte aussi les cellules de la moelle épinière et donc les souris décèdent d’un manque de 

cellules hématopoïétiques (Nunamaker et al., 2013) en plus des dommages intestinaux.  

La fibrose liée aux radiations est très commune chez les patients recevant un traitement de 

radiothérapie. La fibrose entraine une atrophie importante du tissu (Westbury et Yarnold, 

2012). Dans l’intestin, la fibrose est associée au dépôt de collagène dans la MEC, entrainant 

une augmentation de la rigidité matricielle (Giannandrea et Parks, 2014; Wynn, 2008). 

L’analyse des iléons des souris irradiées par la coloration des fibres de collagène par 

Trichrome de Masson a identifié une accumulation de collagène en haut des villosités chez 

les souris Bmpr1aΔFoxl1 uniquement. La présence de collagène I a été confirmée par 

immunofluorescence. Cette accumulation de collagène n’a pas été corrélée avec une 

diminution du nombre de cellules apoptotiques, contrairement à ce qui avait été observé dans 

des cellules en culture par Azorin et collaborateurs (Azorin et al., 2012). Il est important de 

préciser que leurs analyses ont été réalisées in vivo, et qu’aucune autre étude n’a confirmé 

leurs résultats. Le collagène I est produit par les cellules mésenchymateuses, particulièrement 

par les myofibroblastes (Wynn, 2008). Une accumulation de collagène I est observée chez 

des patients atteints d’une condition rare appelée «Collagenous Sprue». Cette maladie est 

caractérisée par une atrophie des villosités et une accumulation de collagène sous 

l’épithélium du haut des villosité (Daum et al., 2006). L’architecture des iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 âgées de 9 mois montre une atrophie des villosités cependant moins sévère que 

celle observée chez les patients atteints de Collagenous Sprue (Rubio–Tapia et al., 2010). Le 

Collagenous Sprue est souvent associé à la maladie céliaque, et chez certains patients une 

diète sans gluten permet de ramener l’architecture intestinale à la normale (Rubio–Tapia et 

al., 2010). Nous voulions donc vérifier si les souris irradiées présentaient d’autres signes 

présents dans la maladie céliaque, soit la présence de lymphocytes T intra-épithéliaux. 

L’infiltration des lymphocytes T au niveau de l’épithélium active la réponse immunitaire en 

produisant de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, caractéristiques de la maladie 

céliaque (Kelly et al., 2015; Parzanese et al., 2017). Chez les souris irradiées, aucune 

augmentation du nombre de lymphocytes T CD4+ n’a été mesurée dans les iléons des souris 
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Bmpr1aΔFoxl1 par rapport aux souris contrôles. La maladie céliaque est une maladie 

multifactorielle reposant cependant sur une caractéristique génétique amenant une 

susceptibilité à développer la maladie (Kelly et al., 2015). Or, les souris étudiées n’ont pas 

cette susceptibilité donc il est peu probable que les souris irradiées souffrent de la maladie 

céliaque comme tel; il est possible qu’elles souffrent d’un autre type d’entéropathie.  

Une mutation dans la voie Wnt est un événement précoce du développement d’un cancer 

colorectal (Powell et al., 1992). Chez l’humain, une mutation héréditaire dans APC entraine 

l’apparition du syndrome de polypose adénomateuse familiale constituant 1% des CCRs 

(Mansoor-ul-Haq et Faisal, 2011). Plusieurs modèles murins disponibles permettent 

d’étudier l’initiation de la tumorigenèse, dont le modèle des souris ApcMin/+ (Moser et al., 

1990). Les souris ApcMin/+ présentent une mutation dans la protéine APC, l’empêchant de lier 

la β-caténine avec les autres protéines du complexe. La β-caténine n’est donc plus dégradée 

et cela entraine la suractivation de la voie Wnt-β-caténine (Zeineldin et Neufeld, 2013). Ce 

qui rend ce modèle idéal pour l’étude de l’initiation de la néoplasie est le fait qu’un seul allèle 

du gène ApcMin est muté. La perte du 2ème allèle est nécessaire pour suractiver la voie et 

entrainer le développement de polypes (Luongo et al., 1994). Ce modèle permet donc 

d’évaluer l’instabilité génomique présent dans le tissu favorisant la perte du 2ème allèle 

(Yamada et al., 2002). Ce modèle met donc l’emphase sur la collaboration entre 

l’environnement et la susceptibilité génétique dans le développement de la néoplasie. Les 

souris Bmpr1aΔFoxl1 ont été croisées avec les souris ApcMin/+ afin d’obtenir des souris double-

mutantes: Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+. Une augmentation importante du nombre de polypes est 

observée, dans l’intestin et le colon des souris double-mutantes par rapport aux souris 

ApcMin/+.  Les souris ApcMin/+ développent beaucoup de polypes dans l’intestin grêle et peu 

dans le colon, alors que les patients atteint du syndrome de polypose adénomateuse familiale 

ont de nombreux polypes dans le colon, principalement dans le colon distal (Sodir et al., 

2006). Il est très intéressant de remarquer que les souris double-mutantes possèdent de 

nombreux polypes dans le colon distal, ce qui se rapproche de ce qui est vu chez l’humain, 

et que ces polypes sont très gros. L’analyse du grade histologique de ces polypes a identifié 

des adénomes de bas grade, sauf dans un cas où le polype était un adénome de haut grade. 

Les adénomes des souris ApcMin/+ n’évoluent jamais vers les grades supérieurs (Moser et al., 

1990). Ces résultats montrent donc que les souris double-mutantes ont une charge tumorale 
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accrue, et que ces polypes auraient du potentiel pour devenir agressifs. Malheureusement, la 

santé des souris doubles-mutantes approche le point limite déterminé par le comité d’éthique 

animale, il est donc impossible d’étudier des souris plus vieilles que 90 jours. Peut-être qu’il 

aurait été possible d’observer un plus grand nombre d’adénome de haut grade chez des souris 

âgées de 120 jours. Afin d’évaluer l’impact de la délétion de la voie des BMPs dans les 

cellules FOXL1+ sur l’initiation de la polypose, des souris âgées de 1 mois ont été analysées, 

afin de voir s’il y avait la perte du 2eme allèle d’ApcMin. Pour l’analyse des souris de 1 mois, 

une méthode par PCR n’a pas été fructueuse, une autre technique par analyse histologique et 

immunohistochimie contre la β-caténine a été investiguée mais des problèmes techniques 

m’ont empêché de mener cette piste à bien. L’augmentation du nombre de polypes à 3 mois 

montre que l’événement de perte du 2ème allèle est plus fréquent chez les souris double-

mutantes que chez les souris ApcMin/+ puisque la perte du 2ème allèle est nécessaire pour la 

formation des polypes (Luongo et al., 1994). Cela est donc un fort indicateur que la mutation 

de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ crée un microenvironnement toxique 

favorisant l’instabilité génomique et ainsi l’initiation de la néoplasie. L’origine des cellules 

cancéreuses a été étudiée dans plusieurs études, et deux théories en sont issues: la théorie du 

haut vers le bas («top down») et celle du bas vers le haut («bottom up») (Preston et al., 2003; 

Schwitalla et al., 2013; Shih et al., 2001). La première théorie, celle du haut vers le bas a pris 

l’origine d’observations histologiques puis les auteurs ont observé que le haut de l’épithélium 

présentait des zones dysplasiques, mais les cryptes semblaient rester normales. Ils ont postulé 

que les cellules tumorales étaient en mesure d’acquérir des fonctions de cellules souches et 

de les remplacer. Dans l’autre modèle, les cellules souches sont à l’origine de la néoplasie et 

le polype provient donc d’une même cellule souche déficiente, et cela se transmet par fission 

cryptale aux cryptes avoisinantes. La notion de cellule souche cancéreuse est de plus en plus 

étudiée. Si Apc est muté dans les cellules LGR5+ seulement, des adénomes seront observables 

3 semaines après l’induction de la délétion d’Apc. Ces résultats prouvent que les cellules 

cancéreuses peuvent être issues des cellules LGR5+ (Barker et al., 2009). Il est donc possible 

de postuler que la délétion de Bmpr1a dans les cellules FOXL1+ affecte la cellule souche 

LGR5+ d’une manière à favoriser sa transformation en cellule souche cancéreuse.  Il serait 

donc très intéressant de localiser les cellules LGR5+ dans les polypes coliques des souris 

double-mutantes.



5. CONCLUSION 

 

Les cellules FOXL1+ produisent des facteurs composant la niche des cellules souches 

intestinales sans lesquels les cellules souches ne sont pas viables. La voie de signalisation 

contrôlant la production de ces facteurs n’a pas encore été identifiée. Le projet de recherche 

présenté dans ce mémoire a pour but d’évaluer le rôle de la voie des BMPs dans la 

composition de la niche des cellules souches intestinales, le maintien des cellules souches et 

leur devenir. À l’aide d’un modèle murin permettant la délétion du récepteur BMPR1A dans 

les cellules FOXL1+ uniquement, il a été possible de répondre à cet objectif. La perte de la 

voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ a entrainé la diminution importante de l’expression 

de Noggin, un inhibiteur de la voie des BMPs. En absence de Noggin, il semble que les 

cellules de la crypte se différencient très précocement puisque des cellules absorbantes 

exprimant la sucrase-isomaltase ont été observées dans la crypte. La niche épithéliale des 

cellules souches est affectée par la perte de la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+. 

Effectivement, les cellules de Paneth subissent une augmentation de la taille de leurs granules 

de sécrétion et une diminution de l’expression de Wnt3. La perte de WNT3 pourrait être 

compensée par une augmentation d’expression de Wnt2b par les cellules FOXL1+, ce résultat 

reste cependant à confirmer. Malgré la compensation mésenchymateuse, les cellules souches 

sont affectées. De nombreux marqueurs de cellules souches diminuent en absence de la voie 

des BMPs dans les cellules FOXL1+. La voie de Wnt-β-caténine est fortement activée en 

réponse à la baisse du nombre de cellules souches, cela permet d’activer la prolifération des 

cellules filles et de maintenir le flot de régénération des cellules épithéliales. Une 

augmentation de cellules prolifératives est donc observée dans les iléons des souris 

Bmpr1aΔFoxl1. De plus, la modification dans la voie des BMPs dans les cellules FOXL1+ 

diminue l’activité de la voie de Notch. Cette diminution est associée à une augmentation du 

nombre de cellules caliciformes dans l’intestin des souris Bmpr1aΔFoxl1. L’utilisation du 

modèle de souris ApcMin/+ avec la souris Bmpr1aΔFoxl1 permet d’analyser la synergie entre un 

mésenchyme défectueux et un épithélium prône à la néoplasie. La combinaison des deux 

entraine une augmentation du nombre de polypes dans le système digestif des souris. Cela 

suggère qu’un mésenchyme toxique associé à un épithélium enclin à la formation d’adénome 
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installe une instabilité génomique favorisant la perte du 2ème allèle d’ApcMin et ainsi promeut 

la formation de multiples adénomes. Ce projet a mis en lumière le rôle de la voie des BMPs 

dans les cellules mésenchymateuses FOXL1+ dans la formation et le maintien de 

l’homéostasie de l’épithélium. Ce projet montre donc l’importance de la communication 

entre le mésenchyme et l’épithélium dans un cadre d’homéostasie mais aussi dans le 

développement de pathologies. 
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6. PERSPECTIVES 

 

Afin d’approfondir l’analyse des souris Bmpr1aΔFoxl1, il serait pertinent de réaliser l’analyse 

protéomique des tissus de ces souris afin de comparer les résultats obtenus avec ceux du 

séquençage d’ARN. De nombreuses modifications post-traductionnelles pourraient affecter 

les protéines mais pas l’ARN. Les protéines sont évidemment les molécules effectrices en 

biologie, alors les informations obtenues en protéomique reflètent l’action réalisée dans le 

tissu. L’analyse protéomique permettrait entre autres d’identifier la composition de la MEC 

chez les souris Bmpr1aΔFoxl1. La MEC est impliquée dans le développement de la fibrose, du 

CCR et des maladies inflammatoires intestinales. Des éléments de la MEC participent 

sûrement à la niche des cellules souches puisque la matrice contrôle l’accès des facteurs 

solubles aux cellules souches. Il serait donc très intéressant d’analyser la composition 

matricielle des iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1.  

La culture d’entéroïdes à partir des cryptes des intestins des souris Bmpr1aΔFoxl1 permettrait 

d’évaluer la capacité des cellules souches à vivre en dehors de leur niche. Cela permettrait 

d’évaluer les conséquences de la délétion de la voie à long terme sur les cellules souches: les 

entéroïdes sont réalisés à partir d’intestin de souris âgées de 3 mois en général, les cellules 

souches ont donc vécu 3 mois dans un microenvironnement toxique. Il se pourrait que des 

modifications à long terme affectent la capacité des cryptes des souris Bmpr1aΔFoxl1 à former 

des entéroïdes. La culture des entéroïdes nécessite un milieu de culture additionné de RSPO1 

et de Noggin. Puisqu’une forte diminution de Noggin a été mesurée dans les tissus des souris 

Bmpr1aΔFoxl1, il serait intéressant de comparer la capacité des cellules souches des souris 

Bmpr1aΔFoxl1 et des souris contrôles à former des entéroïdes dans des milieux de culture 

contentant différentes quantités de Noggin. Grâce aux entéroïdes il serait aussi intéressant de 

regarder le statut de la niche métabolique des cellules souches. C'est-à-dire de vérifier que 

les cellules de Paneth réalisent bien la glycolyse afin de transmettre le lactate aux cellules 

souches et que les cellules des entéroïdes issus des souris mutantes présentent eux aussi une 

diminution d’expression de Glut2 et Glut5. Pour cela il serait possible d’utiliser des 

inhibiteurs de glycolyse ou de phosphorylation oxydative tel qu’effectué par Rodriguez-

Colman et collaborateurs (Rodríguez-Colman et al., 2017), ou bien de comparer les 
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métabolomes définis par spectrométrie de masse. Au niveau des iléons de souris 

Bmpr1aΔFoxl1, il serait aussi pertinent d’évaluer l’expression des protéines régulant 

l’expression de la Sucrase-Isomaltase comme CDX2, GATA4. Cela permettrait de 

comprendre comment la différenciation précoce se déroule dans la crypte. 

L’utilisation de modèles rapporteurs faciliterait beaucoup la continuation de ce projet. Les 

modèles rapporteurs permettent de marquer les cellules ayant subi la recombinaison des 

séquences loxP par la Cre-recombinase. La souris ROSAmTmG en est un exemple: s’il y a 

recombinaison du locus ROSA, la GFP sera exprimée à la membrane plasmique. 

Premièrement, cela permettrait de localiser les cellules FOXL1+ ayant perdu Bmpr1a, et de 

confirmer la perte d’activation des SMADs 1/5/8 par immunofluorescence. Cette 

confirmation permettrait de s’assurer que le récepteur BMPRII ne compense pas pour la perte 

de BMPR1A. Ensuite, cela permettrait de les trier par FACS et de réaliser le séquençage de 

l’ARN de ces cellules afin d’identifier les cibles transcriptionnelles des SMADs dans ces 

cellules de manière spécifique. Le triage par FACS permettrait aussi de les mettre en culture 

et de réaliser de la co-culture avec des entéroïdes afin d’observer si les cellules FOXL1+ 

BMPR1A- peuvent supporter la croissance des organoïdes comme les cellules FOXL1+ 

BMPR1A+ en sont capables. Puisque l’expression de Lgr5 diminue dans les intestins des 

souris mutantes, il serait vraiment intéressant de faire l’analyse des cellules LGR5+ 

uniquement. Cela serait faisable en utilisant la souris Lgr5-GFP, dans laquelle les cellules 

LGR5+ expriment la protéine GFP, permettant ainsi leur localisation et leur isolation par 

FACS. Ces expériences sont coûteuses mais elles permettraient d’élucider plusieurs 

mécanismes importants, et ce avec des techniques à haut débit donnant un maximum 

d’information. Il serait aussi intéressant d’évaluer les niveaux d’activation des Smads1/5/9 

dans les cellules épithéliales des cryptes, afin de vérifier que la diminution de Noggin entraine 

bien une activation de la voie des BMPs dans l’épithélium. Il serait aussi intéressant 

d’analyser l’activation d’AKT par immunobuvardage de type Western, par exemple. En effet, 

AKT peut agir sur la voie Wnt- β-caténine en inactivant GSK3β entrainant l’accumulation 

de la β-caténine active et donc l’activation de la voie Wnt-β-caténine (Anderson et Wong, 

2010). Cela permettrait de savoir si l’activation de la voie Wnt-β-caténine observée dans 

l’épithélium est une conséquence de l’activation d’AKT en réponse à la perte de la voie des 

BMPs dans les cellules FOXL1+.  
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Pour l’étude de la régénération tissulaire après irradiation, il serait intéressant de faire 

l’irradiation sur l’abdomen uniquement au lieu d’irradier tout le corps. Cela permettrait 

d’éviter les dommages à la moelle épinière des souris, et donc cela permettrait peut-être de 

laisser les souris vivre un peu plus et d’observer le phénotype plus tardivement. Il serait aussi 

intéressant de sacrifier les souris plus tôt, peut-être 1 jour après irradiation afin d’observer la 

situation au début des dommages, et d’analyser la réponse précoce aux dommages. Il serait 

aussi intéressant de comparer l’activation de la voie Wnt-β-caténine entre les souris contrôles 

et Bmpr1aΔFoxl1 afin de voir si la prolifération est associée à une suractivation de la voie. Il 

faudrait aussi caractériser les cellules souches présentes dans le tissu en mesurant 

l’expression de différents marqueurs des cellules souches actives et quiescentes. Cela 

permettrait peut-être d’identifier les types de cellules souches repeuplant l’épithélium chez 

la souris Bmpr1aΔFoxl1 par rapport à la souris contrôle. Il serait aussi intéressant de localiser 

et de quantifier les myofibroblastes dans les tissus des souris irradiées. En effet, ces cellules 

actives produisent des éléments de la MEC ainsi que des molécules inflammatoires et 

pourraient varier entre les souris contrôles et Bmpr1aΔFoxl1.  

Après l’irradiation des souris de nombreuses pistes se sont ouvertes à propos des maladies 

de malabsorption intestinale. Les iléons des souris irradiées ont été analysés mais dans la 

maladie céliaque et le Collagenous Sprue, le phénotype est le plus important dans la section 

proximale de l’intestin, soit le duodénum. Il serait donc intéressant de vérifier la présence 

d’accumulation de collagène et l’infiltration des lymphocytes T dans le duodénum des souris 

irradiées et non-irradiées. Il serait aussi intéressant d’analyser le phénotype des souris non-

irradiées mises sur une diète sans-gluten. De nombreuses cibles identifiées par séquençage 

d’ARN étaient métaboliques, tels que des récepteurs au glucose comme GLUT2 et GLUT5 

ou des transporteurs de glucose et d’acides aminés. Ces cibles étaient diminuées dans les 

iléons des souris Bmpr1aΔFoxl1. Cela indique que les souris Bmpr1aΔFoxl1 ont un problème 

métabolique, d’autant plus qu’elles deviennent très maigres après l’âge d’un an par rapport 

aux souris contrôles. Il serait donc aussi intéressant d’évaluer leurs capacités métaboliques 

en plaçant les souris dans des cages métaboliques. Ces résultats laissent entrevoir un nouveau 

rôle pour le mésenchyme, celui de réguler l’absorption par les cellules épithéliales et donc le 

métabolisme.  
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Au niveau des souris Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+, il serait important de confirmer la présence des 

dommages à l’ADN en réalisant une immunofluorescence contre γH2AX par exemple. Cela 

permettrait de vérifier l’augmentation de l’instabilité génomique chez les souris 

Bmpr1aΔFoxl1;ApcMin/+ par rapport aux souris ApcMin/+. Il serait intéressant de localiser les 

cellules souches dans les polypes des tissus de ces souris en réalisant une 

immunofluorescence contre OLFM4 ou une hybridation in-situ contre Lgr5.  
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