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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus fréquent dans le monde et la troisieme cause
de décés par cancer chez I’'homme et la femme. En 2015, environ 1,5 million de nouveaux cas ont été
recensés et plus de 750 000 personnes sont mortes des suites de cette maladie dans le monde. Malgré
les avancées majeures de ces 20 dernieres années dans le dépistage et le traitement du CCR, les récidives
et les formes métastatiques de ce cancer restent un probléeme de santé publique majeur associé a un taux
de mortalité global encore élevé. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques a I'origine de l'initiation, de la progression, de la résistance aux traitements, des
récidives et des métastases des CCR est nécessaire a I'amélioration de I'efficacité des thérapies actuelles

ainsi qu’au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Depuis 2007, plusieurs travaux en cancérologie digestive ont mis en évidence au sein des tumeurs
colorectales I'existence d’une population de cellules appelées cellules initiatrices de tumeur ou cellules
souches cancéreuses (CSC) possédant des caractéristiques réminiscentes des cellules souches
multipotentes adultes, a savoir la capacité d’auto-renouvellement et la capacité de générer tous les types de
cellules composant la tumeur. Les études menées sur les CSC ont montré que cette population était capable
de reformer de novo des tumeurs identiques a la tumeur primaire dans des modéles de souris
immunodéficientes. Outre leur fort potentiel tumorigénique, des études récentes ont également montré
gue les CSC possedent un fort pouvoir métastatique, ainsi qu’une résistance accrue aux traitements de
chimiothérapie et radiothérapie. Ainsi, les CSC sont donc considérées comme responsables de l'initiation,
de la récidive et des métastases des CCR. Il apparait donc crucial de mieux comprendre les mécanismes

moléculaires et cellulaires régulant les fonctions des CSC.
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Il est désormais bien établi que le microenvironnement tumoral joue un réle majeur dans les
processus de carcinogenese colique. Ce microenvironnement tumoral est composé de molécules et de
cellules résidentes ou recrutées, remodelé par la tumeur afin de promouvoir sa croissance et sa
dissémination. L’étude de I'impact du microenvironnement tumoral sur les propriétés des CSC est
devenue depuis quelques années un axe de recherche en plein essor. Si les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les cellules immunitaires, les adipocytes ou encore le microbiote font actuellement I'objet
de nombreux travaux, une composante du microenvironnement tumoral colique a tres peu été étudiée

jusgqu’a maintenant : le systeme nerveux entérique (SNE).

Le SNE est le systéme nerveux intrinséque du tube digestif. Il s’agit d’un systéme nerveux autonome
et intégratif, présent tout le long du tractus digestif et composé de neurones entériques et de cellules
gliales entériques (CGE). Le rdle du SNE a été particulierement étudié dans l'intestin et le célon sain, ou il
régule I'’ensemble des fonctions motrices, de sécrétion et d’absorption, ainsi que les fonctions de barriere
de I'épithélium. Outre les neurones entériques dont le réle est bien établi, les CGE, longtemps considérées

comme de simples cellules de soutien des neurones, font I'objet d’'une attention toute particuliere depuis

une dizaine d’années. Elles forment un réseau dense qui s‘étend dans toute |'épaisseur de la paroi
intestinale et colique, de la séreuse jusqu’a la muqueuse ol les CGE entourent intimement les cryptes
intestinales et coliques et sont situées a proximité immédiate des cellules épithéliales. L’'ensemble des
travaux de la derniere décennie démontrent ainsi que les CGE sont un régulateur clé des fonctions de
I’épithélium intestinal et colique via la libération de facteurs solubles spécifiques. Notamment, les CGE
inhibent la prolifération des cellules de I'épithélium intestinal via la libération de TGF-B1 et de 15d-PGJ2. Les
CGE renforcent et protegent également I'intégrité de I'épithélium intestinal qui forme une barriére entre

I'organisme et 'environnement extérieur. Ainsi, les CGE diminuent la perméabilité intestinale et protégent

I’épithélium contre l'invasion de pathogénes via la sécrétion de GSNO. De plus, les CGE stimulent les
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processus de réparation de I'épithélium via la libération de proEGF. Outre leur impact sur les fonctions de
I’épithélium intestinal dans un contexte physiologique, les CGE interviennent également dans le contréle de
I'immunité du tube digestif et dans les processus inflammatoires. Ainsi, de nombreuses études s’intéressent
aujourd’hui au role des CGE dans les pathologies digestives, notamment dans les maladies inflammatoires

chroniques de I'intestin (MICI).

Malgré I'ensemble des travaux démontrant que les CGE sont des régulateurs clés des cellules de
I’épithélium intestinal en situation physiologique, et suggérant également leur implication dans plusieurs
pathologies digestives, Fimpact des CGE sur les CSC coliques et les processus de carcinogenése associés n’a

pas encore été étudié.

Ainsi, I'objectif de ce travail de thése était de déterminer I'impact des CGE sur les propriétés des CSC, en
s’appuyant sur les deux hypothéses suivantes :

- Les CGE régulent la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs,

- Les CGE régulent les mécanismes de chimiorésistance des CSC.

Ces deux hypothéses ont fait 'objet de deux articles dont I'un est soumis et I'autre est en cours de
préparation. L'étude bibliographique qui précéde vise a introduire brievement I'épithélium colique en
condition physiologique, puis a introduire les deux composantes du systéme nerveux entérique, a savoir les
neurones entériques et les cellules gliales entériques, et enfin a introduire le cancer colorectal et le modéle

des cellules souches cancéreuses.
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1. LU'épithélium colique

1.1. Présentation générale du cdlon

Chez I’'Homme, le c6lon mesure en moyenne 1,50m de long et se décompose en différentes parties
qui sont, de la partie proximale a la partie distale, le ceecum, le c6lon ascendant (ou célon droit), le clon
transverse, le c6lon descendant (ou célon gauche) et le colon sigmoide qui débouche sur le rectum puis
I"anus (Figure 1). Le c6lon a pour fonction principale d’absorber I'eau et les électrolytes du bol alimentaire
ainsi que la formation des féces pour permettre leur expulsion par I'anus.

Angle colique
gauche

Angle colique droit Célon transverse

Colon
Célon descendant
ascendant
Caecum
Cadlon
sigmoide

Canal anal

Figure 1 : Organisation anatomique du célon : Le célon est composé, de sa partie proximale a sa
partie distale, du caecum, du célon ascendant, du célon transverse, du célon descendant et du célon
sigmoide qui débouche sur le rectum puis I’anus. D’aprés Gray’s Anatomie pour les étudiants, Elsevier
Masson, 2e édition, 2011.
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1.2. Organisation tissulaire du c6lon

La paroi du tube digestif se compose de 4 couches histologiques qui sont, de la couche externe
périphérique a la couche interne qui borde la lumiere colique : la séreuse, la musculeuse, la sous-

mugqueuse et la muqueuse (Figure 2).

Plexus myentérique

Couche musculaire
longitudinale Musculeuse
Couche musculaire

circulaire

Sous-muqueuse

Séreuse

Epithélium

Lami 2 Muqueuse
amina propria
Muscularis mucosae

Plexus sous-muqueux

Figure 2 : Organisation tissulaire du célon : La paroi du c6lon se compose de 4 couches histologiques
qui sont, de la couche externe périphérique a la couche interne qui borde la lumiére colique : la
séreuse, la musculeuse au sein de laquelle se situe le plexus myentérique, la sous-muqueuse au sein
de laquelle se situe le plexus sous-muqueux et la muqueuse comprenant la musculaire muqueuse

(muscularis mucosae), la lamina propria et I'épithélium colique.

La séreuse se compose d’un tissu adipeux et vascularisé, bordée par le feuillet viscéral du péritoine.
Au niveau du moyen et du bas rectum, il n'existe pas a proprement parler de séreuse puisqu’il n'y a pas
de péritoine. Le tissu adipeux périrectal au-dela de la musculeuse est alors nommé mésorectum.

La musculeuse est formée de deux couches musculaires lisses : la couche longitudinale externe, dont
la contraction permet le raccourcissement local du tube digestif, et la couche circulaire interne,
permettant de moduler le diametre de la lumiére du tube digestif. Entre ces deux couches musculaires se

situe le plexus myentérique, aussi appelé plexus d’Auerbach.
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La sous-muqueuse est composée d’un tissu conjonctif contenant de nombreux vaisseaux sanguins et
lymphatiques, ainsi que le plexus sous-muqueux, aussi appelé plexus de Meissner.

La muqueuse colique est séparée de la sous-muqueuse par une fine couche de fibres musculaires
appelée musculaire muqueuse. La muqueuse se compose d’'un tissu conjonctif lache appelé lamina
propria ou chorion, contenant un tissu lymphoide diffus et des follicules lymphoides, ainsi que des
capillaires sanguins et des fibres nerveuses. La lamina propria est tapissée sur sa face interne d’une
monocouche de cellules épithéliales qui reposent sur une lame basale constituée de protéines et de
glycoprotéines. Les cellules épithéliales sont en contact direct avec la lumiere du tube digestif et forment

la barriére épithéliale colique, organisée en surfaces planes ponctuées d’invaginations cryptiques.

1.3. Organisation cellulaire de I'épithélium colique

L’épithélium colique est formé d’une monocouche de cellules épithéliales qui s’organise en une
succession d’invaginations appelées cryptes et de surfaces planes. Au fond des cryptes se trouvent les
cellules souches (CS) épithéliales coliques capables d’auto-renouvellement et de multipotence. Les CS
coliques se divisent pour donner naissance a des cellules progénitrices (transit-amplifying cells) qui vont
se diviser activement et se différencier en progéniteurs du lignage absorptif ou sécrétoire tout en migrant
vers le sommet des cryptes, afin de générer I'ensemble des types cellulaires différenciés post-mitotiques
qui compose la partie haute des cryptes et les surfaces planes de I'épithélium (Barker, 2013). Au niveau
des surfaces planes et du sommet des cryptes, les cellules entrent en anoikis, qui est une forme de mort
cellulaire programmée provoquée par le détachement de la cellule a la matrice extracellulaire (Kaeffer,

2011).
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Il existe différents types de cellules différenciées au sein de I'épithélium colique que I'on peut
regrouper en deux catégories basées sur leurs fonctions : les cellules absorbantes et les cellules sécrétrices
(Figure 3).

Surface
epithelium
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Figure 3 : Organisation cellulaire de I'épithélium colique. Les cellules souches intestinales (en vert)
sont localisées dans le fond de la crypte et donnent naissance aux cellules progénitrices ou transit-
amplifying cells (en bleu) qui se multiplient puis se différencient afin de donner naissance a I'ensemble
des cellules épithéliales intestinales différenciées des lignages absorptif et sécrétoire. D’aprés Barker
etal 2013.

1.3.1. Les cellules différenciées de I'épithélium colique

1.3.1.1. Les cellules absorbantes

Les cellules absorbantes, appelées colonocytes, sont les cellules majoritaires de I'épithélium colique.
Elles sont caractérisées par leur forme cylindrique et par la présence a leur péle apical de microvillosités
constituant une bordure en brosse. Ces cellules ont pour fonction d’absorber de maniére sélective I'eau

et les électrolytes, ainsi que certains nutriments non absorbés par I'intestin gréle.
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1.3.1.2. Les cellules sécrétrices

Les cellules sécrétrices de I'épithélium colique correspondent aux cellules de Goblet et aux cellules
entéroendocrines.

Les cellules de Goblet, aussi appelées cellules muco-sécrétantes ou caliciformes, sont présentes au
sein de I'épithélium intestinal en proportion croissante depuis le duodénum jusqu’au célon distal,
conjointement avec I'augmentation du nombre d’organismes microbiens présents dans la lumiere
digestive (Barker, 2013). Les cellules de Goblet se caractérisent par la présence a leur péle apical d’un
grand nombre de granules contenant des glycoprotéines appelées mucines. La libération des mucines
dans la lumiéere colique par exocytose permet la formation d’une couche de mucus a la surface de
I’épithélium. La couche de mucus joue un réle important dans la protection de I'épithélium face aux
éléments potentiellement pathogenes présents dans la lumiére du tube digestif, et permet également Ia
lubrification des parois de I'intestin pour faciliter le passage du bol alimentaire et I’évacuation des féces.

Les cellules entéroendocrines représentent moins d’1% des cellules épithéliales coliques. Elles sont
caractérisées par la présence de nombreux granules de sécrétion au niveau baso-latéral. Il existe plus
d’une dizaine de sous-types différents, selon la nature des substances qu’elles liberent telles que la
cholécystokinine, la sécrétine, le GIP (gastric inhibitory polypeptide), la motiline ou encore la
neurotensine. Les trois sous-types prédominants sont : les cellules entérochromaffines qui produisent de
la sérotonine (5-HT), les cellules entéroendocrines de type D dont le principal produit de sécrétion est la
somatostatine, et les cellules entéroendocrines de type L produisant le PYY (PP-like peptide with N-
terminal tyrosine amide). Le nombre et la proportion relative de ces différents sous-types varient le long
de l'intestin. Ainsi, la variété de cellules entéroendocrines est moins importante dans le c6lon que dans
I'intestin gréle. Les cellules entéroendocrines les plus abondantes au sein de I'épithélium colique sont les
cellules entérochromaffines. Les cellules sécrétrices de cholécystokinine, de sécrétine, de GIP (gastric

inhibitory polypeptide), de motiline ou encore de neurotensine ne sont en revanche pas présentes dans
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le cAlon (Rindi et al., 2004). Les cellules entéroendocrines ont pour fonction de détecter le contenu luminal
ainsi que des distorsions mécaniques et d’'y répondre via la sécrétion de différentes substances qui
peuvent avoir une action paracrine ou endocrine, participant ainsi au contréle des fonctions digestives et

aux communications entre le tube digestif et le systéme nerveux central (Gunawardene et al., 2011).

1.3.2. Les autres populations cellulaires différenciées

Trois autres types cellulaires a activité sécrétoire sont également présents dans I'épithélium colique :
les cellules Tuft, les cellules M (Microfold) et les cellules « crypt base secretory cells ».

Les cellules Tuft représentent moins d’1% des cellules de I'épithélium (Gerbe et al., 2011). Elles
expriment les marqueurs Dclk1, CK-18, COX-2 et possedent des neurofilaments (Gerbe et al., 2012). Elles
présentent une morphologie particuliére caractérisée par la présence de microvillosités apicales qui se
projettent dans la lumiére intestinale. Les cellules Tuft semblent étre impliquées dans la chimio-réception,
la production d’opioides (Gerbe et al., 2011), ainsi que dans la réponse immunitaire, notamment face aux
infections parasitaires (Gerbe and Jay, 2016).

Les cellules M (Microfold cells) ont également un role important dans I'immunité intestinale. En effet,
elles ont pour fonction de phagocyter les bactéries et les antigenes de la lumiere du tube digestif pour les
transporter a travers la barriere épithéliale et les présenter aux cellules immunitaires sous-jacentes au
niveau des agrégats de follicules lymphoides que sont les plaques de Peyer (Mabbott et al., 2013; Ohno,
2016).

Récemment, deux études ont mis en évidence la présence d’un type cellulaire différencié présent au
fond des cryptes coliques et intercalées entre les CS coliques. Ces cellules, exprimant les marqueurs cKit
et Reg4, sont appelées « crypt base secretory cells » ou « Paneth-like cells » et semblent promouvoir le

maintien des fonctions souches au niveau des cryptes coliques, d’'une maniéere similaire au réle des cellules
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de Paneth sur le maintien des fonctions souches de la crypte intestinale, notamment via I'expression des

ligands Notch DII1 et DIl4 (Rothenberg et al., 2012; Sasaki et al., 2012).

1.4. Les cellules souches coliques

L'épithélium colique se renouvelle entierement tous les 3 a 7 jours en fonction des espéeces (Barker,
2013). Ce rapide renouvellement est permis par les CS coliques, localisées au fond des cryptes. Les CS
coliques sont définies fonctionnellement par deux caractéristiques : leur capacité d’auto-renouvellement,
permettant le maintien d’un pool de CS tout au long de la vie de l'individu, et leur multipotence,
permettant la formation de tous les différents types cellulaires différenciés qui composent I’épithélium

colique.

1.4.1. Mise en évidence et techniques d’étude des CS coliques

La présence d’'un compartiment souche au fond des cryptes coliques a été mise en évidence dans les
années 1950 et 1960 par des expériences utilisant la thymidine tritiée. Cette technique a permis de décrire
la présence d’une zone proliférative au fond des cryptes, visualisée par la néosynthése d’ADN, et une zone
de cellules différenciées en haut des cryptes et au niveau des surfaces planes coliques et des villosités
intestinales (Lipkin and Quastler, 1962; Lipkin et al., 1963; Quastler and Sherman, 1959). Ces études ont
servi de base pour formuler I'hypothese selon laquelle I'ensemble des cellules différenciées de
I’épithélium intestinal provient d’un petit nombre de cellules multipotentes localisées au niveau des
cryptes intestinales et coliques (Cheng and Leblond, 1974; Potten, 1977).

Cette hypothése a depuis été validée par différentes études montrant que I'ensemble des cellules
épithéliales coliques provient d’un petit nombre de CS présentes au niveau des cryptes (Barker et al.,

2007; Powell et al., 2012; Schepers et al., 2011).
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Aujourd’hui, les deux techniques principales pour la mise en évidence et I'étude des propriétés des
CS coliques sont in vitro la culture en 3 dimensions de cryptes ou de CS isolées et in vivo les modeles
génétiques de lineage tracing.

Les modeéles de culture en 3 dimensions de cryptes coliques ou de CS isolées permettent de maintenir
les capacités d’auto-renouvellement et de multipotence des CS qui forment des structures
multicellulaires, souvent appelées « organoides », composées de zones « cryptiques » contenant les CS et
de zones intercryptes composées de cellules différenciées. Ces modeles de culture utilisent
principalement comme matrice du Matrigel, composé de laminine, de collagéne IV et entactine, associé a
un milieu de culture contenant différents facteurs de croissance (Figure 4A).

L’étude des CS intestinales et coliques in vivo peut se faire via I'utilisation de modeles génétiques de
lineage tracing. Cette technique se base sur une construction génétique permettant d’induire I'expression
d’un géne rapporteur stable et héréditaire au sein d’une sous population cellulaire définie. Ce gene
rapporteur est alors transmis a I'ensemble des cellules filles issues de cette sous-population, permettant
de visualiser les capacités d’auto-renouvellement et de multipotence de cette sous-population cellulaire
étudiée (Figure 4B). Ces cellules peuvent également étre isolées et cultivées en 3 dimensions pour des

études de lineage tracing in vitro.
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Figure 4 : Techniques d’études des cellules souches intestinales et coliques. A) Les cellules
souches peuvent étre cultivées in vitro dans un systeme de culture en 3 dimensions en Matrigel,
permettant la formation de structures tridimensionnelles appelées organoides. D’apreés Barker et
al, 2014. B) Les cellules souches peuvent étre étudiées in vivo par des modeéles transgéniques de
lineage tracing. Exemple de lineage tracing dans I’épithélium colique, utilisant le géne rapporteur
Rosa26-LacZ et une cre-recombinase inductible par injection de tamoxiféne sous contréle du
promoteur Lgr5 (Lgr5-EGFP-IRES-creERT2). D’aprés Barker et al, 2007.

1.4.2. Hétérogénéité et plasticité des CS coliques

A partir du début des années 2000, des marqueurs du compartiment prolifératif des cryptes coliques
ont été décrits. C'est le cas de Musashi-1 (Nishimura et al., 2003) ou encore des marqueurs Ephrin type-B
receptor 2 (EPHB2) et SRY-related HMG-box 9 (Sox9) (Jung et al., 2011; Ramalingam et al., 2012). En 2007,
le groupe de Clevers publie la premiere étude identifiant un marqueur « spécifique » des CS coliques. En
utilisant un modele murin de lineage tracing pour étudier le marqueur Leucine-rich repeat-containing G-
protein coupled receptor 5 (Lgr5), ces travaux montrent que I'expression de Lgr5 est spécifique d’une
population cellulaire présente au fond des cryptes coliques et capable de générer I’'ensemble des cellules
différenciées qui compose I'épithélium (Barker et al., 2007). L’étude du transcriptome des cellules Lgr5* a
permis de mettre en évidence OLFM4 comme marqueur des CS coliques humaines (van der Flier et al.,

2009a). En 2012, un autre modele de lineage tracing a également identifié Lrigl comme marqueur des CS
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coliques (Powell et al., 2012). D’autres marqueurs des CS coliques ont aussi été identifiés, tels que PHLDA1
(Sakthianandeswaren et al., 2011), ou plus récemment PTK7 (Jung et al., 2015).

De maniere intéressante, les marqueurs Lgr5 et Lrigl sont rarement co-localisés dans les mémes CS
coliques (Powell et al., 2012). De plus, les CS coliques Lrigl* possédent une fréquence de division cellulaire
plus lente que les CS coliques Lgr5* et ont également des différences de niveaux d’expression de certains
génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire ou dans la réponse au stress oxydatif. Ces données
suggerent une hétérogénéité au sein des CS coliques. Cette potentielle hétérogénéité est a mettre en

parallele avec I'état des connaissances actuelles concernant les CS intestinales et leur interprétation.

En effet, dans I'épithélium intestinal, deux modeéles de CS ont été proposés. Le premier correspond
aux CS intestinales appelées « crypt based columnar cells » (CBC), décrites a I'origine par les travaux de
Cheng et Leblond (Cheng and Leblond, 1974). Cette population de CS intestinales est présente au fond
des cryptes, intercalée entre les cellules de Paneth. Elle est identifiée par les marqueurs Lgr5 (Barker et
al., 2007), Ascl2 (van der Flier et al., 2009b), Olfm4 (van der Flier et al., 2009a) et Smoc2 (Mufioz et al.,
2012).

Le deuxiéme modele de CS intestinales, appelée «label-retaining cells» (LRC) et originellement décrit
par les travaux de Potten (Potten, 1977), est localisé en position +4 sur I’axe crypto-villositaire (la position
0 correspondant a la cellule présente au plus profond dans la crypte). Différents marqueurs des CS
intestinales de la position +4 ont été proposés tels que Bmil (Sangiorgi and Capecchi, 2008), mTert
(Montgomery et al., 2011), Lrigl (Schepers et al., 2011), Hopx (Takeda et al., 2011) ou encore Dcamkl-1
(May et al., 2008). Ces deux populations, toutes deux possédant des propriétés souches démontrées par
lineage tracing et/ou culture de CS isolées in vitro, interviennent dans le maintien de I’homéostasie
épithéliale et dans les processus de réparation consécutifs a un endommagement de la crypte. Les CBC,

possédent un rythme de prolifération relativement rapide (Schepers et al., 2011) et sont considérées
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comme les CS intestinales a l'origine du renouvellement continu physiologique des cellules de
I’épithélium. Les LRC, également appelées CS intestinales facultatives ou de réserve, possedent une
vitesse de prolifération plus lente. Cependant, aprés endommagement des cryptes intestinales, ces
cellules se divisent plus fréquemment afin de participer a la régénération des cryptes. En effet, des études
ont suggéré que les LRC étaient plus résistantes que les CBC a l'irradiation et qu’elles étaient capables,
apreés I'ablation des CBC par irradiation ou par délétion génétique, de reformer les cryptes intestinales et
de maintenir le renouvellement continu de I'épithélium (Tian et al., 2011; Yan et al., 2012). Ces études ont
également permis de démontrer que chacun des types de CS intestinales peut donner naissance a |'autre
(Takeda et al., 2011; Tian et al., 2011; Yan et al.,, 2012). De maniére intéressante, les études de
régénération des cryptes intestinales aprés irradiation ont montré que certaines cellules de I'épithélium
considérées jusque-la comme des cellules différenciées post-mitotiques étaient capable d’acquérir un
phénotype de CS active. Ainsi, en utilisant le modéle murin transgénique Sox9-EGFP, ou I'EGFP est
exprimée sous le controle de séquences régulatrices du promoteur de Sox9, une étude a montré que les
cellules Sox9-EGFP"e" de I’épithélium intestinal, exprimant les marqueurs des cellules entéroendocrines
et des cellules LRC, étaient capables d’acquérir un phénotype de CS active apres irradiation (Van
Landeghem et al., 2012). Un mécanisme similaire a également été mis en évidence dans les cellules
DII1"e" qui correspondent a des progéniteurs précurseurs du lignage sécrétoire, et étaient ainsi capables
de réacquérir un phénotype de CS active apres irradiation (van Es et al., 2012a). D’autres études ont
également mis en évidence ce phénomene a partir de cellules précurseurs des entérocytes ou des cellules
de Paneth et des cellules entéroendocrines (Buczacki et al., 2013; Tetteh et al., 2016). L’ensemble de ces
études suggere ainsi que les cellules épithéliales intestinales, ou tout du moins les progéniteurs des
lignages absorptif et sécrétoire, possedent une certaine plasticité, et peuvent ainsi réacquérir un
phénotype souche afin d’assurer le maintien constant de I'homéostasie de I'épithélium intestinal et

colique (Figure 5). De maniere plus générale, ces données suggérent que |'état souche ou différencié d’une
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cellule n’est pas une propriété intrinséque des cellules mais est régulé de facon dynamique par des signaux

externes issus du microenvironnement qui entoure les CS intestinales et coliques.
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Figure 5: Organisation cellulaire des cryptes intestinales. A) A I’état physiologique, les cryptes
intestinales contiennent deux populations de CS intestinales : les CBC présentes au fond des cryptes,
qui sont a la base du renouvellement continu de I’épithélium et les LRC présentes en position +4 sur
I'axe crypto-villositaire. B,C) Lors d’'un endommagement de la crypte intestinale, les LRC acquierent
un phénotype de CS actives et participent a la régénération de la crypte intestinale. Ce phénomeéne
peut également faire intervenir d’autres cellules de la crypte qui réacquierent des propriétés souches
pour permettre la réparation de la crypte. D’aprés Barker et al, 2014.

1.5. Le microenvironnement des CS coliques

Le microenvironnement de I'épithélium colique se compose de I'ensemble des éléments cellulaires
et moléculaires situé a proximité de I’épithélium. Ce microenvironnement intervient dans le contréle des
fonctions de I'épithélium. Au niveau des cryptes coliques, ce microenvironnement forme une niche qui
régule les fonctions des CS coliques. On peut distinguer deux composantes principales de cette niche : le

microenvironnement moléculaire et le microenvironnement cellulaire.
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1.5.1. Le microenvironnement moléculaire

Les CS coliques sont régulées par un grand nombre de signaux moléculaires extrinséques présents au
sein du microenvironnement. Ces signaux activent ou inhibent notamment les voies de signalisation

régulatrices de I'activité des CS coliques, dont les voies Wnt, Notch et BMP.

1.5.1.1. Lavoie Wnt

Il existe des voies Wnt canoniques et non canoniques. La composante moléculaire principale de la
voie Wnt canonique est la protéine B-caténine. Lorsque la voie Wnt n’est pas activée, la B-caténine est
séquestrée dans le cytoplasme par un complexe multimérique composé des protéines kinases CK1 et GSK-
3B, ainsi que des protéines d’échafaudage Axin et APC. Ce complexe de séquestration provoque la
phosphorylation de la B-caténine sur sa partie N-terminale, permettant son ubiquitination et entrainant
sa dégradation par le protéasome. L’activation de la voie Wnt se fait par la liaison d’un ligand de la voie
Wnt sur un récepteur membranaire Frizzled et co-récepteur Lipoprotein receptor related protein 5/6 (LRP
5/6). Cette liaison entraine la phosphorylation du co-récepteur, provoquant le recrutement de I'axine a la
membrane, ainsi que |'activation de la protéine Disheveled (Dvl). Ce phénoméne entraine la dissociation
du complexe de dégradation, et ainsi la libération de la B-caténine qui va alors se transloquer dans le
noyau. La B-caténine nucléaire va s’associer au facteur de transcription TCF/LEF afin d’activer la
transcription de nombreux génes impliqués dans la prolifération cellulaire et le maintien des fonctions
souches tels que c-myc, cyclin D1, Ascl2, EphB2 ou encore Lgr5 (Krausova and Korinek, 2014).

Les ligands de la voie Wnt canonique, tels que Wnt-2b et Wnt-3a, sont présents dans le
microenvironnement de I'épithélium selon un gradient de concentration croissant vers la base des
cryptes. Ainsi |’activation de la voie Wnt ou « I’activité Wnt » est trés marquée au niveau du compartiment

souche des cryptes coliques (Gregorieff et al., 2005) (Figure 6). La voie Wnt a pour role de stimuler la
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prolifération et de maintenir I'état souche des cellules souches intestinales et coliques. En effet, la
délétion conditionnelle de la B-caténine chez des souris adultes entraine une disparition des cryptes
intestinales (Fevr et al., 2007; Ireland et al., 2004). Des résultats similaires ont été obtenus suite a la
délétion de I'effecteur TCF4 (van Es et al., 2012b), ou la surexpression de Dkk1, un antagoniste de Wnt
(Kuhnert et al., 2004). Les ligands Wnt peuvent étre produits par les cellules stromales et épithéliales. De
maniéere intéressante, il a été montré, dans un modele murin ol la production épithéliale des ligands Wnt
est inhibée, que les ligands Wnt produits par les cellules stromales de la niche permettent le maintien de
I’'homéostasie de I'épithélium (Kabiri et al., 2014). De plus, une autre étude a montré que l'inhibition de
la sécrétion des ligands Wnt au sein de I’épithélium et/ou dans les myofibroblastes de la niche n’avait pas
d’impact sur I'épithélium, suggérant que plusieurs types cellulaires participent a la production des ligands
Whnt dans la niche (San Roman et al., 2014). Ces études montrent ainsi que la niche a un réle majeur dans
le maintien de I'activité de la voie Wnt au niveau des cryptes, et que la voie Wnt est essentielle au maintien
des propriétés souches des cellules de la crypte.

Il existe également des voies Wnt non canoniques qui sont indépendantes de I'activité de la B-
caténine. Parmi ces voies non canoniques, les mieux caractérisées sont les voies Wnt/PCP (Planar Cell
Polarity) et Wnt/Ca?*. La voie Wnt/PCP fait intervenir les GTPases Racl et RhoA et les protéines kinases
ROCK et JNK. La voie Wnt/Ca?* passe par I'activation de la phospholipase C et I'activation de kinases
calcium dépendantes (Krausova and Korinek, 2014). Ces voies peuvent avoir des effets antagonistes a la
voie Wnt canonique (Miyoshi, 2017) et leurs ligands tels que Wnt-5a ou Wnt-5b sont généralement
présents en haut des cryptes (Miyoshi, 2017). Cependant, des études ont montré que les voies Wnt non
canoniques pouvaient étre impliquées dans la régénération des cryptes apres irradiation en stimulant les

propriétés souches des CS coliques (Sémont et al., 2013).
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Figure 6 : Régulation de I'activité de la voie Wnt. La fixation d’un ligand Wnt sur son récepteur
Frizzled, et son corécepteur LRP induit la libération de la B-caténine, jusqu’ici séquéstrée par un
complexe multiprotéique de dégradation composé des protéines APC, Axin, GSK38 et CK1. La 8-
caténine s’accumule dans le cytoplasme puis est transloquée dans le noyau ol elle se lie avec le
facteur de transcription TCF pour induire la transcription des génes cibles de la voie Wnt. Les ligands
de la voie Wnt sont présents dans le microenvironnement a proximité des CS coliques. L’activité de la
voie Wnt dans les CS coliques stimule la prolifération et le maintien de leur état souche. D’aprés
Medema et Vermeulen, 2011.

1.5.1.2. La voie Notch

L’activité de la voie Notch repose sur des interactions cellule/cellule entre les récepteurs Notch et
des ligands membranaires (bien qu’il existe également des formes solubles) qui sont les ligands Delta-like
(DN) et les ligands Jagged (Jagged-1 et Jagged-2).

L'activation du récepteur Notch par un ligand conduit a un changement conformationnel du
récepteur. Il en résulte un clivage de sa partie extracellulaire qui est libérée dans le milieu extracellulaire,
et de son domaine intracellulaire NICD qui va alors se transloquer dans le noyau. Dans le noyau, NICD

interagit avec le facteur de transcription CBF1/CSL ainsi que des co-activateurs et active la transcription
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de différents génes (Figure 7). La voie Notch présente un gradient d’activité croissant vers le fond de la
crypte induit par une forte expression des ligands de la voie Notch par les cellules épithéliales qui
entourent les CS coliques. Plus spécifiquement, les cellules de Paneth dans l'intestin et les cellules
« Paneth-like cells » au fond des cryptes coliques expriment les ligands Notch DII1 et DIl4 (Rothenberg et
al., 2012; Sasaki et al., 2012).

En utilisant des modeéles génétiques de délétion inductible sous contréle du promoteur du gene Villin
exprimé dans tout I'épithélium intestinal et colique (EI Marjou et al., 2004), des études ont montré que
I'inactivation de la voie Notch dans I'épithélium intestinal conduit a la perte des cellules souches et des
cellules progénitrices et provoque une augmentation du nombre de cellules sécrétrices (Carulli et al.,
2015; van Es et al., 2005). L'inhibition de la voie Notch dans I'épithélium colique a un effet similaire. En
effet, la délétion inductible des ligands DII1 et DIl4 provoque une perte totale des cellules en phase active
du cycle cellulaire ainsi qu’une conversion intégrale des cellules progénitrices en cellules de Goblet
(Pellegrinet et al., 2011). Ces résultats montrent que la voie Notch a un rdle essentiel dans le maintien de
I"auto-renouvellement et de la prolifération des cellules souches intestinales et coliques, mais également

dans la spécification des cellules progénitrices vers le lignage absorptif.



25
INTRODUCTION GENERALE
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1.5.1.3. La voie des BMP

Les protéines BMP (Bone morphogenetic proteins) sont des facteurs solubles appartenant a la famille
du TGF-B. Elles se lient au récepteur sérine thréonine kinase BMPR2, provoquant le recrutement du
récepteur BMP de type 1 (BMPR1) et la phosphorylation de BMPR1 par BMPR2. BMPR1 ainsi activé
phosphoryle des protéines cytoplasmiques de type SMAD (SMAD1/5/8), formant un complexe dimérique
avec SMAD4 qui transloque dans le noyau pour interagir avec des co-activateurs ou des co-répresseurs
afin d’activer I'expression de genes cibles intervenant dans I'inhibition de I'auto-renouvellement et de la
prolifération des CS. Des études menées in vivo ont montré que I'inhibition de la voie des BMP provoque
une expansion des cellules souches et des cellules progénitrices, ainsi que la formation de cryptes
ectopiques dans I'épithélium intestinal (Haramis et al., 2004; He et al., 2004). De plus, BMP2 inhibe la
prolifération et stimule la différenciation des cellules épithéliales coliques in vitro (Hardwick et al., 2004),
et I'inhibition de BMP2 stimule la prolifération des cellules épithéliales coliques (Jin et al., 2013). La voie

des BMP suit un gradient d’activité décroissant vers le fond de la crypte. Les ligands de la voie des BMP
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interviennent dans la différenciation des cellules épithéliales situées en haut des cryptes. (Kosinski et al.,
2007). En revanche, au fond des cryptes, la voie des BMP est inhibée par la présence d’antagonistes
solubles des BMP, parmi lesquels Gremlinl et 2, Chordin-likel et Noggin qui sont produits par différentes
cellules de la niche dont les cellules musculaires lisses et les myofibroblastes (He et al., 2004; Kosinski et
al., 2007) (Figure 8). Ces inhibiteurs de la voie des BMP permettent ainsi le maintien de la fonction souche

et l'inhibition des processus de différenciation au sein du compartiment souche.
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Figure 8 : Régulation de l'activité de la voie des BMP. La liaison d’un ligand BMP a son récepteur
provoque la phosphorylation et I'activation des protéines SMAD 1, 5 ou 8, qui se lient a la protéine
SMAD4 et provoque I’activation de genes cibles de la voie. La voie des BMP est inhibée au fond des
cryptes via la présence dans le microenvironnement d’inhibiteurs de cette voie, parmi lesquels Noggin,
Gremlinl et 2 ou encore Chordin-likel. L’inhibition de la voie des BMP permettent le maintien de la
fonction souche et l'inhibition des processus de différenciation au sein du compartiment souche.

D’aprés Medema et Vermeulen, 2011.

1.5.2. Le microenvironnement cellulaire

Le microenvironnement cellulaire se compose de I'ensemble des cellules présentes a proximité
directe des CS. Au sein de cette composante cellulaire, on retrouve les fibroblastes et myofibroblastes, les

cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, les péricytes, les cellules de I'immunité innée, les
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cellules épithéliales, les cellules neurales ainsi que le microbiote. L'ensemble des données de la littérature
montre que les cellules du microenvironnement jouent un réle important dans le maintien des fonctions
de I'épithélium et dans la régulation des fonctions des CS coliques via des communications
bidirectionnelles paracrines ou juxtacrines (Meran et al., 2017; Owens, 2015; Powell, 2005).

Parmi les nombreux types cellulaires qui composent le microenvironnement cellulaire, I'impact des
fibroblastes sur les CS intestinales et coliques a particulierement été étudié. Des expériences ont en effet
montré que les fibroblastes étaient capables de stimuler la formation et la croissance d’organoides
produits a partir de cryptes intestinales cultivées en Matrigel, en absence de certains facteurs essentiels
a la culture d’organoides tels que le FGF, Wnt3a ou encore la R-Spondin (Lahar et al., 2011; Lei et al.,
2014). Une étude réalisée a partir de cryptes coliques a également montré que les fibroblastes étaient
capables de stimuler la formation d’organoides par les cryptes coliques cultivées en Matrigel (Hirokawa
etal., 2014). Ces résultats suggerent que les fibroblastes liberent des facteurs paracrines intervenant dans

la régulation des propriétés des CS intestinales et coliques.

L’ensemble de ces résultats montre que les propriétés des CS coliques sont finement régulées par les
différentes composantes du microenvironnement tumoral. Depuis une vingtaine d’années, un nombre
croissant d’études montre qu’une autre composante du microenvironnement intervient dans la
régulation des fonctions de I'épithélium intestinal et colique en situation physiologique et lors de

pathologies du systeme digestif : le systeme nerveux entérique.
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2. Le systéme nerveux entérique

2.1. Généralités sur le systéme nerveux entérique

2.1.1. Organisation du systéme nerveux entérique

Le systéme nerveux entérique (SNE) est un systéeme nerveux autonome et intégratif présent dans la
paroi du tube digestif, du tiers inférieur de I'cesophage jusqu’au rectum, ainsi que dans les glandes
digestives annexes, a savoir les glandes salivaires, le pancréas ou encore la vésicule biliaire. Le SNE
controle I'ensemble des fonctions intestinales telles que la motricité, la sécrétion de mucus, d’électrolytes
et de sucs digestifs, I'absorption des nutriments et de I'eau, le flux sanguin, ainsi que les fonctions
immunitaires et des processus inflammatoires (Goyal and Hirano, 1996). Le SNE est composé de plusieurs
centaines de millions de neurones entériques, et 5 a 10 fois plus de cellules gliales entériques (CGE) selon
les espéces (Furness, 2012). Anatomiquement, le SNE s’organise en deux plexus principaux correspondant
a des structures ganglionnaires reliées entre elles par des fibres inter-ganglionnaires. Le plexus
myentérique, également appelé plexus d’Auerbach, est localisé entre les couches musculaires lisses
longitudinale et circulaire, et a pour role principal de réguler les fonctions motrices du tube digestif. Le
plexus sous-muqueux, ou plexus de Meissner, est situé dans la sous-muqueuse, et régule notamment les
fonctions d’absorption et de sécrétion de la muqueuse intestinale (Figure 9). Contrairement au plexus
myentérique, le plexus sous-muqueux n’est présent que dans l'intestin et le c6lon, et est subdivisé chez
I’'Homme en trois plexus distincts (Timmermans et al., 1997) : le plexus de Meissner a proprement parler,
proche de la musculaire muqueuse, le plexus de Schabadasch, proche de la couche musculaire lisse

circulaire, et un plexus intermédiaire situé entre les deux premiers.
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Figure 9 : Organisation du systéme nerveux entérique. Le SNE entérique est composé de deux plexus
principaux : le plexus myentérique, localisé entre les couches musculaires longitudinale et circulaire,
et le plexus sous-muqueux, présent au sein de de la couche sous-muqueuse. D’apres Furness et al.,
2012.

2.1.2. Innervation extrinséque du tube digestif

Le SNE communique avec le systeme nerveux central (SNC) par I'intermédiaire d’afférences et
d’efférences du systéme nerveux autonome (Wilhelmsen, 2000). Cette innervation extrinséque intervient
dans le controle des fonctions motrices et sécrétoires du tractus digestif, mais également dans le contréle
de la satiété ou encore de la défécation (Furness, 2016). L'innervation extrinseque du tube digestif

comprend des innervations parasympathiques et sympathiques (Figure 10).
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2.1.2.1. Innervation parasympathique

Les neurones afférents parasympathiques proviennent du nerf vague. lls innervent la muqueuse, les
plexus entériques et les couches musculaires lisses de la paroi digestive, et sont sensibles aux distensions
mécaniques de I'intestin ainsi qu’aux concentrations luminales en glucose, acides aminés ou acides gras a
chaine longue (Berthoud and Neuhuber, 2000). Ces afférences vagales communiquent avec le SNE via
la libération d’acétylcholine (Ach). Les voies parasympathiques efférentes proviennent du nerf vague
pour l‘innervation de I'estomac au c6lon transverse et du nerf sacré pour I'innervation du colon distal au
rectum. L'activation du systéme nerveux parasympathique conduit a une augmentation de I'excitabilité

des neurones entériques qui controlent les fonctions motrices et sécrétoires.

2.1.2.2. Innervation sympathique

Les neurones afférents sympathiques proviennent des nerfs splanchniques et sont principalement
des nocicepteurs impliqués dans la détection de la douleur digestive en réponse a différents médiateurs
inflammatoires tels que I'histamine ou la PGE2 (Grundy, 2002). Les neurones efférents sympathiques
proviennent des ganglions cceliaques et mésentériques, et ont comme effet global d’induire une inhibition

de I'excitabilité des neurones entériques (lomax et al., 2009).
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2.2. Les neurones entériques

Le SNE contient plusieurs centaines de millions de neurones, qui peuvent étre classés en différents
sous-types en fonction de leur morphologie, leurs propriétés électrophysiologiques et leur codage

neurochimique.
2.2.1. Classification
2.2.1.1. Classification électrophysiologique

Outre leurs caractéristiques morphologiques, les neurones entériques peuvent étre classés en
fonction de leurs propriétés électrophysiologiques, c’est-a-dire leur réponse aux stimuli électriques ou
pharmacologiques. Deux classes de neurones ont ainsi été définies : les neurones S (Synaptic) et les

neurones AH (After Hyperpolarisation). Les neurones S ont une morphologie de type Dogiel | ou Il et
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sont caractérisés par des potentiels d‘action (PA) brefs suivis d’une phase d‘hyperpolarisation courte. Les
neurones AH ont une morphologie de type Dogiel Il et sont caractérisés par une longue phase

d’hyperpolarisation suivant le PA (Furness et al., 2004).

2.2.1.2. Classification par codage neurochimique

L’étude du codage neurochimique des neurones entériques a permis d’identifier une trés grande
diversité de neuromédiateurs sécrétés par les neurones entériques. En effet, plus d’'une trentaine ont été
recensés (Furness, 2000). Chaque neurone entérique exprime une combinaison de neuromédiateurs
définissant son « codage neurochimique ». Les neuromédiateurs sont classés selon leur effet inhibiteur

ou activateur sur les cellules cibles (Tableau 1).

Effet Stimulation Inhibition

Substances Ach, ATP, 5-HT, Histamine, | NO, VIP, SOM, GABA, CGRP, NPY, galanine,
neurokinine A, SP, CCK, GRP, | glucagon, neurotensine, PACAP, PHI, PYY,
motiline, bombésine, opioides, | sérotonine, dopamine

TRH, PGE2

Ach (acétylcholine), ATP (Adénosine 5’-Triphosphate), CCK (Cholécystokinine), CGRP (Calcitonin Gene-Related
Peptide), GABA (y-Amino-Butyric Acid), GRP (Gastrin Releasing Peptide), NO (Nitric Oxide), NPY (NeuroPeptide
Y), PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide), PGE2 (Prostaglandine E2), PHI (Peptide
Histidine Isoleucine), PYY (Peptide YY), SOM (Somatostatine), SP (Substance P), TRH (Thyrotropin Releasing
Hormone), VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), 5-HT (ou sérotonine)

Tableau 1 : Diversité du codage neurochimique des neurones entériques classés selon leur fonction

activatrice ou inhibitrice (D’aprés Hansen et al, 2003)

2.2.2. Fonctions des neurones entériques

D’un point de vue fonctionnel, les neurones entériques sont regroupés en trois catégories : les

neurones afférents primaires intrinséques qui détectent les modifications de I'environnement et les
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transmettent a des voies réflexes, les interneurones qui integrent et relayent l'information, et les

neurones moteurs qui transmettent I'information aux cellules effectrices.

2.2.2.1. Classification morphologique

La plus ancienne classification des neurones entériques a été initiée par les travaux de Dogiel en
1899. Cette classification se base sur les caractéristiques morphologiques des neurones entériques (Figure
11). Dans cette classification, Dogiel décrit trois types de neurones dans l'intestin gréle du cobaye. Les
neurones de type | sont caractérisés par un axone et de plusieurs dendrites courtes et lamellaires. Les
neurones de type Il possédent un ou plusieurs axones mais pas de dendrites. Les neurones de type lll sont
uni-axonaux et disposent de plusieurs dendrites longues et/ou filamenteuses (Timmermans et al., 1997).
Cette classification morphologique a ensuite été complétée pour répertorier 7 sous-types de neurones,
les neurones de type |, Il et Il étant néanmoins les neurones majoritaires du SNE (Furness et al., 1988;

Timmermans et al., 1997).

Figure 11 : Classification
morphologique de Dogiel des
neurones entériques. Les neurones
entériques peuvent étre classés en 3
types morphologiques majoritaires.
(a-c) les neurones de type |, uni-
axonaux a plusieurs dendrites courtes
et lamellaires, ((d-e) les neurones de
type I, adendritiques multi-axonaux,
(f-g) les neurones de type Ill, uni-
axonaux a plusieurs dendrites longues
ou filamenteuses. D’apres

Timmermans et al, 1997.
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2.2.2.2. Les neurones afférents primaires intrinseques

Les neurones afférents primaires intrinseéques (de type Dogiel Il et AH) représentent environ 20% des
neurones du SNE. Ce sont les neurones initiateurs des boucles réflexes intrinseéques intervenant dans le
controle des fonctions intestinales. Ce sont des neurones chimio- et mécano-sensibles qui détectent les
changements chimiques de la lumiere intestinale ou des distorsions mécaniques. Leur excitation peut étre
médiée par les cellules entérochromaffines (5-HT) ou d‘autres cellules entéroendocrines sécrétant de la
CCK ou de la motiline (Ahlman and Nilsson, 2001). lls transmettent ces informations au circuit intégratif
afin de modifier le flux sanguin, la motricité ou encore la sécrétion d’électrolytes. lls expriment différents

neuromédiateurs tels que I'Ach, la calbindine, la substance P ou encore la CGRP (Furness et al., 2004).

2.2.2.3. Lesinterneurones

Les interneurones (de type Dogiel Ill et AH ou S) sont les neurones majoritaires du SNE. Leur role est
d‘intégrer et de transmettre l‘information sensitive relayée par les neurones afférents primaires
intrinseques aux neurones moteurs. |l existe des interneurones ascendants qui transmettent I'influx
nerveux dans le sens oral, et les interneurones descendants qui transmettent I'influx nerveux dans le sens
anal. L’étude du codage chimique des interneurones chez le cobaye a montré |'existence d’au moins un
type d’interneurones ascendant et trois types d’interneurones descendants dans l'intestin gréle. Les
interneurones ascendants communiquent entre eux via la libération d’Ach, et communiquent avec les
neurones moteurs par libération d’Ach, de calrétinine et de Substance P (Bornstein et al., 2004). Les
interneurones descendants de type Ach/5-HT sont impliqués dans les réflexes locaux moteurs et
sécréto-moteurs. Les interneurones descendants de type Ach/somatostatine sont impliqués dans la
propagation du complexe moteur myoélectrique migrant, correspondant a une succession de

contractions qui se produisent a jeun pour permettre une vidange gastrique totale. Enfin, les neurones



35
INTRODUCTION GENERALE

descendants de type Ach/NO/VIP sont impliqués dans le réflexe péristaltique. Dans le célon du cobaye, il
existe 3 types d’interneurones ascendants et 4 types d’interneurones descendants de codages
neurochimiques différents (Tableau 2). Le r6le précis de ces 7 types d’interneurones reste encore a définir

(Smith et al., 2007).

Interneurones ascendants Interneurones descendants

Type 1 : ACh/SOM/Calretinine/VIP Type 1: ACh/VIP

Type 2: ACh/TK/ENK Type 2: ACh/VIP/GRP/NQOS/Calbindine

Type 3: ACh/NPY/+TK/+SOM Type 3: ACh/5-HT/CGRP/Calbindine/Calretinine.
Type 4 : NOS

Tableau 2 : Diversité du codage neurochimique des interneurones présents dans le c6lon du cobaye.
D’apres Smith et al, 2007.

2.2.2.4. Les neurones moteurs

Les neurones moteurs (de type Dogiel | et S) sont les effecteurs de la boucle réflexe. Il existe 5 types
de neurones moteurs: les neurones excitateurs du muscle, les neurones inhibiteurs du muscle, les
neurones sécréto-moteurs/vasodilatateurs, les neurones sécréto-moteurs/non vasodilatateurs et les
neurones innervant les cellules endocrines de l‘estomac. Ces derniers ne seront pas décrits ici. Les
neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs contrélent la motricité du tube digestif en innervant les
muscles circulaires et longitudinaux ainsi que la musculaire muqueuse. Les neurones excitateurs sont
principalement de type cholinergique, et les neurones inhibiteurs sécretent principalement du NO, du VIP
et de I'ATP (Furness, 2000). Les neurones sécréto-moteurs innervent les artérioles de la muqueuse
intestinale afin de réguler le flux sanguin et innervent la muqueuse pour réguler la sécrétion d‘eau et
d‘électrolytes dans la lumiere intestinale. lls sont divisés en trois groupes : les neurones sécréto-

moteurs/vasodilatateurs non cholinergiques co-exprimant le VIP, les neurones sécréto-
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moteurs/vasodilatateurs cholinergiques co-exprimant la calrétinine, et les neurones sécréto-

moteurs/non vasodilatateurs cholinergiques co-exprimant le neuropeptide Y (NPY) (Furness et al., 2003).

2.2.3. Role des neurones entériques dans le contréle des fonctions gastro-intestinales

2.2.3.1. Controle de la motricité digestive

La motricité digestive correspond a un ensemble de contractions/relaxations musculaires
synchronisées qui permet le mélange, la progression et la fragmentation du bol alimentaire dans le tractus
digestif. Au niveau intestinal et colique, deux mouvements moteurs principaux existent : le péristaltisme
et la segmentation. Le péristaltisme correspond a un ensemble de contractions et relaxations musculaires
synchronisées, comprenant des mouvements propulsifs, réalisés par la contraction circulaire du tube
digestif en amont du bol alimentaire et une relaxation en aval empéchant le reflux, associés a des
mouvements longitudinaux pour permettre la progression du bol alimentaire. La segmentation
correspond a des mouvements de brassages du bol alimentaire avec les enzymes digestives, par des
contractions annulaires oscillantes dues a I'activité « pacemaker » des cellules de Cajal. Les cellules de
Cajal jouent un réle de « pacemaker» en générant spontanément et a un rythme régulier des ondes
électriques lentes qu’elles transmettent aux cellules musculaires lisses via des gap jonctions, activant ainsi
la contraction musculaire (Al-Shboul, 2013). Elles sont présentes dans toute la paroi du tube digestif au
sein de la séreuse, des couches musculaires lisses longitudinales et circulaires ainsi que dans les plexus
myentérique et sous-muqueux (Komuro, 2006).

Le réflexe péristaltique peut étre déclenché sous I'effet d’un stimulus mécanique (provoqué par le
déplacement du bol alimentaire) ou chimique (variation du pH, de I'osmolarité ou présence d’acides gras
ou de lipides). Ces stimuli provoquent I'activation des neurones afférents primaires intrinseéques qui vont

libérer des neuromédiateurs dont I‘Ach, la Substance P ou la CGRP activant les interneurones ascendants
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et descendants. Les interneurones ascendants sont connectés a des neurones moteurs excitateurs de type
cholinergique induisant une contraction du muscle en amont du stimulus. Les interneurones descendants
sont connectés aux neurones moteurs inhibiteurs qui provoquent une relaxation du muscle en aval via la

libération de NOS et de VIP (Porter et al., 1997; Spencer et al., 1999).

2.2.3.2. Controle des fonctions de I'épithélium intestinal et colique

2.2.3.2.1. Controle de la sécrétion d’ions et d’électrolytes

Les fonctions de sécrétion sont un processus essentiel permettant le maintien d’un équilibre entre
I"absorption et la sécrétion d’eau et d’électrolytes au niveau du tube digestif. Le controle de la sécrétion
d’ions et d’électrolytes s’effectue via I'activation d’un arc réflexe sécréto-moteur. Les neurones afférents
primaires intrinseques qui initient cet arc réflexe peuvent étre activés par différents stimuli tels que la 5-
HT, libérée par les cellules entérochromaffines en réponse a une stimulation mécanique, ou le GLP-2,
libéré par les cellules entéroendocrines a la suite d’une variation de la concentration de glucose (Shirazi-
Beechey et al., 2011; Young, 2011). Les neurones afférents primaires intrinseques vont ensuite activer via
les interneurones les neurones sécréto-moteurs ascendants et/ou descendants, libérant respectivement
de I’Ach et du VIP (Neunlist et al., 1998). Ces deux neuromédiateurs vont ensuite stimuler la sécrétion
d’ions chlore et d’eau dans la lumiére digestive et inhiber I'absorption d’ions sodium par les cellules

épithéliales (Cooke, 2000).

2.2.3.2.2. Controle de la perméabilité intestinale

La monocouche de cellules épithéliales intestinales forme une barriere physique entre la lumiéere du

tube digestif et I'organisme. Cette barriere épithéliale intestinale (BEI) a une double fonction : assurer le
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passage des nutriments et d’électrolytes et protéger I'organisme en limitant le passage d’agents
pathogenes ou toxiques. Ces deux fonctions sont assurées par le controle de la perméabilité paracellulaire
et transcellulaire de la BEI. La perméabilité paracellulaire permet le passage de molécules entre les cellules
épithéliales. Elle est contrdlée principalement par les jonctions cellule-cellule appelées jonctions serrées,
dont la taille et composition des pores définissent la taille et la charge des protéines qui les traversent.
Les jonctions serrées sont constituées de protéines membranaires telles que les occludines, claudines, ou
JAM connectées au cytosquelette par un complexe multi-protéique composé de protéines de la famille
des zonula occludens (Z0-1,2,3) et de la cinguline. Quant a la perméabilité transcellulaire, elle permet le
passage de nutriments, d’eau et d’électrolytes a travers les entérocytes, de maniére passive ou active, par
diffusion, par I'intermédiaire de transporteurs ou par endocytose pour les grosses molécules.

Différentes études ont montré que les neurones entériques régulent la perméabilité paracellulaire
et transcellulaire de la BEI. En effet, il a été montré in vitro dans un modéle de co-culture de plexus sous-
mugqueux humain et d’'une monocouche de cellules épithéliales intestinales que la stimulation électrique
de neurones entériques induisait une diminution de la perméabilité paracellulaire de la BEl en augmentant
I’expression de la protéine ZO1 via la libération de VIP (Neunlist et al., 2003). Il a également été montré
que le VIP prévenait 'augmentation de la perméabilité de la BEl provoquée par la translocation
cytoplasmique des protéines ZO-1, Occludine et Claudin-3 induite par Citrobacter rodentium (Conlin et al.,
2009). Des études in vivo ont également montré par délétion constitutive des récepteurs a I'ocytocine que
les neurones ocytocinergiques réduisaient la perméabilité paracellulaire intestinale chez la souris (Welch
et al., 2014). D’autre part, des études menées chez le cochon ont montré qu’une stimulation électrique
des racines sacrées induisait une diminution de la perméabilité paracellulaire (Meurette et al., 2012),
suggérant que I'activation des neurones entériques par les racines sacrées régule la perméabilité de la
BEI. D’autres neuromédiateurs semblent également réguler la perméabilité de la BEI. Des travaux in vitro

réalisés a partir de segments d’intestin ont montré que I’Ach ou la substance P augmentait la perméabilité
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paracellulaire et transcellulaire (Cameron and Perdue, 2007; Hayden and Carey, 2000). Ces résultats
suggerent que les neurones entériques augmentent ou diminuent la perméabilité de la BEI via la sécrétion

de neuromédiateurs spécifiques.

2.2.3.2.3. Controle de la prolifération des cellules épithéliales coliques

Les neurones entériques régulent les mécanismes de prolifération cellulaire au sein de I'épithélium
intestinal et colique via la sécrétion de neuromédiateurs. En effet, I'ablation chimique partielle du plexus
myentérique dans le cblon de rat induit une hyperplasie et une hyperprolifération des cellules épithéliales
intestinales (See et al., 1990; Zucoloto et al., 1988). Dans un modele in vitro de co-culture de plexus sous-
mugqueux avec une monocouche de cellules épithéliales intestinales, une étude a montré que I’activation
électrique des neurones entériques diminue la prolifération des cellules épithéliales via une voie
VIPergique (Toumi et al.,, 2003). De plus, I'étude de l'effet de différents neuromédiateurs sur la
prolifération des cellules épithéliales ont montré que le VIP, le PACAP, I'ATP et I’ADP diminuent la
prolifération des cellules épithéliales intestinales in vitro (Dignass et al., 1998; Lelievre et al., 1998), tandis
gue la substance P et le neuropeptide Y stimulent leur prolifération (Goode et al., 2003; Jeppsson et al.,
2017). Une étude in vivo a également montré que la 5-HT produite par les neurones entériques stimulait
la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Gross et al., 2012). Ces études suggérent que les
neurones entériques ont la capacité de stimuler ou d’inhiber la prolifération des cellules épithéliales

intestinales et coliques, participant ainsi au controle du renouvellement de I'épithélium.
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Généralités sur les cellules gliales entériques

Les CGE sont des cellules de morphologie irréguliére, présentant un petit corps cellulaire et des

extensions de taille et de forme variées (Boesmans et al., 2015; Yu, 2014). Au niveau de l'intestin et du

colon, les CGE forment un réseau qui s’étend dans toute la paroi digestive. Ainsi les CGE sont présentes

au sein des ganglions des plexus myentérique et sous muqueux, mais également dans les plexus

secondaires, au niveau des faisceaux de fibres inter-ganglionnaires associées aux fibres nerveuses

innervant les couches musculaires lisses, le long des fibres nerveuses extrinséques, et au sein de la

mugqueuse (Neunlist et al., 2014; ruhl, 2005) (Figure 12).

Mucosa

Figure 12 : Localisation des cellules
gliales entériques au sein de la paroi
intestinale. Les CGE sont présentes au
niveau des ganglions des plexus
myentérique et sous-muqueux, ainsi que
dans toutes les couches de la paroi
intestinale, de la séreuse a la muqueuse.
D’apreés Gulbransen et Sharkey, 2012.
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Au sein de la muqueuse, les CGE forment un réseau tres dense entourant étroitement les cryptes
épithéliales et se prolongent dans la lamina propria jusqu’au sommet des cryptes coliques et des villosités
intestinales (Liu et al., 2013). Des études de microscopie électronique ont montré que les CGE peuvent se
situer a moins d’un micron des cellules épithéliales intestinales (Van Landeghem et al., 2011) (Figure 13).
La lame basale crée une séparation physique entre les CGE de la lamina propria et la couche de cellules
épithéliales. Cependant, une étude récente a montré que les CGE pouvaient traverser la lame basale et

créer des contacts physiques directs avec les cellules entéroendocrines (Bohdrquez et al., 2014).

Figure 13 : Localisation des cellules gliales entériques au sein de la muqueuse intestinale. A-D) Les CGE
visualisées avec le marqueur S-1008 (blanc) sont présentes dans la muqueuse intestinale ou elles forment
un réseau dense étroitement associé aux cryptes (vert, DAPI). E) Les CGE sont distantes de moins d’1um
des cellules épithéliales intestinales. D’apres Liu et al, 2013 et Van Landeghem et al, 2011.
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La premiére description des CGE a été réalisée en 1899 par Dogiel. En utilisant des techniques de
coloration au bleu de méthyléne, Dogiel a décrit la présence de cellules satellites nucléées entourant les
cellules nerveuses au sein des ganglions entériques. Ces cellules étaient alors considérées comme des
cellules de Schwann. Néanmoins, des études approfondies immuno-histochimiques et de microscopique
électronique ont démontré que les CGE possédaient en réalité une morphologie différente des cellules de
Schwann (Gabella, 1972), amenant a considérer les CGE comme une population unique de cellules gliales
périphériques (Gabella, 1981). Les CGE sont relativement similaires aux astrocytes du systéme nerveux
central (SNC). En effet, ces deux types cellulaires ont de nombreuses similitudes d’un point de vue
morphologique et fonctionnel. A I'instar des astrocytes du SNC, les CGE possédent de nombreuses
extensions qui entourent les corps neuronaux des ganglions et les fibres inter-ganglionnaires (Boesmans
et al.,, 2015; Yu, 2014). D’autre part, les CGE forment un syncytium fonctionnel car elles peuvent
communiquer entre elles via des gap junctions de facon similaire aux astrocytes (Maudlej and Hanani,
1992). Elles expriment également des marqueurs cellulaires communs aux astrocytes tels que la GFAP, la
vimentine ou encore S-100B. Cependant, des analyses transcriptionnelles récentes indiquent que les CGE
ont une similarité transcriptionnelle plus importante avec les cellules de Schwann et les oligodendrocytes
gu’avec les astrocytes, bien que les CGE ne soient pas des cellules myélinisantes (Rao et al., 2015). De plus
les CGE possedent des marqueurs communs avec ces cellules gliales myélinisantes tels que Sox10 et PLP1.

Les CGE représentent le type cellulaire majoritaire du SNE. Elles sont en effet plus nombreuses que
les neurones entériques. Cependant, le ratio CGE/neurones entériques varie selon les plexus et également
selon les espéces (Tableau 3). Chez 'Homme, le ratio CGE/neurones entériques est de 1,3 a 1,9 dans le

plexus sous-muqueux et de 5,9 a 7,0 dans le plexus myentérique (Hoff et al., 2008).
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Espece Plexus myentérique Plexus sous-muqueux
Souris 1 0,64

Cobaye 1,7-2,7 0,71-1

Lapin 2,6 1

Mouton 4,5 1,5

Homme 6-7 1,3-1,9

Tableau 3 : Ratio CGE/neurones chez différentes espéces animales. D’aprés Gulbransen, 2014.

2.3.2. Marqueurs des CGE

Trois marqueurs cellulaires sont majoritairement utilisés pour I'étude des CGE : la GFAP (Jessen and
Mirsky, 1980), S-100p (Ferri et al., 1982) et Sox10 (ruhl, 2005).

La GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) est une protéine des filaments intermédiaires du
cytosquelette présente dans tout le cytoplasme cellulaire. Sa fonction et son implication dans la
physiologie de la cellule restent aujourd’hui mal connues. Cependant, I'expression de cette protéine est
dynamique. En effet I'expression de la GFAP est notamment augmentée lors de stress inflammatoires (von
Boyen et al., 2011). La GFAP est exprimée dans d’autres types de cellules gliales périphériques et centrales
tels que les cellules de Schwann (Triolo, 2006) ou encore les astrocytes. Par ailleurs, des travaux récents
suggerent également que la GFAP peut étre exprimée par quelques rares cellules épithéliales dans
I'intestin de souris adulte (Rao et al., 2017).

S-100PB est un autre marqueur astrocytaire exprimé par les CGE. S-100B est une calcium-binding
protéine localisée dans le cytoplasme et le noyau des CGE intervenant dans la régulation du cytosquelette
et le maintien de I'homéostasie calcique. Dans le systeme nerveux central, S-100B a une activité

neurotrophique et module également la prolifération cellulaire et la différenciation (ruhl, 2005). En plus
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d’étre exprimée dans les astrocytes et les CGE, S-100B est également exprimée par de nombreux types
cellulaires dans des tissus nerveux et non nerveux tels que les cellules de Schwann, les chondrocytes ou
les adipocytes (Haimoto et al., 1987). Cependant, S-100f est considéré comme un marqueur spécifique
des CGE dans la paroi intestinale et colique (ruhl, 2005).

Sox10 est un facteur de transcription de la famille des SRY-related HMG-box (Sox). Sox10 posséde un
role important dans le développement du SNE (Bondurand and Sham, 2013). Il est en effet exprimé par
les cellules de la créte neurale qui sont les précurseurs embryologiques du SNE et intervient dans leur
prolifération ainsi que dans leur différenciation. La mutation du géne codant pour Sox10 est notamment
une des mutations associées a la maladie de Hirschsprung, provoquant un défaut de formation du SNE
dans le colon (Paratore et al., 2002; Sanchez-Mejias et al., 2010). Sox10 est également exprimé par les
CGE dans le SNE adulte (Boesmans et al., 2015).

D’autres marqueurs des CGE ont été décrits. C'est notamment le cas de la glutamine synthétase
(Jessen and Mirsky, 1983), ou encore I'antigéne de surface Ran-2 (Jessen and Mirsky, 1985). Récemment,
la protéine protéolipide 1 (PLP1) a également été identifiée comme un marqueur des CGE. En effet des
techniques d’immunohistochimie ainsi qu’'un modeéle génétique murin PLP1-eGFP ont montré que PLP1
est exprimée par les CGE dans toutes les couches de la paroi de I'intestin et du c6lon chez la souris (Rao
et al.,, 2015). Il est intéressant de noter que PLP1 est une protéine impliquée dans la production de
myéline, bien que les CGE soient des cellules gliales non myélinisantes.

Bien que les trois marqueurs les plus couramment utilisés pour identifier les CGE soient Sox10, S-
100 et GFAP, toutes les CGE n’(ne) (co-)expriment pas ces trois marqueurs (Boesmans et al., 2015). Cette
différence d’expression des marqueurs gliaux est notamment un des arguments démontrant

I’'hétérogénéité des CGE qui fait I'objet du sous-chapitre suivant.
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2.3.3. Hétérogénéité gliale

Les CGE ne correspondent pas a une population homogene. Au contraire, les CGE présentent des
différences au niveau de leur morphologie et de I’expression des différents marqueurs gliaux en fonction
de leur localisation dans la paroi intestinale. Cette hétérogénéité est notamment a 'origine de différentes
vagues successives de classification des CGE.

En 1994, une classification des CGE basée sur leurs différences morphologiques a été réalisée en
relation avec la classification existante pour les astrocytes. Les CGE ont ainsi été classées en 4 groupes de
morphologies différentes, associés chacun a une localisation particuliere dans la paroi du tube digestif. Le
sous-type |, alors qualifié de protoplasmique, correspond aux CGE intra-ganglionnaires caractérisées par
des extensions courtes, nombreuses et irrégulieres. Le sous-type Il, appelé fibreux, correspond aux CGE
situées au niveau des fibres inter-ganglionnaires et possédant de multiples extensions longeant les fibres
neuronales. Le sous-type Ill, ou muqueux, fait référence aux CGE localisées dans la muqueuse présentant
de longues extensions. Enfin, le sous-type IV, ou intramusculaire, correspond aux CGE allongées longeant

les fibres musculaires des couches musculaires (Hanani and Reichenbach, 1994) (Figure 14).

b Typell
= ?—-@ : Figure = 14 :  Classification
s SN | morphologique des CGE. Les CGE sont
classées en 4 types morphologiques :
Type 1 protoplasmique, Type 2

d Type IV

fibreux, Type 3 muqueux et Type 4

< intramusculaire.
/ D’aprés Gulbransen et Sharkey, 2012.
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En 2015, le groupe de Pachnis a montré a partir de I'’étude de plexus myentériques contenant les
sous-types |, Il et lll, que ces différentes types morphologiques étaient également associés a des
différences d’expression des marqueurs gliaux (Boesmans et al., 2015). Ainsi, cette étude a montré que la
majorité des CGE de type | résidant dans le plexus myentérique co-expriment les marqueurs GFAP, S-100B
et Sox10. En revanche, seul un faible pourcentage des CGE de type Il et lll expriment la GFAP, mais une
majorité co-exprime les marqueurs S-100pB et Sox10. Cette étude montre également qu’il existe des CGE
qui n’expriment qu’un seul des trois marqueurs gliaux, montrant que, chez la souris adulte, aucun
marqueur glial ne permet d’identifier la totalité des CGE présentes dans la paroi intestinale.

Par ailleurs, cette méme étude a mis en évidence certaines différences fonctionnelles dans les
différentes populations gliales. En effet, ces travaux indiquent que les CGE de type |, Il et lll présentent
une amplitude de réponse calcique différente suite a une stimulation a I’ATP, qui est un test fonctionnel
couramment utilisé comme marqueur de I'activité gliale. Ainsi, 'amplitude de la réponse calcique est plus
élevée pour le type | par rapport aux types Il et Ill.

Malgré I'absence de démonstration directe, I'ensemble de ces données suggerent fortement qu’il
existerait différents sous-types de CGE associés a des roles spécifiques dans le controle des fonctions

gastro-intestinales selon notamment leur localisation dans la paroi intestinale.

2.3.4. Fonctions des CGE

Pendant longtemps, les CGE ont été considérées comme ayant seulement un rdle passif de soutien
structural des neurones entériques, ce qui leur a valu leur nom de glie, voulant dire glue en grec. Suite
aux recherches des deux dernieres décennies dans le domaine, il est dorénavant bien accepté que les CGE
forment un réseau vaste et dense s’étendant dans toute la paroi intestinale et participent directement au

controle des fonctions gastro-intestinales via des interactions bidirectionnelles avec I'ensemble des types
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cellulaires présents dans l'intestin tels que les neurones, les cellules épithéliales ou encore les cellules

immunitaires.

2.3.4.1. Roéle des CGE dans la régulation des fonctions des neurones entériques

Les CGE participent activement a la survie et la neurotransmission neuronale au sein de la paroi du
tube digestif.

La premiére étude suggérant un role important des CGE dans la survie des neurones entériques a été
réalisée en 1998 en utilisant un modele murin transgénique exprimant la thymidine kinase du virus de
I’'herpées simplex (HSV-TK) sous contréle du promoteur GFAP afin de permettre une délétion spécifique
des cellules GFAP* suite a I'injection de ganciclovir. Ces expériences ont montré que I'ablation des CGE
GFAP* était accompagnée d’une dégénérescence neuronale au niveau du plexus myentérique. Néanmoins
cette étude ne permettait pas de conclure si la perte neuronale était la conséquence directe de I'ablation
du réseau glial ou de la réponse inflammatoire massive et |étale se produisant 9 a 14 jours apres I'injection
de ganciclovir (Bush et al., 1998). L'impact des CGE sur la survie neuronale a depuis été démontré in vitro.
Ainsi, dans un modele de cultures primaires de SNE, les CGE diminuent la mort neuronale induite par un
stress oxydatif via la sécrétion de 15-déoxy-A12,14-prostaglandine-J2 (15dPGJ2) et de dérivés du
glutathion (Abdo et al., 2010, 2012). Le GDNF produit par les CGE a également été décrit comme un facteur
neuroprotecteur en diminuant notamment la mort neuronale in vitro induite par une hyperglycémie
(Anitha, 2006). Les CGE expriment également d’autres molécules ayant des effets neuroprotecteurs telles
que le NGF (nerve growth factor) ou encore la neurotrophine-3 (von Boyen et al., 2006; Hoehner et al.,
1996).

Les CGE participent aussi a la détoxification du milieu extracellulaire de certains composés

neuroactifs pouvant étre toxiques pour les neurones. Ainsi, les CGE expriment la glutamine synthase
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(Jessen and Mirsky, 1983; Kato et al., 1990) responsable de la conversion du glutamate en glutamine, dont
I'effet peut étre excito-toxique. Les CGE expriment également le transporteur GABA Transporter (GAT) 2,
permettant I’élimination du GABA de I'espace extracellulaire (Fletcher et al.,, 2002). Le transporteur
d’oligopeptides PEPT-2, exprimé par les CGE, leur permet d’éliminer du milieu extracellulaire les produits
de dégradation de certains neuropeptides comme le VIP (ruhl, 2005).

Outre leur rble dans la survie neuronale, les CGE interviennent dans la synthése des
neurotransmetteurs ainsi que dans les processus de neurotransmission. Les CGE sont en effet une des
principales sources de L-arginine, précurseur du monoxyde d‘azote (NO), pour les neurones entériques
(Nagahama et al., 2001). De plus et comme évoqué précédemment, les CGE expriment la glutamine
synthase responsable de la synthése de glutamine, qui est nécessaire a la production de I‘acide y-amino-
butyrique (GABA). Les CGE ont également un impact sur le codage neurochimique des neurones
entériques. Ainsi, dans un modele murin de délétion des CGE GFAP* exprimant I’'hémagglutinine (HA) via
I'injection de lymphocytes T CD8" réactifs a 'HA, une étude a montré que I'ablation des CGE provoquait
une diminution des neurones positifs pour le VIP et la substance P dans le plexus sous-muqueux ainsi
gu’une diminution des neurones exprimant la NOS et une augmentation des neurones ChAT dans le plexus
myentérique (Aube, 2006).

Les CGE sont capables de détecter certains neuromédiateurs et en réponse de moduler I'activité des
neurones entériques. Ainsi les CGE expriment les récepteurs purinergiques P2X7, P2Y1, P2Y2 et P2Y4 et
répondent a I’ATP sécrété par les neurones entériques via une augmentation de calcium intracellulaire.
Cette réponse calcique se propage aux CGE voisines connectées entre elles via des gap junctions formées
de connexine 43 (Gulbransen and Sharkey, 2009; Ochoa-Cortes et al., 2016). De plus, il a été montré
gu’une réponse calcique peut également étre initiée dans les CGE par d’autres neuromédiateurs
excitateurs tels que I’Ach et la 5-HT (Boesmans et al., 2013). De fagon importante, les ondes calciques

induites au niveau des CGE sont capables de moduler I'activité des neurones entériques (Gulbransen,
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2014; McClain et al., 2015). Ainsi, des études ont montré que I'inhibition pharmacologique ou la délétion
des connexines 43 dans les CGE entraine une diminution de 'activité des neurones sécréto-moteurs et
une diminution de la motricité colique in vivo chez la souris (Grubisi¢ and Gulbransen, 2017; McClain et
al., 2014). De plus, I'utilisation d’un modele murin transgénique GFAP-hM3Dq receptor (exprimant dans
les cellules GFAP* un récepteur couplé a une protéine G congu pour étre activé par une molécule exogene,
dans ce modele du clozapine-N-oxide (CNO), et dont I'activation provoque une réponse calcique dans les
CGE GFAP*) a montré que I'activation gliale provoquait des contractions neurogéniques dans l'iléum et le
colon (McClain et al., 2015). Cependant le mécanisme précis par lequel la réponse calcique gliale régule
I'activité neuronale reste a définir. Outre I’ATP, I’Ach et le 5-HT, les CGE peuvent détecter un grand
nombre de substances neuro-actives telles que la norépinephrine, le glutamate, la thrombine, la

sérotonine, la bradykinine, I’histamine ou encore les endothélines (Gulbransen, 2014).

2.3.4.2. Contréle des fonctions de la barriere épithéliale intestinale

Comme évoqué précédemment, les CGE forment un réseau dense autour des cryptes intestinales et
coliques, et sont situées a une trés faible distance, de I'ordre du um, des cellules épithéliales. Cette
proximité étroite entre les cellules épithéliales intestinales et les CGE leur permet d’interagir de facon
paracrine (Neunlist et al., 2013).

En 1998, le groupe de Sofroniew a caractérisé un modéle murin transgénique exprimant la thymidine
kinase du virus de I’herpés simplex (HSV-TK) sous le contréle du promoteur de la GFAP (Bush et al., 1998).
A partir du 12¢ jour apreés l'injection de ganciclovir, les souris succombaient d’une jéjuno-iléite fulminante
associée a une délétion des CGE GFAP”, une perte de I'intégrité de la BEI ainsi qu’'une désorganisation et
une hyperplasie des cryptes. Cette étude fut ainsi la premiere a suggérer le role crucial des CGE dans le

maintien de I'intégrité de la BEI. Ces souris présentaient également une augmentation de la perméabilité
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intestinale précédant I'inflammation. D’autres modeéles d’ablation des CGE GFAP* ont reproduit ces
résultats en utilisant le modele murin de délétion des CGE GFAP* exprimant I’'hémagglutinine (HA), via
I'injection de lymphocytes T CD8"* réactifs a 'HA, ou via un croisement avec un modele de souris
immunoréactives pour I'HA. La perte des CGE provoquait alors une altération de I'intégrité de la BEI ainsi
gu’une augmentation de la perméabilité intestinale (Aube, 2006; Cornet et al., 2001).

De maniere intéressante, des travaux récents utilisant le modele de délétion gliale GFAP-HSV-TK a
reproduit les résultats obtenus par le groupe de Sofroniew. Cependant, cette méme étude n’a pas détecté
d’impact majeur de la délétion gliale sur la perméabilité et la prolifération de I'épithélium intestinal en
utilisant un nouveau modéle murin transgénique provoquant la perte des CGE PLP1* par induction de
I'expression de la toxine diphtérique. Ainsi ces travaux suggérent que la perte du réseau de CGE a des
effets différents en fonction du type de séquences régulatrices utilisées, autrement dit en fonction des
CGE ciblées et/ou de la stratégie d’ablation choisie (Rao et al., 2017). Ceci est en accord avec les travaux
du groupe de Sharkey qui rapportent également une absence d’altération macroscopique au niveau de
I’épithélium suite a une inhibition du métabolisme des CGE induite par un traitement au fluorocitrate
(Nasser et al., 2006).

De nombreuses études in vitro, dans des modéles de co-culture permettant des échanges paracrines
entre les CGE et les cellules épithéliales intestinales, ont mis en évidence I'impact des CGE sur les fonctions
de la BEI (Figure 15). Ainsi, les CGE diminuent la perméabilité de la BEI via la sécrétion 15-HETE et de S-
Nitroso-Glutathion (GSNO) (Pochard et al., 2016; Savidge et al., 2007), GSNO qui protége également la BEI
contre I'invasion par le pathogéne Shigella flexneri (Flamant et al., 2011). Les CGE inhibent également la
prolifération des cellules épithéliales intestinales via la libération de TGF-B1 et de la prostaglandine 15d-
PGJ2 (Bach-Ngohou et al., 2010; Neunlist et al., 2006). La 15d-PGJ2 induit également la différenciation
des cellules épithéliales intestinales. De plus, les CGE stimulent les mécanismes de réparation de la BEI

en produisant du proEGF ainsi que du 11BPGF2 (Coquenlorge et al., 2016; Van Landeghem et al., 2011).
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Des études transcriptomiques utilisant des microarrays ont également montré que les CGE régulent
dans les cellules épithéliales intestinales I'expression de nombreux genes impliqués dans diverses
fonctions cellulaires telles que I'adhésion, la motilité ou encore le métabolisme (Van Landeghem et al.,
2009). Ces études montrent que les CGE interagissent avec les cellules épithéliales intestinales via la
sécrétion de médiateurs gliaux spécifiques. Cependant une étude a également montré que les CGE
pouvaient créer des contacts cellulaires directs avec les neuropodes des cellules entéroendocrines de
I’épithélium. Cette étude suggere que ces interactions directes se forment par le biais de facteurs
neurotrophiques dérivés des CGE tels que du GDNF qui stimule la formation de neuropodes. Les
conséquences fonctionnelles de ces interactions glie-cellule entéroendocrine restent peu connues mais

suggérent que les CGE régulent les fonctions sensitives et sécrétrices des cellules entéroendocrines.

a Wound healing Barrier protection

/:,_" s
Permeability

Figure 15 : Réle des cellules gliales entériques dans la régulation des fonctions de la
barriére épithéliale intestinale. Les CGE réqgulent les fonctions des cellules épithéliales
intestinales de maniere paracrine. Ainsi, les CGE interviennent dans la réparation et la
perméabilité de la barriére, la prolifération, la différenciation et la survie des cellules
épithéliales intestinales par l'intermédiaire de facteurs gliaux spécifiques. D’apres
Neunlist et al., 2013.
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2.3.4.3. Controle des fonctions immunitaires et inflammation

Plusieurs études ont mis en évidence l'implication des CGE dans la réponse immunitaire et
inflammatoire du tube digestif. Dans le systeme nerveux central, les astrocytes ont un réle important dans
la réponse inflammatoire et immunitaire en adoptant en particulier un phénotype qualifié de « réactif ».
Ainsi, cette « glie réactive » ou « astrogliose » se caractérise par une augmentation de la prolifération
cellulaire, des modifications morphologiques et des modifications du protéome dont notamment une
surexpression de la GFAP (Sofroniew, 2015). Cette glie réactive produit alors de nombreuses cytokines,
chemokines, facteurs de croissances, ou molécules intervenant dans le remodelage de la matrice extra
cellulaire, et participent ainsi a la réponse inflammatoire, a la réparation et a la protection du tissu.

A l'instar des astrocytes du SNC, les CGE semblent également subir des modifications phénotypiques
en cas d’infection et d’inflammation et étre impliquées dans la réponse immunitaire et inflammatoire du
tube digestif par un phénomeéne similaire. En effet, les CGE expriment des récepteurs aux cytokines tels
que le TNFa ou I'lL-1 ainsi que les Toll Like Receptor (TLR) 2, 3, 4 et 7 (Barajon et al., 2009; Brun et al.,
2013), permettant aux CGE d’étre sensible aux infections et a I'inflammation. De plus, I'IL-1 et le TNF-a
provoquent une augmentation de I'expression de la GFAP dans les CGE (von Boyen, 2004). Cette
surexpression est également observée en réponse aux lipopolysaccharides (LPS) bactériens ou a I'lFN-y
(Cirillo et al., 2011). Au-dela de la modulation de I'expression de la GFAP, les signaux pro-inflammatoires
tels que le LPS ou I'IFN-y ont aussi pour conséquence de stimuler la prolifération des CGE (Cirillo et al.,
2011).

Outre les modifications phénotypiques des CGE en réponse a un stress inflammatoire, les CGE
participent directement a la réponse immunitaire et au contrdle des processus inflammatoires. En effet,
les CGE détectent certains pathogénes via les TLR, et en réponse, sécretent des molécules pro-
inflammatoires telles que le NO (Turco et al., 2014). De maniére intéressante, cette libération de NO n’est

pas observée en présence de probiotiques, suggérant une réponse différentielle des CGE en fonction de
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I'identité de la bactérie. De plus, les LPS bactériens et I'IFN-y activent dans les CGE I'expression du
complexe majeur d’histocompatibilité de type Il impliqué dans la réponse immunitaire adaptative (Cirillo
et al,, 2011). Par ailleurs, les CGE sont capables en réponse a un stress inflammatoire de sécréter un grand
nombre de facteurs impliqués dans I'inflammation tels que I'lL-6 (Riihl et al., 2001), I'll-1B (Murakami et
al., 2009), ou encore des métalloprotéases (Lin et al., 2007). Néanmoins, si les CGE sont capables de
sécréter plusieurs facteurs pro-inflammatoires, des études récentes suggerent que les CGE ont aussi un
role immunosuppresseur. En effet, les CGE sont capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes
activés dans le cadre d’une inflammation chronique (Kermarrec et al., 2016), ainsi que de réguler la
production de I'lL-22 par les lymphocytes T3 en sécrétant du GDNF (lbiza et al., 2016).

Ces données montrent que les CGE ont un role actif dans le contréle de I'immunité et des processus

inflammatoires.

Le rb6le fondamental des CGE dans le maintien de l'intégrité et des fonctions de la muqueuse
intestinale, via des interactions bidirectionnelles avec I'ensemble des composantes du
microenvironnement développées dans les chapitres ci-dessus, a suscité un intérét croissant concernant
I'implication des CGE dans les mécanismes physiopathologies des maladies digestives, définissant ainsi le

nouveau concept de « gliopathie entérique ».

2.3.5. ROle des CGE dans les maladies digestives

Les CGE ont été impliquées dans un grand nombre de pathologies digestives, parmi lesquelles
certaines pathologies motrices comme la dysplasie intestinale neuronale, des pathologies inflammatoires
de bas et haut garde telles que le syndrome de l'intestin irritable, le diabéete, I'obésité ou les maladies

intestinales chroniques de I'intestin (MICI), mais aussi des maladies extradigestives telles que la maladie
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de Parkinson (Bassotti, 2006; Clairembault et al., 2015; Fujikawa et al.,, 2015; Neunlist et al., 2014;
Stenkamp-Strahm et al., 2013). Dans ce paragraphe, nous allons nous intéresser brievement aux MICI, qui

présentent un risque élevé de CCR, ainsi qu’aux CCR qui sont le sujet de cette thése.

2.3.5.1. CGE et maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

L’étude des CGE dans les maladies digestives a notamment été réalisée dans les MICI. Ces études ont
montré que la GFAP et S-100B sont surexprimés dans le coélon des patients souffrant de rectocolite
hémorragique (RCH), suggérant un phénotype de « glie réactive » dans cette maladie (Cirillo et al., 2009).
De maniére intéressante, des études ont montré une réduction globale du nombre de CGE GFAP* dans la
maladie de Crohn (Cornet et al., 2001). Néamoins, dans les zones inflammées, une augmentation de
I’expression de ce marqueur est tout de méme observée mais a des niveaux inférieurs que dans la RCH
(von Boyen et al., 2011), suggérant un état différent des CGE dans ces deux MICI.

L'impact fonctionnel des CGE a été plus particulierement étudié dans la maladie de Crohn. Ainsi, une
étude récente a montré que les CGE de patients atteints de la maladie de Crohn avaient une expression
réduite de 15-HETE, réduisant ainsi leur capacité a diminuer la perméabilité de la BEI (Pochard et al.,
2016). Une autre étude a également montré que les CGE de patients atteints de la maladie de Crohn
avaient également des capacités réduites a promouvoir la réparation de I'épithélium intestinal, due a une
diminution de I'expression de 11BPGF2 gliale (Coquenlorge et al.,, 2016). Ces études suggerent que
I’altération des CGE dans la maladie de Crohn diminue leur capacité a réguler les fonctions de I'épithélium,

pouvant participer ainsi au développement et au maintien de cette pathologie.
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2.3.5.2. Cellules gliales entériques et cancers colorectaux

Il n’existe qu’un nombre limité d’études portant sur les CGE, et plus largement sur le SNE, au sein des
tumeurs coliques. De plus, les études disponibles dans la littérature sont majoritairement descriptives. En
ce qui concerne la composante neuronale du SNE, quelques études ont montré une altération du réseau
neuronal dans la zone tumorale. En effet des travaux rapportent une faible expression du marqueur
neuronal PGP9.5 au sein du tissu tumoral par rapport au tissu sain (Kozlowska et al., 2015). Cependant,
d’autres travaux contredisent ces données. Une étude a ainsi mis en évidence une augmentation globale
de l'intensité et de la surface d’expression de PGP9.5 au sein des adénocarcinomes colorectaux par
rapport aux zones saines (Albo et al., 2011). Bien que ces travaux apportent des observations différentes,
ils suggérent tous deux une modification du réseau neuronal dans les CCR. Une premiére étude a mis en
évidence un réle fonctionnel des neurones entériques au sein du CCR. En effet, cette étude a montré que
les cellules tumorales issues de lignées cellulaires ou de tumeurs primaires coliques adhéraient
préférentiellement aux structures nerveuses contenues dans des cultures primaires de plexus sous-
mugqueux. De plus, cette étude a montré que les cellules cancéreuses étaient capables de migrer le long
de ces structures nerveuses, suggérant ainsi que les neurones entériques favorisent et guident la
dissémination tumorale dans le microenvironnement des CCR (Duchalais et al., 2017).

Outre les neurones entériques, une altération du réseau glial au sein des adénomes et des
adénocarcinomes coliques primaires a également été décrite (Liu et al., 2013; Neunlist et al., 2006, 2008),
pouvant étre en partie liée a la désorganisation tissulaire de la tumeur. Cette altération du réseau glial a
également été associée a une diminution de 'ARNm de S-100f en zone tumorale par rapport aux zones
saines (Liu et al.,, 2013; Neunlist et al., 2006). Par ailleurs, une étude récente suggére que les
adénocarcinomes colorectaux bien et moyennement différenciés présentent une plus forte expression de

la GFAP que ceux faiblement différenciés (Tartea et al., 2017).
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Toutefois, si ces études rapportent une désorganisation du réseau glial et une altération de
I’expression de certains marqueurs gliaux dans les cancers colorectaux, les interactions bi-directionnelles
entre les CGE et les cellules épithéliales (souches) cancéreuses et leurs conséquences sur les processus de

tumorigeneése colique n’ont jamais été étudiées.
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3. Le cancer colorectal

3.1. Présentation générale du cancer colorectal

3.1.1. Epidémiologie

Le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus fréquent dans le monde et la troisieme cause
de déces par cancer chez ’lhomme et la femme avec 1,5 millions de nouveaux cas et plus de 750 000 déces
en 2015 (Siegel et al., 2016) (WHO statistics 2017). La prévalence de la maladie est plus importante dans
les pays développés que dans les pays en voie de développement (GLOBOCAN 2012). En France, 37 413
nouveaux cas ont été recensés en 2015, et 17 833 déces dus a la maladie ont été estimés (Institut national

du cancer). L’age médian du diagnostic est de 72 ans chez ’lhomme et de 75 ans chez la femme.

3.1.2. Définition de la maladie

Le CCR est une tumeur maligne qui se développe dans le c6lon ou le rectum. Il existe différents types
de CCR. Dans plus de 90% des cas, les CCR sont des adénocarcinomes (Fleming et al., 2012). Les autres
types de cancers sont rares et regroupent les lymphomes ou encore les tumeurs non-épithéliales dont les
tumeurs stromales gastro-intestinales, les leiomycosarcomes ou encore les mélanomes (Kang et al., 2006;
Stewart et al., 2006).

Les adénocarcinomes coliques se développent a partir de cellules épithéliales coliques ou rectales, et
peuvent présenter différents états de différenciation déterminés par le nombre de structures cryptiques
observables dans la tumeur qui ressemblent a I'organisation du tissu sain. L’adénocarcinome peut ainsi
étre bien différencié, moyennement différencié ou peu différencié. Outre les stades de différenciation, il
existe aussi différents types d’adénocarcinomes coliques. La majorité des adénocarcinomes (environ 80%)

sont de type lieberkiihnien ou commun, et sont généralement bien ou moyennement différenciés. Dans
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les autres cas, il s’agit adénocarcinomes de type mucineux caractérisés par une présence abondante de
mucus au sein de la tumeur. Ces types d’adénocarcinomes sont généralement peu différenciés et
synonymes de mauvais pronostique. Dans cette thése, nous n’aborderons que les adénocarcinomes de
type commun.

La tres grande majorité des adénocarcinomes coliques se développ a partir d’une lésion pré-
cancéreuse, appelée adénome. Un adénome se définit comme un foyer circonscrit d’épithélium
dysplasique non invasif, qui peut étre de type villeux, tubuleux, tubulovilleux ou plan en fonction de son
architecture :

- L’adénome villeux présente un aspect « velu » et est constitué de projections villeuses centrées par un
axe conjonctif digitiforme et une implantation large dite sessile.

- L’adénome tubuleux est constitué de cryptes allongées formant des « tubes », avec une implantation le
plus souvent pédiculée.

- ’adénome tubulovilleux présente a la fois des caractéristiques de I'adénome villeux et de 'adénome
tubuleux.

-L’adénome plan se définit comme une Iésion adénomateuse qui ne dépasse pas deux fois la hauteur de
la muqueuse normale.

Seule une faible proportion d’adénomes coliques (10-15%) évoluent en adénocarcinomes (Stryker et

al., 1987) suivant un processus qui peut prendre 10 a 15 ans (Hill et al., 1978).

3.1.3. Stades de la maladie

Au cours du développement tumoral, le CCR envahit progressivement les différentes couches de la

paroi colique. Il existe 5 stades d’envahissement de la paroi colique :
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TIS : Le stade TIS est le stade le plus précoce de la maladie. Il correspond au cancer in situ. A ce stade, la
tumeur est restreinte a I'épithélium colique ou s’étend dans la muqueuse colique, sans destruction de la
lame basale.

T1: Le stade T1 correspond au cancer intra-mugqueux. Les cellules cancéreuses ont dépassé la lame basale
et peuvent s’étendre jusque dans la sous-muqueuse.

T2 : Le stade T2 correspond a l'invasion tumorale de la couche musculeuse de la paroi colique.

T3 : Au stade T3, la tumeur est présente sur toute I'épaisseur de la paroi colique jusqu’a la séreuse.

T4 : Le stade T4 est le stade le plus avancé de l'invasion localisée du cancer. A ce stade, les cellules
cancéreuses ont pénétré le péritoine viscéral et envahissent progressivement les organes voisins.

Outre le degré d’invasion de la paroi colique ou rectale, le stade de la maladie est également défini
par le niveau d’invasion des ganglions lymphatiques périphériques ainsi que par la présence éventuelle
de métastases cancéreuses. Ces trois parametres sont regroupés sous la classification TNM (Tumor,
Nodes, Metastasis) qui définit 4 stades distincts de la maladie avec certaines subdivisions (Compton and

Greene, 2004) (Tableau 4).



60
INTRODUCTION GENERALE

Tumeur primaire

TIS Cancer in situ ou intra-muqueux

T1 La tumeur envahit la sous-muqueuse

T2 La tumeur envahit la musculeuse

T3 La tumeur envahit 'ensemble de la paroi
T4 La tumeur perfore le péritoine viscéral

Ganglions lymphatiques

NO Pas d’envahissement ganglionnaire

N1 La tumeur envahit 1 a 3 ganglions régionaux

N2 La tumeur envahit plus de 4 ganglions régionaux
Métastases

MO Pas de métastases a distance

M1 Présence de métastases a distance

Stades de la maladie Taux de surviea 5 ans
Stade 0 TIS NO MO

Stade | T1 NO MO /T2 NO MO 93%

Stade II-A T3 NO MO 85%

Stade 1I-B T4 NO MO 72%

Stade IlI-A T1-2 N1 MO 83%

Stade llI-B T3-4 N1 MO 64%

Stade I1I-C T1-4 N2 MO 44%

Stade IV T1-4 N1-2 M1 Moins de 10%

Tableau 4 : Classification TNM des cancers colorectaux.
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3.1.4. Localisation

Le CCR se localise pour 70% dans le colon et pour 30% dans le rectum. Une majorité des tumeurs du
cOlon se trouve dans le colon proximal ou colon droit (Li and Lai, 2009; Tamas et al., 2015). Outre ces
différences anatomiques, les cancers du célon gauche et du cOlon droit présentent également des

différences histologiques, génétiques ou encore pronostiques (Figure 16) (Lee et al., 2015a).

Right-sided colon
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* Increasing
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+ Larger tumors

+ More mucinous type

Genetics
+ Common site for CRC in
MUTYH-associated

polyposis

Immunology

* More active immune
cells promoting
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Figure 16 : Représentation schématique des différences épidémiologiques, cliniques, génétiques,
immunologiques, moléculaires et pronostiques des cancers colorectaux en fonction de leur
localisation proximale ou distale dans le célon. D’apreés Lee et al, 2015.

3.1.5. Carcinogénese colique

En 2000, Hanahan et Weinberg définissent dans leur article intitulé the Hallmarks of Cancer les

caractéristiques qui distinguent une cellule cancéreuse de son homologue saine. lls définissent ainsi 6
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propriétés spécifiques des cellules cancéreuses qui sont: une indépendance vis-a-vis des signaux de
prolifération, une insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, une résistance accrue a l'apoptose, un
potentiel illimité de réplication, une capacité a stimuler I'angiogenése ainsi qu’un pouvoir d’invasion et de
dissémination (Hanahan and Weinberg, 2000). En 2011, deux nouvelles caractéristiques sont ajoutées aux
Hallmarks of cancer : la dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire et I'échappement au contréle
du systeme immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). L’acquisition de ces propriétés se fait par une
accumulation progressive de mutations génétiques ou d’altérations épigénétiques, provoquant un gain
de fonction d’oncogénes, généralement impliqués dans la stimulation des voies pro-prolifératives et anti-
apoptotiques, et une perte de fonction de génes suppresseurs de tumeurs, qui a I'inverse inhibent des
voies pro-prolifératives et anti-apoptotiques.

L’accumulation de mutations génétiques au cours du développement tumoral a été conceptualisée
en 1990 par Fearon et Vogelstein dans un modeéle appelé « séquence adénome-carcinome ». Ce modele
propose que chaque étape de la carcinogénése soit associée a I'acquisition d’une mutation génétique
supplémentaire. La premiere de ces mutations, provoquant le passage d’un tissu épithélial sain a un tissu
dysplasique, est définie dans ce modele comme étant une mutation entrainant une perte de fonction du
géne suppresseur de tumeur APC, qui intervient dans le complexe de séquestration de la B-catenine
inhibant la voie Wnt. En effet, le géne APC est muté dans 90% des CCR, et cette mutation est retrouvée a
des temps tres précoces de la maladie. La transformation en adénome tardif puis en adénocarcinome est
ensuite provoquée selon ce modele par des mutations touchant les génes KRAS, DCC, SMAD4 et SMAD2
puis P53 (Fearon and Vogelstein, 1990). Ce modeéle de mutations séquentielles a été récemment testé in
vitro en utilisant la technologie CRISPR/Cas9. En provoquant I'accumulation de mutations couramment
retrouvées dans les CCR (tel que APC, P53, KRAS ou encore SMAD4) dans des organoides humains, ces
études ont montré que ces organoides possédaient la capacité a former des tumeurs apres injection dans

des souris immunodéficientes (Drost et al., 2015; Matano et al.,, 2015). Bien que I'accumulation de
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mutations au cours du développement tumoral soit aujourd’hui largement admise, il a été montré que la
séquence précise des mutations génétiques intervenant dans la carcinogenese dépendait de nombreux

paramétres, et notamment du type d’instabilité génétique associé a chaque cancer.

3.1.6. Instabilité génétique des CCR

L'étude des altérations génétiques dans les CCR a permis de définir trois mécanismes majeurs
d’instabilité génétique responsables du fort taux de mutations au sein des tumeurs: l'instabilité
chromosomique (CIN, Chromosomal INstability), Iinstabilité microsatellitaire (MSI, Microsatellite

instability), et le phénotype d’hypermethylation des ilots CpG (CIMP, CpG island methylator phenotype).

3.1.6.1. L’instabilité chromosomique

L'instabilité chromosomique est la forme d’instabilité génétique la plus fréquemment retrouvée dans
les CCR sporadiques (environ 85% des cas). Elle se définit par la présence d’altérations du nombre et de
la structure des chromosomes. Ces altérations peuvent étre des gains ou des pertes de bras
chromosomiques, des amplifications de segments chromosomiques ou encore des phénomeénes de
translocations, ayant pour conséquence une aneuploidie ainsi qu’une perte d’hétérozygotie (Carethers
and Jung, 2015). Les mutations les plus fréquemment retrouvées associées a ce type d’instabilité
génétiques sont les mutations du géne APC, KRAS, TP53, ou encore la perte du chromosome 18q
provoquant la délétion des genes SMAD4 et SMAD2. Différents mécanismes moléculaires responsables
de ce type d’altération génétique ont été décrits, parmilesquels un défaut de ségrégation chromosomique
lors de la division cellulaire, une dysfonction des points de controle de la mitose, une dysfonction des
télomeéres, ou encore une dysfonction des voies de réparation de ’ADN (Pino and Chung, 2010; Tanaka

and Hirota, 2016).
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3.1.6.2. L’instabilité microsatellitaire

L'instabilité microsatellitaire (MSI) est retrouvée dans 15-20% des CCR sporadiques. Les cancers
possédant ce type d’instabilité sont situés principalement dans le c6lon proximal, sont plutdt de type
mucineux et sont associés a un meilleur pronostique clinique (Boland and Goel, 2010).

La MSI doit son nom a la découverte de nombreuses mutations dans les séquences microsatellites
de certaines tumeurs coliques (lonov et al., 1993). Les microsatellites sont des séquences d’ADN
constituées d’une répétition de motifs de 1 a 6 nucléotides, présentes dans tout le génome dans les
régions codantes et non codantes. Les mutations provoquées par la MSI sont le plus souvent des délétions
ou insertions de nucléotides retrouvées principalement sur les genes ACVR2A, APC, TGFBR2 ou encore
BRAF. La MSI provient d’un défaut de fonctionnement de la voie des Mismatch Repair (MMR). Le systeme
MMR a pour fonction de reconnaitre et de réparer les mésappariements de I’ADN. Il se compose
principalement des protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 (Gelsomino et al., 2016). Dans le cas des
formes sporadiques du CCR, le défaut de fonctionnent du systeme MMR est principalement lié a une
hyperméthylation du gene codant pour MLH1 entrainant une perte d’expression (Carethers and Jung,

2015).

3.1.6.3. Phénotype d’hypermethylation des ilots CpG

Une troisieme forme d’instabilité génétique a été décrite en 1999 et correspond a des modifications
épigénétiques du génome (Toyota et al., 1999). Ces altérations épigénétiques, appelées phénotype
d’hypermethylation des ilots CpG (CpG island methylator phenotype, CIMP), se caractérisent par un fort
taux de méthylation des ilots CpG provoquant I'inactivation de nombreux genes suppresseurs de tumeur.

Le CIMP est retrouvé dans 20 a 30% des CCR, et est majoritairement associé aux tumeurs de type MSI,
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bien gu’une relation de causalité n’a pas été démontrée entre la MSI et le CIMP (Curtin et al., 2011). Les

causes du CIMP restent encore a décrire.

3.1.7. Les formes héréditaires du CCR

Bien que la trés grande majorité des CCR soient sporadiques, il existe également des formes
héréditaires, aussi appelées formes familiales, qui représentent environ 5% des CCR. Deux syndromes
principaux sont a 'origine des CCR héréditaires : la polypose adénomateuse familiale et le syndrome de
Lynch.

La polypose adénomateuse familiale (PAF) est un syndrome provoqué par une mutation germinale
au niveau du gene APC. Il s’agit d’'une maladie autosomique dominante provoquant |'apparition de
dizaines ou centaines de polypes dans le cOlon et le rectum entre I’age de 20 et 40 ans. Le traitement de
cette maladie consiste en une résection de I'ensemble des polypes par colectomie. Sans traitement, la
maladie évolue dans 100% des cas en CCR (Rustgi, 2007). Des polypes se développent également dans
I’estomac ou l'intestin gréle, mais en nombre moins important que dans le c6lon, limitant le risque de
cancer dans ces zones. La PAF représente 1% des cancers colorectaux.

Il existe des variantes de la PAF, également provoquées par une mutation germinale au niveau du
géne APC et associées a des risques d’apparition d’un CCR similaire a la PAF. Ces syndromes sont :

- Le syndrome de Gardner, caractérisé par la présence de nombreux polypes coliques et rectaux, est
associé a la présence additionnelle de tumeurs bénignes en dehors du tube digestif, dans le tissu osseux
ou certains tissus mous et endocriniens (Fearon, 2011).

- Le syndrome de Turcot provoque les mémes atteintes digestives que la PAF mais également la formation

de tumeurs dans le cerveau (glioblastome multiforme ou blastome médullaire) (Fearon, 2011).
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Le syndrome de Lynch, aussi appelé HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer), est la forme
la plus fréquente de CCR héréditaires, représentant entre 3 et 5% des CCR. Les personnes atteintes de ce
syndrome ont entre 60 a 80 % de risque de développer un CCR au cours de leur vie. Il est provoqué par
une mutation germinale touchant un des génes impliqués dans la voie des MMR. La mutation peut toucher
les genes MSH2, MLH1, PMS2 ou MSH6. Environ 70 a 90% des personnes atteintes du syndrome de Lynch
ont une mutation du géne MLH1 ou MSH2, et 10 a 30% des cas sont liés a une mutation de PMS2 ou MSH6
(Cohen and Leininger, 2014). Ce syndrome provoque |'apparition d’'un CCR en majorité dans la partie
proximale du colon a un age plus précoce que pour un cancer sporadique, puisqu’environ 50% des CCR

liés au syndrome de Lynch se développent avant 50 ans.

3.1.8. Traitements du CCR

3.1.8.1. La chirurgie

La résection chirurgicale correspond au seul traitement du CCR permettant la guérison. Elle est
utilisée pour permettre une résection tumorale compléte, c’est-a-dire pour extraire la tumeur primaire
ainsi que les tissus et les ganglions lymphatiques environnants affectés (appelé curage ganglionnaire).
L'acte chirurgical differe en fonction du stade et de la localisation de la tumeur. Il peut aller de I'exérese
locale pour des stades tres précoces (Althumairi and Gearhart, 2015) a la résection totale ou partielle de
différentes sections du célon et/ou du rectum (colectomie totale ou hémicolectomie droite, transverse,
gauche, sigmoidienne, protocolectomie, résection abdominopérinéale) jusqu’a la chirurgie des zones
métastasées, notamment au niveau du foie ou des poumons. A des stades précoces de la maladie (cancers
localisés), la résection chirurgicale peut étre envisagée seule sans traitement additionnel. En effet, pour

des stades peu avancés, le risque de métastases ou de récidive locale est faible.
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3.1.8.2. Laradiothérapie

La radiothérapie est préconisée a partir du stade Il de la maladie et uniquement pour les tumeurs
rectales. Elle n’est pas utilisée pour les tumeurs situées dans le clon afin d’éviter I'irradiation des organes
voisins. La radiothérapie est le plus souvent administrée avant une chirurgie (appelée radiothérapie
néoadjuvante) afin de réduire la taille de la tumeur pour la rendre plus facilement opérable. La
radiothérapie peut également étre administrée en situation palliative, principalement dans le but de
limiter la douleur. Il est possible d’avoir recours a une radiothérapie néoadjuvante interne, appelée
curithérapie ou brachythérapie. La curithérapie consiste a insérer une substance radioactive,
généralement de l'iridium contenue dans un applicateur, directement au sein ou a proximité de la tumeur
(Webster et al., 2013). Ce traitement est généralement délivré aprés I'irradiation externe en complément

de traitement, si la taille et la position de la tumeur le permettent.

3.1.8.3. Lachimiothérapie

3.1.8.3.1. Généralités

La chimiothérapie est utilisée dans le traitement des CCR de stades Il a IV. Elle peut étre administrée
en pré-opératoire (traitement néoadjuvant) afin de réduire la taille de la tumeur pour faciliter ou rendre
la résection chirurgicale possible. Elle peut également étre administrée en post-opératoire, notamment
chez des patients possédant des risques élevés de récidives locales et/ou de métastases (atteinte
ganglionnaire, présence d’envahissements périnerveux, tumeur peu différenciée ou tumeur primaire de
stade T4).

La chimiothérapie dans les CCR utilise principalement le 5-Fluorouracil (5-FU) associé a I'acide

folinique ou leuvocorin qui en potentialise les effets (Morgan, 1989) et en combinaison avec d’autres
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molécules cytotoxiques telles que I'oxaliplatine (combinaison FOLFOX) ou l'irinotécan (combinaison
FOLFIRI). Les combinaisons FOLFOX et FOLFIRI semblent avoir une efficacité équivalente sur les CCR
(Sobrero and Bennicelli, 2010), et le choix entre les deux combinaisons peut se faire en fonction des effets
secondaires attendus. Les doses administrées ainsi que le rythme des cures varient en fonction des
caractéristiques du cancer et de la tolérance au traitement. Le choix du traitement est ainsi déterminé au
cas par cas. Pour les cancer métastatiques, ces chimiothérapies conventionnelles peuvent également étre
associées a des thérapies ciblées qui correspondent a des anticorps monoclonaux ciblant des molécules
favorisant la croissance tumorale telles que 'EGFR ou la néo-angiogenése tumorale telles que le VEGF

(Ciombor et al., 2015).

3.1.8.3.2.  5-Fluorouracil

Le 5-Fluorouracil (5-FU) peut étre administré par injection intraveineuse en bolus, en perfusion
continue ou par voie orale. Plus de 80% du 5-FU administré est dégradé au niveau du foie qui exprime
abondamment la dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) responsable du catabolisme du 5-FU en
dihydrofluorouracil (DHFU), éliminé par I'organisme (Longley et al., 2003). Le 5-FU est un analogue de la
pyrimidine et appartient ainsi a la classe des antimétabolites qui ont pour mode d’action d’inhiber la
réplication de I’ADN (Cheung-Ong et al., 2013). Suite a son entrée dans la cellule, le 5-FU est converti par
une cascade enzymatique en différents métabolites actifs, a savoir le fluorodeoxyuridine (FAUMP), le
fluorodeoxyuridine triphosphate (FAUTP) et le fluorouridine triphosphate (FUTP). Le FAUMP se lie a la
thymidylate synthase (TS), qui a pour réle de convertir le désoxyuridine monophosphate (dUMP) en
désoxythimidine monophosphate (dTMP). Cette liaison inhibe I'activité enzymatique de la TS, ce qui a
pour conséquence de bloquer la réplication de I’ADN lors de la phase S du cycle cellulaire en diminuant la

concentration de dTMP disponible et en augmentant la concentration de dUMP. L'excés de dUMP
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entraine son intégration par erreur a 'ADN. Le 5-FU inhibe également la réplication de I’ADN via
I'intégration directe de FAUTP a I’ADN. De plus, le 5-FU, sous sa forme FAUTP, s’incorpore également a
I’ARNm, perturbant ainsi sa synthése (Figure 17). L’ensemble de ces mécanismes moléculaires entrainent
de nombreuses altérations au niveau de I’ADN et de I’ARN, provoquant la mort de la cellule par apoptose

(Longley et al., 2003; Mhaidat et al., 2014).
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3.1.8.3.3. Oxaliplatine

L’oxaliplatine est administrée par voie veineuse, principalement en perfusion avant I'administration
du 5-FU. L'oxaliplatine fait partie du groupe des agents dérivés (ou sels) de platine et se fixe spontanément
a I’ADN de fagon covalente, préférentiellement au niveaux des guanines, pour former des ponts intra- et
inter-brins, mais également des liens ADN/protéines (Alcindor and Beauger, 2011; Raymond et al., 2002).
Ces altérations moléculaires ont pour conséquence d’inhiber la transcription et la réplication de I’ADN,

entrainant ainsi la mort de la cellule par apoptose (Arango et al., 2004; Nannizzi et al., 2010).
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3.1.8.3.4. Irinotécan

L'irinotécan est administré par perfusion. Il s’agit d’un dérivé semi-synthétique de la camptothécine.
L'irinotécan, aussi appelé CPT-11, est un précurseur non actif qui est converti par une carboxylestérase
en composé actif, nommé 7-ethyl-10-hydroxycamptothecine ou SN-38, dans le foie ou au sein des cellules
cibles (Fujita, 2015). Il s’agit d’un inhibiteur de la réplication de 'ADN qui se lie au complexe
topoisomérase |I/ADN, provoquant des cassures simple- et double-brins de ’ADN et la mort cellulaire par

autophagie et apoptose (Rivory, 1996; Stanislav et al., 2013; Xu, 2002).

3.1.9. La chimiorésistance des CCR

La résistance des cellules cancéreuses aux molécules de chimiothérapie reste aujourd’hui un
probléme majeur dans la prise en charge des CCR, associé a une diminution de I'efficacité des traitements
et une augmentation des risques de récidives et de métastases. La résistance d’une tumeur aux molécules
de chimiothérapie est généralement associée a une sélection progressive des cellules cancéreuses les plus
résistantes de la tumeur au cours du traitement. Au niveau cellulaire, la chimiorésistance peut étre
intrinseque aux cellules cancéreuses ou acquise en réponse aux traitements (Kachalaki et al., 2016). Une
des techniques principales utilisées in vitro pour I'étude des mécanismes moléculaires de
chimiorésistance consiste a produire des cellules cancéreuses résistantes en les cultivant pendant
plusieurs semaines ou plusieurs mois avec des doses croissantes d’une molécule de chimiothérapie, puis
d’identifier le mécanisme moléculaire responsable. Il sera question de ce type d’études dans les
paragraphes suivants.

Il existe un grand nombre de mécanismes moléculaires qui participent a la résistance des cellules
cancéreuses aux molécules de chimiothérapie que I'on peut regrouper en 6 catégories principales : I'efflux

des molécules de chimiothérapie, la dégradation ou I'inactivation des molécules actives, I'altération des
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cibles moléculaires des agents de chimiothérapie, les voies de réparation de I’ADN, les points de contréle

du cycle cellulaire et la résistance a I'apoptose.

3.1.9.1. Lefflux des molécules de chimiothérapie

L’efflux des molécules de chimiothérapie est un mécanisme par lequel la cellule cancéreuse expulse
la (les) molécule(s) de chimiothérapie afin d’en diminuer sa concentration intracellulaire et donc son
efficacité. Ce mécanisme est réalisé par des transporteurs transmembranaires, majoritairement de la
famille des transporteurs ABC. Les transporteurs ABC sont une superfamille regroupant 49 membres
divisés en 7 sous-familles allant d’ABCA a ABCG en fonction de leur séquence et de leur homologie de
structure. lls possédent un ou plusieurs domaines transmembranaires permettant le transport des
molécules a travers la membrane, et un ou plusieurs domaines cytoplasmiques qui lient I’ATP (ter Beek et
al., 2014). Les transporteurs ABC sont exprimés dans de nombreux tissus et ont pour réle de permettre
I’efflux de molécules endogénes et exogenes néfastes pour la cellule contre leur gradient de concentration
via I'hydrolyse d’ATP. Ainsi les transporteurs ABC sont capables d’expulser diverses molécules de
chimiothérapie et jouent un réle central dans la chimiorésistance de nombreux cancers dont le CCR (Pan
et al., 2016). Trois récepteurs ABC ont été particulierement étudiés : ABCB1 (ou P-gp), ABCC1 (ou MRP1),
et ABCG2 (ou BCRP).

Le transporteur ABCB1 est capable d’utiliser comme substrat de trés nombreuses molécules de
chimiothérapie telles que la doxorubicine, le docetaxel, la vinblastine ou encore I'actinomycine-D (Hodges
et al.,, 2011). L'expression de ce transporteur a notamment été associée a une faible réponse aux
traitements et est un facteur de mauvais pronostic dans la leucémie myéloide aigué (Shaffer et al., 2012)
et dans le cancer du sein (Mittal et al., 2016). ABCB1 est également exprimé dans le CCR (Ding et al., 2010).

L'expression d’ABCB1 a été impliquée dans la résistance des tumorospheéres issues de tumeurs coliques
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primaires a l'irinotécan (Bitarte et al., 2011; Emmink et al., 2011). De plus, en utilisant la lignée de CCR
SW620 Ad300 qui est résistante a la doxorubicine et surexprime ABCB1, des études in vitro ont montré
qgue linhibition d’ABCB1 augmente leur sensibilité a I'irinotécan (Hu et al., 2014, 2016). Cependant, il
n’existe pas, a ce jour, de données cliniques démontrant directement I'implication d’ABCB1 dans la
résistance des CCR a l'irinotécan. Par ailleurs, I'étude in vitro de lignées cellulaires de CCR résistantes au
5-FU ont également montré que ces cellules résistantes surexprimaient ABCB1 par rapport a la lignée
initiale (Wang et al., 2015). Cependant, le réle du transporteur ABCB1 dans la résistance des CCR au 5-FU
reste a confirmer en clinique (De ludicibus et al., 2008).

Le transporteur ABCC1 est exprimé dans différents cancers tels que le CCR, le cancer du poumon,
le cancer de I'cesophage, ainsi que certaines leucémies. Sa forte expression est associée a une résistance
aux traitements et est un facteur de mauvais pronostic (Hopper-Borge, 2013; Meijer et al., 1999; Munoz
et al., 2007). Les études menées a partir de lignées cellulaires résistantes ont montré que la surexpression
du transporteur ABCC1 est associée a une résistance a I’oxaliplatine ainsi qu’au 5-FU (Cao et al., 2017;
Montazami et al., 2015).

Le transporteur ABCG2 est également associé a une chimiorésistance et a un mauvais pronostic dans
différents cancers tels que la leucémie myéloide aigué, le cancer du sein ou encore le cancer du poumon
(Mao and Unadkat, 2015). Dans le CCR, le transporteur ABCG2 a été particulierement associé a une
résistance accrue a l'irinotécan. En effet, de nombreuses études in vitro ont montré une corrélation
positive entre I'acquisition d’une résistance a I'irinotécan ou son composé actif, le SN-38, et I'expression
d’ABCG2 dans les lignées cellulaires de CCR (Candeil et al., 2004; Mazard et al., 2013; Zhu et al., 2012).
Une étude réalisée a partir de cellules cancéreuses issues de résections de patients atteints d’'un CCR et
traités au FOLFIRI, a montré une corrélation entre une surexpression du transporteur ABCG2 et la

résistance des cellules cancéreuses a 'irinotécan in vitro. De plus, les auteurs ont montré que les patients
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dont les cellules cancéreuses étaient les plus résistantes a I'irinotécan, avaient le plus faible taux de survie

sans aggravation (Tuy et al., 2016).

3.1.9.2. Mécanismes de dégradation ou d’inactivation des molécules de chimiothérapie

La résistance des cellules cancéreuses aux molécules de chimiothérapie peut étre la conséquence
d’une augmentation de la dégradation ou de I'inactivation des molécules actives chimiothérapeutiques.
La dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) est une enzyme provoquant la dégradation intracellulaire du
5-FU en dihydrofluorouracil (DHFU), empéchant ainsi sa conversion en molécules actives. Des études in
vitro ont montré que la surexpression de la DPD dans les cellules cancéreuses coliques provoquait une
augmentation de la résistance au 5-FU (Chai et al., 2015; Nita et al., 1998). De plus, il existe une corrélation
négative entre le niveau d’expression de la DPD dans les tumeurs coliques et la réponse des patients aux
traitements de chimiothérapie (Salonga et al., 2000; Terashima et al., 2003), appuyant I’hypothése que la
DPD est directement impliquée dans la résistance cellulaire au 5-FU.

Les Glutathione S-transferases (GST), sont une famille d’enzymes intervenant dans la détoxification
cellulaire en catalysant des réactions de conjugaison du glutathion a certains xénobiotiques (Sheehan et
al., 2001). Parmi les différentes enzymes appartenant aux GST (Alpha, Pi, Mu, Theta, Zeta), la Glutathione
S-transferase Pi (GST-m) a été associée a une augmentation de la résistance des cellules cancéreuses aux
platines. Ainsi, la GST-nt forme des adduits platine-glutathion qui provoquent l'inactivation des sels de
platine et favorisent leur excrétion en dehors de la cellule (Zaman et al., 1995). La corrélation entre la
surexpression de la GST-1t et une résistance accrue aux sels de platine a été mise en évidence in vitro dans
le cancer du sein et dans le mésenthéliome (Chen et al., 2014; Sawers et al., 2014). Cependant, il n’existe
pas, a ce jour, d’études démontrant directement I'implication de la GST-1t dans la résistance des cellules

cancéreuses coliques a I'oxaliplatine.
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Enfin, le composé actif issu du métabolisme de l'irinotécan, le SN-38, est aussi inactivé par voie
enzymatique, et plus spécifiquement par l'uridine diphosphate glucoronosyltransferase isoform 1A1
(UGT1A1). En effet, une étude in vitro a montré que I'expression d’'UGT1A1 dans les cellules épithéliales
tumorales était associée a une augmentation de I'inactivation de SN-38 (Gagnon, 2006), suggérant un réle

potentiel joué par UGT1A1 dans la résistance des CCR a l'irinotécan.

3.1.9.3. L’altération des cibles moléculaires

Comme indiqué précédemment, le 5-FU inhibe la réplication de I’ADN en partie via I'inhibition de la
thymidine synthase (TS). Ceci suggére que la résistance des cellules cancéreuses au 5-FU pourrait étre
directement liée au niveau d’expression de la TS. Ainsi, in vitro, des lignées cellulaires de CCR résistantes
au 5-FU surexpriment la TS (Copur et al., 1995), et I'inhibition de son expression augmente la sensibilité
des cellules au 5-FU (Ahn et al., 2015; Li et al., 2015; Sun et al., 2015), indiquant un role clé du niveau
d’expression de la TS dans la réponse cellulaire au 5-FU.

D’une fagon similaire, la topoisomérase |, cible du SN-38, est associée a la résistance des cellules
cancéreuses a l'irinotécan. De manieére intéressante, cette résistance a été associée a une diminution de
I’expression et/ou de I'activité de la topoisomérase | (Arakawa, 2006; Bandyopadhyay and Gjerset, 2011;
Boyer et al., 2004; Jansen et al., 1997). Ce phénoméne peut étre expliqué par le fait que cette diminution
limite la liaison du SN-38 au complexe topoisomérase I/ADN qui provoque des cassures de I’ADN.
Récemment, une étude menée in vitro a partir de lignées cellulaires de CCR a montré que la résistance au
SN-38 pouvait également étre liée a la présence de mutations génétiques provoquant une diminution de

sa capacité de liaison avec le SN-38 (Jensen et al., 2016).
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3.1.9.4. Lesvoies de réparation de 'ADN

Il existe 5 voies majeures de réparation de I’ADN qui sont activées en fonction du type de Iésions de
I’ADN. La voie BER, NER et MMR interviennent dans le cas de Iésions simple-brin, et les voies HR et NHEJ

prennent en charge les cassures double-brin.

3.1.9.4.1. LavoieBER

La voie de réparation par excision de bases (BER pour Base Excision Repair) est une voie de réparation
de I'ADN impliquée dans la réparation d’une lésion provoquée par un seul nucléotide. Le mécanisme
moléculaire mis en jeu repose sur différentes étapes. Tout d’abord, une glycosylase élimine la base altérée
ou modifiée. Ensuite, une endonucléase (APE1) clive le brin d’ADN au niveau du site abasique. L’ADN
polymérase B réinsére le nucléotide manquant en utilisant le brin complémentaire intact comme matrice.
Enfin, une ligation du brin d’ADN par le complexe XRCC1-ligase Ill permet une restauration de la continuité

du brin d’ADN (Kim and Wilson, 2012).

3.1.9.4.2. Lavoie NER

La réparation par excision de nucléotides (NER pour Nucleotide Excision Repair) est impliquée dans
la réparation d’une lésion de plusieurs dizaines de nucléotides. Cette voie est activée par la détection
d’une déformation de la double hélice d’ADN engendrée par ce type de Iésion. En fonction de la zone dans
laquelle se trouve la lésion, deux voies de détection sont possibles. D’une part, la voie TC-NER
(transcription-coupled NER) est responsable des régions transcrites du génome et fait intervenir I’ARN-
polymérase Il. D’autre part, la voie GG-NER (global genome NER) est responsable du reste du génome et

implique le complexe RPA, XPA et XPC. Le brin d’ADN est alors coupé de part et d’autre de la lésion par
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les endonucléases XPG et XPF-ERCC1 pour étre éliminé, puis la partie excisée est resynthétisée par les

ADN polymérases §/¢ et remise en continuité de I’ADN par les ligases | et XRCC1-ligase Ill (Scharer, 2013).

3.1.9.4.3. Lavoie MMR

La voie de réparation des mésappariements (MMR pour Mismatch Repair) intervient dans les lésions
de I'ADN causées par la présence de bases mal appariées issues de phénomeénes de substitutions,
d’insertions ou de délétions provoqués pendant la réplication de I’ADN. Les complexes de détection de
ces mésappariements post-réplication varient en fonction du nombre de bases impliquées. Le complexe
formé par les protéines MSH2—MSH6 reconnait les mésappariements d’une base, tandis que le complexe
MSH2—-MSH3 reconnait les mésappariements survenant sur plusieurs bases. Ces complexes permettent
ensuite le recrutement du complexe MLH1 et PMS2, initiant la réparation des Iésions par le recrutement
des molécules impliguées dans I’excision et la resynthése de ’ADN (EXO1, RPA, RFC, ADN polymérases et

ligase I) (Li and Martin, 2016).

3.1.9.4.4. Les voies HR et NHEJ

La recombinaison homologue (HR pour Homologous Recombination) et la recombinaison non
homologue (NHEJ pour Non Homologous End Joining) sont deux voies impliquées dans la réparation des
cassures double-brin.

La HR est un processus de réparation de I’ADN qui a lieu pendant les phases S et G2 du cycle cellulaire,
et est basée sur I'utilisation de la chromatide sceur pour remplacer la portion d’ADN lésée. Cette voie
implique le recrutement et la fixation du complexe MRN formé des protéines Mrell, Rad50 et Nbs1, aux

extrémités de la cassure. Le complexe MRN géneére la formation d’une extrémité 3’ sur le simple brin
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sortant de la cassure qui est immédiatement recouverte par la Replication protein A (RPA). Les étapes
suivantes correspondent a la recherche de la séquence homologue présente sur la chromatide sceur afin
de créer un héteroduplex, appelé D-loop, entre le brin complémentaire et I'extrémité 3’ du brin a réparer
faisant intervenir notamment la protéine Rad54. Cette structure permet ensuite la synthese de I’ADN
manquant par une ADN polymérase en utilisant le brin complémentaire comme substrat, et donc la ré-
acquisition de I'information perdue par le brin Iésé.

La NHEJ intervient dans la réparation des cassures double-brin en dehors des phases S et G2 du cycle
cellulaire. Ainsi, sans chromatide sceur comme support pour resynthétiser la partie manquante de I’ADN,
elle correspond a la ligation des deux extrémités de la cassure double-brin. Ainsi les extrémités de la lésion
sont prises en charge par I'hétérodimere KU70-KU8O, suivi par le recrutement de la kinase DNA-PKcs, ce
qui permet d’activer le complexe de ligation XRCC4/Ligase IV afin de restaurer la continuité de I’ADN.

Les cassures double-brin provoquent également |'activation de la serine-thréonine kinase ataxia
telangiectasia-mutated (ATM) qui appartient a la famille des PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase-related
kinase). Suite aux cassures double-brin, ATM est recruté au niveau du la Iésion par le complexe MRN,
s’autophosphoryle au niveau des sérines 367, 1893 et 1981 et se monomérise (Kozlov et al., 2011). ATM,
ainsi activé, phosphoryle de nombreuses cibles impliquées dans différentes voies participant aux
mécanismes de réparation des cassures double-brin. ATM phosphoryle notamment I’histone H2AX sur le
résidu serine 139 dont la forme phosphorylée yH2AX joue un réle clé dans le remodelage de la chromatine,
ainsi que dans la formation de foci permettant le recrutement de protéines impliquées dans la réparation
de I’ADN (Rothkamm et al., 2015; Turinetto and Giachino, 2015).

Outre sa fonction dans la réparation de I’ADN, il est a noter que ATM est également impliqué dans le
contréle du cycle cellulaire ou encore de I'apoptose (Smith et al., 2010; Stracker et al., 2013). Notamment,
ATM active la Checkpoint Kinase 2 (Chk2), qui phosphoryle CDC25A et CDC25C, provoquant un arrét du

cycle cellulaire en phase S ou G2. ATM peut également, directement ou via I'intermédiaire de Chk2,
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phosphoryler la protéine p53, qui entraine un arrét du cycle cellulaire en phase G1 et G2/M et I'activation
de voies pro-apoptotiques. ATM peut aussi activer BRCA1 qui joue un réle central dans la régulation des

points de contréle du cycle cellulaire (Wu et al., 2010).

3.1.9.4.5. Réparation de I’ADN et chimiothérapies des CCR

Le 5-FU, l'oxaliplatine et l'irinotécan engendrent des lésions au niveau de I’ADN. De par leur mode
d’action (cf. Chapitre 3.1.8.3.), I'oxaliplatine et I'irinotécan provoquent des cassures double-brin, et
activent les voies de réparation de ’ADN HR et NHEJ ainsi qu’ATM (Chiu et al., 2008, 2009; Haug et al.,
2008; Tomicic and Kaina, 2013). Le 5-FU provoque des dommages simple-brin et des cassures double-brin,
et active donc plus largement les voies BER, MMR et les voies liées aux cassures double-brin, ainsi qu’ATM
(De Angelis, 2011; Srinivas et al., 2015; Wyatt and Wilson, 2009). En réalité, il semblerait que chacune des
5 voies de réparation de I’ADN puisse intervenir dans la réponse cellulaire a ces 3 molécules, et que ces
voies puissent dans certains cas promouvoir la résistance ou la mort des cellules cancéreuses. Ainsi, bien
gu’il n’existe que peu de données montrant un lien direct entre I'activité d’une voie de réparation de
I’ADN et une résistance accrue a ces molécules de chimiothérapie dans le CCR, une étude a notamment
montré que la diminution de I'expression de MSH2 dans les cellules cancéreuses coliques induite par miR-
21, diminue la sensibilité au 5-FU en empéchant I'arrét du cycle cellulaire et le processus d’apoptose in
vitro ou in vivo dans un modele de xénogreffes (Valeri et al., 2010). Un résultat similaire avait également
décrit qu’une lignée de cellules cancéreuses coliques mutées pour MLH1, étaient plus résistantes au 5-FU
que les cellules proficientes pour cette molécule (Meyers et al., 2001). Ces données suggerent que la voie
MMR participe aux effets létaux du 5-FU en provoquant I'arrét du cycle cellulaire en phase G2 et en
promouvant I’entrée des cellules en apoptose. Cependant, une autre étude a montré que la surexpression

de Rad18, intervenant dans la voie HR, augmentait la résistance des cellules cancéreuses coliques au 5-
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FU in vitro et in vivo (Liu et al., 2015). Ces études suggérent ainsi que la voie HR est impliquée dans la
résistance au 5-FU des cellules du CCR. Il a également été montré que des lignées de cellules cancéreuses
coliques résistantes a I'oxaliplatine surexpriment les protéines ERCC1 and XPA, impliquées dans la voie
NER (Arnould et al., 2003; Boyer et al., 2004), indiquant un r6le de la voie NER dans la résistance a

I’oxaliplatine.

3.1.9.5. Altération des points de controle du cycle cellulaire

Les points de contréle ou de surveillance (checkpoint) du cycle cellulaire permettent notamment, de
controéler l'intégrité de I’ADN avant, pendant et aprés sa réplication, ainsi que pendant la mitose. En cas
d’anomalie, la progression du cycle cellulaire est interrompue afin de permettre la réparation de I’ADN ou
d’engager la mort cellulaire par voie apoptotique si les anomalies sont trop importantes. Plusieurs études
suggérent que la perturbation des points de surveillance peut provoquer une augmentation de la
résistance aux molécules de chimiothérapie dans les cellules cancéreuses, et ce principalement via des
mécanismes moléculaires mettant en jeu la voie p53 qui contrdole la progression du cycle cellulaire et
I'activation des voies apoptotiques (O’Connor et al., 1997). En effet, des mutations dans le géne codant
pour p53, qui sont présentes dans 40 a 50% des CCR, sont un événement majeur dans les processus de
carcinogenese (Li, 2015). De plus, une étude in vitro utilisant des lignées de cellules de CCR a montré que
la perte d’expression de p53 induisait une résistante au 5-FU et a 'oxaliplatine (Boyer et al., 2004). Par
ailleurs, une expérience réalisée sur différentes lignées cancéreuses coliques mutées ou non (WT) pour
p53 ont montré que I'oxaliplatine provoquait une diminution du nombre de cellules en phase S dans les
lignées p53 WT par rapport aux lignées mutées pour p53 (Toscano et al., 2007). L’ensemble de ces travaux
suggere que l'inhibition de p53 dans les cellules cancéreuses stimule leur chimiorésistance en empéchant

I'arrét du cycle cellulaire et I’activation des voies pro-apoptotiques.
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3.1.9.6. Résistance a I'apoptose

Un des mécanismes clés impliqués dans la chimiorésistance est la résistance a I'apoptose qui est
régulée par de nombreuses voies de signalisation dont notamment p53 cité dans le paragraphe précédent
ou encore la famille des protéines Bcl-2. Cette famille comprend les protéines anti-apoptotiques, telles
que Bcl-2, Bcl-XL ou encore Mcl-1, ainsi que les protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bad, Box et
Bak. Ainsi, plusieurs études indiquent que les protéines de la famille Bcl-2 sont impliquées dans la
résistance a I'apoptose des cellules des CCR. Notamment, in vitro, la résistance au 5-FU de différentes
lignées cellulaires cancéreuses coliques est associée a une surexpression des génes codants pour les
molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL, et une sous-expression des genes codants pour les molécules
pro-apoptotiques Bax et Bid (Konishi et al., 2006; Manoochehri et al., 2014; Violette et al., 2002). Une
étude a également mis en évidence une mutation dans le géne codant pour Bax dans une lignée de cellules
cancéreuses coliques résistantes a I'oxaliplatine (Gourdier et al., 2002).

Tous ces résultats montrent une tres grande diversité dans les mécanismes cellulaires liés a la
chimiorésistance. De plus, il existe différentes sous-populations de cellules cancéreuses au sein de la
tumeur possédant des capacités de chimiorésistance différentes. Parmi ces sous-populations, I'une
d’entre elles possédent un potentiel de chimiorésistance accrue mais également de fortes capacités

tumorigéniques et métastatiques : les cellules souches cancéreuses.
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3.2. Les cellules souches cancéreuses

3.2.1. Le modeéle des cellules souches cancéreuses

Deux modeles distincts ont été proposés pour expliquer I'initiation et la progression d’un cancer. Le
premier modele a avoir été établi est le modele stochastique ou de I’évolution clonale. Selon ce modéle,
toute cellule cancéreuse peut contribuer a la formation et au développement d’une tumeur par
accumulation de mutations génétiques lui conférant un avantage sélectif sur d’autres clones en matiere
de prolifération et/ou de survie (Caiado et al., 2016). Dans ce modele, les tumeurs évolueraient au cours
du temps suivant un principe de « sélection naturelle », permettant une adaptation constante de la
tumeur a la pression de son environnement.

A partir des années 2000, un nouveau modele a émergé pour expliquer l'initiation et la progression
du cancer. Ce modeéle propose I'existence d’une hiérarchie cellulaire au sein de la tumeur, avec au sommet
de cette hiérarchie une sous-population de cellules appelées cellules initiatrices de tumeur ou cellules
souches cancéreuses (CSC). Les CSC possédent les caractéristiques spécifiques des cellules souches adultes
a savoir la capacité d’auto-renouvellement et la capacité de générer tous les types de cellules composant la
tumeur. Ainsi, les CSC seraient la seule sous-population tumorale capable d’initier la formation d’une
tumeur.

Le concept des CSC apporte aussi un élément nouveau pour expliquer I’hétérogénéité intra-tumorale,
correspondant a la présence de différentes sous-populations de cellules cancéreuses avec des
morphologies, des mutations génétiques, un métabolisme, ainsi que des phénotypes distincts (Tellez-
Gabriel et al., 2016). Cette intra-hétérogénéité tumorale ne serait pas uniqguement due aux phénomenes
d’instabilité génétique, de modifications épigénétiques et d’interactions cellulaires avec le

microenvironnement tumoral (Caiado et al., 2016; Melo et al., 2013), mais serait également issue d’une
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diversité dans les états de différenciation des cellules cancéreuses provoquée par les capacités des CSC a

donner I'ensemble des types cellulaires différenciés qui composent la tumeur (Kozovska et al., 2014).

3.2.2. Découverte des CSC

La premiére expérience mettant en évidence |'existence de CSC a été réalisée en 1997 par Bonnet et
Dick dans la leucémie myéloide aigué. Cette étude a démontré qu’une sous-population de cellules
cancéreuses exprimant le marqueur CD34 et négatives pour le marqueur CD38 était capable de
reconstituer I’'hétérogénéité phénotypique du cancer dont elles étaient issues aprés avoir été injectées
dans la veine de la queue de souris immunodéficientes (Bonnet and Dick, 1997). L’existence de CSC dans
les tumeurs solides a été démontrée pour la premiére fois en 2003 dans le cancer du sein. Cette étude
montre en particulier que I'injection de 100 cellules CD44*/CD24 isolées de tumeurs primaires au niveau
des glandes mammaires de souris immunodéficientes provoquait la formation d’'une tumeur présentant
une hétérogénéité phénotypique comparable a la tumeur initiale. En revanche, 10000 cellules
CD44*/CD24* n’étaient pas capables d’initier la formation d’une tumeur, démontrant ainsi que seule une
sous-population de cellules cancéreuses, définies comme étant les CSC CD44*/CD24, était capable
d’initier la formation d’une tumeur (Al-Hajj et al., 2003). La méme année, une étude in vitro utilisant un
modele de culture de cellules issues de tumeurs cérébrales en condition non-adhérente a permis de
mettre en évidence que seule une partie des cellules cancéreuses mises en culture avait la capacité a
former des colonies flottantes, appelées sphéres. Ces cellules exprimaient le marqueur CD133 et
possédaient les deux caractéristiques fondamentales d’une cellule souche, a savoir la capacité de s’auto-
renouveler et de donner naissance a tous les types de cellules plus différenciées présents dans la tumeur
initiale (Singh et al., 2003). Une seconde étude du méme groupe a par la suite montré que cette sous-

population de cellules cancéreuses CD133* était capable de former une tumeur identique a la tumeur
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primaire lorsqu’elles étaient injectées dans la boite cranienne de souris immunodéficientes (Singh et al.,
2004).

La présence de CSC a été mise en évidence dans le CCR en 2007 (O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et
al., 2007). Deux études publiées dans le méme numéro de Nature ont mis en évidence la présence de CSC
exprimant le marqueur CD133 dans des tumeurs coliques primaires humaines. Plus spécifiquement,
I’étude de Ricci-Vitiani a montré que linjection de 3 000 cellules CD133* dans des souris
immunodéficientes provoquait la formation de tumeurs, alors que 100 000 cellules CD133" n’en étaient
pas capables. De plus, cette étude a montré que les cellules CD133* étaient capables de former des
sphéres dans un modeéle de culture non-adhérente in vitro, et qu’elles conservaient leur capacité a former
des tumeurs identiques a la tumeur d’origine in vivo méme apreés plusieurs passages. L'étude d’O’Brien a
déterminé par des expériences de xénogreffes en dilution limite que l'injection de 262 cellules CD133"*
était suffisante a la formation d’une tumeur, alors que 50 000 cellules CD133" en étaient incapables.

Les CSC ont désormais été mises en évidence dans de nombreux cancers tels que le cancer de la
prostate (Collins et al., 2005), de I'ovaire (Zhang et al., 2008), du pancréas (Li et al., 2009), ou encore du

poumon (Eramo et al., 2008).

3.2.3. Modeles d’études des CSC

Il existe deux techniques principales pour mettre en évidence et étudier les propriétés des CSC : les
techniques de xénogreffe in vivo et de culture en 3 dimensions (3D) in vitro.

Le modele de xénogreffe correspond a linjection de CSC dans des modeles de souris
immunodéficientes. Les souris utilisées sont généralement « sévérement » immunodéficientes pour

faciliter la prise de greffe et la pousse tumorale. Elles peuvent étre notamment de type NOD-SCID ou SCID
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Beige caractérisées par une absence de lymphocytes B, T et de cellules NK (Natural Killer). Les SCID Beige
possedent en plus une mutation affectant les macrophages.

L'utilisation du modele de xénogreffe permet notamment de déterminer le potentiel tumorigénique
d’une population cellulaire correspondant a sa capacité a initier la formation d’une tumeur a travers des
expériences de dilution limite. Ces expériences consistent a injecter un nombre de plus en plus faible de
CSC afin de déterminer le nombre minimum théorique nécessaire de cellules permettant la formation
d’une tumeur. C’est ainsi que, I'’étude d’O’Brien évoqué dans le paragraphe précédent, a déterminé que
les cellules CD133* avait un potentiel tumorigénique nettement plus élevé que les cellules CD133", étant
donné que 262 cellules CD133* étaient suffisantes a la formation d’une tumeur, alors que 50 000 cellules
CD133 en étaient incapables (O’Brien et al., 2007).

Le modele de xénogreffe est le modele de référence in vivo pour étudier les mécanismes de
carcinogenese associés aux CSC, tels que la réponse a la chimiothérapie ou la radiothérapie, la formation
de métastases, ou encore pour étudier les interactions entre les CSC et d’autres types cellulaires via des
techniques d’injections concomitantes (Kang, 2009). La croissance des tumeurs peut étre mesurée in situ
en injectant des CSC exprimant un géne marqueur entrainant une émission d’un signal fluorescent ou
bioluminescent, tel que le gene codant pour la luciférase, catalysant une réaction de bioluminescence en
oxydant la luciférine administrée aux souris. L’injection des CSC se fait le plus souvent en sous-cutanée au
niveau des flancs ou en orthotopique, c’est-a-dire au sein de I'organe dont les cellules cancéreuses sont
issues. Elle peut également se faire dans la circulation sanguine ou en intrapéritonéal pour I'étude des
propriétés métastatiques des CSC.

Bien que ce modele soit couramment utilisé pour I’étude des CSC, il posséde néanmoins certaines
limites. Dans le cas de I'injection en sous-cutanée, les CSC ne sont pas dans le lieu de développement «
naturel » de la tumeur, posant le probléme d’un microenvironnement différent de celui associé a la

tumeur initiale (Clevers, 2011). L'injection orthotopique de CSC permet un développement tumoral dans
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le tissu correspondant au tissu originel de la tumeur primaire (Kreso and Dick, 2014; Tseng et al., 2007).
Cependant, I'absence de systéme immunitaire reste un probléeme majeur dans ce modele car le systéme
immunitaire est une composante importante du microenvironnement tumoral. Ainsi, des modeles de
souris humanisées se développent pour permettre d’intégrer la composante immunitaire au
microenvironnement tumoral (Morton et al., 2016). Une autre limite a ce modele d’injection de CSC de
tumeurs humaines chez la souris est également la faible analogie de séquence de certaines molécules et
certains récepteurs (Kreso and Dick, 2014).

Les modeles d’études des CSC in vitro utilisent, comme pour I'étude des cellules souches normales
intestinales ou coliques, des systemes de culture en 3 dimensions. Ces modeles permettent la formation
de structures multicellulaires tridimensionnelles avec une exposition hétérogéne a I'oxygene et aux
nutriments ainsi que des interactions cellulaires plus proches des conditions présentes in situ qu’une
culture en 2 dimensions (Weiswald et al., 2015). La culture des CSC en 3 dimensions utilise principalement
deux méthodes : en culture flottante ou en matrice. La culture flottante consiste a cultiver les CSC dans
des flasques, des boites ou des plaques de culture n’autorisant pas I'adhésion des cellules. Ce modéle
permet la formation de structures tridimensionnelles appelées sphéres. Une des limites de ce modéle est
que les CSC et/ou les sphéres peuvent s’agréger entre elles, ce qui n’autorise ainsi pas le dénombrement
du nombre de sphéres formées a partir du nombre de CSC initialement ensemencées. D’autre part, ce
modele ne permet également pas de réaliser des expériences de co-culture pour étudier les
communications paracrines entre les CSC et d’autres types cellulaires, étant donné que les sphéres
peuvent adhérer au pdle baso-latéral des filtres Transwell communément utilisés dans ce type
d’expériences. Une des alternatives aux cultures flottantes est la culture des CSC ensemencées a faible
densité a I'intérieur d’'une matrice telle que le Matrigel, ce qui permet non seulement les études de co-
culture mais aussi le dénombrement des sphéres formées a partir du nombre de CSC initialement

ensemencées (Weiswald et al., 2015).
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3.2.4. Marqueurs des CSC

De nombreux marqueurs, dont la majorité correspond a des protéines membranaires, ont été décrits
pour permettre la visualisation directe, la quantification et/ou I'isolation des CSC coliques. Il convient de
noter que la plupart des marqueurs des CSC sont exprimés dans le tissu sain et notamment dans les CS
« normales », rendant ces marqueurs inadaptés pour différencier une CSC d’une CS normale (Huang et
al., 2009; King et al., 2012; Smith et al., 2017; Snippert et al., 2009; Zeilstra et al., 2008).

L'utilisation de marqueurs pour étudier les CSC est généralement basée sur un principe de gradient
d’expression. En effet, la majorité des marqueurs utilisés, si ce n’est tous, ne sont pas exclusivement
exprimés dans les CSC. A l‘inverse, ils sont exprimés par la totalité ou une partie des cellules de la tumeur,
mais selon des niveaux d’expression distincts. Le plus souvent, les CSC présentent les niveaux d’expression
les plus élevés. Néanmoins, il est a noter que les CSC correspondent parfois aux cellules exprimant des
niveaux intermédiaires (voire négatifs) d’'un marqueur. L'expression des marqueurs des CSC varie
également en fonction des lignées cellulaires et des patients limitant la possibilité de n’utiliser qu’un seul
marqueur. Ainsi on utilise aujourd’hui préférentiellement des combinaisons de différents marqueurs pour
isoler les CSC des CCR (Dalerba et al., 2007; Yeung et al., 2010; Zhou et al., 2016). Les marqueurs les plus

couramment utilisés dans le CCR sont les marqueurs CD133, CD44, CD24, CD166 ou encore ALDH1.

3.2.4.1. Le marqueur CD133

Le marqueur CD133, ou prominin-1, est une glycoprotéine transmembranaire de 120 kDa contenant
5 domaines transmembranaires (Catalano et al., 2012) et dont la fonction précise n’est pas définie. CD133
est un marqueur tres largement utilisé pour I'isolation et la caractérisation des CSC, et notamment les CSC
coliques. Comme énoncé dans les paragraphes précédents, plusieurs études ont en effet montré la

capacité des cellules CD133*a initier la formation de tumeurs in vivo et de sphéres in vitro identiques a la
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tumeur d’origine contrairement aux cellules CD133" (O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Todaro
et al., 2007). Cependant, une étude a montré que les niveaux d’expression du géne codant pour CD133
ne permettent pas d’identifier les CSC (Shmelkov et al., 2008). Il semblerait que I'accessibilité de I'épitope
reconnu par les anticorps utilisés pour isoler les CSC, et non le niveau d’expression de la glycoprotéine,
soit le véritable marqueur des CSC (Kemper et al., 2010). En effet, I'épitope de ces anticorps est masqué
lors de la différenciation des cellules par un changement conformationnel. L’accessibilité de I'épitope
serait donc corrélée a I'état souche de la cellule cancéreuse. Ainsi, le marqueur CD133 ne semble pas étre
approprié pour des études par immunohistochimie ou par analyse de I'expression génétique (Kemper et
al., 2010). Cela rend également difficile I'analyse de ce marqueur comme facteur pronostique potentiel

dans le CCR (Chen et al., 2013; Fathi et al., 2017; Mia-Jan et al., 2013).

3.2.4.2. Le marqueur CD44

Le marqueur CD44 est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans les processus d’adhésion
cellule-cellule et cellule-matrice. Il s’agit d’'un récepteur a I'acide hyaluronique qui peut également
interagir avec d’autres composants de la matrice extracellulaire tels que I'ostéopontine, le collagene, ou
encore la fibronectine (Ponta et al., 2003). Le géne codant pour CD44 est composé de 20 exons dont 10,
nommés de vl a v10, peuvent subir des épissages alternatifs (Orian-Rousseau and Sleeman, 2014). Les
différentes isoformes de CD44 sont impliquées dans les processus d’adhésion, de différenciation, de
motilité, de migration ou encore d’angiogenése dans de nombreux types cellulaires. Certaines isoformes
sont également des co-récepteurs pour de nombreux facteurs de croissance. C'est notamment le cas de
I'isoforme v6 qui agit comme co-récepteur de 'HGF ou du VEGF (Orian-Rousseau and Sleeman, 2014). De
nombreuses études ont montré que les CSC coliques expriment des niveaux trés élevés de CD44 (Chu et

al., 2009; Dalerba et al., 2007; Du et al., 2008; Fan et al., 2011). De plus, certains variants de CD44, tels
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que CD44v9 (Kimura et al., 2013) et CD44v6 (Todaro et al., 2014) semblent étre des marqueurs de mauvais

pronostic chez les patients (Fan et al., 2012a).

3.2.4.3. Le marqueur CD24

Le marqueur CD24 est une petite protéine de surface ancrée a la membrane par le biais d’un glycosyl-
phosphatidyl-inositol, et est impliquée dans I'adhésion cellule-cellule et cellule-matrice. CD24 est un
ligand alternatif aux P-selectin (Aigner et al., 1998), et est également impliqué dans les mécanismes
d’adhésion des cellules tumorales a la fibronectine, au collagene et a la laminine, stimulant la prolifération
et la motilité cellulaire (Baumann et al., 2005). L’expression du marqueur CD24 dans les CSC semble étre
dépendante du type de tumeur. En effet, la premiére étude mettant en évidence la présence de CSC dans
le cancer du sein s’est basée sur I'expression du marqueur CD44 et I'absence d’expression du marqueur
CD24 (Al-Hajj et al., 2003). L’association CD44"/* / CD24/ est depuis communément utilisée pour isoler
les CSC du cancer du sein (Blick et al., 2010; Marotta et al., 2011; Nami et al., 2016). En revanche, la forte
expression du marqueur CD24 est utilisée pour isoler les CSC a partir des cancers de I'ovaire ou du
pancréas (Gao et al., 2010; Li et al., 2007). Dans le CCR, de nombreuses études ont montré que la forte
expression du marqueur CD24 permet d’isoler les CSC (Ke et al., 2012; Yeung et al., 2010). Cependant,
I'utilisation du marqueur CD24 comme facteur de mauvais pronostic chez les patients atteints d’'un CCR

est débattu (Choi, 2009; Weichert, 2005).

3.2.4.4. Le marqueur CD166

Le marqueur CD166, aussi appelé Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM), est une

molécule d’adhésion cellulaire de type glycoprotéine appartenant a la superfamille des
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immunoglobulines. La forte expression du marqueur CD166 est utilisée pour I'isolation des CSC coliques
(Levin et al., 2010), notamment en combinaison du marqueur CD44 (Dalerba et al., 2007). De plus, la forte
expression de CD166 est associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints d’'un CCR (Weichert,

2004).

3.2.4.5. Les autres marqueurs des CSC

D’autres marqueurs membranaires ont été proposés pour identifier les CSC coliques. C’est le cas du
marqueur CD29 (Vermeulen et al., 2008), du marqueur CD66c (Gemei et al., 2013), ou encore du
marqueur Lgr5 (Kobayashi et al., 2012; Shimokawa et al., 2017). Cependant, il n’existe pas d’anticorps
valides pour Lgr5, ce qui limite son utilisation pour I'isolation des CSC.

Des protéines non-membranaires peuvent aussi étre utilisées pour isoler et étudier les CSC. C'est
notamment le cas d’ALDH1 qui est une enzyme cytosolique de détoxification impliquée dans I'oxydation
des aldéhydes. L’isolation des CSC a partir de ce marqueur se fait via I'utilisation de dansyl
aminoacetaldehyde qui diffuse dans les cellules et est converti par ALDH1 en dansyl aminoacetate
fluorescent. Le dansyl aminoacetate est alors retenu dans les cellules et permet I'isolation des CSC par tri
cellulaire (Shenoy et al., 2012). L'utilisation d’ALDH1 comme marqueur des CSC coliques a été proposée
pour la premiére fois dans une étude de 2009 montrant que l'injection de cellules cancéreuses coliques
ALDH1* dans des souris immunodéficientes provoque la formation de tumeurs contrairement aux cellules
ALDH1 (Huang et al., 2009).

Un autre modele d’isolation des CSC ne faisant pas intervenir de protéines membranaires a
également été décrit. Ce modele est basé sur les capacités d’une cellule a expulser le colorant Hoechst
dues notamment a une forte expression de certains transporteurs ABC dont ABCG2. En effet, des études

ont montré que la faible rétention du colorant Hoechst 3334 permettait d’isoler une sous-population de
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cellules cancéreuses, appelée Side Population (SP), possédant les caractéristiques de CSC (Feng et al.,

2015; Xiong et al., 2014).

3.2.5. Propriétés des CSC

Outre leurs capacités a s’auto-renouveler et a donner naissance a tous les types cellulaires qui
composent la tumeur, de nombreuses études ont montré que les CSC possédent également un fort

potentiel invasif et métastatique, ainsi qu’une résistance accrue a la chimiothérapie et radiothérapie.

3.2.5.1. Capacités d’invasion et de métastase

L'invasion tumorale correspond a la propagation des cellules tumorales au sein d’un tissu adjacent a
la tumeur par des mécanismes de dégradation de la matrice extracellulaire et de migration cellulaire. La
formation de métastases correspond a l'initiation et au développement d’une nouvelle tumeur a distance
du foyer primaire, et inclut les étapes d’invasion tumorale, du passage dans la circulation sanguine ou
lymphatique (intravasation), de la sortie de la circulation (extravasation) et du développement d’une
tumeur secondaire.

Dans le cas du CCR, des expériences menées in vitro montrent que les CSC isolées a partir du
marqueur CD133 ont des capacités accrues de migration (déterminées par la capacité des cellules a migrer
au travers d’un filtre) et d’invasion (déterminées par la capacité des cellules a migrer au travers d’un filtre
recouvert d’une couche de matrice protéique mimant la matrice extracellulaire) (Elsaba et al., 2010; leta
et al., 2008). Des travaux ont également montré que l'injection de sphéres enrichies en CSC CD133* en
intra-splénique aboutissait a la formation de métastases hépatiques chez des souris BALB/c Nude,

contrairement a des cellules cancéreuses adhérentes non enrichies en CSC (Han et al., 2013). Le potentiel
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invasif et métastatique élevé des CSC est associé a une suractivation du programme de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM), qui joue un rdle clé dans les processus de métastases. La TEM est un
processus au cours duquel les cellules épithéliales qui sont, en situation physiologique, polarisées et liées
entre elles et a la matrice extracellulaire par le biais de plusieurs complexes jonctionnels multiprotéiques,
sont reprogrammeées sur le plan transcriptionnel provoquant notamment une rupture des liaisons cellule-
cellule et cellule-matrice, une perte de polarité, un remodelage du cytosquelette, une résistance au
processus d’anoikis et I'acquisition d’'un phénotype mésenchymateux caractérisé par de fortes capacités
d’invasion et de migration (Cao et al., 2015). Ainsi, il a été montré que les CSC possedent des capacités
migratoires et invasives accrues, caractéristiques de la TEM (Ghuwalewala et al., 2016). De plus, il a été
montré que I'expression ectopique des facteurs de transcription clés de la TEM, Twist ou Snail, dans des
cellules épithéliales mammaires différenciées induit I'acquisition d’'un phénotype de CSC (déterminée par
I’expression des marqueurs des CSC et la capacité a former des sphéres) (Mani et al., 2008). Des résultats
similaires ont été obtenus dans le CCR in vitro et in vivo (Fan et al., 2012b; Kim et al., 2015). Ces données
montrent que |'activation du programme de TEM est directement impliquée dans I'acquisition d’un
phénotype de CSC par les cellules cancéreuses. Le concept selon lequel les CSC seraient responsables de
la formation de métastases est renforcé par certaines études montrant une corrélation positive entre
I’expression des marqueurs des CSC et un risque accru d’envahissement ganglionnaire et de métastases

(Lim and Oh, 2005; Pilati et al., 2012).

3.2.5.2. Chimiorésistance et radiorésistance

Les CSC sont également caractérisées par une résistance accrue a la chimiothérapie et a la
radiothérapie. En effet, une étude in vitro a montré que les CSC CD133" issues de tumeurs primaires

coliques étaient plus résistantes a I'apoptose induite par un traitement au 5-FU et a I'oxaliplatine que les
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cellules CD133" (Todaro et al., 2007). De plus, dans un modeéle murin de xénogreffe, le traitement des
souris avec de l'irinotécan provoquait un enrichissement des tumeurs en CSC CD44*/CD166* (Dylla et al.,
2008). Ce résultat a été confirmé par des études in vitro montrant qu’un traitement de longue durée au
5-FU ou a 'oxaliplatine provoquait un enrichissement de la population cellulaire en CSC CD133* et CD44*
dans des lignées de cellules cancéreuses coliques (Dallas et al., 2009; Touil et al., 2014). Ces résultats
suggerent que les CSC ont une résistance aux molécules de chimiothérapie plus élevée que les populations
cellulaires plus différenciées. Par ailleurs, chez les patients atteints de CCR, la surexpression du marqueur
CD133 dans les tumeurs est corrélée a une plus forte résistance a un traitement au 5-FU (Ong et al., 2010).
Enfin, des données suggérent également que les CSC CD133"/CD44" issues de plusieurs lignées
cancéreuses coliques sont plus résistantes a la radiation comparées a des cellules cancéreuses coliques
plus différenciées CD133'°/CD44' (Sahlberg et al., 2014). Certains mécanismes moléculaires ont été
décrits pour expliquer la résistance accrue a la chimiothérapie et a la radiothérapie des CSC. Ainsi, des
études ont montré que les CSC CD133* possédaient une résistance accrue au 5-FU et a 'oxaliplatine par
rapport aux cellules CD133 via une surexpression de la survivine ou de BCL-XL (Colak et al., 2014; Lee et
al., 2015b). De plus, il semble que la chimiorésistance des CSC puisse également étre médiée par la
surexpression des transporteurs ABC. En effet, une étude a montré que la résistance au 5-FU des CSC

CD133* était associée a une surexpression du transporteur ABCG2 (Lou et al., 2014).

Ces résultats montrent que les propriétés des CSC, a savoir la capacité d’auto-renouvellement et la
capacité de générer tous les types de cellules composant la tumeur, sont également associées a d’autres
fonctions que sont les capacités métastatiques et la résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie.
Cependant, les différents mécanismes par lesquelles les CSC possédent ou acquiérent des capacités
métastatiques et de résistance accrues ne sont pas spécifiques des CSC mais semblent plutét étre associés a

un certain état souche. Cette hypothése s’appuie en particulier sur les nombreuses données montrant un
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enrichissement en marqueurs des CSC dans les populations cellulaires résistantes aux traitements de
chimiothérapie, ainsi qu’au lien existant entre la TEM et I'acquisition de propriétés de CSC. Ces données
suggerent également qu’il pourrait y avoir une sélection de certaines CSC en fonction des mécanismes de

chimiorésistance et de métastase qui leur sont associés, telle que le concoit le modele stochastique.

3.2.6. Origine des CSC

Deux hypotheses pour expliquer I'origine des CSC ont été avancées. La premiere hypothése est que
les CSC proviennent de I'altération génétique ou épigénétique des CS coliques saines. En effet, les CSC et
les CS de I'épithélium colique sain ont de nombreuses similitudes sur le plan phénotypique. Outre leur
capacités « souches », les CSC et les CS coliques « normales » possedent également des signatures
génétiques treés similaires (Merlos-Suarez et al., 2011), et ainsi ont de nombreux marqueurs cellulaires
communs. Bien gu’il n’existe pas de démonstration directe permettant d’affirmer que les CSC proviennent
de la cancérisation des CS coliques, certaines études fournissent cependant plusieurs arguments
soutenant cette hypothése. Ces travaux sont notamment basés sur l'utilisation de modeles génétiques
permettant d’activer un proto-oncogéne ou de déléter un gene suppresseur de tumeur dans différentes
populations de cellules épithéliales intestinales et coliques. En 2009, une premiere étude a montré que la
délétion du géne suppresseur de tumeur APC dans les cellules souches intestinales et coliques Lgr5*
provoquait la formation d’adénomes chez la souris, alors que cette méme délétion dans les progéniteurs
ne provoquait pas d’altérations macroscopiques de I'épithélium (Barker et al., 2009). Une seconde étude
également basée sur I'induction d’une mutation APC dans les cellules Lgr5* a montré par lineage tracing
que les cellules Lgr5* représentaient entre 5 et 10% des cellules des adénomes formés et étaient capables
de s’auto-renouveler ainsi que de donner naissance aux différents types cellulaires qui composaient cette

tumeur (Schepers et al., 2012). Cette étude suggere que les cellules Lgr5* puissent étre les CSC de ces
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adénomes. D’autres études ont également montré que I'induction d’'une mutation dans le géne APC ou
d’'une mutation provoquant l'activation constitutive de la B-caténine dans les cellules exprimant les
marqueurs des CS coliques Lrigl* ou CD133* provoquait également la formation d’adénomes (Powell et
al., 2012; Zhu et al., 2009).

Une autre hypothése suggere que les CSC auraient pour origine certaines cellules « plus
différenciées » de I'épithélium. En 2013, une premiere étude a montré que des cellules épithéliales
intestinales différenciées post-mitotiques dans lesquelles la voie Wnt était constitutivement suractivée
pouvaient initier la formation de tumeurs suite a I'activation de la voie NFkB (Schwitalla et al., 2013). En
2014, une autre étude a montré que les cellules Tuft coliques délétées pour le gene APC étaient capables
d’initier la formation de tumeur colique chez la souris aprés un traitement au DSS (Westphalen et al.,
2014). Ces deux études montrent que des cellules différenciées de I'épithélium peuvent étre a 'origine
de la formation de tumeurs lorsqu’une mutation entrainant la suractivation de la voie Wnt est associée a
un deuxiéme stimulus pro-tumorigénique. Une autre étude a montré que |'expression aberrante de
GREM1, un antagoniste de la voie des BMP, dans I’épithélium intestinal provoquait la formation de cryptes
néoplasiques au niveau des villosités (Davis et al., 2014). L'ensemble de ces résultats suggerent que les
CSC peuvent provenir de cellules épithéliales différenciées via la réacquisition de propriétés « souches
cancéreuses ».

Ces deux hypotheses concernant I'origine des CSC ne sont pas mutuellement exclusives. En effet, il
semble que I'organisation hiérarchique présente au sein de la tumeur ainsi que dans les cryptes coliques
en situation physiologique ne soit pas une hiérarchie statique mais dynamique, renforcant ainsi le concept
d’ « état souche » par opposition au modéle de « cellule souche ». Selon ce concept, I'état « souche
cancéreux » d’'une cellule serait fonction de I'accumulation d’altérations génétiques associée a certains
signaux extrinseques provenant du microenvironnement et pourrait ainsi étre activé dans toute cellule

sans distinction.
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3.3. Microenvironnement tumoral

En 1889, Stephen Paget propose le concept de « seed and soil » (de la graine et du sol). En observant
les sites métastatiques de patientes atteintes du cancer du sein, Paget détermine que la distribution des
sites métastatiques n’est pas aléatoire et en conclut que les cellules cancéreuses (les graines) ne se
multiplient que dans un site (le sol) qui leur est favorable. Cette théorie suggére un réle déterminant du
microenvironnement dans l'initiation et le développement tumoral. L'étude du microenvironnement
tumoral a depuis permis d’identifier et de mieux comprendre le phénotype et/ou I'organisation des
différents éléments moléculaires et cellulaires qui le composent, ainsi que de mettre en évidence son réle

clé dans le controle des processus de carcinogénése (Hui and Chen, 2015; Quail and Joyce, 2013).

3.3.1. Composition du microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est défini comme I'ensemble des éléments cellulaires et
moléculaires situés a proximité immédiate des cellules tumorales. Ces composantes cellulaires et
moléculaires peuvent étre résidentes ou avoir été recrutées par la tumeur. Dans le cas du CCR, les
éléments de la composante cellulaire correspondent en particulier aux cellules endothéliales, aux
fibroblastes, aux adipocytes, aux cellules immunitaires, aux cellules neurales ou encore au microbiote. Les
éléments moléculaires regroupent les facteurs solubles, c’est-a-dire des facteurs de croissance, des
médiateurs chimiques de I'immunité et de l'inflammation ou encore des nutriments ainsi que des
macromolécules et des protéines structurales qui composent la matrice extracellulaire (Crotti et al., 2017;
Murgai et al., 2015). Dans cette partie, nous allons présenter quelques acteurs clés du

microenvironnement tumoral dont deux acteurs cellulaires, les cancer-associated fibroblasts et les tumor-
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associated macrophages, ainsi que certains acteurs moléculaires dont les cytokines pro-inflammatoires et

les prostaglandines.

3.3.1.1. Cancer-associated fibroblasts (CAF)

Les Cancer-associated fibroblasts (CAF) du microenvironnement tumoral peuvent avoir différentes
origines. La plus commune est que les CAF dérivent des fibroblastes présents dans le microenvironnement
du tissu sain au niveau duquel se forme la tumeur. Mais il semble également que les CAF puissent provenir
de cellules souches mésenchymateuses, d’adipocytes, de cellules endothéliales ou de cellules épithéliales
(Shiga et al., 2015). Les CAF ont un phénotype trés proche des fibroblastes « activés » en réponse a
I'inflammation et sont caractérisés par I'expression d’a-smooth muscle actin (a-SMA) et de la fibroblast
activation protein (FAP) (Shiga et al., 2015). L’activation des CAF dans le microenvironnement tumoral est
induite par la libération au niveau de la tumeur de plusieurs molécules telles que le TGF-B, le FGF, le PDGF
ou encore I'lL-6, et se traduit par I"acquisition de propriétés pro-tumorigéniques (Mukaida and Sasaki,
2016). Ainsi, une fois « activés » en réponse aux signaux issus de la tumeur, les CAF jouent un role
important dans le contréle de nombreux processus carcinogéniques. En effet, les CAF stimulent la
prolifération des cellules cancéreuses coliques via la sécrétion d’'HGF ou de FGF in vitro (Bai et al., 2015;
Li and Zhu, 2015). De plus, une étude a montré que la co-injection de CAF isolées de tumeurs coliques
primaires avec des colonies de cellules cancéreuses coliques stimulait le développement de tumeurs dans
des souris immunodéficientes (Berdiel-Acer et al., 2014). Les CAF produisent un grand nombre d’autres
facteurs de croissance tels que I'EGF, I'IGF, le TGF-B, ou encore I'épiréguline, potentiellement impliqués
dans les processus de prolifération cellulaire et de croissance tumorale (Mukaida and Sasaki, 2016). Les
CAF régulent également les processus d’invasion et de métastases. En effet, plusieurs études ont montré

que les CAF stimulaient les capacités de migration et d’invasion de différentes lignées de cellules de CCR
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in vitro, et ce notamment via la sécrétion de métalloprotéases (MMP) dégradant la matrice extracellulaire
(Berdiel-Acer et al., 2014; Boire et al., 2005; Dimanche-Boitrel et al., 1994; Hawinkels et al., 2014).
L’ensemble de ces données montrent que les CAF ont un impact direct sur le développement et la
dissémination du cancer, en favorisant notamment la prolifération des cellules cancéreuses et I'invasion
tumorale. Par ailleurs, les CAF du microenvironnement tumoral régulent également les processus
immunitaires dans le cancer. En effet, les CAF ont des propriétés immunosuppressives via la sécrétion de
TGF-B1 ou de VEGF qui inhibent les fonctions des lymphocytes T, des cellules Natural Killer ou encore des
cellules dendritiques (Mukaida and Sasaki, 2016). Les CAF sécretent également certaines cytokines telles
gue CCL2 qui intervient dans le recrutement de monocytes et favorise le recrutement et I’activation de

macrophages associés a la tumeur ou TAM.

3.3.1.2. Tumor-associated macrophages (TAM)

Les Tumor-associated macrophages (TAM) sont dérivés des monocytes sanguins. Le recrutement et
la différenciation des TAM sont deux mécanismes régulés par un grand nombre de chimiokines, facteurs
de croissance et facteurs angiogéniques sécrétés par la tumeur. Parmi ces molécules se trouvent le VEGF,
le TGF-B, le bFGF, le macrophage colony stimulating factor (M-CSF), ou les chimiokines CXCL8, CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCL5) (Galdiero et al., 2013). En fonction des cytokines présentes dans |’environnement,
les macrophages se polarisent en macrophage de type M1 ou en macrophage de type M2 qui, de facon
schématique, sont associés a des fonctions opposées. Les macrophages M1, activés en réponse a
I'interféron y (IFN y) ou a des composants bactériens, tels que les lipopolysaccharides (LPS), produisent
un taux élevé de molécules pro-inflammatoires parmi lesquelles I'lL-1, I'IL-6, I'IL-12, I'IL-23 ou encore le
TNF, ainsi que des espéces réactives de |'oxygéne et de I'azote (Sica et al., 2015). La polarisation des

macrophages en type M2 se fait principalement sous I'effet de I'lL-4, I'lL-13, ou encore le M-CSF. Les
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macrophages M2 produisent préférentiellement de I'lL-10 et ont un réle anti-inflammatoire (Sica et al.,
2015). Le microenvironnement tumoral favorise une polarisation des macrophages recrutés vers un
phénotype M2 (Solinas et al., 2009). Les TAM présents au sein du microenvironnement tumoral stimulent
les processus d’invasion, de métastase ou encore d’angiogenése. En effet, le milieu conditionné de
macrophages M2 augmente la migration des cellules cancéreuses coliques in vitro (Zhang et al., 2013).
Les TAM produisent et libérent également des protéases (Gocheva et al., 2010) et des metalloprotéases
telles que MMP-2 et MMP-9 (Kessenbrock et al., 2010), intervenant dans le remodelage de la matrice
extracellulaire favorisant I'invasion tumorale et ainsi la dissémination des cellules cancéreuses. Les TAM
sécrétent également certains facteurs de croissance tels que le TGF-B, le VEGF ou encore le PDGF,

impliqués dans I'angiogenése (Galdiero et al., 2013; Murdoch, 2004).

3.3.1.3. Cytokines pro-inflammatoires

L'inflammation joue un rdle déterminant dans la carcinogenese colique. Elle peut en effet dans
certains cas précéder et réguler la formation d’une tumeur. De plus, elle accompagne et contréle
systématiquement la croissance de la tumeur ainsi que les processus d’invasion tumorale. Tout d’abord,
il a été clairement démontré que les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) sont un
facteur de risque important du CCR. Les MICI regroupent la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie
de Crohn. La probabilité de développer un CCR chez les patients atteints d’une RCH est d’environ 2% aprés
10 ans de maladie, et de 18% aprés 30 ans de maladie. Pour la maladie de Crohn, ce risque est de 3% apres
10 ans et de 8% aprés 30 ans (Rubin et al., 2012). Ce risque varie en fonction de I'ampleur des zones
touchées par I'inflammation et de la sévérité des poussées inflammatoires.

L'inflammation chronique est médiée par un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires,

produites par les cellules immunitaires mais également par les fibroblastes, les cellules musculaires lisses,
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ou encore les cellules épithéliales (Francescone et al., 2015). Parmi les nombreuses molécules pro-
inflammatoires intervenant dans la carcinogéneése colique associée a I'inflammation, I'lL-6 et le TNFa ont
été identifiés comme étant deux acteurs majeurs. Leur implication a notamment été démontrée via
I'utilisation du modeéle murin de carcinogenése colique associé a I'inflammation AOM-DSS. Ce modele
associe un traitement a I'azoxyméthane (AOM), qui est un carcinogéne, avec un traitement au Dextran
Sodium Sulfate (DSS) qui provoque une inflammation colique. Ainsi la délétion constitutive du récepteur
au TNFa de type | ou de I'lL-6 diminue la formation de tumeurs coliques dans les souris AOM-DSS
(Grivennikov et al., 2009; Popivanova et al., 2008).

Parmi les nombreuses voies de signalisation activées par les cytokines pro-inflammatoires et
impliquées dans la carcinogenése colique, la voie NFkB a été particulierement bien étudiée. L’activation
de la voie NFkB est notamment induite par le TNFa et I'IL-1, et contrdle I'expression de génes impliqués
dans I'apoptose, le cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation cellulaire (Viennois et al., 2013).
Dans le modele AOM-DSS, l'inhibition de la voie NFkB dans les cellules épithéliales coliques limite le
développement de tumeurs via une augmentation de I'apoptose (Greten et al., 2004). Cette méme étude
montre que l'inhibition de la voie NFkB dans les cellules myéloides provoque également une diminution
de la taille des tumeurs via une diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires. Les
mécanismes par lesquels l'inflammation chronique peut participer a [linitiation d'un cancer
peuvent également impliquer la production d’especes réactives de I'oxygene. En effet, les cellules
immunitaires produisent des espéces réactives de I'oxygene qui provoquent des dommages de I’ADN et
des altérations épigénétiques dans les cellules cancéreuses mais également au sein des cellules
épithéliales saines et des cellules du microenvironnement entrainant des altérations du contréle du cycle
cellulaire ou de la survie cellulaire (Hussain et al., 2003; Kidane et al., 2014; Reuter et al., 2010).

Bien que la majorité des CCR ne soient pas associés aux MICI, toutes les tumeurs sont caractérisées

par la présence d’'un microenvironnement inflammatoire (Pesic and Greten, 2016). En effet, de
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nombreuses cytokines pro-inflammatoires sont associées au CCR telles que le TNFa, I'IL-8, I'lL-6 ou encore
le VEGF (Klampfer, 2011) et régulent I'ensemble des processus de la carcinogenése colique depuis
I'initiation jusqu’a la formation de métastases ainsi que les mécanismes associés a I’'angiogenése (Pesic
and Greten, 2016). Outre les cytokines pro-inflammatoires, d’autres médiateurs de I'inflammation jouent

un réle tres important dans le CCR. C’est notamment le cas des prostaglandines.

3.3.1.4. Les prostaglandines et la PGE2

Les prostaglandines sont des lipides appartenant a la famille des eicosanoides qui sont des dérivés
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) a vingt atomes de carbone, divisés en deux catégories : les leucotriénes
synthétisés par la voie des lipoxygénases (LOX) et les prostanoides synthétisés par la voie des
cyclooxygénases (COX). Les prostanoides comprennent les prostaglandines (PG), les thromboxanes (TX)
et les prostacyclines (PGl). Il existe deux classes d’AGPI : les AGPI n-3 ou oméga-3, qui sont les précurseurs
des eicosanoides de la série 3 tels que la PGF3 ou la PGE3, et les AGPI n-6 ou oméga-6, qui sont les
précurseurs des eicosanoides de la série 1 comme la PGE1 pour l'acide eicosatriénoique et des
eicosanoides de la série 2 tels que la PGE2 pour l'acide eicosatétraénoique, aussi appelé acide
arachidonique (AA).

La suite de ce sous-chapitre s’intéressera aux prostaglandines de la série 2, et plus particulierement

ala PGE2.

3.3.1.4.1. De l'acide arachidonique aux prostaglandines

Comme évoqué ci-dessus, les prostaglandines de la série 2 sont produites a partir de I'acide

arachidonique (AA). Dans un premier temps, I’AA présent a la membrane cellulaire sous forme estérifiée
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est libéré par la phospholipase A2 (PLA2). L’AA est ensuite transformé en prostaglandine G2 (PGG2) par
I"activité cyclooxygénase, puis en prostaglandine H2 (PGH2) par I'activité péroxydase des enzymes COX-1
et COX-2. La PGH2 est une molécule instable convertie par des prostaglandine synthases en différentes
molécules actives que sont les prostaglandines D2 (PGD2), E2 (PGE2), F2 alpha (PGF2a) et 12 (PGI2). Les
prostaglandines agissent en se fixant a des récepteurs couplés aux protéines G. La PGD2 se fixe aux
récepteurs DP1 et DP2, la PGF2a se fixe au récepteur FP, la PGI2 se fixe au récepteur IP, et la PGE2 se fixe

aux récepteurs EP1, EP2, EP3 et EP4 (Figure 18).
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Figure 18 : Voie de syntheése des prostaglandines : L’acide arachidonique est métabolisé en PGG2
puis en PGH2 par les enzymes COX-1 et COX-2. La PGH2 est ensuite convertie en PGF2a, PGE2, PGD2,
et PGI2 par les prostaglandine synthases. D’aprés Sampey et al., 2005.
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3.3.1.4.2. Llavoie PGE2

La conversion de la PGH2 en PGE2 peut se faire via trois prostaglandine synthases : la prostaglandine
E synthase cytosolique (cPGES) et les prostaglandine E synthases microsomales 1 et 2 (mPGES-1 et mPGES-
2). La cPGES est une enzyme localisée dans le cytosol et son expression est constitutive et ubiquitaire
(Tanioka et al., 2000). L’activité de la cPGES est dépendante du glutathion qui est ainsi utilisé comme co-
facteur pour permettre la conversion de la PGH2 en PGE2. Son activité est majoritairement associée a
celle de COX-1 dont I'expression est également constitutive et ubiquitaire. La mPGES-2 est présente au
niveau de la membrane golgienne et dans le cytosol. Il s’agit également d’'une enzyme constitutive et
ubiquitaire, et son activité est couplée aux enzymes COX-1 et COX-2. En revanche, la mPGES-1 est une
enzyme dont I'expression est inductible et est localisée au niveau de la membrane périnucléaire (Hara et
al., 2010). Son activité est dépendante du glutathion et est couplée a COX-2 dont I'activité est également
inductible (Jakobsson et al., 1999). La mPGES-1 est notamment activée en réponse a de nombreuses
molécules pro-inflammatoires telles que I'lIL-1, le TNF ou les LPS (Hara et al., 2010). Aussi la mPGES-1 est
surexprimée lors de stress inflammatoire notamment au niveau de I'intestin et du célon, et participe a la
réponse inflammatoire, ainsi qu’a la protection et a la réparation de I'épithélium (Hara et al., 2010).

La PGE2 se fixe a 4 récepteurs appelés EP1, EP2, EP3 et EP4. Les récepteurs EP sont couplés a
différentes protéines G (Figure 19). Les récepteurs EP2 et EP4 sont couplés a une protéine G; et le
récepteur EP1 est couplé a une protéine G, (Yang et al., 2013)., Le récepteur EP3 peut subir des épissages
alternatifs, modifiant en particulier son extrémité C-terminale (Oldfield et al., 2001). De ce fait, le
récepteur EP3 peut étre couplé a une protéine G;, Gs, ou encore Giy/13. Cependant, le récepteur EP3 est
préférentiellement associé a G (Woodward et al., 2011). Les protéines G, Gs, Gi activent différentes voies

de signalisation. La voie de signalisation liée a la protéine Gy est médiée par I'activation de la
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phospholipase C (PLC), provoquant une augmentation du calcium intracellulaire et I’activation de la
protéine kinase C (PKC). La protéine G; active I'adenylate cyclase (AC) ce qui entraine I'augmentation de
la concentration intracellulaire d’AMPc provoquant I'activation de la protéine kinase A (PKA). Elle peut
également activer la voie de signalisation PI3K. La protéine G;a un effet antagoniste a la protéine Gs en

inhibant I'adenylate cyclase.
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Figure 19 : Voies de signalisation des récepteurs EP : La PGE2 peut se lier a 4 récepteurs que sont les

récepteurs EP1, EP2, EP3 et EP4. B,C) Les récepteurs EP2 et EP4 sont couplés a une protéine G;,
activant I'adenylate cyclase (AC) qui provoque une augmentation de la concentration intracellulaire
d’AMPc et I'activation de la protéine kinase A (PKA). Elle peut également activer la voie de
signalisation PI3K. A) Le récepteur EP1 est couplé a une protéine G, activant la phospholipase C (PLC),
qui provoque une augmentation du calcium intracellulaire et I'activation de la protéine kinase C (PKC).
D) Le récepteur EP3 est couplé a une protéine G, inhibant I'adenylate cyclase. D’aprés Callaghan et
al., 2015.
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Les récepteurs EP présentent des niveaux d’affinité différents pour la PGE2. Les récepteurs EP3 et
EP4 sont des récepteurs de haute affinité, tandis que I'activation des récepteurs EP1 et EP2 nécessite des
concentrations plus élevées de PGE2. L’expression différentielle des 4 types de récepteurs EP ainsi que les
différences d’affinité de ces récepteurs pour la PGE2 participent aux effets variés et parfois antagonistes
que peut avoir la PGE2 au sein d’'un méme tissu en conditions physiologiques mais aussi lors de

pathologies (O’Callaghan and Houston, 2015).

3.3.1.4.3. Régulation des fonctions digestives par la PGE2

La PGE2 est un régulateur clé de I'ensemble des fonctions digestives, dont notamment la motilité
intestinale. En effet, des études menées chez la souris ont montré que la PGE2 induisait la relaxation des
muscles circulaires lisses du colon ex vivo. Cet effet était bloqué par I'utilisation d’'une combinaison
d’antagonistes des récepteurs EP2 et EP4 (Martinez-Cutillas et al., 2014). De plus, 'administration chez le
rat d’indométacine, un inhibiteur des enzymes COX-1 et COX-2, provoque une hypermotilité intestinale,
bloquée par I'administration de PGE2 exogéne (Takeuchi et al., 2002). La PGE2 intervient également dans
la protection de I'épithélium intestinal contre I'acidité du contenu luminal, en induisant la sécrétion de
HCOs™ et de mucus (Akiba and Kaunitz, 2014). La production de mucus induite par la PGE2 participe
également a la protection de I'épithélium intestinal contre infections bactériennes (Kunikata et al., 2002;
Takeuchi, 2014). D’autre part, plusieurs études démontrent que la PGE2 est impliquée dans les processus
de régénération des cryptes intestinales. En effet, dans un modéle murin, I'administration de PGE2 stimule
la prolifération cellulaire au niveau des cryptes aprés traitement au DSS (Tessner et al., 1998). De plus,
I"administration d’indométacine ou la délétion du récepteur EP2 provoque une augmentation de la mort
cellulaire au niveau des cryptes aprés irradiation, effet bloqué par I’'administration de PGE2 exogéne (Cohn

et al., 1997; Houchen et al., 2003; Tessner et al., 2004). Plus récemment, une étude a montré que la PGE2
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stimulait la formation d’organoides par les CS Lgr5* via I'activation de la voie Wnt (Fan et al., 2014). Des
études menées in vitro sur des monocouches de cellules épithéliales coliques ont également montré que
la PGE2 augmente la perméabilité paracellulaire via les récepteurs EP1 et EP4 (Lejeune et al., 2011;
Rodriguez-Lagunas et al., 2010).

Outre son implication dans la régulation des fonctions de I’épithélium intestinal et colique en
condition physiologique, la PGE2 a un réle central dans les mécanismes physiopathologiques de

nombreuses maladies gastrointestinales dont le CCR.

3.3.1.4.4. Prostaglandines, PGE2 et CCR

De nombreuses études ont démontré que la prise réguliére d’anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) sur une longue période de temps (plusieurs années ou dizaines d’années) diminuait le risque de
développer un CCR (Drew et al., 2016; Nan et al.,, 2015; Rothwell et al., 2010). Les AINS sont des
inhibiteurs, sélectifs ou non, des enzymes COX-1 et COX-2. COX-1 et COX-2 ont des profils d’expression
différents. COX-1 est exprimé dans la plupart des tissus et, comme évoqué précédemment, est considéré
comme une enzyme constitutive, responsable de la production des prostaglandines en condition
physiologique. En revanche, I'expression de COX-2 est induite par différents stimuli tels que des facteurs
de croissance ou des molécules pro-inflammatoires notamment en condition pathologique. Dans le cas
du CCR, de nombreuses études ont montré que I'expression de COX-2 était augmentée par rapport au
tissu sain, tandis que I'expression de COX-1 restait stable (Sankasard et al., 2004; Sano et al., 1995).

De nombreuses études in vivo ont montré que COX-2 était directement associé au développement
tumoral. En effet, la délétion de COX-2 dans des souris Apc?”*® (modéle génétique de PAF) diminuait le
nombre et la taille des tumeurs formées (Oshima et al., 1996). Au contraire, la surexpression de COX-2

dans le cOlon de souris ne provoquait pas d’apparition spontanée de tumeurs mais augmentait la taille
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des tumeurs induites par un traitement a 'AOM (Al-Salihi et al., 2009). Par ailleurs, I'’étude du niveau
d’expression des différentes prostaglandines au sein des tumeurs coliques a montré que seule
I’expression de la PGE2 est augmentée dans les CCR par rapport au tissu sain (Rigas et al., 1993). L’étude
de I'expression des différents récepteurs aux prostaglandines montre également une diminution de
I’expression des récepteurs DP1, DP2, FP et IP au sein des tumeurs coliques (Gustafsson et al., 2007). En
revanche, les récepteurs a la PGE2 EP1, EP2 et EP4 sont largement exprimés dans des CCR (O’Callaghan
and Houston, 2015). L'ensemble de ces études suggerent que les effets de COX-2 dans les tumeurs
coliques sont principalement médiés par la PGE2.

L'impact pro-tumorigénique de la PGE2 a été bien décrit. Notamment, une étude a montré que
I’apport de PGE2 exogéne augmentait la formation d’adénomes dans des souris Apc™” (modéle génétique
de PAF) (Wang et al., 2004). La méme approche a également permis de montrer que la PGE2 stimulait la
formation de tumeurs chez des souris traitées a I'’AOM (Kawamori et al., 2003). Plusieurs études
s’intéressant aux effets de la PGE2 sur les cellules cancéreuses coliques ont montré que la PGE2 stimulait
les processus de prolifération, d’invasion, de survie et de chimiorésistance des cellules cancéreuses (Choi
et al., 2011; Ruan and So, 2014; Sheng et al., 1998; Wang and DuBois, 2010; Wang et al., 2004; Zhu et al.,
2013). De maniére intéressante, a I'inverse de la PGE2, quelques travaux portant sur la PGI2 et la PGD2
ont mis en évidence des effets anti-tumorigéniques de ces deux prostaglandines (lwanaga et al., 2014;
Pradono et al., 2002; Yoshida et al., 1999, 1998). Ceci suggére que I'activation de la voie générale des COX
peut 1) aboutir a la synthése de PG pro- ou anti-tumorigéniques et 2) ainsi favoriser une réponse pro- ou
anti-tumorigénique en fonction du ratio des concentrations des différentes PG ainsi que de I'expression
et I'affinité différentielle des récepteurs au niveau des cellules cancéreuses cibles.

Comme décrit dans le Chapitre 3.3.1.4.2., trois prostaglandines synthases sont impliquées dans la
production de la PGE2 a partir de la PGH2 : la cPGES et les mPGES-1 et mPGES-2. De maniere générale, la

cPGES et la mPGES-2 sont constitutives, tandis que I'expression de la mPGES-1 est inductible (Hara et al.,
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2010). La mPGES-1 est surexprimée dans le CCR (Sasaki et al., 2012). De plus, et de maniere similaire a
COX-2, la délétion de la mPGES-1 provoque une diminution du nombre et de la taille des tumeurs formées
dans des modeles de carcinogenése colique génétique ou chimiquement induit (Nakanishi et al., 2008,
2011). Par ailleurs, plusieurs études portant sur les récepteurs a la PGE2 ont mis en évidence que les effets
pro-tumorigéniques de la PGE2 étaient médiés par des récepteurs EP spécifiques. En effet, I'ablation ou
I'inhibition des récepteurs EP1, EP2 et EP4 dans des modeéles de carcinogenése colique génétique ou
chimiquement induit provoque une diminution de la formation de tumeurs (Kawamori, 2004; Mutoh et
al., 2002; Sonoshita et al., 2001; Watanabe et al., 1999). A l'inverse, le récepteur EP3 est sous-exprimé
dans les tumeurs coliques, et la perte d’expression de I'EP3 stimule la formation de tumeurs coliques dans
le modele carcinogenése colique AOM (Shoji, 2004).

Les voies de signalisation impliquées dans les effets pro-tumorigéniques de la PGE2 sont trés variées.
Ainsi des études ont montré que la PGE2 stimulait le développement des adénomes dans un modéle de
souris Apc™" en activant la voie Ras/ERK (Wang et al., 2005) et PI3K/AKT (Wang et al., 2004). La PGE2
stimule également la prolifération des cellules cancéreuses coliques in vitro via la transactivation de I'EGFR
(Pai et al., 2002) ou I’activation de la voie Wnt/B-caténine (Castellone et al., 2005). Une étude a également

Min* har la PGE2 était associée

montré que I'augmentation de la formation de tumeurs dans des souris Apc
a une augmentation de la méthylation de I’ADN (Xia et al., 2012).
L'ensemble de ces données démontrent le role majeur des prostaglandines dans la carcinogenese

colique, et en particulier de I'implication des enzymes COX-2 et mPGES-1, de la PGE2 et des récepteurs

EP1, EP2 et EP4.
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3.3.2. Microenvironnement et cellules souches cancéreuses

Depuis la mise en évidence des CSC dans le CCR, de nombreuses études se sont intéressées au
contréle des fonctions « souches cancéreuses » par les composantes moléculaires et cellulaires du
microenvironnement tumoral. La composante dont 'impact a été le mieux décrit est sans doute les CAF.
Ainsi, en 2010, le groupe de Medema a montré que les CAF stimulaient les « propriétés souches » des
cellules cancéreuses coliques via des voies HGF/Wnt-dépendantes. Plus précisément, le HGF issu des CAF
activait un phénotype souche, a savoir la capacité a initier la formation de tumeurs, dans des cellules
cancéreuses « plus différenciées » via I'activation de la voie Wnt/B-caténine (Vermeulen et al., 2010). Ce
groupe a montré dans une étude ultérieure que les CAF augmentaient également la résistance a
I'oxaliplatine des CSC isolées de tumeurs coliques humaines (Colak and Medema, 2016). De maniéere
intéressante, des travaux ont également montré que les CAF traités avec une combinaison de 5-FU,
d’oxaliplatine et de leucovorin, stimulaient la prolifération et les capacités d’invasion des CSC via la
sécrétion I'lL-17 par rapport aux CAF contrdles (Lotti et al., 2013).

D’autres composantes cellulaires du microenvironnement tumoral ont également été associées a la
régulation des fonctions des CSC. Ainsi, la sécrétion de la forme soluble du ligand Notch Jagged-1 par les
cellules endothéliales ou encore la libération d’IL-6 par les cellules souches dérivées du tissu adipeux
stimulent la formation de tumeurs et de métastases dans des souris immunodéficientes en augmentant
la proportion de CSC dans des lignées cellulaires ou des cultures primaires de cellules cancéreuses coliques
(Lu et al., 2013; Wei et al., 2015). De la méme fagon, les lymphocytes T Foxp3*IL-17* induisent une
augmentation de la proportion de cellules ayant des propriétés « souches cancéreuses » dans les tumeurs
coliques primaires (Yang et al., 2011a).

De maniére réciproque, les CSC, comme les autres cellules de la tumeur, induisent un remodelage de
leur microenvironnement. Ainsi, les CSC controlent notamment la production de molécules pro-

tumorigéniques par les cellules du microenvironnement tumoral. En particulier, une étude a montré que
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les CSC, via la libération d’IL-1, activent la production d’IL-8, d’IL-6, de GRO-a et de PGE2 par les cellules
mésenchymateuses, qui ainsi stimulent les fonctions des CSC dans les cancers du sein et du colon (Li et
al., 2012). Une étude de 2012 dans le cancer du sein suggere méme que les CSC induisent un remaniement
plus profond de leur microenvironnement par rapport aux cellules « plus différenciées » (Parashurama et
al., 2012).

L’'ensemble de ces études montrent que le microenvironnement tumoral, composé de molécules et
de cellules résidentes ou recrutées, est remodelé par la tumeur afin de favoriser sa croissance et sa
dissémination, forme une niche capable de moduler de maniere dynamique les propriétés « souches » au

sein des cellules cancéreuses.
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OBIJECTIFS DE L'ETUDE

Les données de la littérature exposées dans le chapitre précédent mettent en évidence le réle majeur
des cellules souches cancéreuses (CSC) dans les processus de carcinogénese colique, ainsi que dans les
mécanismes de résistance aux traitements et de métastases. Ces propriétés sont régulées de maniere
dynamique par I'ensemble des composantes cellulaires et moléculaires du microenvironnement tumoral.
Au sein de ce microenvironnement se trouve les cellules gliales entériques (CGE). Les CGE ont un rdle clé
dans la régulation des fonctions de I’épithélium colique en condition physiologique. Des données récentes
suggérent également un réle important des CGE dans différentes pathologies digestives. En revanche, le
role des CGE dans le contexte tumoral, et plus précisément I'impact des CGE sur les fonctions des CSC

n’ont pas encore été étudiés.

Dans ce contexte, I'objectif de cette thése était de caractériser les interactions fonctionnelles entre
les CGE et les CSC en identifiant les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués, et de déterminer
I'impact des CGE sur les différentes propriétés des CSC. Ainsi, les deux études présentées dans cette thése
avaient pour but de déterminer :

-I'impact des CGE sur les capacités tumorigéniques des CSC,

-I'impact des CGE sur les mécanismes de chimiorésistance des CSC.

Ce travail de thése est présenté sous la forme de deux articles originaux (I'un soumis et l'autre en
préparation). Le premier article démontre que les CGE stimulent la tumorigénicité des CSC, via une voie
PGE2/EP4/EGFR dépendente. La deuxiéme étude, en cours de préparation, met en évidence I'impact des

CGE sur les capacités de chimiorésistance des CSC. Cette étude montre en effet que les CGE stimulent la
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résistance des CSC au 5-FU et a I'oxaliplatine via I'activation de la voie ATM. L'ensemble de ces travaux de

these seront discutés dans le chapitre suivant.
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RESULTATS

ARTICLE 1 : TUMOR CELLS HIJACK ENTERIC GLIA TO ACTIVATE COLON CANCER STEM CELLS AND

STIMULATE TUMORIGENESIS



114
RESULTATS

Présentation de l'article 1

En condition physiologique, les cellules gliales entériques (CGE) forment un réseau dense qui entoure
intimement les cryptes coliques. Cette proximité immédiate entre les CGE et les cellules épithéliales
favorise I'établissement de communications bidirectionnelles de type paracrine entre les deux types
cellulaires. Ainsi plusieurs études ont clairement démontré que les CGE régulent les fonctions de
I’épithélium via la sécrétion de facteurs gliaux spécifiques. Nos données histologiques ont montré qu’au
sein des adénocarcinomes coliques, les CGE forment également un réseau dense situé a proximité
immeédiate des cellules épithéliales cancéreuses. Ainsi nous avons formulé I'hypothése selon laquelle les
CGE du microenvironnement tumoral régulent les fonctions des cellules souches cancéreuses (CSC) via la
libération de facteur(s) paracrine(s). Le but de cette étude était donc spécifiguement de déterminer si les
CGE avaient un impact sur la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs et d’identifier les
mécanismes moléculaires responsables.

Dans un premier temps, nous avons étudié les effets des CGE sur les capacités des CSC a initier la
formation de tumorosphéres in vitro et de tumeurs in vivo. Pour cela, nous avons utilisé in vitro un modéle
de co-culture de CGE et de CSC dans lequel les CSC isolées a partir de tumeurs primaires coliques humaines
ainsi que de différentes lignées cellulaires étaient cultivées dans du Matrigel en présence de CGE
ensemencées sur filtre Transwell n’autorisant que le passage de molécules de taille inférieure a 0,4um. In
vivo, nous avons utilisé un modele d’injection sous-cutanée concomitante de CSC et de CGE dans des
souris immunodéficientes. Les résultats obtenus ont montré que les CGE stimulaient la capacité des CSC
a former des tumeurs in vivo et des tumorospheres in vitro. En utilisant des inhibiteurs sélectifs, nous
avons mis en évidence que les effets pro-tumorigéniques des CGE étaient médiés par une augmentation
de I'expression de la mPGES-1 et de la libération de PGE2 gliale. De plus, la stimulation des CSC par la
PGE2 gliale mettait en jeu I'activation du récepteur EP4. En effet, I'ajout d’antagonistes sélectifs de

différents récepteurs a la PGE2 a montré que seule I'inhibition du récepteur EP4 bloquait les effets de la
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PGE2 gliale. Enfin, d’autres données supplémentaires indiquent que l'activation du récepteur EP4
provoquait la transactivation de I'EGFR et I'activation de la voie ERK.

Dans un deuxieme temps, nous avons montré que la surproduction de PGE2 gliale et les effets pro-
tumorigéniques des CGE associés étaient induits par un facteur soluble libéré par les cellules épithéliales
tumorales coliques. En effet, tandis que le milieu conditionné de CGE controles n’avait pas d’impact sur
les CSC, le milieu conditionné de CGE préalablement incubées avec du milieu conditionné de cellules
épithéliales tumorales coliques stimulait la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs. De plus, le
surnageant d’adénocarcinomes primaires coliques humains entrainait I'augmentation de I'expression de
la mPGES-1 et de la production de PGE2 par les CGE par rapport au surnageant de muqueuses coliques
saines. Enfin, en utilisant des approches génétiques et pharmacologiques, nous avons mis évidence que
les cellules épithéliales tumorales coliques « activaient » les CGE via la libération d’IL-1.

En conclusion, nos travaux ont mis en évidence que les CGE acquéraient des effets pro-
tumorigéniques en réponse a I'lL-1 libérée par les cellules tumorales et que les CGE ainsi « activées par la
tumeur » stimulaient la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs via une voie PGE2/EP4/EGFR-
dépendante. D’une fagon plus générale, cette étude montre que les CGE sont une composante majeure

du microenvironnement tumoral favorisant l'initiation tumorale médiée par les CSC.

Ce travail a été soumis pour publication a Nature Communications.
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ABSTRACT

Colon cancer stem cells (CSCs) are constantly exposed to regulatory cues emanating from
neighboring cells present in the tumor microenvironment. Among these cells are enteric glial cells
(EGCs) that are potent regulators of the epithelium functions in healthy intestines. However, whether
EGCs impact CSC-driven tumorigenesis remains unknown. Here, using murine xenograft models and
co-culture systems of EGCs and CSCs from human primary cultures and cell lines, we show that EGCs
stimulate CSC expansion and ability to give rise to tumors via paracrine signaling. Importantly, only
EGCs that were pre-activated by tumor epithelial cell-derived soluble factors increased CSC
tumorigenicity. Pharmacological inhibition of PGE2 biosynthesis in EGCs or IL-1 knockdown in tumor
epithelial cells prevented EGC acquisition of a pro-tumorigenic phenotype. Inhibition of PGE2
receptor EP4 and EGFR in CSCs inhibited the effects of tumor-activated EGCs. Altogether, our results
show that EGCs, once activated by the tumor, acquire a pro-tumorigenic phenotype and stimulate

CSC-driven tumorigenesis via a PGE2/EP4/EGFR-dependent pathway.
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Compelling evidence has well-established that within a colonic tumor, only a relatively small fraction
of cells are able to give rise to a de novo tumor identical to the original one'. These cells, termed
tumor-initiating cells or cancer stem cells (CSCs), have been extensively studied over the last decade
and are considered as a highly valuable therapeutic target. Indeed not only do these cells initiate
tumor development, but they also have been associated with a high metastatic potential® and
increased chemoresistance®. Although controversial, CSCs are thought to be derived from genetically
and/or epigenetically-damaged colonic epithelial stem cells®. Regardless of their origin, and similar to
normal intestinal stem cells, CSCs are tightly regulated by their neighboring cells that compose the
so-called ‘tumor microenvironment’®. For instance elegant studies by Medema’s group have
demonstrated that tumor-activated fibroblasts activate ‘differentiated’ tumor cells to re-acquire
stemness via paracrine pathways’ and this was associated with increased chemoresistance®. In the
same vein, recent work suggests that adipose tissue adjacent to the tumor provides adipose-derived
stem cells that enhance tumor initiation and growth via the liberation of IL-6°. Thus, while fibroblasts,
adipocytes, as well as immune cells of the tumor microenvironment are being closely investigated, to
the best of our knowledge, the impact of enteric glial cells (EGCs) on CSCs and associated
tumorigenesis remains completely unknown.

EGCs are the most abundant cell type of the enteric nervous system and form a dense network that
runs all along the gastrointestinal tract and extends into all layers of the intestinal wall'°. Work from
our group and others has demonstrated that EGCs are essential for the maintenance of intestinal
homeostasis and functions'**2, Indeed complete loss of EGCs leads to a massive breakdown of the
intestinal epithelium followed by a fulminant and fatal jejunoileitis in transgenic mice?3. Furthermore
EGCs regulate all the major functions of the epithelium via the release of specific paracrine factors.
For instance, they promote barrier function and mucosal healing via the secretion of GSNO and pro-
EGF, respectively*>. While the impact of EGCs on the epithelium has been well-studied in healthy
intestine, there is very little information about EGCs in colorectal cancer. Descriptive studies from our

group and others have reported architectural alterations of the glial network in colorectal pre-
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cancerous lesions and adenocarcinomas'®?’. Nevertheless, while a putative role for glial cells in colon
carcinogenesis has been proposed elsewhere®?, there is no direct evidence available that EGCs affect
colon tumorigenesis and more importantly, whether EGCs impact colon CSCs has not been addressed
as yet.

In the present study we used xenograft and 3D co-culture systems of CSCs, isolated from human
primary colon adenocarcinomas or several human colon cancer cell lines, grown in the presence of
human primary cultures of EGCs or a non-transformed EGC line to test our hypothesis that EGCs
affect CSC-derived tumorigenesis. Combining pharmacological and genetic approaches, and using the
supernatant of human primary colon adenocarcinomas to mimic the tumor microenvironment, we
demonstrate that once activated by tumor cells, EGCs acquire pro-tumorigenic effects, and activate

CSCs and associated tumorigenesis via a PGE2/EP4/EGFR-dependent pathway.
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RESULTS

Enteric glial cells activate cancer stem cells to promote tumorigenesis

Immunofluorescence studies on human primary colon adenocarcinomas revealed that EGCs,
identified using the markers S-1008 and GFAP, were densely present in the tumor microenvironment,
and were located close to/adjacent to tumor epithelial cells (Fig. 1a, b), strongly suggesting that
paracrine communication occurs between the two cell types. To evaluate whether EGCs could impact
CSC-driven tumorigenesis, CD44"&"-CD133"" CSCs isolated from the human colon cancer HT29 cell
line stably expressing luciferase (Supplementary Fig. 1) were injected alone or concomitantly with
EGCs subcutaneously in immunodeficient mice. Our data demonstrate that EGCs increased tumor
load and this was correlated with enhanced bioluminescence intensity (Fig. 2a-c).

In vitro the number and size of tumorspheres formed from HT29-derived CSCs grown in 3D Matrigel
were dramatically increased in the presence of JUG-EGCs, which correspond to a non-transformed
rat embryonic EGC line immortalized by serial passages'*!° (Fig. 2e, f). Since EGCs were seeded on
Transwell filters whose porosity only allowed for paracrine crosstalk between CSCs and EGCs, EGC
impact on CSC ability to form tumorspheres was mediated by soluble factors released by EGCs. EGCs
increased tumorsphere formation to the same extent in CD44"&"-CD133"i" CD44Me"-cD24Me" and
CD44Mie"-cD133Me"-cD24Me" HT29-derived CSCs?*?! (Supplementary Fig. 2). Primary cultures of human
EGCs (HOG-EGCs) had similar impact to JUG-EGCs on tumorsphere formation and growth. In contrast
normal human colonic fibroblasts (CCD18-Co) had no significant impact on tumorsphere yield or size
(Fig. 2e, f). To assess whether EGCs impact CSC expansion, tumorspheres derived from CSCs grown in
the presence or absence of JUG-EGCs were retrieved, dissociated, replated in Matrigel and cultured
alone for 8 additional days. CSC expansion was evaluated by dividing the number of tumorspheres
obtained after replating by the initial number of tumorspheres yielded in the presence or absence of
EGCs. Quantification showed that the tumorspheres grown in the presence of EGCs were composed
of a significant increased proportion of cells that had the ability to form tumorspheres (Fig. 2d). Thus

this strongly suggests that EGCs stimulated CSC expansion. Together these results demonstrate that
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EGCs stimulate CSC expansion and ability to give rise to tumors. This is further confirmed by
additional data demonstrating that JUG-EGCs had similar impact on number and size of
tumorspheres yielded from CSCs isolated from HCT116 (Fig. 2i, j), HCT15 (Fig. 2k, I) and SW1222 (Fig.
2m, n), which are human colon cancer cell lines associated with different p53, MMR system and
stemness status?V?2. Importantly, primary cultures of human EGCs (HOG-EGCs) significantly increased
the number and size of tumorspheres formed from CSCs isolated from primary adenocarcinomas
from colon cancer patients (Fig. 2g, h; Supplementary Fig. 3).

Tumor epithelial cells activate EGCs to acquire pro-tumorigenic abilities by stimulating glial PGE2
release

Considering that the in vitro co-culture system only permits paracrine communication, we sought to
test whether EGC-conditioned medium (EGC-CM) could reproduce EGC effects on CSCs. Our data
show that EGC-CM had no significant impact on tumorsphere formation (Fig. 3), indicating that at
basal state EGCs do not release pro-tumorigenic factor(s) or not in sufficient quantities to activate
CSCs. Since Transwell filters allow bi-directional exchanges between the tumor epithelial cells (TECs)
composing the tumorspheres and EGCs, we then evaluated whether conditioned medium (CM) of
EGCs that had been pre-incubated with HT29 cell-CM (TEC-CM) could activate CSCs. Our results
demonstrate that CM of EGCs that had been activated by tumor epithelial cells (TA EGC-CM)
significantly increased tumorsphere numbers (Fig. 3). Of note CM of HT29 cells (TEC-CM) had no
significant effect on CSC ability to give rise to tumorspheres (Fig. 3).

To identify the EGC-derived soluble ligand(s) responsible for CSC activation, we tested several glial
derived factors (data not shown) and only prostaglandin-E2 (PGE2)?® reproduced EGC effects (Fig. 4a).
RT-gPCR on EGCs cultured in control medium or in TEC-CM showed that TEC-CM increased gene
expression of microsomal prostaglandin E synthase 1 (mPGES-1), the inducible terminal synthase in
the PGE2 biosynthesis pathway (Fig. 4b). EIA (Enzyme Immunoassay) demonstrated that this was
accompanied by increased glial release of PGE2 (Fig. 4c). Next, primary adenocarcinomas and

macroscopically healthy mucosa taken at a distance from the tumor from colon cancer patients were
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incubated for one hour, and the supernatants, which thus contained soluble factors released by the
tumor vs. normal mucosa, were collected. Supernatant of human colon adenocarcinomas led to
increased gene expression of mMPGES-1 and PGE2 release in EGCs as compared to supernatant of
healthy colon mucosa (Fig. 4d, e). In contrast, supernatants of colon adenocarcinomas and healthy
mucosa did not differentially impact mPGES-1 gene expression or PGE2 release in colonic fibroblasts
(Fig. 4d, e). Finally TEC-CM supplemented with a selective inhibitor of mPGES-1 expression
(CAY10526) failed to activate EGCs to stimulate CSC-derived tumorsphere formation (Fig. 4f).
Altogether these data indicate that TECs stimulate mPGES-1 expression and PGE2 release in EGCs,
which, in turn, increase CSC-driven tumorigenesis.

Tumor-activated EGCs stimulate CSCs via PGE2 receptor EP4

PGE2 signals through four distinct G protein—coupled receptors termed EP 1 to 4. We first sought to
define which EP subtype(s) was expressed in HT29-derived CSCs. Out of the 4 receptors, only PTGER1
and PTGER4 genes, encoding EP1 and EP4 respectively, were expressed at detectable levels in the
(unsorted) HT29 cell line (data not shown). RT-qPCR data demonstrated that CD44"€"-CD24"e" HT29-
derived CSCs were significantly enriched for PTGER4 mRNA compared to unsorted HT29 cells and
especially compared to CD44°"-CD24"°Y HT29 cells (termed non-CSCs) that do not yield
tumorspheres in 3D Matrigel and express lower levels of colon (cancer) stem cell markers PTK7%* and
CEACAMG6/CD66c* compared with CSCs (Fig. 5a; Supplementary Fig. 4). In addition CD44'°"-CD24'"
HT29 cells exhibited significant lower levels of PTGER4 mRNA vs. unsorted HT29 cells. In contrast,
PTGER1 showed opposite expression profile as compared with PTGER4, i.e. PTGER1 mRNA was
enriched in non-CSCs while being down-regulated in CSCs (Fig. 5b). Addition of a selective antagonist
of EP4 (L-161,982) to tumor-activated (TA) EGC-CM abolished EGC pro-tumorigenic impact on CSCs,
while EP1 antagonist (5C-19220) had no significant impact (Fig. 5c). These results demonstrate that
glial-derived PGE2 stimulates CSC clonogenicity via EP4 activation.

CSC activation by tumor-activated EGCs involves EGFR and ERK pathways
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Previous studies indicated that PGE2 could promote colon cancer growth by transactivating EGFR in a
c-Src-dependent manner and consequently activating downstream ERK pathway?%?’. Therefore we
first sought to assess whether tumor-activated (TA) EGCs stimulate CSCs via EGFR transactivation.
Western blot data showed that EGFR phosphorylation on tyrosine 845 (Y845), which is a site targeted
by c-Src and required for EGFR transactivation, was increased in CSC-derived tumorspheres grown in
the presence of EGCs as compared to controls (Fig. 6a). Importantly, addition of a selective inhibitor
of EGFR tyrosine kinase activity (AG 1478) to TA EGC-CM abolished EGC pro-tumorigenic effects (Fig.
6b). Activation of the downstream ERK pathway was also increased in CSC-derived tumorspheres
grown in the presence of EGCs, as assessed by immunoblotting showing a significant increased
ERK1/2 phosphorylation (Fig. 6¢). These results indicate that EGC-induced CSC activation involves
EGFR and ERK signaling pathways.

Tumor cells activate EGCs to acquire a pro-tumorigenic phenotype via IL-1 secretion

Since IL-1 signaling has been reported to modulate the production of various prostaglandins including

2831 \we tested whether tumor epithelial cells (TECs) activate EGCs to acquire

PGE2 in different organs
a pro-tumorigenic phenotype via IL-1 release. Consistent with previous findings®?, IL-1 receptor (IL-
1R) was expressed in primary cultures of human EGCs (HOG-EGCs) (Fig. 7a) and in rat EGCs (JUG-
EGCs) (Fig. 7b). We next sought to determine the effect of IL-1a and IL-1p on mPGES-1 gene
expression in EGCs. RT-gqPCR data showed that both IL-1a and IL-13 markedly induced mPGES-1 gene
expression in primary cultures of human EGCs (>270 fold increase vs. control) (Fig. 8a). Supernatants
of human primary colon adenocarcinomas were significantly enriched in IL-1a and IL-1f as assessed
by ELISA (Fig. 7c, d). Importantly, the addition of a naturally occurring IL-1R antagonist (IL-1Ra)
abolished the impact of the supernatant of human primary colon adenocarcinomas on glial mPGES1
expression and PGE2 release (Fig. 8b, c). Consistent with these results, CM of EGCs that had been
pre-activated with CM from IL-1a and IL-13 double knock-down TECs failed to stimulate tumorsphere

growth as compared to CM of EGCs pre-activated with CM of TECs control or single knock-down for

IL-1a or IL-1PB (Fig. 8d; Supplementary Fig. 5). Interestingly, IL-1a and IL-1B mRNAs were significantly
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enriched in CD44°"-CD24*" HT29 cells (hon-CSCs) as compared to unsorted HT29 cells, suggesting
that the tumor cells responsible for EGC activation towards a pro-tumorigenic phenotype correspond
to non-CSCs/a more differentiated cellular fraction of the tumor (Fig. 7e, f). Altogether these results
demonstrate that TEC-derived IL-10/B activates the synthesis and release of glial PGE2 that in turn

stimulates CSCs.
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DISCUSSION

Consistent with the ‘seed and soil’ theory from Fuchs and Paget at the end of the 19th century,
current views in the field suggest that tumor initiation driven by a subset of cancer cells depends on
cues emanating from resident or recruited cells present at the tumor site that have been altered to
favor tumor formation and growth. Altogether our data give strong evidence in vivo and in vitro that
EGCs are critical cells of the tumor microenvironment that are remodeled by tumor epithelial cells to
acquire pro-tumorigenic impact on CSCs and activate colon tumorigenesis. This work further
identifies the bidirectional molecular crosstalk between tumor epithelial cells and EGCs (Fig. 9).

One major finding of this study is that EGCs stimulate CSC tumorigenicity and CSC-derived tumor
growth as demonstrated by our xenograft and co-culture results (Fig. 9). This might be surprising
considering previous work from our group demonstrating that EGCs inhibit intestinal epithelial cell
proliferation partly via the release of TGF-B1%. However, the former study tested the impact of EGCs
on epithelial cells grown in 2D and more importantly on unsorted cells, i.e. it did not focus on the cell
fraction with higher stemness potential. Thus, it is likely that EGCs differentially impact CSCs and
‘more differentiated’ cells via distinct glia-derived paracrine factors and also via the expression of
distinct receptor panels in CSCs vs. non-CSCs. This is consistent with our data indicating that EP4 is
enriched, while EP1 is reduced in CSCs vs. non-CSCs. It would be interesting to assess the impact of
EGC-induced activation of EP1 in non-CSCs.

Another major finding of this work is that at basal state EGCs do not produce (or not enough) pro-
tumorigenic factors, and thus do not impact CSC-derived tumorsphere growth. However, once
activated by tumor epithelial cell (TEC)-derived IL-1, EGCs have a pro-tumorigenic impact and
increase CSC tumorigenicity and tumorsphere growth (Fig. 9). This is consistent with a growing body
of evidence demonstrating that tumor initiation and progression is dependent on the activation of
different cell types present in the stroma such as fibroblasts, macrophages or adipocytes in response
to stimuli emanating from the tumor such as cytokines or reactive oxygen species®*7°. In addition, we

show that the addition of IL-1Ra to the supernatant of human primary colon adenocarcinomas
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completely blocked EGC activation as assessed by glial PGE2 release, and in our co-culture system,
knocking down IL-1a and IL-1B in TECs inhibited EGC pro-tumorigenic effect. Altogether these data
are in favor of a model where IL-1 released by TECs activates EGCs (Fig. 9). Our results even tend to
indicate that ‘more differentiated’ tumor cells as opposed to CSCs predominantly produce IL-1a/B.
However, we cannot rule out that other cell types of the microenvironment also release IL-1, and
further activate EGCs and glial PGE2 production. Furthermore, in our study, the activation of EGCs by
the tumor was associated with increased mPGES-1 expression and PGE2 production. However it is
very likely that the tumor also impacts other cellular mechanisms and molecular pathways in EGCs as
is the case for other stromal cell types of the tumor microenvironment?®, It is also interesting to note
that the supernatant of human primary colon adenocarcinomas did not impact mPGES-1 gene
expression or PGE2 release in colonic fibroblasts, suggesting that increased PGE2 production in
response to tumor-derived factors may be specific to EGCs.

According to our results, PGE2 derived from tumor-activated EGCs was responsible for CSC activation
and induced an increase in tumorsphere formation and growth (Fig. 9). This strengthens the concept
arising from a growing body of studies that EGCs are a major source of prostaglandins of the stroma
that regulate all the main functions of the intestine®~*°. Our data using the CAY10526 inhibitor
indicate that increased PGE2 release was dependent on the up-regulation of mPGES-1 gene
expression®l. Other studies have suggested that IL-1 activates mPGES-1 expression via Egr-1, NAB-1,

NFkB or DNA methylation-related pathways***

, and it would be interesting to investigate in further
studies the molecular mechanism involved in our system.

Altogether the results of this study propose a model where tumor-activated EGCs release increased
levels of PGE2 that targets CSCs and activates their ability to form tumorspheres via the activation of
a pathway that involves EP4, EGFR and ERK1/2 (Fig. 9). This is consistent with a recent study by the
group of DuBois demonstrating that PGE2 induces CSC expansion via an EP4/ERK1 pathway®. The

transactivation of EGFR by PGE2/EP4 has already been proposed by other groups?®“®. Here our data

suggest that PGE2 activation of the pathway EP4/EGFR/ERK may be specific to CSCs as indicated by
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our results demonstrating that EP4 is enriched in CSCs as compared to ‘more differentiated’ tumor
cells.

This study is, to the best of our knowledge, the first to define EGCs as active players of the tumor
microenvironment. Our data give strong and direct evidence that EGCs of the tumor
microenvironment undergo a switch towards a pro-tumorigenic phenotype induced by the cytokine
IL-1. One can therefore speculate that chronic inflammatory stress associated with enhanced local
levels of cytokines and increased risk of colorectal cancer®” may activate this switch of EGC
phenotype that might thus accompany or even precede tumor initiation. Supporting this hypothesis,
previous descriptive studies have reported that alterations in the glial network architecture occur as
early as in adenomas?’, implying that EGC remodeling is an early event during colon carcinogenesis.
Thus chronic inflammatory stress may alter the bi-directional molecular crosstalk between EGCs and
tumor epithelial cells, which would favor CSC-derived tumor formation. This strengthens the tissue
organization field theory (TOFT) of carcinogenesis, which proposes that it is the disruption of normal
signaling between cells due to carcinogenic insults that compromises genomic integrity leading to
tumor development“®. It will be very interesting to evaluate whether EGC acquisition of a ‘pro-
tumorigenic phenotype’ occurs before or concomitantly with tumor initiation in future studies.
Finally, from a therapeutic perspective, a better understanding of the crosstalk between EGCs and
tumor cells may lead to the development of new therapies aiming to block CSC-driven tumor
initiation and cancer relapse. Here we show that the tumor-induced remodeling of EGCs activating
stemness in colon tumors is driven by an IL-1/PGE2 paracrine signaling. Cooperative effects between
cancer cells and their niche via an IL-1/PGE2 paracrine signaling have been previously suggested in

49,50

other systems*”>°, and interestingly, recent studies in head and neck squamous cell carcinoma

suggest that targeting IL-1 may hinder carcinogenesis by reprogramming the tumor

t51

microenvironment>'. Together with our study, this may suggest that the IL-1/PGE2 paracrine

signaling might be a common target to limit stemness in various cancers.
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METHODS

Tissue Collection. All collected tissues originated from patients having undergone surgery for
colorectal cancer with a histologic diagnosis of colon adenocarcinoma confirmed by pathologists at
Nantes University Hospital according to international criteria. Two types of tissues were collected: 1)
tumor specimens to establish primary cultures of tumor epithelial cells and 2) macroscopically
healthy colon specimens located at >10cm from the tumor area to isolate primary EGCs'°. Patients
gave their informed consent to take part in the study and all procedures were performed according
to the guidelines of the French Ethics Committee for Research on Human. All experimental protocols
were approved by local Committee on Ethics and Human Research and Inserm (Institut national de la
santé et de la recherche médicale), and registered as #DC-2008-402.

Preparation of human tissue supernatants. Supernatants were obtained from human primary colon
adenocarcinomas or from macroscopically healthy human colon mucosa. Briefly tissues were
incubated 1h at 37°C in 1mL Krebs-Hepes solution per 30 mg tissue and frozen in liquid nitrogen.
Supernatants were centrifuged using Spin-X Centrifuge Tube Filter 0.22 um (Corning) and diluted 1:8
in culture medium prior testing.

Cell culture. JUG-EGC line was obtained as described in Van Landeghem et al.'*. Human primary HOG-
EGC cultures were isolated and grown following procedures previously established in Soret et al.®.
Human colon adenocarcinoma HT29, HCT116 and HCT15 cell lines and human colon fibroblast
CCD18-Co cell line were purchased from ATCC. Human colon adenocarcinoma SW1222 cell line was
from Sigma-Aldrich. JUG-EGC, HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 cell lines were cultured in DMEM
(4.5 g/l glucose; Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 50 U/ml penicillin, and 50
pg/ml streptomycin (Gibco). HOG-EGCs were cultured in DMEM (4.5 g/l glucose; Gibco)
supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine (Gibco), 50 U/ml penicillin, and 50
pg/ml streptomycin. CCD18-Co cells were grown in MEM medium (Gibco) with 10% heat-inactivated
FBS, 2 mM L-glutamine, 0.1 mM non-essential amino acid (Gibco), 50U/ml penicillin, and 50ug/ml

streptomycin. All cell lines were routinely confirmed to be mycoplasma-free using PCR testing®2.
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To establish primary cultures of tumor epithelial cells, tumors harvested at the time of surgical
resection were immediately placed into in Nunclon Sphera 90mm culture dishes (Thermo Fisher
Scientific) after dissociation using the gentleMACs Dissociator (Miltenyi) according to the
manufacturer’s instructions. Cells were then cultured in defined medium (Advanced DMEM/F12
containing 2 mM Glutamax, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, HEPES 10 mM, 1X B27
supplement, 1X N2 supplement, 2 ug/ml heparin, 40 ng/ml bFGF, 40 ng/ml EGF, gastrin 10 nM and 1
mM N-acetylcysteine). Medium was changed every 2 to 3 days, and yielded floating spheres
containing primary tumor epithelial cells were maintained until CSCs were FACS-isolated.

Stable HT29 cell lines expressing short hairpin RNA (shRNA) sequences targeting IL-1a (sc-39613-V) or
IL-1PB (sc-39615-V) were established using lentiviral particles purchased from Santa Cruz
Biotechnology (MOI 5). Non-Target control HT29 cells were infected with control shRNA lentiviral
particles (sc-108080). Stable cell lines were selected with 5ug/mL puromycin dihydrochloride (Sigma-
Aldrich) for 3 consecutive weeks prior to testing and were maintained constantly in selective
medium.

Reagents. The selective mPGES-1 inhibitor CAY10526, the EP1 receptor antagonist SC-19220 and the
EP4 receptor antagonist L-161,982 were purchased from Cayman Chemical. PGE2, Human IL-1q,
and Ra were purchased from Sigma-Aldrich. Antibodies phycoerythrin (PE) anti-human CD44 (clone
BJ18), Brilliant Violet 421 (BV421) anti-human CD24 (clone ML5), Alexa Fluor 488 anti-human CD326
(EpCAM) and APC anti-human CD44 (clone BJ18) antibodies were purchased from Biolegend. APC
anti-human CD133/2 antibody was purchased from Miltenyi Biotec. The EGFR Kinase inhibitor AG
1478 was purchased from Merck Millipore.

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-based isolation of CSCs. HT29, HCT116, HCT15 and
SW1222 CSCs were sorted on a BD FACS Aria based on the levels of expression of the cell surface
markers CD44 and CD242!, CD44 and CD1332%°, or CD44, CD24 and CD133: Briefly cells were
trypsinized, resuspended in culture medium, and incubated for 30min on ice with CD44 antibody

(1:40), CD24 antibody (1:20) and/or CD133 antibody (1:100). Sorted CSCs corresponded to the
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highest 1-2% CD24/CD44, CD44/CD133, or CD24/CD44/CD133-expressing cells, and sorted non-CSCs
corresponded to the lowest 1-2% CD24/CD44, CD44/CD133, or CD24/CD44/CD133-expressing cells.
Primary CSCs were sorted on a BD FACS Aria based on the level of expression of the cell surface
markers EpCAM and CD44 as previously described??. Briefly, dissociation of the spheres into single
cells was performed in 1X PBS containing 0.5% BSA and 2mM EDTA and using a 1ml insulin syringe.
Dissociated cell preparations were then incubated for 30min on ice with EpCAM antibody (1:20) and
CD44 antibody (1:40). Sorted CSCs corresponded to EpCAM positive cells and to the highest 1-2%
CD44-expressing cells. Sorted non-CSCs corresponded to EpCAM positive cells and CD44 negative
cells.

Xenografts. Scid Beige mice (6 week old; 6 males and 6 females) were purchased from Charles River
and housed in specific pathogen-free conditions at the Experimental Therapy Unit animal facility of
Nantes (Nantes, France) in accordance with the institutional guidelines of the French Ethical
Committee (CEEA, authorization # 2010.49). Appropriate experimental sample size was estimated
from previous pilot studies aiming to determine which number of CSCs and which immunodeficient
mouse model allowed for the most robust and reproducible tumor growth. Mice were anaesthetized
by inhalation of an isoflurane/air mixture (2%, 1 L/min) before injection of 200 CSCs isolated from
luciferase-expressing HT29 cells (Bioware HT29-luc-D6 PerkinElmer) alone or with JUG-EGCs (ratio
1:1) in opposite flanks subcutaneously. Mice were divided into two groups: (Group 1) 3 males and 3
females were injected with CSCs in the left flank and with CSCs + EGCs in the right flank, and (Group
2) 3 males and 3 females were injected with CSCs in the right flank and with CSCs + EGCs in the left
flank. Furthermore CSCs and EGCs from different passages/sorts were used in the same group. At 4
weeks post-injection, bioluminescent imaging was performed after luciferin injection using a
PhotonIMAGER (Biospace Lab). At 5 weeks post-injection, tumor burden was evaluated by volume
calculation using caliper measurement by an observer blinded to treatment groups.

CSC clonogenicity assay. HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 CSCs were plated at a density of 400

cells per drop (50 pL) of Growth Factor Reduced Matrigel Matrix (Corning) in 24-well plates, and
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cultured alone or in the presence of JUG-EGCs, HOG-EGCs, CCD18-Co cells, conditioned medium (CM)
of JUG-EGCs pre-activated (TA EGC-CM) or not by HT29 cell-CM (TEC-CM). In co-culture experiments,
JUG-EGCs, HOG-EGCs and CCD18-Co cells were seeded onto porous filters at 45,000 cells per filter
(24-well Transwell Clear, 0.4um porosity; Corning) one day prior to testing. In conditioned medium
(CM)-based experiments, HT29 cells, IL-1a/B knock down HT29 cells and JUG-EGCs were seeded in
24-well plates at a density of 15,000 cells per well at least one day prior to testing. CM were collected
after a 24h incubation, and centrifuged for 5min at 3,000rpm to eliminate the presence of eventual
cells/debris. HT29 cell-CM was incubated for 24h with JUG-EGCs to obtain CM of tumor-activated
EGCs (TA EGC-CM), or placed in an empty well for 24h (TEC-CM). To evaluate PGE2 impact on
tumorsphere numbers, PGE2 (10uM) was added to the culture medium daily. To assess CAY10526
effects, JUG-EGCs were pre-incubated for 30min with CAY10526 (10 uM), and then cultured with
TEC-CM supplemented with CAY10526 (10 uM). To test the involvement of EP receptors and EGFR
respectively, CSCs were pre-incubated for 30 min with EP1 or EP4 antagonists (50 uM), or EGFR
tyrosine kinase inhibitor AG 1478 (10 uM), and then grown in the presence of EGC-CM or TA EGC-CM
supplemented with EP1 or EP4 antagonists (50 uM), or AG 1478 (10 uM). Medium was changed every
day. Tumorsphere number was determined at day 8 post-plating by two observers blinded to
treatment groups, and tumorsphere size was determined at day 9 using an inverted system
microscope Olympus IX50 (objective 10X FN 22) and Image) software.

Primary CSCs were plated at a density of 5,000 cells per drop (50 pL) Matrigel Matrix hESC-qualified
(Corning) in 24-well plates, and cultured in defined medium alone or in the presence of HOG-EGCs.
Tumorsphere number and size were determined at days 8, 10, 12, 16 and 20 post-plating using an
inverted system microscope Olympus IX50 (objective 10X FN 22) and Image) software.

CSC expansion assay. HT29 CSCs were cultured in 3D-Matrigel as described above for 8 days alone or
in the presence of JUG-EGCs. Yielded tumorspheres were then extracted from Matrigel using the Cell
Recovery Solution (Corning) according to the manufacturer's protocol. Tumorspheres were

trypsinized, and total isolated cells obtained were replated in a 50 pL drop of Matrigel and grown
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without JUG-EGCs for another 8 days before determining the number of tumorspheres that were de
novo formed.

Evaluation of glial PGE2 production. To study mPGES 1 expression and PGE2 release, HOG-EGCs
were seeded onto porous filters (24-well Transwell Clear, 0.4um porosity; Corning) and cultured until
they reached confluence. HOG-EGCs were then cultured without FBS for 24h in control medium,
HT29 cell-CM, or supernatants of human primary colon adenocarcinomas or macroscopically healthy
human colon mucosa. To determine the impact of IL-10/B on glial mMPGES-1 expression, HOG-EGCs
were incubated for 24h without FBS in the presence of 1 nM or 10 nM human IL-1a or IL-18, or with
tumor vs. healthy supernatants supplemented or not with IL-1Ra (10 uM, after a pre-incubation of 30
min with IL-1Ra alone). After 24h, supernatants of HOG-EGCs treated or not were collected and
processed for PGE2 EIA, and HOG-EGCs were lysed in RA1 buffer (Macherey-Nagel) to assess mPGES-
1 gene expression by Real-Time gPCR.

EIA/ELISAs. Supernatants were collected and centrifuged for 5 min at 3,000rpm to eliminate the
presence of eventual cells/debris. PGE2 quantity was measured using the PGE2 EIA Kit (Cayman
Chemical) according to the manufacturer's protocol. IL-1a/B concentrations were assessed using
human IL-10/IL-1F1 and IL-1B/IL-1F2 Quantikine ELISA Kits (R&D).

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction Analysis. Extraction of total RNA was performed
using the Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel) following the manufacturer’s recommendations.
Reverse transcription was performed using the Superscript lll reverse transcriptase (Invitrogen). Real-
Time gPCR studies were carried out using TagMan gene expression assays (Applied Biosystems), and
run on StepOnePlus system (Life Technologies). All qRT-PCR data were normalized to the invariant
control gene RPS6. The following TagMan primer/probe sets were used: RPS6: Hs041950248¢g1,
CD24: Hs03044178 g1, CD44: Hs01075862_m1, PTK7: Hs00897151_m1, CEACAM6 (CD66c):
Hs03645554_m1, PTGER1: Hs00168752_m1, PTGER2: Hs04183523, PTGER3: Hs00168755_m1,
PTGER4: Hs00168761_m1, IL1A: Hs00174092_m1, /L1B: Hs01555410_m1, PTGES: Hs01115610_m1,

IL1R1: Hs00991002_m1/Rn00565482_m1 (HOG-EGC/JUG-EGC).
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Western Blotting. HT29 CSCs were 3D-cultured in Matrigel as described above for 4 days alone or in
the presence of JUG-EGCs. Tumorspheres were extracted from Matrigel using the Cell Recovery
Solution (Corning) according to the manufacturer's protocol, and then lysed with 2X Laemmli buffer
with 5% B-Mercaptoethanol heated at 60°C. Samples were processed for electrophoresis using
NuPAGE MOPS SDS buffer (Life Technologies) and separated on 10% Bis-Tris gels (Life Technologies).
Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes using the iBlot System (Life Technologies).
After blocking, blots were incubated overnight at 4°C with primary antibodies diluted in 1X TBS with
5% BSA and 0.1% Tween for ERK (1:500, Cell Signaling), pERK (1:500, Cell Signaling), EGFR (1:500, Cell
Signaling) and pEGFR (1:4000, Cell Signaling). Immunoblots were probed with appropriate
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 hour at room temperature (Thermo
Scientific) and visualized by chemiluminescence (Clarity Western ECL Substrate; Bio-Rad) using a Gel-
Doc imager and the Image Lab Software (Bio-Rad).

Immunohistofluorescence studies. Tissues were fixed in 4% paraformaldehyde overnight at 4°C.
Following paraffin-embedding and sectioning, slides were baked at 60°C for 2h, deparaffinized with
successive incubations in xylene, absolute ethanol, 95% ethanol and 70% ethanol, and incubated in
1X Target Retrieval Solution (Dako) at 110°C for 90s. Sections were then successively incubated in
blocking solution (Dako) for 1h, primary and secondary antibodies diluted in antibody diluent solution
(Dako) overnight at 4°C and 1 hour at room temperature, respectively. The following primary and
secondary antibodies were used: rabbit polyclonal anti-S-100B (1:1000, DAKO), rabbit polyclonal anti-
GFAP (1:500, DAKO), mouse polyclonal anti-EpCAM (1:200, Biolegend), anti-rabbit-Cy3 (1:500,
Jackson) and anti-mouse-Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen). Stained sections were imaged using a
microscope OLYMPUS BX51 (objectives 20X FN 26.5, 40X FN 26.5) and with an inverted microscope
OLYMPUS IX83 (objectives 20X FN 22, 40X FN 22).

Statistical Analysis. Data were expressed as means + SEM. Statistical analyses were performed using

SigmaPlot software. Non-parametric tests were used to compare different groups as indicated in the
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figure legends if Shapiro-Wilk Normality Test or Equal Variance Test failed. Differences were
considered as significant for a p-value of less than 0.05.
Data availability. The data that support the findings of this study are available from the

corresponding author upon reasonable request.
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FIGURE 1: EGCs are part of the tumor microenvironment. a/b. Representative photographs of
human primary colon adenocarcinomas stained for the EGC markers S-100pB (red) (a) or GFAP (red)
(b) and the epithelial cell marker EpCAM (green) demonstrating that EGCs are in close proximity to
colon cancer epithelial cells. Scale Bars: (a) Upper Panel: 20um, Lower Panel: 10um; (b) Upper Panel:
50um; Lower Panel: 20um.
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FIGURE 2: EGCs stimulate CSC-driven tumorigenesis. (a-f. CSCs were isolated from the human HT29
cell line.) a. Bioluminescence imaging of a representative mouse at 4 weeks after injection of
luciferase-expressing CSCs alone (CSC) and a mix of CSCs + EGCs (CSC + EGC) at a 1:1 ratio in opposite
flanks. b. Photographs of representative tumors at 6 weeks after injection of CSCs alone and a mix of
CSCs + EGCs in opposite flanks. c. Tumor burden corresponds to the tumor volume and is expressed
as fold change relative to control (CSC) (mean + SEM). n=12; Mann and Whitney test, a: p<0.01. d.
Quantification of CSC expansion corresponds to [number of tumorspheres (Passage 1, P1) yielded
from single cell suspension obtained from dissociation of PO tumorspheres and cultured alone] /
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[initial number of tumorspheres (Passage 0, P0) yielded from CSCs cultured alone or in the presence
of EGCs]. n=5; Mann and Whitney test, a: p<0.01. e. Representative photographs of CSCs cultured
alone (Control), in the presence of JUG-EGCs, HOG-EGCs or normal human fibroblasts (CCD18-Co).
Scale Bar: 500um. f. Quantification of tumorsphere number (upper panel) and size (lower panel) is
expressed as fold change relative to Control (mean £ SEM). n > 3; ANOVA, Holm-Sidak multiple
comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. fibroblasts. g/h. Representative photographs (g)
of tumorspheres derived from CSCs isolated from primary adenocarcinomas from colorectal cancer
patients cultured alone (Control) or in the presence of primary cultures of human EGCs (HOG-EGC)
from day 5 to day 12 post-plating illustrating that HOG-EGCs increased tumorsphere number (h,
upper panel) and size (h, lower panel). n=5; Mann and Whitney test, a: p<0.05. Scale Bar: 20um. i-n.
Representative photographs (I,k,m) of HCT116 (i/j), HCT15(k/l) and SW1222(m/n)-derived CSCs
cultured alone (Control) or in the presence of EGCs (JUG-EGC) illustrating that EGCs increased
tumorsphere number (j,I,n; left panel) and size (j,1,n; right panel). n=4; Mann and Whitney test, a:
p<0.05. Scale Bar: Imm.
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FIGURE 3: Tumor epithelial cells activate EGCs to acquire pro-tumorigenic effects. Representative
photographs and bar graph demonstrating that in contrast to the presence of EGCs on Transwell
filters (EGC), EGC-conditioned medium (EGC-CM) did not impact CSC-derived tumorsphere yield.
However, CM of tumor-activated EGCs (TA EGC-CM) induced a significant increase in tumorsphere
numbers. CM of tumor epithelial cells (TEC-CM) had no effect. Quantification of tumorsphere
number is expressed as fold change relative to Control (mean + SEM). n 2 9; ANOVA, Holm-Sidak

multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. EGC-CM, c: p<0.05 vs. TEC-CM. Scale
Bar: 500pum.
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FIGURE 4: Tumor-activated EGCs stimulate CSC clonogenicity via increased glial PGE2. a. (/eft panel)
Photographs illustrating that PGE2 treatment (10uM) increased the number of tumorspheres yielded
from CSCs. Scale Bar: 500um. (right panel) Quantification is expressed as fold change to Control
(mean £ SEM). n=3; two tailed t-test, a: p<0.05. b. RT-qPCR data showing that mPGES-1 gene
expression was up-regulated in tumor-activated EGCs (TA EGC) vs. control EGCs. n=5; Mann and
Whitney test, a: p<0.01. c. PGE2 EIA analysis showed a significantly higher PGE2 concentration in TA
EGC-CM vs. EGC-CM or TEC-CM. n=3; Kruskal-Wallis ANOVA, Dunn’s multiple comparison test, a:
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p<0.05 vs. EGC, b: p<0.05 vs. TEC. d. Supernatant of human primary colon adenocarcinomas (Tumor)
stimulated mPGES-1 gene expression in EGCs, but not in fibroblasts (CCD18Co), compared to
supernatant of macroscopically healthy human colon mucosa. n24; ANOVA, Holm-Sidak multiple
comparison test, a: p<0.05 vs. EGC/Healthy, b: p<0.05 vs. Fibro./Healthy, c: p<0.05 vs. Fibro./Tumor.
e. PGE2 EIA validated that supernatant of human primary colon adenocarcinomas (Tumor)
stimulated PGE2 release in EGCs, but not in fibroblasts, compared to supernatant of healthy human
colon mucosa (Healthy) (CM= conditioned medium). n24; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison
test, a: p<0.05 vs. EGC/Healthy, b: p<0.05 vs. Fibro./Healthy, c: p<0.05 vs. Fibro./Tumor, d: p<0.05 vs.
Healthy, e: p<0.05 vs. Tumor. f. Representative photographs and quantification to illustrate that
addition of a specific inhibitor of mPGES-1 expression (CAY10526; 10 uM) to tumor epithelial cell-CM
prevented tumor cell-induced activation of pro-tumorigenic effects in EGCs. n=5; ANOVA, Holm-Sidak
multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. EGC CM, c: p<0.05 vs. EGC-
CM+CAY10526, d: p<0.05 vs. TA EGC-CM+CAY10526. Scale Bar: 500um.
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628  FIGURE 5: TA EGC-derived PGE2 stimulates CSC clonogenicity via EP4 activation. a/b. RT-qPCR data
629 showing that PTGER4 (EP4) mRNA was significantly enriched in CSCs compared to unsorted HT29

630 cells (Total) and compared to cells expressing lower levels of CSC markers (non-CSC) (a). In contrast,
631 PTGER1 (EP1) was expressed at significantly lower levels in CSCs than in unsorted HT29 cells and non-
632  CSCs (b). Data are expressed as fold change to Total (mean = SEM). n=5; ANOVA, Holm-Sidak multiple
633 comparison test, a: p<0.05 vs. Total, b: p<0.05 vs. non-CSC. c. Representative photographs (right

634  panel) and quantification (left panel) demonstrated that the addition of a selective antagonist of EP4
635 (L-161,982, 50 uM) but not EP1 (SC-19220, 50 uM) to TA EGC-CM abolished its pro-tumorigenic

636 effects. n24; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. SC-
637 19220, c: p<0.05 vs. L-161,982. Scale Bar: 500um.
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FIGURE 6: TA EGCs activate CSCs via EGFR and ERK-dependent pathways. a. Representative western
blots and quantification demonstrating that EGCs increased pEGFR-Y845/EGFR in CSCs.
Quantification is expressed as fold change to Control (mean * SEM). n=4, Mann and Whitney test, a:
p<0.05. b. Representative photographs and quantification of tumorspheres yielded from CSCs
cultured alone (Control) or with tumor-activated EGC-CM (TA EGC-CM) supplemented or not with an
inhibitor of EGFR tyrosine kinase activity (AG 1478; 10 uM). Data are expressed as fold change
relative to Control (mean £ SEM). n=4; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs.
Control, b: p<0.05 vs. AG 1478, b: p<0.05 vs. TA EGC-CM + AG 1478. Scale bar: 500um. c.
Representative immunoblots illustrating that pERK/ERK was increased in CSCs cultured in the
presence of EGCs compared to CSCs cultured alone. n=4; Mann and Whitney test, a: p<0.05.
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FIGURE 7. EGCs express IL-1R, and IL-1a/B are highly enriched in the tumor microenvironment. a/b.
Agarose gel electrophoresis of PCR products corresponding to IL-1R cDNA amplicons in human
primary EGC cultures (a) (HOG-EGC, amplicon size 152bp) and in rat non-transformed EGC line (b)
(JUG-EGC, amplicon size 63bp). Lanes #1, #2 and #3 (a) correspond to 3 cultures derived from 3
different patients. Lanes P25 and P30 (b) correspond to 2 different passages. ¢/d. ELISA data showed
that IL-1a (c) and IL-1B (d) were highly enriched in supernatants of human colon adenocarcinomas
(Tumor) compared with supernatants of human healthy colonic mucosa (Healthy). n=4; Wilcoxon
rank-sum test, a: p<0.05 vs. Healthy. e/f. Real-Time gPCR data demonstrated that IL-1a gene
expression (e) was downregulated in CD44"&"-CD24"e" CSCs as compared to unsorted HT29 (Total)
and CD44°"-CD24" non-CSCs, and IL-1B mRNA (f) was overexpressed in non-CSCs. Data are
expressed as fold change to unsorted HT29 cells (Total) (mean = SEM). n=4, ANOVA, a: p<0.05 vs.
Total, b: p<0.05 vs. non-CSC.
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FIGURE 8: Tumor epithelial cell-derived IL1a/B activates pro-tumorigenic phenotype in EGCs. a. RT-
gPCR data demonstrating that addition of IL-1a or IL-1B strongly induced mPGES-1 gene expression in
EGCs. n=3. b. RT-qPCR data showing that addition of an antagonist of IL-1R (IL-1Ra, 10 uM) to
supernatants of human primary colon adenocarcinomas (Tumor) abolished the tumor-induced up-
regulation of mPGES-1 expression in EGCs. Healthy represents supernatants of human healthy
colonic mucosa. n=8; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05
vs. IL-1Ra, c: p<0.05 vs. Healthy, d: p<0.05 vs. Healthy+IL-1Ra, e: p<0.05 vs. Tumor+IL-1Ra. c. PGE2 EIA
confirmed that addition of IL-1Ra blocked the increase in PGE2 release in EGCs activated by
supernatants of human colon adenocarcinomas (EGC/Tumor). EGC, Healthy, Tumor and
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EGC/Healthy represent EGC-CM, supernatant of healthy mucosa, supernatant of tumors, and CM of
EGCs stimulated with supernatant of healthy mucosa, respectively. n=4; ANOVA, a: p<0.05 vs. EGC, b:
p<0.05 vs. EGC+IL-1Ra, c: p<0.05 vs. Healthy, d: p<0.05 vs. Tumor, e: p<0.05 vs. EGC/Healthy, f:
p<0.05 vs. EGC/Healthy+IL-1Ra, g: p<0.05 vs. EGC/Tumor+IL-1RA. d. Representative photographs (left
panel) and quantification (right panel) to show that double IL-1a and B-knock-down tumor epithelial
cells (TEC) had lost their abilities to activate pro-tumorigenic phenotype in EGCs, while single IL-1a or
B-knock-down TECs had impact similar to that of Control TECs. n=4, ANOVA. Scale Bar: 500um.
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FIGURE 9. Molecular crosstalk between EGCs and colon cancer (stem) cells. The schematic
summarizes the molecular pathways involved in the pro-tumorigenic effects of tumor-activated EGCs
on colon CSC-driven tumorigenesis.

37



O Ul WNE

o

CD44

.no_: Q1 High Q2
]
E Low
R
D?Qar L Q4
IVIIIIIII T IIIIIII T llllllll T II]IIIII T
10° 107 10* 103
»
CD133
" a1 [ Hah @
L
E Low
Larl
)
103 Q4
II]IIIII T lllllll T lllllll'l T II]I"II T
102 107 10* 108
'Y
L4
CD133

(o)

CD44

Q

CD44

| High Q2
<]
]
oz - Q4
1_|'1TITI'| T lllllll T I]llllll T II]I]III T
10# 107 10* 108
'Y
Ld
CD133
o a1 Hgh @
g
E Low
mch—-
el
{02 Q4
m T lllllll T l]llllll T II]I]III T
10? 107 10* 108
'Y
Ld
CD133

Supplementary Figure 1: FACS-based isolation of CD44"€"-CD133"i" CSCs from HT29 cells. a-d.
Representative dot-plots of CD44-PE vs. CD133-APC fluorescence intensities corresponding to

unstained HT29 cells (a), double stained HT29 cells (b), sorted CD44"&"-CD133"8" HT29 CSCs (c) and
sorted CD44%%-CD133°% HT29 cells (hon-CSCs) (d) to illustrate the cell sorting strategy and show

representative post-sort purity.
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Supplementary Figure 2: EGCs have similar impact on CD44"ie".CD24"is" CD44"ie".cD133"ie" and
CD44Mieh.cp24Hieh.cp133MHig" CSCs FACS-isolated from HT29 cells in vitro. Representative photographs
and bar graph to show that JUG-EGCs similarly stimulated the formation of tumorspheres from CSCs
that were FACS-isolated based on the levels of expression of 1) CD44 and CD133 (CD44"-CD133"), 2)
CD44 and CD24 (CD44"-CD24"!) and 3) CD44, CD24 and CD133 (CD44"- CD24"-CD133").
Quantification of tumorsphere numbers is expressed as fold change relative to Control (mean + SEM).
n>5; ANOVA, a: p<0.05 vs. respective Control. Scale Bar: 500um.
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Supplementary Figure 3: Primary cultures of tumor epithelial cells derived from human primary
colon adenocarcinomas. a. Representative photographs of H&E-stained serial sections (collected
every 100um) of floating spheres derived from dissociated human primary colon adenocarcinomas.
b. Confocal imaging of a representative primary culture of tumor epithelial cells stained for the
epithelial cell marker EpCAM (green) demonstrating that the floating spheres are exclusively
composed of epithelial cells (Nuclei: DAPI, blue).
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Supplementary Figure 4: Characterization of FACS-isolated CD44"€"-CD24"ie" CSCs. a/b.
Representative dot-plots of CD44-PE vs. CD24-BV421 fluorescence intensities corresponding to
unstained HT29 cells (a, left panel), double stained HT29 cells (a, right panel), sorted CD44"e"-
CD24"ie" HT29 CSCs (b, left panel) and sorted CD44°"-CD24"" HT29 cells (non-CSCs) (b, right panel)
to illustrate the cell sorting strategy and show representative post-sort purity. c. Real time gqPCR data
to show that CD44 and CD24 gene expressions were consistent with the sorted populations (CD44"eh-
CD24"ie" CSCs and CD44°¥-CD24" non-CSCs). Results are expressed as fold change relative to
unsorted total HT29 cells (mean + SEM). n=5; ANOVA. d. Representative photographs to demonstrate
that while CD44"e"-CD24"e" CSCs (upper panel) were able to give rise to tumorspheres in 3D
Matrigel, CD44"°*-CD24"* non-CSCs (lower panel) had little (or no) ability to grow. Scale Bar: 500um.
d. Real time qPCR data demonstrating that CD44"€"-CD24"&" CSCs are enriched in mRNAs coding for
the colon (cancer) stem cell markers PTK7 and CEACAMG6/CD66¢ as compared to CD44°%-CD24"
non-CSCs. Results are expressed as fold change relative to unsorted total HT29 cells (mean + SEM).

n=3; ANOVA.
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Supplementary Figure 5: IL-1a/B expression in IL-1a/B knock down HT29 cells. a/b. Real-Time qPCR
data showed that IL-1a (a) and IL-1B (b) gene expressions were consistent with the different shRNA
lentiviral particles used to transduce HT29 cells. n=7; ANOVA, a: p<0.05 vs. Non-target control shRNA,
b: p<0.05 vs. IL-1B shRNA, c: p<0.05 vs. IL-1a shRNA.
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ARTICLE 2 : ENTERIC GLIAL CELLS STIMULATE COLON CANCER STEM CELL CHEMORESISTANCE VIA AN

ATM-DEPENDENT PATHWAY
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Présentation de I'article 2

Les CSC sont considérées comme responsables des récidives et des métastases des CCR car elles
possedent un potentiel de résistance accru aux molécules de chimiothérapie. Quelques études récentes

suggerent que la chimiorésistance des CSC est régulée par certaines composantes cellulaires du

microenvironnement tumoral dont notamment les myofibroblastes et cellules endothéliales. Dans la
premiere étude de ce travail de thése, nous avons montré que les CGE stimulaient la capacité des CSC a
initier la formation de tumeurs via des voies impliquant des facteurs solubles, démontrant que les
interactions bidirectionnelles paracrines entre les CGE et les cellules de la tumeur avaient un impact
fonctionnel sur les processus de carcinogenése colique. Dans ce contexte, I'objectif de cette deuxieme
étude était de déterminer si les CGE avaient un impact sur les capacités de chimiorésistance des CSC.

Dans un premier temps, nous avons montré in vitro que les CGE stimulaient la résistance des CSC
coliques a deux agents de chimiothérapie des CCR, a savoir le 5-Fluorouracil (5-FU) et I'oxaliplatine, en
utilisant un modele de co-culture ne permettant que des échanges paracrines entre les CGE et les CSC. En
effet, la présence de CGE augmentait la capacité des CSC a initier la formation de tumorosphéres en
présence de 5-FU. Des résultats préliminaires similaires ont été obtenus avec I'oxaliplatine. De plus, des
travaux préliminaires in vivo suggerent que l'injection concomitante de CGE avec les CSC stimule la
formation de tumeurs dans des modéles de souris immunodéficientes traitées au 5-FU. L'utilisation de
CSCisolées a partir de différentes lignées de cellules cancéreuses coliques déficientes ou non pour deux
voies impliquées dans les processus de chimiorésistance, a savoir les voies p53 et des mismatch repair
(MMR), a permis de mettre en évidence que les effets protecteurs des CGE étaient indépendants de ces
deux voies.

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une étude transcriptomique ciblant 48 génes

représentatifs des voies majeures impliquées dans la chimiorésistance. Parmi ces 48 genes, un seul géne
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était surexprimé dans les tumorosphéeres formées a partir de CSC traitées au 5-FU et cultivées en présence
de CGE versus en absence de CGE. Ce gene code pour la protéine kinase ataxia-telangiectasia mutated
(ATM) qui est une sérine/thréonine kinase activée lors de lésions double-brin de I’ADN et impliquée
notamment dans la réparation de I'ADN, la progression du cycle cellulaire et la survie cellulaire.
L'utilisation d’un inhibiteur sélectif de I'activité kinase d’ATM ou de CSC isolées d’une lignée de cellules
épithéliales cancéreuses coliques déficientes pour ATM bloquait I'effet protecteur des CGE.

Ainsi I'ensemble de ces résultats montre que les CGE stimulent la chimiorésistance des CSC via une
voie ATM-dépendante. Des études ultérieures auront pour but d’identifier le facteur glial responsable et
les voies activées en aval d’ATM. D’une fagon plus générale, ces travaux renforcent le concept que les CGE
du microenvironnement tumoral sont un acteur clé de la carcinogenése colique et que les mécanismes
moléculaires impliqués représentent potentiellement de nouvelles cibles thérapeutiques dans les CCR.

Cet article est en cours de préparation et présente ici des résultats préliminaires.
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ABSTRACT

Colon cancer stem cells (CSC) have been recently shown to possess increased chemoresistance and are
thus highly valuable therapeutic targets against colorectal cancer (CRC) relapse. Recent work from our
group has shown that enteric glial cells (EGC) were potent inducers of CSC ability to initiate the formation
of tumors via a PGE2/EP4/EGFR pathway. In this work, we explored whether EGC impact CSC
chemoresistance. Using in vivo xenograft models in immunodeficient mice and in vitro 3D culture systems,
we tested EGC paracrine effects on CSC resistance to 5-Fluorouracil (5-FU) and oxaliplatin. Our in vitro
results show that EGC stimulated the formation and the growth of tumorspheres derived from CSC
isolated from three different CRC cell lines harboring distinct p53 and MMR status in the presence of 5-
FU and oxaliplatin. In vivo the concomitant injection of EGC and CSC promoted tumor growth in 5-FU-
treated immunodeficient mice versus CSC injected alone. High throughput gene expression analysis
showed that EGC increased Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) gene expression in 5-FU-treated
tumorspheres. In addition, EGC had no effect on CSC chemoresistance in the presence of a selective
inhibitor of ATM activity (KU-55933) as well as when CSC were isolated from an ATM-deficient CRC cell
line. Altogether our data strongly suggest that EGC stimulate CSC chemoresistance via an ATM-dependent

pathway.
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INTRODUCTION

Current views suggest that colonic tumors derive from a subpopulation of cancer cells able to self-renew
and to give rise to all the different cell types of the tumor®?. These cells, called cancer-initiating cells or
cancer stem cells (CSC), possess increased tumorigenic and metastatic potentials® as well as increased
chemoresistance*, which strongly suggests a pivotal role for CSC in drug resistance and relapse of colon
cancers.

Compelling evidence have shown that CSC chemoresistance, along with other CSC specific abilities, is
modulated by the tumor microenvironment composed of resident or recruited cells that surround the
tumor and sustain its survival, growth and spread®. In fact, the impact of the tumor microenvironment on
CSC chemoresistance has been shown in various cancers including breast cancer® and leukemia’®. In
colorectal cancer (CRC), different cellular components of the tumor microenvironment such as
myofibroblasts and endothelial cells have recently been showed to increase CSC chemoresistance to the
common CRC chemotherapeutic drugs oxaliplatin and 5-fluorouracil (5-FU) via BCLXL- or NANOGPS-
dependent pathways, respectively®®, However, despite these recent studies, there is still much to be
done to fully grasp the extent of the impact of the tumor microenvironment on colon CSC
chemoresistance. This is particularly true for one cell type of the microenvironment: the enteric glial cells
(EGC).

EGC are the specific glial cell type that belongs to the intrinsic enteric nervous system. They form a vast
network that extends in all layers of the intestinal wall'l. Work from our group and others has
demonstrated that EGC are key regulators of the intestinal epithelial cell functions in healthy intestine!?*3,
For instance, they promote barrier function and mucosal healing via the release of specific paracrine
factors'**. However, little is known about the crosstalk between EGC and colon CSC, and whether it

affects CSC-associated carcinogenesis processes. In a previous work, we showed that EGC stimulate colon
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CSC ability to initiate tumor formation via a PGE2/EP4/EGFR-dependent pathway. In the present study,
we hypothesized that EGC impact CSC chemoresistance.

Colorectal cancer (CCR) chemotherapy is primarily based on the use of the antimetabolite 5-fluorouracil
(5-FU), which is a pyrimidine analogue with cytotoxic effects induced by an inhibition of the thymidylate
synthase and the misincorporation of fluoronucleotides into RNA and DNA, 5-FU is commonly
administered in conjunction with other chemotherapeutic drugs such as the platinum derivative
oxaliplatin, which is a DNA crosslinking cytotoxic agent!’. Despite tremendous advances in the
development of novel CRC chemotherapies®®, intrinsic and acquired resistance remains a major setback
to the efficacy of the current therapeutic arsenal*®?°, Resistance to chemotherapeutic agents has been
shown to be associated with the CSC phenotype*?®?! and numerous molecular mechanisms such as
increased drug efflux, detoxification and metabolism, decreased apoptosis or increased DNA repair?>%3,
In this study, we use 3D co-culture systems of EGC and CSC isolated from four different CRC cell lines as
well as in vivo xenograft models in immunodeficient mice to test our hypothesis that EGC increase CSC

tumor-initiating abilities and promote tumor growth in the presence of 5-FU and oxaliplatin.
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RESULTS

EGC stimulate colon CSC tumor-initiating ability in the presence of 5-fluorouracil and oxaliplatin.

To evaluate EGC impact on CSC resistance to 5-FU, CSC were FACS-isolated from three human colon
adenocarcinoma cell lines (HT29, HCT116 and HCT15), 3D grown in Matrigel, and treated with 5-FU for
eight days in the presence or absence of EGC seeded on Transwell filters. The three CRC cell lines have
differing p53 and MMR (mismatch repair) status (deficient/proficient) (Supplementary Table 1) because
they harbor different mutations in TP53 and genes of the MMR (mismatch repair) system, which are two
major pathways implicated in CRC chemoresistance. Working concentration of 5-FU was chosen so that it
approximately induced a 50% decrease in the number of tumorspheres yielded from CSC grown alone
(Supplementary Figure 1). Our data demonstrate that the presence of EGC dramatically decreased 5-FU
anti-tumorigenic effects in all three CRC cell lines (Figure 1). These results indicate that EGC promoted CSC
tumor-initiating ability in the presence of 5-FU, independently of p53 and MMR. Of note, the porosity of
the Transwell filters only authorized the passage of molecules smaller than 0.4um, indicating that EGC
induced CSC chemoresistance via paracrine signaling. EGC also induced increased growth in 5-FU-treated
tumorspheres derived from HCT116 and HCT15 CSC (Figure 1). In contrast, normal human colonic
fibroblasts (CCD18-Co) did not significantly protect CSC against 5-FU effects (Figure 2). EGC impact on CSC
chemoresistance was consequently evaluated in vivo in immunocompromised SCID Beige mice. CSC were
FACS-isolated from luciferase-expressing HT29 cell line and injected alone or concomitantly with EGC in
opposite flanks of mice treated with 5-FU. Our preliminary data strongly suggest that EGC increased tumor
growth in the presence of 5-FU as indicated by increased bioluminescence intensity in CSC/EGC injected
flanks versus flanks injected with CSC alone (Figure 3).

We next sought to assess whether EGC protective impact was cell cycle-dependent. To do this, we tested
EGC effects on tumor-initiating ability of CSC grown in the presence of oxaliplatin. Indeed oxaliplatin is a

cell cycle non-specific alkylating agent in contrast to 5-FU, which is an antimetabolite mostly active during
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S-phase of the cell division. Our preliminary data indicate that EGC strongly promoted both CSC tumor-
initiating ability and tumorsphere growth in the presence of oxaliplatin (Figure 4), suggesting that EGC
effects on CSC resistance to chemotherapeutic agents are cell cycle-independent.

Altogether, these results demonstrate that EGC are a potent inducer of CSC tumor-initiating ability in the
presence of 5-FU and oxaliplatin.

EGC-derived paracrine factors stimulate tumorsphere growth in the presence of 5-FU.

We next sought to assess whether tumorspheres grown in the presence of EGC had increased resistance
to 5-FU treatment compared to tumorspheres grown alone. To do this, we first grew tumorspheres alone
or in the presence of EGC for five days. At this time point, in our co-culture system, the numbers of
tumorspheres yielded from CSC cultured alone or with EGC do not fluctuate anymore, and only growth
(or not) of the tumorspheres is observed. At 5 days post-plating, we subsequently started treating the
yielded tumorspheres with 5-FU for five additional days. Tumorsphere size changes were recorded
between the first day of 5-FU treatment and five days later. Results showed that while the size of the
tumorspheres grown alone only increased by 38% (£8%), the tumorspheres cultured in the presence of
EGC increased by 145% (+22%) (Figure 5), demonstrating that EGC-derived paracrine factors counteract
5-FU effects to sustain tumorsphere growth.

Interestingly preliminary experiments indicated that tumorspheres grown with EGC prior 5-FU treatment
and then alone during 5-FU treatment had a 64% increase in size during the 5-FU treatment period.
However, tumorspheres grown first alone and then with EGC during 5-FU treatment did not show a
significant increase in size (7%) (Figure 5). These preliminary results suggest that EGC may activate an
intrinsic mechanism of drug resistance early during tumorsphere formation that prevents 5-FU anti-
tumorigenic effects.

Enhanced CSC chemoresistance induced by EGC involves ATM.
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We next aimed to identify the molecular mechanism involved in EGC-induced CSC chemoresistance. Using
the Fluidigm BioMark HD PCR Array platform, we assessed the expression of 48 genes in CSC-derived
tumorspheres treated with 5-FU and cultured alone or in the presence of EGC. Those 48 genes were
representative of the main regulatory pathways related to chemoresistance, including ATP-dependent
drug efflux, drug detoxification, DNA damage repair (DDR), cell cycle checkpoints, and cell death (Figure
6A and Supplementary Table 2). Data showed that among those 48 genes, only ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) was significantly up-regulated in 5-FU-treated tumorspheres grown with EGC vs. alone (Figure
6B-C). We next sought to test whether ATM inhibition could block EGC-induced CSC chemoresistance.
First we used KU-55933, which is an inhibitor of ATM kinase activity. Our data showed that the addition
of KU-55933 abolished EGC protective effects on CSC against 5-FU (Figure 6D). Then we tested EGC impact
on chemoresistance of CSC derived from the human CRC SW1222 cell line, which is mutated in the ATM
gene?* %6, Results demonstrated that EGC failed to protect SW1222-derived CSC against 5-FU anti-
tumorigenic effects (Figure 6E-F). Altogether, our data indicate that EGC induce CSC chemoresistance via

an ATM-dependent pathway.
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DISCUSSION

In the last two decades, the use of anticancer drugs in monotherapy or in combined regimens has
drastically improved the survival of CRC patients, especially those with advanced stages Il and IVZ.
However, resistance to chemotherapy remains one of the primary cause of death of colorectal patients?.
Thus a better understanding of the regulatory mechanisms governing CRC chemoresistance seems critical
to improve systemic therapies. Here we identify EGC as inducers of chemoresistance in CSC and their
derived tumorspheres. This is consistent with the increasing body of work in the field demonstrating that
the cells of the tumor microenvironment also respond to chemotherapy to sustain tumor growth?-31,
One of the main findings of this work is that EGC not only stimulated tumor-initiating ability of CSC, but
also promoted the growth of the tumorspheres in the presence of chemotherapy. This suggests that EGC
may promote increased drug resistance when chemotherapy is used either as adjuvant treatment to
prevent residual cells/CSC to initiate tumor regrowth and also as preoperative neoadjuvant treatment,
which is used mostly in locally advanced colorectal tumors to reduce tumor size, facilitate resectability
and decrease recurrence3, Furthermore our preliminary data suggest that EGC may activate resistance
pathways early during tumor formation and prior to treatment, thus increasing intrinsic CSC
chemoresistance potential. Indeed tumorspheres grown with EGC and then treated with 5-FU but grown
alone still exhibited increased growth compared to tumorspheres grown alone prior and during
treatment. It will be interesting in future studies to determine whether these protective effects last for a
longer period of time, which would lead us to speculate that EGC induce pro-chemoresistance epigenetics
changes in CSC.

Another major finding of this work was that EGC protective effects against chemotherapy in CSC are ATM-
dependent as assessed by the use of an inhibitor of ATM kinase activity and CSC derived from the ATM-
deficient SW1222 cell line. We identified that ATM is potentially involved using a high throughput

screening system that allows for simultaneous relative quantification of expression of 48 genes. Out of all
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the genes tested, only ATM mRNA showed significant enrichment in 5-FU-treated tumorspheres grown in
the presence of EGC versus alone. The fact that TP53, hMLH1 and hMSH6 did not show any changes in
gene expression is consistent with our data demonstrating that EGC similarly promoted chemoresistance
in CSC derived from p53-proficient/MMR-deficient HCT116 line, p53-deficient/MMR-proficient HCT29 line
and p53-deficient/MMR-deficient HCT15 line. Although it is well accepted that chemoresistance may arise
from ATM signaling®, some specific studies have proposed that acquired resistance to oxaliplatin involves
the suppression of the ATM pathway3*. However, these latter studies used 2D cultured cancer epithelial
cells in contrast to the present study that focuses on 3D grown CSC. Several molecular mechanisms have
been linked to ATM-induced chemoresistance including p38 MAPK and NFKB activation® or
phosphorylation of HMGA1/2 oncogenic proteins®. Future studies will investigate which molecular
pathways are activated by EGC in CSC downstream ATM.

EGC pro-chemoresistance impact on CSC and their derived tumorspheres is mediated by paracrine
signaling as demonstrated by the porosity of the Transwell filters used in our co-culture system. This is in
line with a substantial amount of literature reporting EGC-derived soluble factors as potent regulators of
epithelial cell functions in health and diseases®™>*’~*3, However, we cannot rule out that EGC also affect
CSC functions and associated carcinogenesis processes via direct cell-cell interactions as recently
proposed in a healthy epithelium?:.

Previous work (Vales et al, in revision) has demonstrated that at basal state healthy EGC do not release
paracrine factors promoting CSC tumor-initiating abilities. However once activated by tumor cell-derived
IL1, EGC secrete increased amounts of PGE2 that stimulates CSC tumor-initiating abilities via an EP4/EGFR-
dependent pathway. Future studies will determine whether EGC need to be activated by tumor cell-
derived paracrine ligands to impact CSC chemoresistance. Alternatively, EGC may also acquire pro-
chemoresistance effects in response to chemotherapy. This is supported by recent studies reporting that

chemotherapeutic agents induce a remodeling of the EGC network characterized by altered expression of
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S-100B and GFAP expression**¢. One could speculate that chemotherapy-induced genotoxic stress
activates a senescence-associated secretory phenotype (SASP)¥” in EGC leading to the release of pro-
tumorigenic and especially pro-chemoresistance paracrine factors*®>° such as IL-6. This hypothesis is
especially relevant since IL-6 is the most prominent cytokine associated to the SASP>**2, activates CSC
phenotype in colorectal tumors®, is a known EGC-derived factor®, and activates ATM>>°¢. Future studies
test the hypothesis that chemotherapy induces SASP in EGC that, in response, secrete large amounts of
IL-6 leading to increased drug resistance in CSC-derived tumors.

Altogether this study strengthens the emerging concept that local neural cells of the intrinsic nervous
system are critical component of the tumor microenvironment®~%, and hence correspond to potential

therapeutic targets to limit CRC chemoresistance and associated relapse and metastasis.
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METHODS

Cell culture. EGC line was obtained as described in Van Landeghem et al**. Human colon adenocarcinoma
HT29, HCT116, HCT15 and human colon fibroblast CCD18-Co cell lines were purchased from ATCC.
SW1222 cell line was purchased from Sigma-Aldrich. EGC, HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 cell lines
were cultured in DMEM (4.5 g/l glucose; Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 50 U/ml
penicillin, and 50 pg/ml streptomycin (Gibco). CCD18-Co cells were grown in MEM medium (Gibco) with
10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine, 1X non-essential amino acid (Gibco), 50U/ml penicillin, and
50ug/ml streptomycin.

Reagents. The selective inhibitor of ATM kinase activity KU-55933 was purchased from Sigma-Aldrich.
Antibodies PE anti-human CD44 (clone BJ18) and BV 421 anti-human CD24 (clone ML5) antibodies were
purchased from Biolegend.

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-based isolation of CSC. HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 CSC
were sorted on a Sony SH800 Cell Sorter based on the levels of expression of the cell surface markers
CD44 and CD24(Yeung et al., 2010). Briefly, cells were trypsinized, resuspended in culture medium, and
incubated for 30min on ice with CD44 antibody (1:40) and CD24 antibody (1:20). Sorted CSC corresponded
to the highest 1-2% CD24/CD44 expressing cells, and sorted non-CSC corresponded to the lowest 1-2%
CD24/CDA44 expressing cells.

Xenografts. SCID Beige mice (8 week old) were purchased from Charles River and housed in specific
pathogen-free conditions. Mice were anaesthetized by inhalation of an isoflurane/Oxygen mixture (2%
isoflurane; 100% Oxygen) before injection of 200 CSC isolated from luciferase-expressing HT29 cells
(Bioware HT29-luc-D6 PerkinElmer) alone or with EGC (ratio 1:1) in Matrigel diluted 1:1 in culture medium
in opposite flanks subcutaneously. Animals were then intravenously treated with 5-FU 1 time/week at 100

mg/kg at days 5, 12, 19, 26 and 33. Bioluminescent imaging was performed after luciferin injection at day
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40 after CSC injection. All animal studies were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of North Carolina State University (protocol #16-052-B).

CSC chemoresistance assay. HT29-, HCT116-, HCT15- and SW1222-derived CSC were plated at a density
of 400 cells per drop (50 pL) of Growth Factor Reduced Matrigel Matrix (Corning) in 24-well plates in the
presence or not of 5-FU (0.5-1 pg/mL) or oxaliplatin (0.5 uM) and cultured alone or in the presence of EGC
or CCD18-Co cells. EGC or CCD18-Co cells were seeded onto porous filters at 45,000 cells per filter (24-
well Transwell Clear, 0.4 um porosity; Corning) one day prior to testing. Medium supplemented or not
with 5-FU was changed every day. Tumorsphere number was determined at day 7 post-plating, and
tumorsphere size was assessed at days 4, 6 and 8 using a microscope Olympus IX83 (objective 20X) and
Image) software.

To evaluate the impact of KU-55933, a selective inhibitor of ATM kinase activity, on tumorsphere number,
HT29-derived CSC were pre-incubated for 30 min with KU-55933 (7.5 uM) and then cultured with KU-
55933 (7.5 uM), in the presence or absence of EGC and treated or not with 5-FU.

Tumorsphere growth assay. HT29-derived CSC were 3D-cultured in Matrigel as described above for 5 days
alone or in the presence of EGC without 5-FU treatment. Starting at day 5 post-plating, tumorspheres
were treated with 5-FU (5 pg/mL) for 5 consecutive days in the presence or absence of EGC. Tumorsphere
size was assessed at days 5 and 11 post-plating.

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) Analysis. HT29-derived CSC were 3D-
cultured in Matrigel with or without 5-FU (1 ug/mL) in the presence or absence of EGC. Total RNA was
extracted using the RNAqueous-Micro kit (Ambion) following the manufacturer’s recommendations.
Reverse transcription was performed using the High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems). Real-Time gPCR studies on 48 genes were performed using a 48.48 BioMark Dynamic Array
chip run with the Fluidigm’s BioMark HD system. The TagMan probes (Applied Biosystems) used are

presented in Supplementary Table 2.
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Statistical Analysis. Data were expressed as means + SEM. Statistical analyses were performed using
SigmaPlot software v12.0. Non-parametric tests were used to compare different groups as indicated in
the figure legends if Shapiro-Wilk Normality Test or Equal Variance Test failed. Differences were

considered as significant for a p-value of less than 0.05.
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FIGURE 1: EGC stimulate CSC tumor-initiating ability in the presence of 5-FU in vitro. (A-C. CSC were
isolated from the human HT29 cell line; D-F. CSC were isolated from the human HCT116 cell line; G-I. CSC
were isolated from the human HCT15 cell line.) A, D, G. Representative photographs of CSC cultured for 9
days with (+5-FU) or without 5-FU (0.5-1 pg/mL) in the presence (EGC) or absence (Control) of EGC. Scale
Bar: 1Imm. B, E, H. Quantification of the decrease in the number of CSC-derived tumorspheres induced by
a 7 day 5-FU treatment. Data are expressed as the means (+SEM) of the percentage of decrease in
tumorsphere numbers induced by 5-FU relative to the number of tumorspheres yielded without 5-FU.
Mann and Whitney test, n24, a: p<0.05. C, F, I. Quantification of the sizes of tumorspheres grown in the
presence (EGC) or absence (Control) with 5-FU (0.5-1 pg/mL). Data are expressed as the means (+SEM) of
the fold change relative to Control at day 4. Mann and Whitney test, n24, a: p<0.05.
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FIGURE 2: Fibroblasts do not significantly impact CSC tumor-initiating ability in the presence of 5-FU.
Quantification of the decrease in the number of tumorspheres induced by a 7 day 5-FU treatment yielded
from CSC grown alone (control), with EGC (EGC) or with CCD18Co fibroblasts (Fibro.). Data are expressed
as the means (xSEM) of the percentage of decrease in tumorsphere numbers induced by 5-FU relative to
the number of tumorspheres yielded without 5-FU. ANOVA, n=4, a: p<0.05 vs. Control.
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FIGURE 3: EGC stimulate CSC-driven tumorigenesis in the presence of 5-FU in vivo (preliminary data). A-
B. Representative photograph (A) and bioluminescence imaging (B) at 6 weeks after the subcutaneous
injection of CSC alone (CSC) and a mix of CSC + EGC (CSC + EGC) at a 1:1 ratio in opposite flanks of SCID
Beige mice treated with 5-FU. C. Quantification of the intensity of the bioluminescence signal from tumors
yielded from CSC injected alone (CSC) and concomitantly with EGC (CSC + EGC). Data are expressed as the
mean (+SEM) of the fold change relative to control (CSC). Mann and Whitney test, n=9, p=0.055.
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FIGURE 4: EGC stimulate CSC tumor-initiating ability in the presence of oxaliplatin (preliminary data).
A. Representative photographs of CSC cultured for 9 days with (oxa) or without oxaliplatin (0.5 uM) in the
presence (EGC) or absence (Control) of EGC. Scale Bar: 1mm. B. Quantification of the decrease in the
number of CSC-derived tumorspheres induced by a 7 day oxaliplatin treatment. Data are expressed as the
means (¥SEM) of the percentage of decrease in tumorsphere numbers induced by oxaliplatin relative to
the number of tumorspheres yielded without oxaliplatin. n=3. C. Quantification of the sizes of
tumorspheres grown in the presence (EGC) or absence (Control) with oxaliplatin (0.5 uM). Data are
expressed as the means (+SEM) of the fold change relative to Control at day 4. n=3.
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FIGURE 5: EGC stimulate tumorsphere growth in the presence of 5-FU (preliminary data). Quantification
of the increase in size of tumorspheres first grown for 5 days in the presence or absence EGC (+EGC day
1-5), and then treated with 5-FU (5 pg/mL) for 5 consecutive days in the presence or absence of EGC (+EGC
day 5-11). Date expressed as the means (+SEM) of the percentage of increase in tumorsphere size increase
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between day 5 and day 11. (plain bars) Mann and Whitney, n=4, a: p<0.05 vs. Control. (patterned bars)
n<2.
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FIGURE 6: EGC-induced CSC chemoresistance involves ATM. A. Schematic representing the genes whose
relative expression was studied (circled in red) and representative of the main regulatory pathways
related to chemoresistance. B. Heatmap showing fold change in gene expression in 5-FU-treated
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tumorspheres after 4 days of culture in the presence of EGC versus in the absence of EGCin 4 independent
experiments. C. RT-gPCR data showing that ATM mRNA was significantly increased in 5-FU-treated
tumorspheres yielded from CSC in the presence of EGC versus in the absence of EGC (Control). Data are
expressed as the means (+SEM) of the fold change relative to non-treated Controls. ANOVA, n=4, a: p<0.05
vs. Control-5-FU, b: p<0.05 vs. EGC-5-FU, c: p,0.05 vs Control+5-FU. D. Quantification of the decrease in
the number of CSC-derived tumorspheres induced by 5-FU shows that the addition of a selective inhibitor
of ATM kinase activity (KU-55933, 7.5 uM) inhibits EGC protective effects. Data are expressed as the
means (+SEM) of the percentage of decrease in tumorsphere numbers induced by 5-FU relative to the
number of tumorspheres yielded without 5-FU. ANOVA, n=5, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. Control
+KU-55933, c: p<0.05 vs. +EGC +KU-55933. E. Representative photographs of CSCisolated from the human
ATM-deficient SW1222 cell line grown for 9 days with (+5-FU) or without 5-FU (0.5 pug/mL) in the presence
(EGC) or absence (Control) of EGC. Scale Bar: 1mm. F. Quantification of the decrease induced by a 7 day
5-FU treatment in the number of tumorspheres yielded from ATM-deficient CSC. Data are expressed as
the means (+SEM) of the percentage of decrease in tumorsphere numbers induced by 5-FU relative to the
number of tumorspheres yielded without 5-FU. Mann and Whitney test, n.s.: non-significant (p=>0.05).
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Supplementary Figure 1: Dose responses: (A,E. CSC were isolated from the human HT29 cell line; B. CSC
were isolated from the human HCT116 cell line; C. CSC were isolated from the human HCT15 cell line; D.
CSC were isolated from the human SW1222 cell line ). A-D. Quantification of the numbers of tumorspheres
yielded from CSC grown for 7 days in the presence of 5-FU at different concentrations (0.01, 0.1, 0.5, 1,
10 pg/mL). Data are expressed as the means (+SEM) of the fold change relative to the number of
tumorspheres yielded from CSC grown in the absence of 5-FU. E. Quantification of the numbers of
tumorspheres yielded from CSC grown for 7 days in the presence of oxaliplatin (Oxa.) at different
concentrations (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 10 uM). Data are expressed as the means (+SEM) of the fold change
relative to the number of tumorspheres yielded from CSC grown in the absence of oxaliplatin.



Cell line

HT29

HCT116

HCT15

SW1222

TP53 status

MT

WT

mMT

mMT

MMR status

WT

hMLH1 MT

hMSH6 MT

WT
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ATM status

WT

WT

WT

mMT

Supplementary Table 1: TP53, MMR and ATM status in HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 colon
adenocarcinoma cell lines. (WT: Wild Type; MT: Mutated).
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Gene Name | Probe reference | Gene Name | Probe reference |Gene Name | Probe reference
18S Hs99999901_s1 |ABCC1l1 Hs01090768_m1 |GSTP1 Hs00168310_m1
GAPDH Hs99999905_m1 | ABCC12 Hs00264354_m1 |LGR5 Hs00969422_m1
HPRT1 Hs99999909_m1 | ABCG2 Hs00184979_m1 |MCL1 Hs01050896_m1
GUSB Hs99999908_m1 | APAF1 Hs00559441_m1 [MET Hs01565576_m1
ABCA1 Hs00194045_m1 |ATM Hs01112307_m1 |MLH1 Hs00979923_m1
ABCA3 Hs00184543_m1 |BAX Hs00180269_m1 | MSH3 Hs00989003_m1
ABCA12 Hs00292421_m1 |BCL2 Hs00608023_m1 | MYC Hs00153408_m1
ABCA13 Hs01110200_m1 |BCL2L1 Hs00236329_m1 |P53 Hs01034249_m1
ABCB1 Hs00184491_m1 |CCND1 Hs00765553_m1 | PROM1 Hs01009257_m1
ABCB5 Hs00698751_m1 |cdxl Hs00156451_m1 | PTK7 Hs00897151_m1
ABCB6 Hs00180568_m1 |DHFR Hs00758822_s1 |TK1 Hs01062125_m1
ABCC1 Hs00219905_m1 |DPYD Hs00559279_m1 [TOP1 Hs00243257_m1
ABCC2 Hs00166123 _m1 |ERCC1 Hs01012158 m1 |TOP2A Hs01032137_m1
ABCC3 Hs00358656_m1 |ERCC3 Hs00164475_m1 | TOP2B Hs00172259_m1
ABCC4 Hs00195260_m1 | GSK3A Hs00997938 m1 | TYMP Hs00157317_m1
ABCC5 Hs00981089_m1 | GSK3B Hs01047719_m1 |TYMS Hs00426586_m1

Supplementary Table 2: List of gene names and Tagman probe references used in the Fluidigm's
Dynamic Array chip.
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Ces travaux de thése représentent les premieres études explorant le réle des cellules gliales
entériques (CGE) du microenvironnement tumoral dans la régulation des propriétés des cellules souches
cancéreuses (CSC) coliques et des mécanismes de carcinogenese associés. Les deux études présentées
dans cette thése, par des approches in vitro et in vivo, ont montré I'existence d’interactions
bidirectionnelles entre les CGE et les CSC ayant un impact majeur sur linitiation tumorale et la
chimiorésistance. Ainsi, d’une part, nous avons mis en évidence que les CGE du microenvironnement
tumoral stimulent la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs. De facon importante, nos données
démontrent que les CGE ne libérent pas de substance pro-tumorigénique a I'état basal mais seulement
en réponse a I'lL-1 sécrétée par les cellules cancéreuses, mettant en évidence le nouveau concept que les
CGE sont activées ou remodelées par la tumeur dans le but de stimuler les CSC et favoriser les processus
de tumorigenése. D’autre part, nous avons montré que les CGE stimulent les capacités de
chimiorésistance des CSC et plus largement des tumeurs coliques. Remis dans le contexte des
connaissances actuelles sur lI'implication du microenvironnement tumoral dans les processus de
carcinogenese colique, nos résultats identifient les CGE comme une composante déterminante du
microenvironnement tumoral ciblant et stimulant les fonctions « souches cancéreuses » dont notamment

Iinitiation et la chimiorésistance au sein des CCR.

Des communications privilégiées entre les CGE et les CSC ?

Un nombre croissant d’études s’'intéressent a I'impact des composantes cellulaires du
microenvironnement tumoral sur les fonctions des CSC. Dans notre étude, nous avons montré que les CGE
stimulaient a la fois les capacités des CSC a initier la formation de tumeur et a résister aux molécules de

chimiothérapie. Afin de déterminer si ces effets étaient spécifiques des CGE, nous avons étudié en
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paralléle I'impact d’un autre acteur du microenvironnement tumoral, les fibroblastes. Nos résultats in
vitro montrent que les fibroblastes stimulent a échelle significativement moindre la capacité des CSC a
initier la formation de tumeurs en présence ou non d’agents de chimiothérapie. De plus, nos données
démontrent que le mécanisme moléculaire entrainant I'acquisition d’'un phénotype pro-tumorigénique
par les CGE en réponse a I'IL-1 secrétée par la tumeur, n’est pas activé dans les fibroblastes. En effet, nous
avons montré que le surnageant de tissu cancéreux augmentait I'expression de la mPGES-1 et la sécrétion
de PGE2 par les CGE. Ainsi, un tel effet du surnageant de tissu cancéreux n’a pas été observé dans les
fibroblastes, suggérant que I'activation de la voie mPGES-1/PGE2 par I'IL-1 issue de la tumeur pourrait
étre « plus spécifique des CGE ». Cependant nos résultats ne permettent pas de conclure que I'expression
de PGE2 n’est pas activée par I'lL-1 dans d’autres types cellulaires du microenvironnement des CCR. En
effet, I'activation de la production de la PGE2 par I'lL-1 a été montrée dans les cellules épithéliales ou
mésenchymateuses dans d’autres cancers (Li et al.,, 2012; Schrey and Patel, 1995). Une étude plus
compléte des niveaux de sécrétion de PGE2 en réponse a I'IL-1 par les différentes composantes du
microenvironnement cellulaire du CCR serait en ce sens intéressant et permettrait également de valider
I’hypothése selon laquelle les CGE pourraient étre une source majeure de PGE2 au sein du
microenvironnement tumoral. D’autre part, I'utilisation d’antagonistes sélectifs montre que parmi les
deux récepteurs a la PGE2 exprimés par les CSC dans notre systéme, seul 'EP4 médiait les effets pro-
tumorigéniques de la PGE2 gliale. De plus, nous avons observé un enrichissement de I'EP4 et un
appauvrissement de I'EP1 dans les CSC comparées a une population « plus différenciée ». Ainsi il semble
que la PGE2 gliale cible les CSC via des voies EP4-spécifiques. Il serait intéressant de déterminer les
conséquences fonctionnelles de I'activation de EP1 par la PGE2 gliale sur les fonctions des cellules
cancéreuses « plus différenciées ».

Plusieurs travaux ont montré que certains éléments du microenvironnement tumoral tels que les

myofibroblastes, les cellules endothéliales, les lymphocytes T Foxp3*/IL-17* ou encore des cellules
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dérivées du tissu adipeux stimulent I’acquisition de propriétés « souches cancéreuses » par des cellules
tumorales « plus différenciées » (Lu et al., 2013; Vermeulen et al., 2010; Wei et al., 2015; Yang et al.,
2017). Il serait extrémement intéressant de savoir si les CGE induisent la réacquisition d’'un « phénotype
souche cancéreux » par les cellules tumorales plus différenciées.

Les deux études de cette thése se sont principalement basées sur des techniques de co-culture in
vitro ou sur 'emploi de milieux conditionnés permettant d’étudier les communications cellulaires de type
paracrine. Le choix d’utiliser ces techniques a été basé sur de nombreuses études montrant que les CGE
communiquent avec les cellules de I'épithélium intestinal par libération de facteurs solubles spécifiques
(Neunlist et al., 2013). Cependant, les processus d’invasion des couches de la paroi colique par le CCR
augmentent vraisemblablement la possibilité de contacts cellule/cellule directs entre les CGE et les
cellules cancéreuses. Ainsi, il serait également pertinent d’étudier les interactions cellule-cellule CGE/CSC

et leurs conséquences sur les processus de carcinogenése colique.

L’activation d’un phénotype pro-tumorigénique dans les CGE. Phénoméne précoce et/ou persistent ?
Nos données montrent que I'activation des propriétés pro-tumorigéniques des CGE est induite par
I'IL-1 issue des cellules épithéliales tumorales. Outre la présence de I'lL-1 au sein du microenvironnement
tumoral, cette cytokine pro-inflammatoire est également produite par les cellules épithéliales et les
cellules du stroma dans les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI), qui sont un facteur
de risque important du CCR (Pesic and Greten, 2016; Voronov and Apte, 2015). Il serait intéressant de
savoirsil” « activation » des CGE en réponse a I'IL-1 dans le CCR a également lieu dans les MICI. Des études
récentes ont d’ores et déja montré que les CGE issues de patients atteints de la maladie de Crohn avaient
une expression réduite de 15-HETE, 18-HEPE, 15dPGJ2 et de 11BPGF2a (Coquenlorge et al., 2016; Pochard
et al., 2016), indiquant une altération des voies de synthése des eicosanoides dérivés de l'acide

arachidonique. Au-dela des CCR associés a I'inflammation, la transformation des adénomes coliques en
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adénocarcinomes est également associée a un microenvironnement inflammatoire mettant en jeu I'lL-1
(Choi et al., 2013). De plus, certaines études ont décrit des altérations du réseau glial dans les adénomes
coliques (Liu et al., 2013), suggérant que le remodelage des CGE intervient a des stades précoces de la
maladie. Ainsi, nos travaux associés aux données de la littérature sont en faveur de I’hypothése selon
laquelle I’ « activation » des CGE pourrait étre un phénomeéne précoce dans la carcinogenése colique,
participant a l'initiation du CCR. Des études plus approfondies seraient nécessaires pour valider cette
hypothese. Il serait notamment intéressant de regarder I'impact du surnageant de muqueuse de MICI, de
|ésions dysplasiques de bas grade ou de haut grade sur la sécrétion de PGE2 gliale.

Une autre question pertinente soulevée par nos données est : est-ce que I'« activation » des CGE est
un processus réversible ou persistent ? Ainsi, il a été montré que les fibroblastes activés par la tumeur,
appelés cancer-associated fibroblasts (CAF), conservaient des effets pro-tumorigéniques méme apreés de
longues périodes en dehors du contexte tumoral (Orimo et al., 2005). De plus, la surexpression dans les
CCR des enzymes impliquées dans le voie de synthése de la PGE2, telles que COX-2, peut étre liée a des
modifications épigénétiques telles qu’une hypométhylation du géne (de Melo et al., 2014). La PGE2 peut
également avoir un impact sur la méthylation, notamment via la régulation de I'expression des DNA
methyltransferases DNMT1 et DNMT3B dans les cellules cancéreuses (Xia et al., 2012). |l serait intéressant
de voir si la surexpression de PGE2 gliale induite par la tumeur pourrait avoir un effet autocrine sur les
CGE qui impacterait I'état de méthylation du géne codant pour COX-2 et augmenterait de fagon stable la
libération de PGE2 gliale. Ainsi, la pérennité de I'état « activé » des CGE pourrait favoriser la récurrence
des cancers aprés traitement en contribuant a la formation d’'un microenvironnement favorable a

I'initiation tumorale.
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Les CGE, un acteur majeur dans la chimiorésistance des CSC ?

Dans la deuxieme étude de cette thése, nous avons montré que les CGE stimulent les capacités de
chimiorésistance des CSC. En effet, nos données montrent in vivo et in vitro que les CGE stimulent la
capacité des CSC a initier la formation de tumeurs et de tumorosphéres en présence de molécules de
chimiothérapie. Il semble que les CGE protégent de fagcon similaire les CSC contre les effets du 5-FU et de
I’oxaliplatine, qui sont deux agents fréquemment utilisés dans le traitement contre le CCR et ayant des
modes d’action distincts. Ainsi le 5-FU cible en particulier les cellules en phase S du cycle cellulaire tandis
que les effets de I'oxaliplatine ne sont pas dépendants du cycle cellulaire. Nos données suggerent donc
que les effets protecteurs des CGE n‘impliquent pas de mécanismes liés au cycle cellulaire. L’utilisation de
CSCisolées a partir de lignées cellulaires présentant des statuts différents pour p53 et la voie de réparation
de 'ADN des mismatch repair (MMR) a permis de démontrer que I'effet des CGE sur la chimiorésistance
des CSC était indépendant de I'activité de ces voies. D’autre part, nos résultats ont montré que I'effet des
CGE sur les CSC était médié par la protéine kinase ATM. En effet, |'utilisation d’un inhibiteur sélectif d’ATM
ou de CSC isolées d’une lignée déficiente pour ATM abrogeait |'effet protecteur des CGE. ATM est activé
en réponse a des cassures double-brin de I’ADN, et régule des voies intervenant dans la réparation de
I’ADN, dans la régulation du cycle cellulaire, ou encore dans la survie (Stracker et al., 2013). Il serait
intéressant de déterminer les voies activées ou inhibées par ATM favorisant la chimiorésistance des CSC.
Notre étude portant sur le cancer du c6lon, nous nous sommes intéressés ici aux phénomeénes de
chimiorésistance. Néanmoins, dans le cas du cancer du rectum, la radiothérapie est également utilisée
comme traitement. Certaines études ont montré que la radiorésistance pouvait étre liée a I'activation
d’ATM (Li et al.,, 2017; Tao et al., 2016). Il serait donc intéressant de voir si les CGE stimulent la
radiorésistance des CSC des cancers rectaux par des voies ATM-dépendantes.

La prochaine étape de cette étude est de déterminer le facteur glial responsable de la stimulation de

la chimiorésistance des CSC. Plusieurs facteurs candidats pourraient étre testés dont notamment I'IL-6 et
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le TGF-B. En effet, tous les deux sont des facteurs gliaux connus (Neunlist et al., 2006; Riihl et al., 2001).
De plus, de nombreuses études ont montré que ces deux molécules stimulent la chimiorésistance des
cellules cancéreuses coliques, et ont la capacité d’activer ATM (Centurione and Aiello, 2016; Jiang et al.,

2015; Yan et al., 2014b).

La chimiothérapie peut étre utilisée selon deux stratégies thérapeutiques distinctes. En adjuvant, la
chimiothérapie limite les risques de récurrence potentielle dus a la présence de cellules cancéreuses
résiduelles apres résection chirurgicale de la tumeur. En néoadjuvant, la chimiothérapie est utilisée pour
diminuer la taille de la tumeur afin de la rendre opérable. Les résultats obtenus dans notre étude montrent
gue, en présence de molécules de chimiothérapie, non seulement les CGE stimulent la capacité d’une CSC
isolée a former une tumorosphére, mais elles stimulent également la croissance des tumorosphéres. Ces
résultats suggérent que les CGE pourraient stimuler la chimiorésistance dans le cadre d’'un traitement
adjuvant et néoadjuvant. De plus, nos données préliminaires suggérent que la co-culture de
tumorosphéres en présence de CGE avant le traitement au 5-FU permet d’induire une augmentation de
la croissance des tumorospheres pendant le traitement, et ce malgré I'absence des CGE. Ces données
préliminaires suggerent que les CGE activent un mécanisme de chimiorésistance intrinséque dans les
tumorosphéres qui précede le traitement. Cette hypothese pourrait étre confortée en étudiant les
modifications épigénétiques potentielles des CSC provoquées par les CGE, en particulier pour le géne
codant pour ATM.

Il semble également important de déterminer si les effets des CGE sur la chimiorésistance des CSC
sont la conséquence de I’ « activation » des CGE par I'lL-1 issue de la tumeur, comme c’est le cas pour
I"acquisition de propriétés pro-tumorigéniques mise en évidence dans notre premiere étude. Par ailleurs,
quelques travaux suggerent que certaines composantes du microenvironnement pourraient stimuler la

chimiorésistance des CSC en réponse aux traitements de chimiothérapie. Ainsi, les CAF traités avec une
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combinaison de 5-FU, d’oxaliplatine et de leucovorin, stimulent la prolifération et les capacités d’invasion
des CSC via la sécrétion I'lL-17 par rapport aux CAF non-traités (Lotti et al., 2013). De plus, une étude a
montré que l'irinotécan provoquait une augmentation de I'expression des marqueurs gliaux GFAP et S-
1008, suggérant une altération des CGE (Nogueira et al., 2017). Il semble donc pertinent d’étudier I'impact
des molécules de chimiothérapie sur le phénotype des CGE et de déterminer si les effets protecteurs des

CGE sur la chimiorésistance des CSC sont induits par les molécules de chimiothérapie.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Ces travaux de thése récapitulés dans la figure 20 caractérisent pour la premiere fois le role
fonctionnel des CGE dans l'initiation tumorale et la chimiorésistance des CCR. Les deux études présentées
s’inscrivent dans la lignée de travaux récents étudiant le réle du SNE dans diverses maladies digestives et
extra-digestives telles que les MICI, la maladie de Hirschsprung ou encore la maladie de Parkinson. Nos
travaux démontrent que les CGE sont une composante du microenvironnement tumoral controlant les
processus de carcinogenése. Plus précisément, ces travaux mettent en évidence que les interactions
bidirectionnelles entre les cellules épithéliales cancéreuses coliques et les CGE sont impliquées dans la
régulation des mécanismes d’initiation tumorale et de chimiorésistance médiés par les CSC. En effet, nous
avons mis en évidence un remodelage ou une « activation » des CGE par la tumeur via des voies IL-1-
dépendantes. En réponse a cette « activation » par la tumeur, les CGE acquierent des propriétés pro-
tumorigéniques et stimulent la capacité des CSC a initier la formation de tumeurs via une voie mPGES-
1/PGE2/EP4/EGFR-dépendante. Ainsi cette étude renforce le concept que les CGE sont des producteurs
majeurs de dérivés des AGPI dont la dérégulation des voies de synthese dans les CGE participe a la
physiopathologie des maladies gastrointestinales. La deuxiéme étude de cette thése démontre que les
CGE stimulent également les capacités de chimiorésistance des CSC. Si les mécanismes cellulaires et
moléculaires dont notamment le(s) facteur(s) paracrine(s) glial (gliaux) responsable(s) restent a mieux
caractériser, notre étude a néanmoins identifié que la stimulation des capacités de chimiorésistance des
CSC passait par I'activation d’ATM, une kinase notamment impliquée dans la réponse cellulaire aux Iésions
de I’ADN.

D’une facon plus générale, ce travail de these apporte de nouveaux arguments renforcant le concept
que les CGE participent aux mécanismes physiopathologiques de différentes maladies digestives, dont

notamment le CCR. Plus spécifiquement, nos travaux définissent de nouveaux mécanismes de remodelage
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du microenvironnement par la tumeur favorisant les processus de carcinogenése et plus particulierement
stimulant les fonctions « souches cancéreuses » responsables de [linitiation tumorale et de la
chimiorésistance. Ainsi une meilleure compréhension du remodelage moléculaire et fonctionnel des CGE
par la tumeur pourrait permettre d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant

spécifiqguement les CGE « activées par la tumeur » favorisant les processus de carcinogenése colique.

CELLULE CELLULE GLIALE (;E)IEJLCUP:-EE
CANCEREUSE ENTERIQUE CANCEREUSE
IL-1a/B

ILAa/p ? 5-FU

-6 o
TGF-p °

Figure 20 : Proposition des interactions entre les CGE et les cellules épithéliales tumorales et de

I'impact des CGE sur les propriétés des CSC.
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Impact des cellules gliales entériques sur les cellules souches
cancéreuses coliques et processus de carcinogenése associés

Enteric glial cell impact on colon cancer stem cells and associated carcinogenesis

Résumé

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont une
sous-population de cellules tumorales qui possedent un
fort pouvoir tumorigénique, métastatique, ainsi qu’'une
résistance élevée aux traitements de chimiothérapie et
radiothérapie. Ainsi, les CSC sont considérées comme
responsables de l'initiation, de la progression et des
récidives des cancers. Des études récentes ont montré
que le microenvironnement tumoral (MET) joue un réle
clé dans la régulation des CSC. Parmi les cellules du
MET des cancers colorectaux se trouvent les cellules
gliales entériques (CGE) qui sont essentielles au
maintien des fonctions de I'épithélium digestif en
situation physiologique. Cependant leur impact sur les
processus de carcinogenése colique est peu connu a ce
jour. Ce travail de thése a pour but de déterminer
I'impact des CGE sur les fonctions des CSC et les
processus de carcinogenéese associés. En combinant
des approches in vitro et in vivo, nous avons montré
que les cellules tumorales induisent I'acquisition d’'un
phénotype protumorigénique par les CGE via I'lL-1.
Nous avons également mis en évidence que les CGE
ainsi ‘activées’ par la tumeur stimulent la capacité des
CSC a initier la formation de tumeurs via la sécrétion de
PGE2, en activant des voies EP4/EGFR-dépendantes
dans les CSC. Dans une deuxieme étude, nous avons
montré que les CGE stimulent la chimiorésistance des
CSC en augmentant leur capacité a initier la formation
de tumeurs en présence de 5-fluorouracil ou
d’oxaliplatine via une voie ATM-dépendante. Ces
travaux montrent que les CGE sont une composante clé
du MET qui, une fois remodelée par la tumeur, stimule
les CSC et ainsi favorise les processus de
carcinogenese colique associés.

Mots clés

Cancer colorectal, cellule souche cancéreuse, cellule
gliale entérique, microenvironnement tumoral

Abstract

Cancer stem cells (CSC) are a subset of tumor cells that
possess increased tumorigenic and metastatic abilities,
as well as enhanced resistance to chemotherapy and
radiotherapy. Thus CSC are considered as responsible
for tumor initiation, metastasis and relapse. Compelling
evidence have shown that the tumor microenvironment
tightly controls CSC functions. Among the cells of the
colorectal tumor microenvironment are enteric glial cells
(EGC) that are potent regulators of barrier functions in a
healthy intestine. However, little is known about the
impact of EGC on colorectal carcinogenesis. Therefore
the main objective of my PhD project was to explore
EGC impact on CSC functions and associated
carcinogenesis processes. Using in vitro and in vivo
approaches, we demonstrated that tumor cells activate
EGC to acquire a pro-tumorigenic phenotype via the
release of IL-1. We also showed that tumor-activated
EGC increase CSC ability to initiate the formation of a
tumor via the production of PGE2 and the activation of
EP4/EGFR-dependent pathways in CSC. In a second
study, we demonstrated that EGC increase CSC ability
to give rise to tumors in the presence of 5- fluorouracil
and oxaliplatin via an ATM-dependent pathway.
Altogether our data demonstrate that EGC are a key
component of the tumor microenvironment that, once
activated by the tumor, stimulates CSC and thus
promotes associated carcinogenesis.

Key Words

Colorectal cancer, cancer stem cell, enteric glial cell,
tumor microenvironment
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