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INTRODUCTION GENERALE 

Le cancer colorectal (CCR) est le troisième cancer le plus fréquent dans le monde et la troisième cause 

de décès par cancer chez l’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 dernières années dans le dépistage et le traitement du CCR, les récidives 

et les formes métastatiques de ce cancer restent un problème de santé publique majeur associé à un taux 

de mortalité global encore élevé. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes 

physiopathologiques à l’origine de l’initiation, de la progression, de la résistance aux traitements, des 

récidives et des métastases des CCR est nécessaire à l’amélioration de l’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 l’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, à 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 à la tumeur primaire dans des modèles de souris 

immunodéficientes. Outre leur fort potentiel tumorigénique, des études récentes ont également montré 

que les CSC possèdent 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 rôle majeur dans les 

processus de carcinogenèse 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 l’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 l’objet 

de nombreux travaux, une composante du microenvironnement tumoral colique a très peu été étudiée 

jusqu’à maintenant : le système nerveux entérique (SNE). 

Le SNE est le système nerveux intrinsèque du tube digestif. Il s’agit d’un système nerveux autonome 

et intégratif, présent tout le long du tractus digestif et composé de neurones entériques et de cellules 

gliales entériques (CGE). Le rôle du SNE a été particulièrement étudié dans l’intestin et le côlon sain, où il 

régule l’ensemble des fonctions motrices, de sécrétion et d’absorption, ainsi que les fonctions de barrière 

de l’épithélium. Outre les neurones entériques dont le rôle est bien établi, les CGE, longtemps considérées 

comme de simples cellules de soutien des neurones, font l’objet d’une attention toute particulière depuis 

une dizaine d’années. Elles forment un réseau dense qui s‘étend dans toute l’épaisseur de la paroi 

intestinale et colique, de la séreuse jusqu’à la muqueuse où les CGE entourent intimement les cryptes 

intestinales et coliques et sont situées à proximité immédiate des cellules épithéliales. L’ensemble des 

travaux de la dernière décennie démontrent ainsi que les CGE sont un régulateur clé des fonctions de 

l’épithélium intestinal et colique via la libération de facteurs solubles spécifiques. Notamment, les CGE 

inhibent la prolifération des cellules de l’épithélium intestinal via la libération de TGF-β1 et de 15d-PGJ2. Les 

CGE renforcent et protègent également l’intégrité de l’épithélium intestinal qui forme une barrière entre 

l’organisme et l’environnement extérieur. Ainsi, les CGE diminuent la perméabilité intestinale et protègent 

l’épithélium contre l’invasion de pathogènes via la sécrétion de GSNO. De plus, les CGE stimulent les 
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processus de réparation de l’épithélium via la libération de proEGF. Outre leur impact sur les fonctions de 

l’épithélium intestinal dans un contexte physiologique, les CGE interviennent également dans le contrôle de 

l’immunité du tube digestif et dans les processus inflammatoires. Ainsi, de nombreuses études s’intéressent 

aujourd’hui au rôle des CGE dans les pathologies digestives, notamment dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (MICI). 

 

Malgré l’ensemble des travaux démontrant que les CGE sont des régulateurs clés des cellules de 

l’épithélium intestinal en situation physiologique, et suggérant également leur implication dans plusieurs 

pathologies digestives, l’impact des CGE sur les CSC coliques et les processus de carcinogenèse associés n’a 

pas encore été étudié. 

 

Ainsi, l’objectif de ce travail de thèse était de déterminer l’impact des CGE sur les propriétés des CSC, en 

s’appuyant sur les deux hypothèses suivantes :  

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

- Les CGE régulent les mécanismes de chimiorésistance des CSC. 

Ces deux hypothèses ont fait l’objet de deux articles dont l’un est soumis et l’autre est en cours de 

préparation. L’étude bibliographique qui précède vise à introduire brièvement l’épithélium colique en 

condition physiologique, puis à introduire les deux composantes du système nerveux entérique, à savoir les 

neurones entériques et les cellules gliales entériques, et enfin à introduire le cancer colorectal et le modèle 

des cellules souches cancéreuses.  
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1. L’épithélium colique 

1.1. Présentation générale du côlon 

Chez l’Homme, le côlon mesure en moyenne 1,50m de long et se décompose en différentes parties 

qui sont, de la partie proximale à la partie distale, le cæcum, le côlon ascendant (ou côlon droit), le côlon 

transverse, le côlon descendant (ou côlon gauche) et le côlon sigmoïde qui débouche sur le rectum puis 

l’anus (Figure 1). Le côlon a pour fonction principale d’absorber l’eau et les électrolytes du bol alimentaire 

ainsi que la formation des fèces pour permettre leur expulsion par l’anus. 

 

Figure 1 : Organisation anatomique du côlon : Le côlon est composé, de sa partie proximale à sa 

partie distale, du cæcum, du côlon ascendant, du côlon transverse, du côlon descendant et du côlon 

sigmoïde qui débouche sur le rectum puis l’anus. D’après Gray’s Anatomie pour les étudiants, Elsevier 

Masson, 2e édition, 2011. 
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1.2. Organisation tissulaire du côlon  

La paroi du tube digestif se compose de 4 couches histologiques qui sont, de la couche externe 

périphérique à la couche interne qui borde la lumière colique : la séreuse, la musculeuse, la sous-

muqueuse et la muqueuse (Figure 2). 

 

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 à proprement parler de séreuse puisqu’il n’y a pas 

de péritoine. Le tissu adipeux périrectal au-delà 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 diamètre de la lumière du tube digestif. Entre ces deux couches musculaires se 

situe le plexus myentérique, aussi appelé plexus d’Auerbach. 

Figure 2 : Organisation tissulaire du côlon : La paroi du côlon se compose de 4 couches histologiques 

qui sont, de la couche externe périphérique à la couche interne qui borde la lumière 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 l’épithélium colique. 
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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 lâche appelé lamina 

propria ou chorion, contenant un tissu lymphoïde diffus et des follicules lymphoïdes, 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 lumière du tube digestif et forment 

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

 

1.3. Organisation cellulaire de l’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 à 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 l’ensemble des types cellulaires différenciés post-mitotiques 

qui compose la partie haute des cryptes et les surfaces planes de l’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 à la matrice extracellulaire (Kaeffer, 

2011).  
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Il existe différents types de cellules différenciées au sein de l’épithélium colique que l’on peut 

regrouper en deux catégories basées sur leurs fonctions : les cellules absorbantes et les cellules sécrétrices 

(Figure 3). 

 

1.3.1. Les cellules différenciées de l’épithélium colique 

1.3.1.1. Les cellules absorbantes 

Les cellules absorbantes, appelées côlonocytes, sont les cellules majoritaires de l’épithélium colique. 

Elles sont caractérisées par leur forme cylindrique et par la présence à leur pôle apical de microvillosités 

constituant une bordure en brosse. Ces cellules ont pour fonction d’absorber de manière sélective l’eau 

et les électrolytes, ainsi que certains nutriments non absorbés par l’intestin grêle. 

Figure 3 : Organisation cellulaire de l’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 à l’ensemble 

des cellules épithéliales intestinales différenciées des lignages absorptif et sécrétoire. D’après Barker 

et al, 2013. 
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1.3.1.2. Les cellules sécrétrices 

Les cellules sécrétrices de l’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 l’épithélium intestinal en proportion croissante depuis le duodénum jusqu’au côlon distal, 

conjointement avec l’augmentation du nombre d’organismes microbiens présents dans la lumière 

digestive (Barker, 2013). Les cellules de Goblet se caractérisent par la présence à leur pôle apical d’un 

grand nombre de granules contenant des glycoprotéines appelées mucines. La libération des mucines 

dans la lumière colique par exocytose permet la formation d’une couche de mucus à la surface de 

l’épithélium. La couche de mucus joue un rôle important dans la protection de l’épithélium face aux 

éléments potentiellement pathogènes présents dans la lumière du tube digestif, et permet également la 

lubrification des parois de l’intestin pour faciliter le passage du bol alimentaire et l’évacuation des fèces. 

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 libèrent 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 côlon que dans 

l’intestin grêle. Les cellules entéroendocrines les plus abondantes au sein de l’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 côlon (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 contrôle des fonctions digestives et 

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

 

1.3.2. Les autres populations cellulaires différenciées 

Trois autres types cellulaires à activité sécrétoire sont également présents dans l’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 l’épithélium (Gerbe et al., 2011). Elles 

expriment les marqueurs Dclk1, CK-18, COX-2 et possèdent des neurofilaments (Gerbe et al., 2012). Elles 

présentent une morphologie particulière caractérisée par la présence de microvillosités apicales qui se 

projettent dans la lumière intestinale. Les cellules Tuft semblent être impliquées dans la chimio-réception, 

la production d’opioïdes (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 rôle important dans l’immunité intestinale. En effet, 

elles ont pour fonction de phagocyter les bactéries et les antigènes de la lumière du tube digestif pour les 

transporter à travers la barrière épithéliale et les présenter aux cellules immunitaires sous-jacentes au 

niveau des agrégats de follicules lymphoïdes 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 manière similaire au rôle des cellules 
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de Paneth sur le maintien des fonctions souches de la crypte intestinale, notamment via l’expression des 

ligands Notch Dll1 et Dll4 (Rothenberg et al., 2012; Sasaki et al., 2012). 

 

1.4. Les cellules souches coliques 

L’épithélium colique se renouvelle entièrement tous les 3 à 7 jours en fonction des espèces (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 l’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 néosynthèse 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 l’hypothèse selon laquelle l’ensemble des cellules différenciées de 

l’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 hypothèse a depuis été validée par différentes études montrant que l’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 l’étude des propriétés des 

CS coliques sont in vitro la culture en 3 dimensions de cryptes ou de CS isolées et in vivo les modèles 

génétiques de lineage tracing. 

Les modèles 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 « organoïdes », composées de zones « cryptiques » contenant les CS et 

de zones intercryptes composées de cellules différenciées. Ces modèles de culture utilisent 

principalement comme matrice du Matrigel, composé de laminine, de collagène IV et entactine, associé à 

un milieu de culture contenant différents facteurs de croissance (Figure 4A).  

L’étude des CS intestinales et coliques in vivo peut se faire via l’utilisation de modèles génétiques de 

lineage tracing. Cette technique se base sur une construction génétique permettant d’induire l’expression 

d’un gène rapporteur stable et héréditaire au sein d’une sous population cellulaire définie. Ce gène 

rapporteur est alors transmis à l’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 être isolées et cultivées en 3 dimensions pour des 

études de lineage tracing in vitro. 
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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 première étude identifiant un marqueur « spécifique » des CS coliques. En 

utilisant un modèle murin de lineage tracing pour étudier le marqueur Leucine-rich repeat-containing G-

protein coupled receptor 5 (Lgr5), ces travaux montrent que l’expression de Lgr5 est spécifique d’une 

population cellulaire présente au fond des cryptes coliques et capable de générer l’ensemble des cellules 

différenciées qui compose l’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 modèle de lineage tracing a également identifié Lrig1 comme marqueur des CS 

Figure 4 : Techniques d’études des cellules souches intestinales et coliques. A) Les cellules 

souches peuvent être cultivées in vitro dans un système de culture en 3 dimensions en Matrigel, 

permettant la formation de structures tridimensionnelles appelées organoïdes. D’après Barker et 

al, 2014. B) Les cellules souches peuvent être étudiées in vivo par des modèles transgéniques de 

lineage tracing. Exemple de lineage tracing dans l’épithélium colique, utilisant le gène rapporteur 

Rosa26-LacZ et une cre-recombinase inductible par injection de tamoxifène sous contrôle du 

promoteur Lgr5 (Lgr5-EGFP-IRES-creERT2). D’après Barker et al, 2007. 
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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 manière intéressante, les marqueurs Lgr5 et Lrig1 sont rarement co-localisés dans les mêmes CS 

coliques (Powell et al., 2012). De plus, les CS coliques Lrig1+ possèdent une fréquence de division cellulaire 

plus lente que les CS coliques Lgr5+ et ont également des différences de niveaux d’expression de certains 

gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire ou dans la réponse au stress oxydatif. Ces données 

suggèrent une hétérogénéité au sein des CS coliques. Cette potentielle hétérogénéité est à mettre en 

parallèle avec l’état des connaissances actuelles concernant les CS intestinales et leur interprétation. 

 

En effet, dans l’épithélium intestinal, deux modèles de CS ont été proposés. Le premier correspond 

aux CS intestinales appelées « crypt based columnar cells » (CBC), décrites à l’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 (Muñoz et al., 

2012). 

Le deuxième modèle de CS intestinales, appelée «label-retaining cells» (LRC) et originellement décrit 

par les travaux de Potten (Potten, 1977), est localisé en position +4 sur l’axe crypto-villositaire (la position 

0 correspondant à la cellule présente au plus profond dans la crypte). Différents marqueurs des CS 

intestinales de la position +4 ont été proposés tels que Bmi1 (Sangiorgi and Capecchi, 2008), mTert 

(Montgomery et al., 2011), Lrig1 (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 l’homéostasie 

épithéliale et dans les processus de réparation consécutifs à un endommagement de la crypte. Les CBC, 

possèdent un rythme de prolifération relativement rapide (Schepers et al., 2011) et sont considérées 



19 
INTRODUCTION GENERALE 

comme les CS intestinales à l’origine du renouvellement continu physiologique des cellules de 

l’épithélium. Les LRC, également appelées CS intestinales facultatives ou de réserve, possèdent une 

vitesse de prolifération plus lente. Cependant, après endommagement des cryptes intestinales, ces 

cellules se divisent plus fréquemment afin de participer à la régénération des cryptes. En effet, des études 

ont suggéré que les LRC étaient plus résistantes que les CBC à l’irradiation et qu’elles étaient capables, 

après l’ablation des CBC par irradiation ou par délétion génétique, de reformer les cryptes intestinales et 

de maintenir le renouvellement continu de l’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 à l’autre 

(Takeda et al., 2011; Tian et al., 2011; Yan et al., 2012). De manière intéressante, les études de 

régénération des cryptes intestinales après irradiation ont montré que certaines cellules de l’épithélium 

considérées jusque-là comme des cellules différenciées post-mitotiques étaient capable d’acquérir un 

phénotype de CS active. Ainsi, en utilisant le modèle murin transgénique Sox9-EGFP, où l’EGFP est 

exprimée sous le contrôle de séquences régulatrices du promoteur de Sox9, une étude a montré que les 

cellules Sox9-EGFPHigh de l’épithélium intestinal, exprimant les marqueurs des cellules entéroendocrines 

et des cellules LRC, étaient capables d’acquérir un phénotype de CS active après irradiation (Van 

Landeghem et al., 2012). Un mécanisme similaire a également été mis en évidence dans les cellules 

Dll1High,  qui correspondent à des progéniteurs précurseurs du lignage sécrétoire, et étaient ainsi capables 

de réacquérir un phénotype de CS active après irradiation (van Es et al., 2012a). D’autres études ont 

également mis en évidence ce phénomène à 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 suggère ainsi que les cellules épithéliales intestinales, ou tout du moins les progéniteurs des 

lignages absorptif et sécrétoire, possèdent une certaine plasticité, et peuvent ainsi réacquérir un 

phénotype souche afin d’assurer le maintien constant de l’homéostasie de l’épithélium intestinal et 

colique (Figure 5). De manière plus générale, ces données suggèrent que l’état souche ou différencié d’une 
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cellule n’est pas une propriété intrinsèque des cellules mais est régulé de façon dynamique par des signaux 

externes issus du microenvironnement qui entoure les CS intestinales et coliques. 

 

1.5. Le microenvironnement des CS coliques 

Le microenvironnement de l’épithélium colique se compose de l’ensemble des éléments cellulaires 

et moléculaires situé à proximité de l’épithélium. Ce microenvironnement intervient dans le contrôle des 

fonctions de l’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. 

Figure 5: Organisation cellulaire des cryptes intestinales. A) A l’état physiologique, les cryptes 

intestinales contiennent deux populations de CS intestinales : les CBC présentes au fond des cryptes, 

qui sont à la base du renouvellement continu de l’épithélium et les LRC présentes en position +4 sur 

l’axe crypto-villositaire. B,C) Lors d’un endommagement de la crypte intestinale, les LRC acquièrent 

un phénotype de CS actives et participent à la régénération de la crypte intestinale. Ce phénomène 

peut également faire intervenir d’autres cellules de la crypte qui réacquièrent des propriétés souches 

pour permettre la réparation de la crypte. D’après Barker et al, 2014.  
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1.5.1. Le microenvironnement moléculaire 

Les CS coliques sont régulées par un grand nombre de signaux moléculaires extrinsèques présents au 

sein du microenvironnement. Ces signaux activent ou inhibent notamment les voies de signalisation 

régulatrices de l’activité des CS coliques, dont les voies Wnt, Notch et BMP.  

1.5.1.1. La voie Wnt 

Il existe des voies Wnt canoniques et non canoniques. La composante moléculaire principale de la 

voie Wnt canonique est la protéine β-caténine. Lorsque la voie Wnt n’est pas activée, la β-caténine est 

séquestrée dans le cytoplasme par un complexe multimérique composé des protéines kinases CK1 et GSK-

3β, ainsi que des protéines d’échafaudage Axin et APC. Ce complexe de séquestration provoque la 

phosphorylation de la β-caténine sur sa partie N-terminale, permettant son ubiquitination et entraînant 

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 entraîne la phosphorylation du co-récepteur, provoquant le recrutement de l’axine à la 

membrane, ainsi que l’activation de la protéine Disheveled (Dvl). Ce phénomène entraîne la dissociation 

du complexe de dégradation, et ainsi la libération de la β-caténine qui va alors se transloquer dans le 

noyau. La β-caténine nucléaire va s’associer au facteur de transcription TCF/LEF afin d’activer la 

transcription de nombreux gènes 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 l’épithélium selon un gradient de concentration croissant vers la base des 

cryptes. Ainsi l’activation de la voie Wnt ou « l’activité Wnt » est très marquée au niveau du compartiment 

souche des cryptes coliques (Gregorieff et al., 2005) (Figure 6). La voie Wnt a pour rôle de stimuler la 
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prolifération et de maintenir l’état souche des cellules souches intestinales et coliques. En effet, la 

délétion conditionnelle de la β-caténine chez des souris adultes entraîne une disparition des cryptes 

intestinales (Fevr et al., 2007; Ireland et al., 2004). Des résultats similaires ont été obtenus suite à la 

délétion de l’effecteur TCF4 (van Es et al., 2012b), ou la surexpression de Dkk1, un antagoniste de Wnt 

(Kuhnert et al., 2004). Les ligands Wnt peuvent être produits par les cellules stromales et épithéliales. De 

manière intéressante, il a été montré, dans un modèle murin où la production épithéliale des ligands Wnt 

est inhibée, que les ligands Wnt produits par les cellules stromales de la niche permettent le maintien de 

l’homéostasie de l’épithélium (Kabiri et al., 2014). De plus, une autre étude a montré que l’inhibition de 

la sécrétion des ligands Wnt au sein de l’épithélium et/ou dans les myofibroblastes de la niche n’avait pas 

d’impact sur l’épithélium, suggérant que plusieurs types cellulaires participent à la production des ligands 

Wnt dans la niche (San Roman et al., 2014). Ces études montrent ainsi que la niche a un rôle majeur dans 

le maintien de l’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 l’activité de la β-

caténine. Parmi ces voies non canoniques, les mieux caractérisées sont les voies Wnt/PCP (Planar Cell 

Polarity) et Wnt/Ca2+. La voie Wnt/PCP fait intervenir les GTPases Rac1 et RhoA et les protéines kinases 

ROCK et JNK. La voie Wnt/Ca2+ passe par l’activation de la phospholipase C et l’activation de kinases 

calcium dépendantes (Krausova and Korinek, 2014). Ces voies peuvent avoir des effets antagonistes à 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 être impliquées dans la régénération des cryptes après irradiation en stimulant les 

propriétés souches des CS coliques (Sémont et al., 2013). 
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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 

(Dll) et les ligands Jagged (Jagged-1 et Jagged-2).  

L’activation du récepteur Notch par un ligand conduit à 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 

Figure 6 : Régulation de l’activité de la voie Wnt. La fixation d’un ligand Wnt sur son récepteur 

Frizzled, et son corécepteur LRP induit la libération de la β-caténine, jusqu’ici séquéstrée par un 

complexe multiprotéique de dégradation composé des protéines APC, Axin, GSK3β et CK1. La β-

caténine s’accumule dans le cytoplasme puis est transloquée dans le noyau où elle se lie avec le 

facteur de transcription TCF pour induire la transcription des gènes cibles de la voie Wnt. Les ligands 

de la voie Wnt sont présents dans le microenvironnement à 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’après 

Medema et Vermeulen, 2011. 
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de différents gènes (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 Dll1 et Dll4 (Rothenberg et 

al., 2012; Sasaki et al., 2012).  

En utilisant des modèles génétiques de délétion inductible sous contrôle du promoteur du gène Villin 

exprimé dans tout l’épithélium intestinal et colique (El Marjou et al., 2004), des études ont montré que 

l’inactivation de la voie Notch dans l’épithélium intestinal conduit à 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 l’épithélium colique a un effet similaire. En 

effet, la délétion inductible des ligands Dll1 et Dll4  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 rôle essentiel dans le maintien de 

l’auto-renouvellement et de la prolifération des cellules souches intestinales et coliques, mais également 

dans la spécification des cellules progénitrices vers le lignage absorptif. 
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1.5.1.3. La voie des BMP 

Les protéines BMP (Bone morphogenetic proteins) sont des facteurs solubles appartenant à la famille 

du TGF-β. 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 l’expression de gènes cibles intervenant dans l’inhibition de l’auto-renouvellement et de la 

prolifération des CS. Des études menées in vivo ont montré que l’inhibition de la voie des BMP provoque 

une expansion des cellules souches et des cellules progénitrices, ainsi que la formation de cryptes 

ectopiques dans l’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 l’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 

Figure 7 : Régulation de l’activité de la 

voie Notch. Les ligands de la voie Notch 

sont exprimés par les cellules épithéliales 

situées à proximité des CS coliques. La 

fixation du ligand Notch (Delta ou 

Jagged) sur le récepteur Notch induit le 

clivage de son domaine intracellulaire, 

Notch IntraCellular Domain (NICD) qui 

peut activer la transcription de gènes 

régulant la prolifération et l’auto-

renouvellement des CS coliques. D’après 

Medema et Vermeulen, 2011. 
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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 Gremlin1 et 2, Chordin-like1 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. 

 

1.5.2. Le microenvironnement cellulaire 

Le microenvironnement cellulaire se compose de l’ensemble des cellules présentes à 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 l’immunité innée, les 

Figure 8 : Régulation de l’activité de la voie des BMP. La liaison d’un ligand BMP à son récepteur 

provoque la phosphorylation et l’activation des protéines SMAD 1, 5 ou 8, qui se lient à la protéine 

SMAD4 et provoque l’activation de gènes 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, 

Gremlin1 et 2 ou encore Chordin-like1. 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’après Medema et Vermeulen, 2011. 
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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 rôle important dans le maintien des fonctions 

de l’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, l’impact des 

fibroblastes sur les CS intestinales et coliques a particulièrement été étudié. Des expériences ont en effet 

montré que les fibroblastes étaient capables de stimuler la formation et la croissance d’organoïdes 

produits à partir de cryptes intestinales cultivées en Matrigel, en absence de certains facteurs essentiels 

à la culture d’organoïdes tels que le FGF, Wnt3a ou encore la R-Spondin (Lahar et al., 2011; Lei et al., 

2014). Une étude réalisée à partir de cryptes coliques a également montré que les fibroblastes étaient 

capables de stimuler la formation d’organoïdes par les cryptes coliques cultivées en Matrigel (Hirokawa 

et al., 2014). Ces résultats suggèrent que les fibroblastes libèrent 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 l’épithélium intestinal et colique en situation physiologique et lors de 

pathologies du système digestif : le système nerveux entérique. 
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2. Le système nerveux entérique 

2.1. Généralités sur le système nerveux entérique 

2.1.1. Organisation du système nerveux entérique 

Le système nerveux entérique (SNE) est un système nerveux autonome et intégratif présent dans la 

paroi du tube digestif, du tiers inférieur de l’œsophage jusqu’au rectum, ainsi que dans les glandes 

digestives annexes, à savoir les glandes salivaires, le pancréas ou encore la vésicule biliaire. Le SNE 

contrôle l’ensemble des fonctions intestinales telles que la motricité, la sécrétion de mucus, d’électrolytes 

et de sucs digestifs, l’absorption des nutriments et de l’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 à 10 fois plus de cellules gliales entériques (CGE) selon 

les espèces (Furness, 2012). Anatomiquement, le SNE s’organise en deux plexus principaux correspondant 

à 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 rôle 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 côlon, et est subdivisé chez 

l’Homme en trois plexus distincts (Timmermans et al., 1997) : le plexus de Meissner à 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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2.1.2. Innervation extrinsèque du tube digestif 

Le SNE communique avec le système nerveux central (SNC) par l’intermédiaire d’afférences et 

d’efférences du système nerveux autonome (Wilhelmsen, 2000). Cette innervation extrinsèque intervient 

dans le contrôle des fonctions motrices et sécrétoires du tractus digestif, mais également dans le contrôle 

de la satiété ou encore de la défécation (Furness, 2016). L’innervation extrinsèque du tube digestif 

comprend des innervations parasympathiques et sympathiques (Figure 10). 

 

Figure 9 : Organisation du système 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’après Furness et al., 

2012. 



30 
INTRODUCTION GENERALE 

2.1.2.1. Innervation parasympathique  

Les neurones afférents parasympathiques proviennent du nerf vague. Ils innervent la muqueuse, les 

plexus entériques et les couches musculaires lisses de la paroi digestive, et sont sensibles aux distensions 

mécaniques de l’intestin ainsi qu’aux concentrations luminales en glucose, acides aminés ou acides gras à 

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 l’estomac au côlon transverse et du nerf sacré pour l’innervation du côlon distal au 

rectum. L’activation du système nerveux parasympathique conduit à une augmentation de l’excitabilité 

des neurones entériques qui contrôlent 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 à différents médiateurs 

inflammatoires tels que l’histamine ou la PGE2 (Grundy, 2002). Les neurones efférents sympathiques 

proviennent des ganglions cœliaques et mésentériques, et ont comme effet global d’induire une inhibition 

de l’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 être 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 être classés en 

fonction de leurs propriétés électrophysiologiques, c’est-à-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 I ou III et 

Figure 10 : Innervation extrinsèque du 

tube digestif. Le SNE communique avec le 

SNC par l’intermédiaire d’afférences et 

d’efférences du système nerveux 

sympathique et parasympathique. Les 

informations sensitives en provenance du 

tube digestif partent vers le SNC via des 

neurones extrinsèques primaires afférents. 

Les informations en provenance du SNC 

rejoignent le SNE via les voies vagales, 

sympathiques et les voies sacrées. D’après 

Furness et al., 2012. 
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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 II 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 très 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). 

 

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 intrinsèques qui détectent les modifications de l’environnement et les 

Effet Stimulation Inhibition 

Substances Ach, ATP, 5-HT, Histamine, 

neurokinine A, SP, CCK, GRP, 

motiline, bombésine, opioïdes, 

TRH, PGE2  

NO, VIP, SOM, GABA, CGRP, NPY, galanine, 

glucagon, neurotensine, PACAP, PHI, PYY, 

sérotonine, dopamine  

Ach (acétylcholine), ATP (Adénosine 5’-Triphosphate), CCK (Cholécystokinine), CGRP (Calcitonin Gene-Related 
Peptide), GABA (γ-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’après Hansen et al, 2003) 
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transmettent à des voies réflexes, les interneurones qui intègrent et relayent l’information, et les 

neurones moteurs qui transmettent l’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 grêle du cobaye. Les 

neurones de type I sont caractérisés par un axone et de plusieurs dendrites courtes et lamellaires. Les 

neurones de type II possèdent un ou plusieurs axones mais pas de dendrites. Les neurones de type III 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 I, II et III 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 être classés en 3 

types morphologiques majoritaires. 

(a-c) les neurones de type I, uni-

axonaux à plusieurs dendrites courtes 

et lamellaires, ((d-e) les neurones de 

type II, adendritiques multi-axonaux, 

(f-g) les neurones de type III, uni-

axonaux à plusieurs dendrites longues 

ou filamenteuses. D’après 

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

Les neurones afférents primaires intrinsèques (de type Dogiel II et AH) représentent environ 20% des 

neurones du SNE. Ce sont les neurones initiateurs des boucles réflexes intrinsèques intervenant dans le 

contrôle des fonctions intestinales. Ce sont des neurones chimio- et mécano-sensibles qui détectent les 

changements chimiques de la lumière intestinale ou des distorsions mécaniques. Leur excitation peut être 

médiée par les cellules entérochromaffines (5-HT) ou d‘autres cellules entéroendocrines sécrétant de la 

CCK ou de la motiline (Ahlman and Nilsson, 2001). Ils transmettent ces informations au circuit intégratif 

afin de modifier le flux sanguin, la motricité ou encore la sécrétion d’électrolytes. Ils expriment différents 

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

 

2.2.2.3. Les interneurones 

Les interneurones (de type Dogiel III et AH ou S) sont les neurones majoritaires du SNE. Leur rôle est 

d‘intégrer et de transmettre l‘information sensitive relayée par les neurones afférents primaires 

intrinsèques aux neurones moteurs. Il existe des interneurones ascendants qui transmettent l’influx 

nerveux dans le sens oral, et les interneurones descendants qui transmettent l’influx nerveux dans le sens 

anal. L’étude du codage chimique des interneurones chez le cobaye a montré l’existence d’au moins un 

type d’interneurones ascendant et trois types d’interneurones descendants dans l’intestin grêle.  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 à une succession de 

contractions qui se produisent à jeun pour permettre une vidange gastrique totale. Enfin, les neurones 
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descendants de type Ach/NO/VIP sont impliqués dans le réflexe péristaltique. Dans le côlon du cobaye, il 

existe 3 types d’interneurones ascendants et 4 types d’interneurones descendants de codages 

neurochimiques différents (Tableau 2). Le rôle précis de ces 7 types d’interneurones reste encore à définir 

(Smith et al., 2007).  

 

2.2.2.4. Les neurones moteurs 

Les neurones moteurs (de type Dogiel I 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 contrôlent 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 sécrètent principalement du NO, du VIP 

et de l‘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 lumière intestinale. Ils sont divisés en trois groupes : les neurones sécréto-

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

Interneurones ascendants Interneurones descendants 

Type 1 : ACh/SOM/Calretinine/VIP 

Type 2: ACh/TK/ENK 

Type 3: ACh/NPY/±TK/±SOM 

Type 1: ACh/VIP 

Type 2: ACh/VIP/GRP/NOS/Calbindine 

Type 3: ACh/5-HT/CGRP/Calbindine/Calretinine.  

Type 4 : NOS 

Tableau 2 : Diversité du codage neurochimique des interneurones présents dans le côlon du cobaye. 

D’après Smith et al, 2007. 
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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. Rôle des neurones entériques dans le contrôle des fonctions gastro-intestinales 

2.2.3.1. Contrôle de la motricité digestive 

La motricité digestive correspond à 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 à 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 empêchant le reflux, associés à des 

mouvements longitudinaux pour permettre la progression du bol alimentaire. La segmentation 

correspond à des mouvements de brassages du bol alimentaire avec les enzymes digestives, par des 

contractions annulaires oscillantes dues à l’activité « pacemaker » des cellules de Cajal. Les cellules de 

Cajal jouent un rôle de « pacemaker» en générant spontanément et à 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 être déclenché sous l’effet d’un stimulus mécanique (provoqué par le 

déplacement du bol alimentaire) ou chimique (variation du pH, de l’osmolarité ou présence d’acides gras 

ou de lipides). Ces stimuli provoquent l’activation des neurones afférents primaires intrinsèques qui vont 

libérer des neuromédiateurs dont l‘Ach, la Substance P ou la CGRP activant les interneurones ascendants 
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et descendants. Les interneurones ascendants sont connectés à 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. Contrôle des fonctions de l’épithélium intestinal et colique 

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

Les fonctions de sécrétion sont un processus essentiel permettant le maintien d’un équilibre entre 

l’absorption et la sécrétion d’eau et d’électrolytes au niveau du tube digestif. Le contrôle de la sécrétion 

d’ions et d’électrolytes s’effectue via l’activation d’un arc réflexe sécréto-moteur. Les neurones afférents 

primaires intrinsèques qui initient cet arc réflexe peuvent être activés par différents stimuli tels que la 5-

HT, libérée par les cellules entérochromaffines en réponse à une stimulation mécanique, ou le GLP-2, 

libéré par les cellules entéroendocrines à la suite d’une variation de la concentration de glucose (Shirazi-

Beechey et al., 2011; Young, 2011). Les neurones afférents primaires intrinsèques vont ensuite activer via 

les interneurones les neurones sécréto-moteurs ascendants et/ou descendants, libérant respectivement 

de l’Ach et du VIP (Neunlist et al., 1998). Ces deux neuromédiateurs vont ensuite stimuler la sécrétion 

d’ions chlore et d’eau dans la lumière digestive et inhiber l’absorption d’ions sodium par les cellules 

épithéliales (Cooke, 2000).  

 

2.2.3.2.2. Contrôle de la perméabilité intestinale 

La monocouche de cellules épithéliales intestinales forme une barrière physique entre la lumière du 

tube digestif et l’organisme. Cette barrière épithéliale intestinale (BEI) a une double fonction : assurer le 
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passage des nutriments et d’électrolytes et protéger l’organisme en limitant le passage d’agents 

pathogènes ou toxiques. Ces deux fonctions sont assurées par le contrôle de la perméabilité paracellulaire 

et transcellulaire de la BEI. La perméabilité paracellulaire permet le passage de molécules entre les cellules 

épithéliales. Elle est contrôlée 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 (ZO-1,2,3) et de la cinguline. Quant à la perméabilité transcellulaire, elle permet le 

passage de nutriments, d’eau et d’électrolytes à travers les entérocytes, de manière passive ou active, par 

diffusion, par l’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 modèle de co-culture de plexus sous-

muqueux 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 BEI en augmentant 

l’expression de la protéine ZO1 via la libération de VIP (Neunlist et al., 2003). Il a également été montré 

que le VIP prévenait l’augmentation de la perméabilité de la BEI 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 à l’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 l’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 à partir de segments d’intestin ont montré que l’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 

suggèrent que les neurones entériques augmentent ou diminuent la perméabilité de la BEI via la sécrétion 

de neuromédiateurs spécifiques. 

 

2.2.3.2.3. Contrôle de la prolifération des cellules épithéliales coliques 

Les neurones entériques régulent les mécanismes de prolifération cellulaire au sein de l’épithélium 

intestinal et colique via la sécrétion de neuromédiateurs. En effet, l’ablation chimique partielle du plexus 

myentérique dans le côlon de rat induit une hyperplasie et une hyperprolifération des cellules épithéliales 

intestinales (See et al., 1990; Zucoloto et al., 1988). Dans un modèle in vitro de co-culture de plexus sous-

muqueux avec une monocouche de cellules épithéliales intestinales, une étude a montré que l’activation 

électrique des neurones entériques diminue la prolifération des cellules épithéliales via une voie 

VIPergique (Toumi et al., 2003). De plus, l’étude de l’effet de différents neuromédiateurs sur la 

prolifération des cellules épithéliales ont montré que le VIP, le PACAP, l’ATP et l’ADP diminuent la 

prolifération des cellules épithéliales intestinales in vitro (Dignass et al., 1998; Lelièvre et al., 1998), tandis 

que 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 suggèrent que les 

neurones entériques ont la capacité de stimuler ou d’inhiber la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales et coliques, participant ainsi au contrôle du renouvellement de l’épithélium. 
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2.3. Les cellules gliales entériques 

2.3.1. Généralités sur les cellules gliales entériques 

Les CGE sont des cellules de morphologie irrégulière, 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 

côlon, 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 extrinsèques, et au sein de la 

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

 

 

 

 

 

 

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 à la muqueuse. 

D’après Gulbransen et Sharkey, 2012. 
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Au sein de la muqueuse, les CGE forment un réseau très 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 à 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 (Bohórquez 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-100β (blanc) sont présentes dans la muqueuse intestinale où elles forment 

un réseau dense étroitement associé aux cryptes (vert, DAPI). E) Les CGE sont distantes de moins d’1μm 

des cellules épithéliales intestinales. D’après Liu et al, 2013 et Van Landeghem et al, 2011. 
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La première description des CGE a été réalisée en 1899 par Dogiel. En utilisant des techniques de 

coloration au bleu de méthylène, 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 à considérer les CGE comme une population unique de cellules gliales 

périphériques (Gabella, 1981). Les CGE sont relativement similaires aux astrocytes du système nerveux 

central (SNC). En effet, ces deux types cellulaires ont de nombreuses similitudes d’un point de vue 

morphologique et fonctionnel. A l’instar des astrocytes du SNC, les CGE possèdent 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 façon 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-100β. Cependant, des analyses transcriptionnelles récentes indiquent que les CGE 

ont une similarité transcriptionnelle plus importante avec les cellules de Schwann et les oligodendrocytes 

qu’avec les astrocytes, bien que les CGE ne soient pas des cellules myélinisantes (Rao et al., 2015). De plus 

les CGE possèdent 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 espèces (Tableau 3). Chez l’Homme, le ratio CGE/neurones entériques est de 1,3 à 1,9 dans le 

plexus sous-muqueux et de 5,9 à 7,0 dans le plexus myentérique (Hoff et al., 2008). 
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Espèce 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 

 

2.3.2. Marqueurs des CGE 

Trois marqueurs cellulaires sont majoritairement utilisés pour l’étude des CGE : la GFAP (Jessen and 

Mirsky, 1980), S-100β (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, l’expression de cette protéine est 

dynamique. En effet l’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 

suggèrent également que la GFAP peut être exprimée par quelques rares cellules épithéliales dans 

l’intestin de souris adulte (Rao et al., 2017).  

S-100β est un autre marqueur astrocytaire exprimé par les CGE. S-100β est une calcium-binding 

protéine localisée dans le cytoplasme et le noyau des CGE intervenant dans la régulation du cytosquelette 

et le maintien de l’homéostasie calcique. Dans le système nerveux central, S-100β a une activité 

neurotrophique et module également la prolifération cellulaire et la différenciation (ruhl, 2005). En plus 

Tableau 3 : Ratio CGE/neurones chez différentes espèces animales. D’après Gulbransen, 2014. 
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d’être exprimée dans les astrocytes et les CGE, S-100β 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-100β 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 possède un 

rôle important dans le développement du SNE (Bondurand and Sham, 2013). Il est en effet exprimé par 

les cellules de la crête neurale qui sont les précurseurs embryologiques du SNE et intervient dans leur 

prolifération ainsi que dans leur différenciation. La mutation du gène codant pour Sox10 est notamment 

une des mutations associées à la maladie de Hirschsprung, provoquant un défaut de formation du SNE 

dans le côlon (Paratore et al., 2002; Sánchez-Mejías 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 l’antigène 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 modèle génétique murin PLP1-eGFP ont montré que PLP1 

est exprimée par les CGE dans toutes les couches de la paroi de l’intestin et du côlon 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-

100β 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 

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

Les CGE ne correspondent pas à une population homogène. Au contraire, les CGE présentent des 

différences au niveau de leur morphologie et de l’expression des différents marqueurs gliaux en fonction 

de leur localisation dans la paroi intestinale. Cette hétérogénéité est notamment à l’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 à une localisation particulière dans la paroi du tube digestif. Le 

sous-type I, alors qualifié de protoplasmique, correspond aux CGE intra-ganglionnaires caractérisées par 

des extensions courtes, nombreuses et irrégulières. Le sous-type II, appelé fibreux, correspond aux CGE 

situées au niveau des fibres inter-ganglionnaires et possédant de multiples extensions longeant les fibres 

neuronales. Le sous-type III, 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). 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Classification 

morphologique des CGE. Les CGE sont 

classées en 4 types morphologiques : 

Type 1 protoplasmique, Type 2 

fibreux, Type 3 muqueux et Type 4 

intramusculaire. 

 D’après Gulbransen et Sharkey, 2012. 
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En 2015, le groupe de Pachnis a montré à partir de l’étude de plexus myentériques contenant les 

sous-types I, II et III, que ces différentes types morphologiques étaient également associés à des 

différences d’expression des marqueurs gliaux (Boesmans et al., 2015). Ainsi, cette étude a montré que la 

majorité des CGE de type I résidant dans le plexus myentérique co-expriment les marqueurs GFAP, S-100β 

et Sox10. En revanche, seul un faible pourcentage des CGE de type II et III expriment la GFAP, mais une 

majorité co-exprime les marqueurs S-100β 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 même étude a mis en évidence certaines différences fonctionnelles dans les 

différentes populations gliales. En effet, ces travaux indiquent que les CGE de type I, II et III présentent 

une amplitude de réponse calcique différente suite à une stimulation à l’ATP, qui est un test fonctionnel 

couramment utilisé comme marqueur de l’activité gliale. Ainsi, l’amplitude de la réponse calcique est plus 

élevée pour le type I par rapport aux types II et III.  

Malgré l’absence de démonstration directe, l’ensemble de ces données suggèrent fortement qu’il 

existerait différents sous-types de CGE associés à des rôles spécifiques dans le contrôle 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 rôle 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 dernières 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 

contrôle des fonctions gastro-intestinales via des interactions bidirectionnelles avec l’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. Rôle des CGE dans la régulation des fonctions des neurones entériques 

Les CGE participent activement à la survie et la neurotransmission neuronale au sein de la paroi du 

tube digestif.  

La première étude suggérant un rôle important des CGE dans la survie des neurones entériques a été 

réalisée en 1998 en utilisant un modèle murin transgénique exprimant la thymidine kinase du virus de 

l’herpès simplex (HSV-TK) sous contrôle du promoteur GFAP afin de permettre une délétion spécifique 

des cellules GFAP+ suite à l’injection de ganciclovir. Ces expériences ont montré que l’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 l’ablation 

du réseau glial ou de la réponse inflammatoire massive et létale se produisant 9 à 14 jours après l’injection 

de ganciclovir (Bush et al., 1998). L’impact des CGE sur la survie neuronale a depuis été démontré in vitro. 

Ainsi, dans un modèle de cultures primaires de SNE, les CGE diminuent la mort neuronale induite par un 

stress oxydatif via la sécrétion de 15-déoxy-Δ12,14-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 à la détoxification du milieu extracellulaire de certains composés 

neuroactifs pouvant être 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 

l’effet peut être excito-toxique. Les CGE expriment également le transporteur GABA Transporter (GAT) 2, 

permettant l’élimination du GABA de l’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 rôle dans la survie neuronale, les CGE interviennent dans la synthèse 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 synthèse de glutamine, qui est nécessaire à la production de l‘acide γ-amino-

butyrique (GABA). Les CGE ont également un impact sur le codage neurochimique des neurones 

entériques. Ainsi, dans un modèle murin de délétion des CGE GFAP+ exprimant l’hémagglutinine (HA) via 

l’injection de lymphocytes T CD8+ réactifs à l’HA, une étude a montré que l’ablation des CGE provoquait 

une diminution des neurones positifs pour le VIP et la substance P dans le plexus sous-muqueux ainsi 

qu’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 l’activité des 

neurones entériques. Ainsi les CGE expriment les récepteurs purinergiques P2X7, P2Y1, P2Y2 et P2Y4 et 

répondent à l’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 

qu’une réponse calcique peut également être initiée dans les CGE par d’autres neuromédiateurs 

excitateurs tels que l’Ach et la 5-HT (Boesmans et al., 2013). De façon importante, les ondes calciques 

induites au niveau des CGE sont capables de moduler l’activité des neurones entériques (Gulbransen, 
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2014; McClain et al., 2015). Ainsi, des études ont montré que l’inhibition pharmacologique ou la délétion 

des connexines 43 dans les CGE entraîne une diminution de l’activité des neurones sécréto-moteurs et 

une diminution de la motricité colique in vivo chez la souris (Grubišić and Gulbransen, 2017; McClain et 

al., 2014). De plus, l’utilisation d’un modèle murin transgénique GFAP-hM3Dq receptor (exprimant dans 

les cellules GFAP+ un récepteur couplé à une protéine G conçu pour être activé par une molécule exogène, 

dans ce modèle du clozapine-N-oxide (CNO), et dont l’activation provoque une réponse calcique dans les 

CGE GFAP+) a montré que l’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 

l’activité neuronale reste à définir. Outre l’ATP, l’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, l’histamine ou encore les endothélines (Gulbransen, 2014).  

 

2.3.4.2. Contrôle des fonctions de la barrière épithéliale intestinale 

Comme évoqué précédemment, les CGE forment un réseau dense autour des cryptes intestinales et 

coliques, et sont situées à une très faible distance, de l’ordre du µm, des cellules épithéliales. Cette 

proximité étroite entre les cellules épithéliales intestinales et les CGE leur permet d’interagir de façon 

paracrine (Neunlist et al., 2013).  

En 1998, le groupe de Sofroniew a caractérisé un modèle murin transgénique exprimant la thymidine 

kinase du virus de l’herpès simplex (HSV-TK) sous le contrôle du promoteur de la GFAP (Bush et al., 1998). 

A partir du 12e jour après l’injection de ganciclovir, les souris succombaient d’une jéjuno-iléite fulminante 

associée à une délétion des CGE GFAP+, une perte de l’intégrité de la BEI ainsi qu’une désorganisation et 

une hyperplasie des cryptes. Cette étude fut ainsi la première à suggérer le rôle crucial des CGE dans le 

maintien de l’intégrité de la BEI. Ces souris présentaient également une augmentation de la perméabilité 
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intestinale précédant l’inflammation. D’autres modèles d’ablation des CGE GFAP+ ont reproduit ces 

résultats en utilisant le modèle murin de délétion des CGE GFAP+ exprimant l’hémagglutinine (HA), via 

l’injection de lymphocytes T CD8+ réactifs à l’HA, ou via un croisement avec un modèle de souris 

immunoréactives pour l’HA. La perte des CGE provoquait alors une altération de l’intégrité de la BEI ainsi 

qu’une augmentation de la perméabilité intestinale (Aube, 2006; Cornet et al., 2001). 

De manière intéressante, des travaux récents utilisant le modèle de délétion gliale GFAP-HSV-TK a 

reproduit les résultats obtenus par le groupe de Sofroniew. Cependant, cette même étude n’a pas détecté 

d’impact majeur de la délétion gliale sur la perméabilité et la prolifération de l’épithélium intestinal en 

utilisant un nouveau modèle murin transgénique provoquant la perte des CGE PLP1+ par induction de 

l’expression de la toxine diphtérique. Ainsi ces travaux suggèrent 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 

l’épithélium suite à une inhibition du métabolisme des CGE induite par un traitement au fluorocitrate 

(Nasser et al., 2006). 

De nombreuses études in vitro, dans des modèles de co-culture permettant des échanges paracrines 

entre les CGE et les cellules épithéliales intestinales, ont mis en évidence l’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 protège également la BEI 

contre l’invasion par le pathogène Shigella flexneri (Flamant et al., 2011). Les CGE inhibent également la 

prolifération des cellules épithéliales intestinales via la libération de TGF-β1 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 11βPGF2 (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 l’expression de nombreux gènes impliqués dans diverses 

fonctions cellulaires telles que l’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 

l’épithélium. Cette étude suggère 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 

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

Figure 15 : Rôle des cellules gliales entériques dans la régulation des fonctions de la 

barrière épithéliale intestinale. Les CGE régulent les fonctions des cellules épithéliales 

intestinales de manière paracrine. Ainsi, les CGE interviennent dans la réparation et la 

perméabilité de la barrière, la prolifération, la différenciation et la survie des cellules 

épithéliales intestinales par l’intermédiaire de facteurs gliaux spécifiques. D’après 

Neunlist et al., 2013. 
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2.3.4.3. Contrôle 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 système nerveux central, les astrocytes ont un rôle 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 à la réponse inflammatoire, à la réparation et à 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 être impliquées dans la réponse immunitaire et inflammatoire du 

tube digestif par un phénomène similaire. En effet, les CGE expriment des récepteurs aux cytokines tels 

que le TNFα ou l’IL-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’être sensible aux infections et à l’inflammation. De plus, l’IL-1 et le TNF-α 

provoquent une augmentation de l’expression de la GFAP dans les CGE (von Boyen, 2004). Cette 

surexpression est également observée en réponse aux lipopolysaccharides (LPS) bactériens ou à l’IFN-γ 

(Cirillo et al., 2011). Au-delà de la modulation de l’expression de la GFAP, les signaux pro-inflammatoires 

tels que le LPS ou l’IFN-γ ont aussi pour conséquence de stimuler la prolifération des CGE (Cirillo et al., 

2011).  

Outre les modifications phénotypiques des CGE en réponse à un stress inflammatoire, les CGE 

participent directement à la réponse immunitaire et au contrôle des processus inflammatoires. En effet, 

les CGE détectent certains pathogènes via les TLR, et en réponse, sécrètent des molécules pro-

inflammatoires telles que le NO (Turco et al., 2014). De manière 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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l’identité de la bactérie. De plus, les LPS bactériens et l’IFN-γ activent dans les CGE l’expression du 

complexe majeur d’histocompatibilité de type II impliqué dans la réponse immunitaire adaptative (Cirillo 

et al., 2011). Par ailleurs, les CGE sont capables en réponse à un stress inflammatoire de sécréter un grand 

nombre de facteurs impliqués dans l’inflammation tels que l’IL-6 (Rühl et al., 2001), l’Il-1β (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 suggèrent que les CGE ont aussi un 

rôle 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 l’IL-22 par les lymphocytes T3 en sécrétant du GDNF (Ibiza et al., 2016). 

Ces données montrent que les CGE ont un rôle actif dans le contrôle de l’immunité et des processus 

inflammatoires. 

 

Le rôle fondamental des CGE dans le maintien de l’intégrité et des fonctions de la muqueuse 

intestinale, via des interactions bidirectionnelles avec l’ensemble des composantes du 

microenvironnement développées dans les chapitres ci-dessus, a suscité un intérêt croissant concernant 

l’implication des CGE dans les mécanismes physiopathologies des maladies digestives, définissant ainsi le 

nouveau concept de « gliopathie entérique ».  

 

2.3.5. Rôle 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 diabète, l’obésité ou les maladies 

intestinales chroniques de l’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 brièvement aux MICI, qui 

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

 

2.3.5.1. CGE et maladies inflammatoires chroniques de l’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-100β sont surexprimés dans le côlon des patients souffrant de rectocolite 

hémorragique (RCH), suggérant un phénotype de « glie réactive » dans cette maladie (Cirillo et al., 2009). 

De manière 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 

l’expression de ce marqueur est tout de même observée mais à 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 particulièrement 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 à 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 à promouvoir la réparation de l’épithélium intestinal, due à une 

diminution de l’expression de 11βPGF2 gliale (Coquenlorge et al., 2016). Ces études suggèrent que 

l’altération des CGE dans la maladie de Crohn diminue leur capacité à réguler les fonctions de l’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 suggèrent tous deux une modification du réseau neuronal dans les CCR. Une première étude a mis en 

évidence un rôle 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-

muqueux. 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 être en partie liée à la désorganisation tissulaire de la tumeur. Cette altération du réseau glial a 

également été associée à une diminution de l’ARNm de  S-100β en zone tumorale par rapport aux zones 

saines (Liu et al., 2013; Neunlist et al., 2006). Par ailleurs, une étude récente suggère que les 

adénocarcinomes colorectaux bien et moyennement différenciés présentent une plus forte expression de 

la GFAP que ceux faiblement différenciés (Târtea et al., 2017).  
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Toutefois, si ces études rapportent une désorganisation du réseau glial et une altération de 

l’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 

tumorigenèse 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 troisième cancer le plus fréquent dans le monde et la troisième cause 

de décès par cancer chez l’homme et la femme avec 1,5 millions de nouveaux cas et plus de 750 000 décès 

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 décès dus à la maladie ont été estimés (Institut national 

du cancer). L’âge médian du diagnostic est de 72 ans chez l’homme 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 côlon 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 à 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 à l’organisation du tissu sain. L’adénocarcinome peut ainsi 

être 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 lieberkühnien 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 thèse, nous n’aborderons que les adénocarcinomes de 

type commun. 

La très grande majorité des adénocarcinomes coliques se développ à partir d’une lésion pré-

cancéreuse, appelée adénome. Un adénome se définit comme un foyer circonscrit d’épithélium 

dysplasique non invasif, qui peut être 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. 

- L’adénome tubulovilleux présente à la fois des caractéristiques de l’adénome villeux et de l’adénome 

tubuleux. 

-L’adénome plan se définit comme une lésion 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 à 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 à l’épithélium colique ou s’étend dans la muqueuse colique, sans destruction de la 

lame basale. 

T1 : Le stade T1 correspond au cancer intra-muqueux. Les cellules cancéreuses ont dépassé la lame basale 

et peuvent s’étendre jusque dans la sous-muqueuse. 

T2 : Le stade T2 correspond à l’invasion tumorale de la couche musculeuse de la paroi colique. 

T3 : Au stade T3, la tumeur est présente sur toute l’épaisseur de la paroi colique jusqu’à 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 paramètres 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). 
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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 l’ensemble de la paroi 

T4 La tumeur perfore le péritoine viscéral 

Ganglions lymphatiques 

N0 Pas d’envahissement ganglionnaire 

N1 La tumeur envahit 1 à 3 ganglions régionaux 

N2 La tumeur envahit plus de 4 ganglions régionaux 

Métastases 

M0 Pas de métastases à distance 

M1 Présence de métastases à distance 

Stades de la maladie                                        Taux de survie à 5 ans 

Stade 0 TIS N0 M0  

Stade I T1 N0 M0 / T2 N0 M0 93% 

Stade II-A T3 N0 M0 85% 

Stade II-B T4 N0 M0 72% 

Stade III-A T1-2 N1 M0 83% 

Stade III-B T3-4 N1 M0 64% 

Stade III-C T1-4 N2 M0 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 côlon et pour 30% dans le rectum. Une majorité des tumeurs du 

côlon se trouve dans le côlon proximal ou côlon droit (Li and Lai, 2009; Tamas et al., 2015). Outre ces 

différences anatomiques, les cancers du côlon gauche et du côlon droit présentent également des 

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

 

 

 

3.1.5. Carcinogénèse 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. Ils définissent ainsi 6 

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 côlon. D’après Lee et al, 2015. 
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propriétés spécifiques des cellules cancéreuses qui sont : une indépendance vis-à-vis des signaux de 

prolifération, une insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, une résistance accrue à l’apoptose, un 

potentiel illimité de réplication, une capacité à stimuler l’angiogenèse 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 l’échappement au contrôle 

du système 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’oncogènes, généralement impliqués dans la stimulation des voies pro-prolifératives et anti-

apoptotiques, et une perte de fonction de gènes suppresseurs de tumeurs, qui à l’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 modèle appelé « séquence adénome-carcinome ». Ce modèle 

propose que chaque étape de la carcinogénèse soit associée à l’acquisition d’une mutation génétique 

supplémentaire. La première de ces mutations, provoquant le passage d’un tissu épithélial sain à un tissu 

dysplasique, est définie dans ce modèle comme étant une mutation entrainant une perte de fonction du 

gène suppresseur de tumeur APC, qui intervient dans le complexe de séquestration de la β-catenine 

inhibant la voie Wnt. En effet, le gène APC est muté dans 90% des CCR, et cette mutation est retrouvée à 

des temps très précoces de la maladie. La transformation en adénome tardif puis en adénocarcinome est 

ensuite provoquée selon ce modèle par des mutations touchant les gènes KRAS, DCC, SMAD4 et SMAD2 

puis P53 (Fearon and Vogelstein, 1990). Ce modèle de mutations séquentielles a été récemment testé in 

vitro en utilisant la technologie CRISPR/Cas9. En provoquant l’accumulation de mutations couramment 

retrouvées dans les CCR (tel que APC, P53, KRAS ou encore SMAD4) dans des organoïdes humains, ces 

études ont montré que ces organoïdes possédaient la capacité à former des tumeurs après injection dans 

des souris immunodéficientes (Drost et al., 2015; Matano et al., 2015). Bien que l’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 carcinogenèse dépendait de nombreux 

paramètres, et notamment du type d’instabilité génétique associé à 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), l’instabilité 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 être des gains ou des pertes de bras 

chromosomiques, des amplifications de segments chromosomiques ou encore des phénomènes de 

translocations, ayant pour conséquence une aneuploïdie ainsi qu’une perte d’hétérozygotie (Carethers 

and Jung, 2015). Les mutations les plus fréquemment retrouvées associées à ce type d’instabilité 

génétiques sont les mutations du gène APC, KRAS, TP53, ou encore la perte du chromosome 18q 

provoquant la délétion des gènes SMAD4 et SMAD2. Différents mécanismes moléculaires responsables  

de ce type d’altération génétique ont été décrits, parmi lesquels un défaut de ségrégation chromosomique 

lors de la division cellulaire, une dysfonction des points de contrôle de la mitose, une dysfonction des 

télomères, ou encore une dysfonction des voies de réparation de l’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 côlon proximal, sont plutôt de type 

mucineux et sont associés à un meilleur pronostique clinique (Boland and Goel, 2010).  

La MSI doit son nom à la découverte de nombreuses mutations dans les séquences microsatellites 

de certaines tumeurs coliques (Ionov et al., 1993). Les microsatellites sont des séquences d’ADN 

constituées d’une répétition de motifs de 1 à 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 gènes ACVR2A, APC, TGFBR2 ou encore 

BRAF. La MSI provient d’un défaut de fonctionnement de la voie des Mismatch Repair (MMR). Le système 

MMR a pour fonction de reconnaître et de réparer les mésappariements de l’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 système MMR est principalement lié à une 

hyperméthylation du gène codant pour MLH1 entraînant une perte d’expression (Carethers and Jung, 

2015).  

 

3.1.6.3. Phénotype d’hypermethylation des ilots CpG 

Une troisième forme d’instabilité génétique a été décrite en 1999 et correspond à 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 l’inactivation de nombreux gènes suppresseurs de tumeur. 

Le CIMP est retrouvé dans 20 à 30% des CCR, et est majoritairement associé aux tumeurs de type MSI, 
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bien qu’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 à décrire. 

 

3.1.7. Les formes héréditaires du CCR 

Bien que la très 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 à l’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 gène APC. Il s’agit d’une maladie autosomique dominante provoquant l’apparition de 

dizaines ou centaines de polypes dans le côlon et le rectum entre l’âge de 20 et 40 ans. Le traitement de 

cette maladie consiste en une résection de l’ensemble des polypes par colectomie. Sans traitement, la 

maladie évolue dans 100% des cas en CCR (Rustgi, 2007). Des polypes se développent également dans 

l’estomac ou l’intestin grêle, mais en nombre moins important que dans le côlon, 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 

gène APC et associées à des risques d’apparition d’un CCR similaire à la PAF. Ces syndromes sont : 

- Le syndrome de Gardner, caractérisé par la présence de nombreux polypes coliques et rectaux, est 

associé à 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 mêmes 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 à 80 % de risque de développer un CCR au cours de leur vie. Il est provoqué par 

une mutation germinale touchant un des gènes impliqués dans la voie des MMR. La mutation peut toucher 

les gènes MSH2, MLH1, PMS2 ou MSH6. Environ 70 à 90% des personnes atteintes du syndrome de Lynch 

ont une mutation du gène MLH1 ou MSH2, et 10 à 30% des cas sont liés à une mutation de PMS2 ou MSH6 

(Cohen and Leininger, 2014). Ce syndrome provoque l’apparition d’un CCR en majorité dans la partie 

proximale du côlon à un âge 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 complète, c’est-à-dire pour extraire la tumeur primaire 

ainsi que les tissus et les ganglions lymphatiques environnants affectés (appelé curage ganglionnaire). 

L’acte chirurgical diffère en fonction du stade et de la localisation de la tumeur. Il peut aller de l’exérèse 

locale pour des stades très précoces (Althumairi and Gearhart, 2015) à la résection totale ou partielle de 

différentes sections du côlon et/ou du rectum (colectomie totale ou hémicolectomie droite, transverse, 

gauche, sigmoïdienne, protocolectomie, résection abdominopérinéale) jusqu’à 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 être 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. La radiothérapie 

La radiothérapie est préconisée à partir du stade II de la maladie et uniquement pour les tumeurs 

rectales. Elle n’est pas utilisée pour les tumeurs situées dans le côlon afin d’éviter l’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 être administrée en situation palliative, principalement dans le but de 

limiter la douleur. Il est possible d’avoir recours à une radiothérapie néoadjuvante interne, appelée 

curithérapie ou brachythérapie. La curithérapie consiste à insérer une substance radioactive, 

généralement de l’iridium contenue dans un applicateur, directement au sein ou à proximité de la tumeur 

(Webster et al., 2013). Ce traitement est généralement délivré après l’irradiation externe en complément 

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

 

3.1.8.3. La chimiothérapie 

3.1.8.3.1. Généralités 

La chimiothérapie est utilisée dans le traitement des CCR de stades II à IV. Elle peut être 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 être 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 à l’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 l’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 être 

associées à des thérapies ciblées qui correspondent à des anticorps monoclonaux ciblant des molécules 

favorisant la croissance tumorale telles que l’EGFR ou la néo-angiogenèse tumorale telles que le VEGF 

(Ciombor et al., 2015). 

 

3.1.8.3.2. 5-Fluorouracil  

Le 5-Fluorouracil (5-FU) peut être 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 l’organisme (Longley et al., 2003). Le 5-FU est un analogue de la 

pyrimidine et appartient ainsi à la classe des antimétabolites qui ont pour mode d’action d’inhiber la 

réplication de l’ADN (Cheung-Ong et al., 2013). Suite à son entrée dans la cellule, le 5-FU est converti par 

une cascade enzymatique en différents métabolites actifs, à savoir le fluorodeoxyuridine (FdUMP), le 

fluorodeoxyuridine triphosphate (FdUTP) et le fluorouridine triphosphate (FUTP). Le FdUMP se lie à la 

thymidylate synthase (TS), qui a pour rôle de convertir le désoxyuridine monophosphate (dUMP) en 

désoxythimidine monophosphate (dTMP). Cette liaison inhibe l’activité enzymatique de la TS, ce qui a 

pour conséquence de bloquer la réplication de l’ADN lors de la phase S du cycle cellulaire en diminuant la 

concentration de dTMP disponible et en augmentant la concentration de dUMP. L’excès de dUMP 
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entraîne son intégration par erreur à l’ADN. Le 5-FU inhibe également la réplication de l’ADN via 

l’intégration directe de FdUTP à l’ADN. De plus, le 5-FU, sous sa forme FdUTP, s’incorpore également à 

l’ARNm, perturbant ainsi sa synthèse (Figure 17). L’ensemble de ces mécanismes moléculaires entraînent 

de nombreuses altérations au niveau de l’ADN et de l’ARN, provoquant la mort de la cellule par apoptose 

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

 

3.1.8.3.3. Oxaliplatine 

L’oxaliplatine est administrée par voie veineuse, principalement en perfusion avant l’administration 

du 5-FU. L’oxaliplatine fait partie du groupe des agents dérivés (ou sels) de platine et se fixe spontanément 

à l’ADN de façon 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 l’ADN, 

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

Figure 17 : Métabolisme du 5-Fluorouracil.  

Le 5-FU intracellulaire peut être dégradé par 

la DPD ou converti en différentes molécules 

actives telles que le fluorodeoxyuridine 

(FdUMP), le fluorodeoxyuridine triphosphate 

(FdUTP) et le fluorouridine triphosphate 

(FUTP), qui vont provoquer des dommages à 

l’ADN et à l’ARN, provoquant la mort de la 

cellule par apoptose. D’après Longley et al, 

2003. 



70 
INTRODUCTION GENERALE 

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 l’ADN qui se lie au complexe 

topoisomérase I/ADN, provoquant des cassures simple- et double-brins de l’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 

problème majeur dans la prise en charge des CCR, associé à une diminution de l’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 à une sélection progressive des cellules cancéreuses les plus 

résistantes de la tumeur au cours du traitement. Au niveau cellulaire, la chimiorésistance peut être 

intrinsèque aux cellules cancéreuses ou acquise en réponse aux traitements (Kachalaki et al., 2016). Une 

des techniques principales utilisées in vitro pour l’étude des mécanismes moléculaires de 

chimiorésistance consiste à 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 à la résistance des cellules 

cancéreuses aux molécules de chimiothérapie que l’on peut regrouper en 6 catégories principales : l’efflux 

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

du cycle cellulaire et la résistance à l’apoptose.   

 

3.1.9.1. L’efflux 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 à ABCG en fonction de leur séquence et de leur homologie de 

structure. Ils possèdent un ou plusieurs domaines transmembranaires permettant le transport des 

molécules à travers la membrane, et un ou plusieurs domaines cytoplasmiques qui lient l’ATP (ter Beek et 

al., 2014). Les transporteurs ABC sont exprimés dans de nombreux tissus et ont pour rôle de permettre 

l’efflux de molécules endogènes et exogènes néfastes pour la cellule contre leur gradient de concentration 

via l’hydrolyse d’ATP. Ainsi les transporteurs ABC sont capables d’expulser diverses molécules de 

chimiothérapie et jouent un rôle central dans la chimiorésistance de nombreux cancers dont le CCR (Pan 

et al., 2016). Trois récepteurs ABC ont été particulièrement étudiés : ABCB1 (ou P-gp), ABCC1 (ou MRP1), 

et ABCG2 (ou BCRP). 

Le transporteur ABCB1 est capable d’utiliser comme substrat de très nombreuses molécules de 

chimiothérapie telles que la doxorubicine, le docetaxel, la vinblastine ou encore l’actinomycine-D (Hodges 

et al., 2011). L’expression de ce transporteur a notamment été associée à une faible réponse aux 

traitements et est un facteur de mauvais pronostic dans la leucémie myéloïde aiguë (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 tumorosphères issues de tumeurs coliques 
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primaires à l’irinotécan (Bitarte et al., 2011; Emmink et al., 2011). De plus, en utilisant la lignée de CCR 

SW620 Ad300 qui est résistante à la doxorubicine et surexprime ABCB1, des études in vitro ont montré 

que l’inhibition d’ABCB1 augmente leur sensibilité à l’irinotécan (Hu et al., 2014, 2016). Cependant, il 

n’existe pas, à ce jour, de données cliniques démontrant directement l’implication d’ABCB1 dans la 

résistance des CCR à l’irinotécan. Par ailleurs, l’étude in vitro de lignées cellulaires de CCR résistantes au 

5-FU ont également montré que ces cellules résistantes surexprimaient ABCB1 par rapport à la lignée 

initiale (Wang et al., 2015). Cependant, le rôle du transporteur ABCB1 dans la résistance des CCR au 5-FU 

reste à confirmer en clinique (De Iudicibus et al., 2008). 

Le transporteur ABCC1 est exprimé dans différents cancers tels que le CCR, le cancer du poumon, 

le cancer de l’œsophage, ainsi que certaines leucémies. Sa forte expression est associée à 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 à partir de lignées cellulaires résistantes ont montré que la surexpression 

du transporteur ABCC1 est associée à une résistance à l’oxaliplatine ainsi qu’au 5-FU (Cao et al., 2017; 

Montazami et al., 2015).  

Le transporteur ABCG2 est également associé à une chimiorésistance et à un mauvais pronostic dans 

différents cancers tels que la leucémie myéloïde aiguë, le cancer du sein ou encore le cancer du poumon 

(Mao and Unadkat, 2015). Dans le CCR, le transporteur ABCG2 a été particulièrement associé à une 

résistance accrue à l’irinotécan. En effet, de nombreuses études in vitro ont montré une corrélation 

positive entre l’acquisition d’une résistance à l’irinotécan ou son composé actif, le SN-38, et l’expression 

d’ABCG2 dans les lignées cellulaires de CCR (Candeil et al., 2004; Mazard et al., 2013; Zhu et al., 2012). 

Une étude réalisée à 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 à l’irinotécan in vitro. De plus, les auteurs ont montré que les patients 
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dont les cellules cancéreuses étaient les plus résistantes à l’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 être la conséquence 

d’une augmentation de la dégradation ou de l’inactivation des molécules actives chimiothérapeutiques. 

La dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) est une enzyme provoquant la dégradation intracellulaire du 

5-FU en dihydrofluorouracil (DHFU), empêchant 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 l’hypothèse 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 à certains xénobiotiques (Sheehan et 

al., 2001). Parmi les différentes enzymes appartenant aux GST (Alpha, Pi, Mu, Theta, Zeta), la Glutathione 

S-transferase Pi (GST-π) a été associée à une augmentation de la résistance des cellules cancéreuses aux 

platines. Ainsi, la GST-π 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-π 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, à ce jour, d’études démontrant directement l’implication de la GST-π dans la résistance des cellules 

cancéreuses coliques à l’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 l’expression d’UGT1A1 dans les cellules épithéliales 

tumorales était associée à une augmentation de l’inactivation de SN-38 (Gagnon, 2006), suggérant un rôle 

potentiel joué par UGT1A1 dans la résistance des CCR à l’irinotécan.  

 

3.1.9.3. L’altération des cibles moléculaires 

Comme indiqué précédemment, le 5-FU inhibe la réplication de l’ADN en partie via l’inhibition de la 

thymidine synthase (TS). Ceci suggère que la résistance des cellules cancéreuses au 5-FU pourrait être 

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 l’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 rôle clé du niveau 

d’expression de la TS dans la réponse cellulaire au 5-FU. 

D’une façon similaire, la topoisomérase I, cible du SN-38, est associée à la résistance des cellules 

cancéreuses à l’irinotécan. De manière intéressante, cette résistance a été associée à une diminution de 

l’expression et/ou de l’activité de la topoisomérase I (Arakawa, 2006; Bandyopadhyay and Gjerset, 2011; 

Boyer et al., 2004; Jansen et al., 1997). Ce phénomène peut être expliqué par le fait que cette diminution 

limite la liaison du SN-38 au complexe topoisomérase I/ADN qui provoque des cassures de l’ADN.  

Récemment, une étude menée in vitro à partir de lignées cellulaires de CCR a montré que la résistance au 

SN-38 pouvait également être liée à 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. Les voies de réparation de l’ADN 

Il existe 5 voies majeures de réparation de l’ADN qui sont activées en fonction du type de lésions de 

l’ADN. La voie BER, NER et MMR interviennent dans le cas de lésions simple-brin, et les voies HR et NHEJ 

prennent en charge les cassures double-brin. 

 

3.1.9.4.1. La voie BER 

La voie de réparation par excision de bases (BER pour Base Excision Repair) est une voie de réparation 

de l’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 β réinsère le nucléotide manquant en utilisant le brin complémentaire intact comme matrice. 

Enfin, une ligation du brin d’ADN par le complexe XRCC1-ligase III permet une restauration de la continuité 

du brin d’ADN (Kim and Wilson, 2012). 

 

3.1.9.4.2. La voie 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 lésion. 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 l’ARN-

polymérase II. 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 être éliminé, puis la partie excisée est resynthétisée par les 

ADN polymérases δ/ε et remise en continuité de l’ADN par les ligases I et XRCC1-ligase III (Scharer, 2013). 

 

3.1.9.4.3. La voie MMR 

La voie de réparation des mésappariements (MMR pour Mismatch Repair) intervient dans les lésions 

de l’ADN causées par la présence de bases mal appariées issues de phénomènes de substitutions, 

d’insertions ou de délétions provoqués pendant la réplication de l’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 reconnaît les mésappariements survenant sur plusieurs bases. Ces complexes permettent 

ensuite le recrutement du complexe MLH1 et PMS2, initiant la réparation des lésions par le recrutement 

des molécules impliquées dans l’excision et la resynthèse de l’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 l’ADN qui a lieu pendant les phases S et G2 du cycle cellulaire, 

et est basée sur l’utilisation de la chromatide sœur pour remplacer la portion d’ADN lésée. Cette voie 

implique le recrutement et la fixation du complexe MRN formé des protéines Mre11, Rad50 et Nbs1, aux 

extrémités de la cassure. Le complexe MRN génère 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 à la recherche de la séquence homologue présente sur la chromatide sœur afin 

de créer un héteroduplex, appelé D-loop, entre le brin complémentaire et l’extrémité 3’ du brin à réparer 

faisant intervenir notamment la protéine Rad54. Cette structure permet ensuite la synthèse de l’ADN 

manquant par une ADN polymérase en utilisant le brin complémentaire comme substrat, et donc la ré-

acquisition de l’information perdue par le brin lésé.  

La NHEJ intervient dans la réparation des cassures double-brin en dehors des phases S et G2 du cycle 

cellulaire. Ainsi, sans chromatide sœur comme support pour resynthétiser la partie manquante de l’ADN, 

elle correspond à la ligation des deux extrémités de la cassure double-brin. Ainsi les extrémités de la lésion 

sont prises en charge par l’hétérodimère KU70-KU80, 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 l’ADN. 

Les cassures double-brin provoquent également l’activation de la serine-thréonine kinase ataxia 

telangiectasia-mutated (ATM) qui appartient à la famille des PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase-related 

kinase). Suite aux cassures double-brin, ATM est recruté au niveau du la lésion 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 l’histone H2AX sur le 

résidu serine 139 dont la forme phosphorylée γH2AX joue un rôle clé dans le remodelage de la chromatine, 

ainsi que dans la formation de foci permettant le recrutement de protéines impliquées dans la réparation 

de l’ADN (Rothkamm et al., 2015; Turinetto and Giachino, 2015). 

Outre sa fonction dans la réparation de l’ADN, il est à noter que ATM est également impliqué dans le 

contrôle du cycle cellulaire ou encore de l’apoptose (Smith et al., 2010; Stracker et al., 2013). Notamment, 

ATM active la Checkpoint Kinase 2 (Chk2), qui phosphoryle CDC25A et CDC25C, provoquant un arrêt du 

cycle cellulaire en phase S ou G2. ATM peut également, directement ou via l’intermédiaire de Chk2, 
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phosphoryler la protéine p53, qui entraîne un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et G2/M et l’activation 

de voies pro-apoptotiques. ATM peut aussi activer BRCA1 qui joue un rôle central dans la régulation des 

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

 

3.1.9.4.5. Réparation de l’ADN et chimiothérapies des CCR 

Le 5-FU, l’oxaliplatine et l’irinotécan engendrent des lésions au niveau de l’ADN. De par leur mode 

d’action (cf. Chapitre 3.1.8.3.), l’oxaliplatine et l’irinotécan provoquent des cassures double-brin, et 

activent les voies de réparation de l’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 l’ADN puisse intervenir dans la réponse cellulaire à ces 3 molécules, et que ces 

voies puissent dans certains cas promouvoir la résistance ou la mort des cellules cancéreuses. Ainsi, bien 

qu’il n’existe que peu de données montrant un lien direct entre l’activité d’une voie de réparation de 

l’ADN et une résistance accrue à ces molécules de chimiothérapie dans le CCR, une étude a notamment 

montré que la diminution de l’expression de MSH2 dans les cellules cancéreuses coliques induite par miR-

21, diminue la sensibilité au 5-FU en empêchant l’arrêt du cycle cellulaire et le processus d’apoptose in 

vitro ou in vivo dans un modèle 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 suggèrent que la voie 

MMR participe aux effets létaux du 5-FU en provoquant l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 et en 

promouvant l’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-



79 
INTRODUCTION GENERALE 

FU in vitro et in vivo (Liu et al., 2015). Ces études suggèrent 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 à l’oxaliplatine surexpriment les protéines ERCC1 and XPA, impliquées dans la voie 

NER (Arnould et al., 2003; Boyer et al., 2004), indiquant un rôle de la voie NER dans la résistance à 

l’oxaliplatine.  

 

3.1.9.5. Altération des points de contrôle du cycle cellulaire 

Les points de contrôle ou de surveillance (checkpoint) du cycle cellulaire permettent notamment, de 

contrôler l’intégrité de l’ADN avant, pendant et après sa réplication, ainsi que pendant la mitose. En cas 

d’anomalie, la progression du cycle cellulaire est interrompue afin de permettre la réparation de l’ADN ou 

d’engager la mort cellulaire par voie apoptotique si les anomalies sont trop importantes. Plusieurs études 

suggèrent 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 contrôle la progression du cycle cellulaire et 

l’activation des voies apoptotiques (O’Connor et al., 1997). En effet, des mutations dans le gène codant 

pour p53, qui sont présentes dans 40 à 50% des CCR, sont un évènement majeur dans les processus de 

carcinogenèse (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 à l’oxaliplatine (Boyer et al., 2004). Par 

ailleurs, une expérience réalisée sur différentes lignées cancéreuses coliques mutées ou non (WT) pour 

p53 ont montré que l’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 

suggère que l’inhibition de p53 dans les cellules cancéreuses stimule leur chimiorésistance en empêchant 

l’arrêt du cycle cellulaire et l’activation des voies pro-apoptotiques. 
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3.1.9.6. Résistance à l’apoptose 

Un des mécanismes clés impliqués dans la chimiorésistance est la résistance à l’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 à l’apoptose des cellules des CCR. Notamment, in vitro, la résistance au 5-FU de différentes 

lignées cellulaires cancéreuses coliques est associée à une surexpression des gènes codants pour les 

molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL, et une sous-expression des gènes 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 gène codant pour Bax dans une lignée de cellules 

cancéreuses coliques résistantes à l’oxaliplatine (Gourdier et al., 2002). 

Tous ces résultats montrent une très grande diversité dans les mécanismes cellulaires liés à 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, l’une 

d’entre elles possèdent 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 modèle des cellules souches cancéreuses 

Deux modèles distincts ont été proposés pour expliquer l’initiation et la progression d’un cancer. Le 

premier modèle à avoir été établi est le modèle stochastique ou de l’évolution clonale. Selon ce modèle, 

toute cellule cancéreuse peut contribuer à la formation et au développement d’une tumeur par 

accumulation de mutations génétiques lui conférant un avantage sélectif sur d’autres clones en matière 

de prolifération et/ou de survie (Caiado et al., 2016). Dans ce modèle, les tumeurs évolueraient au cours 

du temps suivant un principe de « sélection naturelle », permettant une adaptation constante de la 

tumeur à la pression de son environnement. 

A partir des années 2000, un nouveau modèle a émergé pour expliquer l’initiation et la progression 

du cancer. Ce modèle propose l’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 possèdent les caractéristiques spécifiques des cellules souches adultes 

à 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 l’hétérogénéité intra-tumorale, 

correspondant à 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 uniquement due aux phénomènes 

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 à 

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

 

3.2.2. Découverte des CSC 

La première expérience mettant en évidence l’existence de CSC a été réalisée en 1997 par Bonnet et 

Dick dans la leucémie myéloïde aiguë. 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 l’hétérogénéité phénotypique du cancer dont elles étaient issues après 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 première fois en 2003 dans le cancer du sein. Cette étude 

montre en particulier que l’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 à la tumeur initiale. En revanche, 10 000 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 même année, une étude in vitro utilisant un 

modèle 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 à 

former des colonies flottantes, appelées sphères. Ces cellules exprimaient le marqueur CD133 et 

possédaient les deux caractéristiques fondamentales d’une cellule souche, à savoir la capacité de s’auto-

renouveler et de donner naissance à tous les types de cellules plus différenciées présents dans la tumeur 

initiale (Singh et al., 2003). Une seconde étude du même groupe a par la suite montré que cette sous- 

population de cellules cancéreuses CD133+ était capable de former une tumeur identique à la tumeur 
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primaire lorsqu’elles étaient injectées dans la boite crânienne 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 même numéro de Nature ont mis en évidence la présence de CSC 

exprimant le marqueur CD133 dans des tumeurs coliques primaires humaines. Plus spécifiquement, 

l’étude de Ricci-Vitiani a montré que l’injection 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 

sphères dans un modèle de culture non-adhérente in vitro, et qu’elles conservaient leur capacité à former 

des tumeurs identiques à la tumeur d’origine in vivo même après 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 à 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 l’ovaire (Zhang et al., 2008), du pancréas (Li et al., 2009), ou encore du 

poumon (Eramo et al., 2008). 

 

3.2.3.  Modèles 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 modèle de xénogreffe correspond à l’injection de CSC dans des modèles de souris 

immunodéficientes. Les souris utilisées sont généralement « sévèrement » immunodéficientes pour 

faciliter la prise de greffe et la pousse tumorale. Elles peuvent être 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 

possèdent en plus une mutation affectant les macrophages.  

L’utilisation du modèle de xénogreffe permet notamment de déterminer le potentiel tumorigénique 

d’une population cellulaire correspondant à sa capacité à initier la formation d’une tumeur à travers des 

expériences de dilution limite. Ces expériences consistent à 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, l’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 à la formation d’une tumeur, alors que 50 000 cellules 

CD133- en étaient incapables (O’Brien et al., 2007).  

Le modèle de xénogreffe est le modèle de référence in vivo pour étudier les mécanismes de 

carcinogenèse associés aux CSC, tels que la réponse à 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 être mesurée in situ 

en injectant des CSC exprimant un gène marqueur entraînant une émission d’un signal fluorescent ou 

bioluminescent, tel que le gène 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-à-dire au sein de l’organe dont les cellules cancéreuses sont 

issues. Elle peut également se faire dans la circulation sanguine ou en intrapéritonéal pour l’étude des 

propriétés métastatiques des CSC. 

Bien que ce modèle soit couramment utilisé pour l’étude des CSC, il possède néanmoins certaines 

limites. Dans le cas de l’injection en sous-cutanée, les CSC ne sont pas dans le lieu de développement « 

naturel » de la tumeur, posant le problème d’un microenvironnement différent de celui associé à 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, l’absence de système immunitaire reste un problème majeur dans ce modèle car le système 

immunitaire est une composante importante du microenvironnement tumoral. Ainsi, des modèles de 

souris humanisées se développent pour permettre d’intégrer la composante immunitaire au 

microenvironnement tumoral (Morton et al., 2016). Une autre limite à ce modèle 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 modèles d’études des CSC in vitro utilisent, comme pour l’étude des cellules souches normales 

intestinales ou coliques, des systèmes de culture en 3 dimensions. Ces modèles permettent la formation 

de structures multicellulaires tridimensionnelles avec une exposition hétérogène à l’oxygène 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 à cultiver les CSC dans 

des flasques, des boîtes ou des plaques de culture n’autorisant pas l’adhésion des cellules. Ce modèle 

permet la formation de structures tridimensionnelles appelées sphères. Une des limites de ce modèle est 

que les CSC et/ou les sphères peuvent s’agréger entre elles, ce qui n’autorise ainsi pas le dénombrement 

du nombre de sphères formées à partir du nombre de CSC initialement ensemencées. D’autre part, ce 

modèle 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 sphères 

peuvent adhérer au pôle baso-latéral des filtres Transwell communément utilisés dans ce type 

d’expériences. Une des alternatives aux cultures flottantes est la culture des CSC ensemencées à faible 

densité à l’intérieur d’une matrice telle que le Matrigel, ce qui permet non seulement les études de co-

culture mais aussi le dénombrement des sphères formées à 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 à des protéines membranaires, ont été décrits 

pour permettre la visualisation directe, la quantification et/ou l’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 à 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 très largement utilisé pour l’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+ à initier la formation de tumeurs in vivo et de sphères in vitro identiques à 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 gène codant pour CD133 

ne permettent pas d’identifier les CSC (Shmelkov et al., 2008). Il semblerait que l’accessibilité de l’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, l’épitope de ces anticorps est masqué 

lors de la différenciation des cellules par un changement conformationnel. L’accessibilité de l’épitope 

serait donc corrélée à l’état souche de la cellule cancéreuse. Ainsi, le marqueur CD133 ne semble pas être 

approprié pour des études par immunohistochimie ou par analyse de l’expression génétique (Kemper et 

al., 2010). Cela rend également difficile l’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 à l’acide hyaluronique qui peut également 

interagir avec d’autres composants de la matrice extracellulaire tels que l’ostéopontine, le collagène, ou 

encore la fibronectine (Ponta et al., 2003). Le gène codant pour CD44 est composé de 20 exons dont 10, 

nommés de v1 à 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’angiogenèse dans de nombreux types cellulaires. Certaines isoformes 

sont également des co-récepteurs pour de nombreux facteurs de croissance. C’est notamment le cas de 

l’isoforme v6 qui agit comme co-récepteur de l’HGF ou du VEGF (Orian-Rousseau and Sleeman, 2014). De 

nombreuses études ont montré que les CSC coliques expriment des niveaux très 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 être 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 à la membrane par le biais d’un glycosyl-

phosphatidyl-inositol, et est impliquée dans l’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 à la fibronectine, au collagène et à la laminine, stimulant la prolifération 

et la motilité cellulaire (Baumann et al., 2005). L’expression du marqueur CD24 dans les CSC semble être 

dépendante du type de tumeur. En effet, la première étude mettant en évidence la présence de CSC dans 

le cancer du sein s’est basée sur l’expression du marqueur CD44 et l’absence d’expression du marqueur 

CD24 (Al-Hajj et al., 2003). L’association CD44Hi/+ / CD24Lo/- 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 à partir des cancers de l’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, 

l’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 à la superfamille des 
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immunoglobulines. La forte expression du marqueur CD166 est utilisée pour l’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 à 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 l’isolation des CSC.  

Des protéines non-membranaires peuvent aussi être utilisées pour isoler et étudier les CSC. C’est 

notamment le cas d’ALDH1 qui est une enzyme cytosolique de détoxification impliquée dans l’oxydation 

des aldéhydes. L’isolation des CSC à partir de ce marqueur se fait via l’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 l’isolation des CSC par tri 

cellulaire (Shenoy et al., 2012). L’utilisation d’ALDH1 comme marqueur des CSC coliques a été proposée 

pour la première 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 modèle d’isolation des CSC ne faisant pas intervenir de protéines membranaires a 

également été décrit. Ce modèle est basé sur les capacités d’une cellule à expulser le colorant Hoechst 

dues notamment à 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 à s’auto-renouveler et à donner naissance à tous les types cellulaires qui 

composent la tumeur, de nombreuses études ont montré que les CSC possèdent également un fort 

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

 

3.2.5.1. Capacités d’invasion et de métastase 

L’invasion tumorale correspond à la propagation des cellules tumorales au sein d’un tissu adjacent à 

la tumeur par des mécanismes de dégradation de la matrice extracellulaire et de migration cellulaire. La 

formation de métastases correspond à l’initiation et au développement d’une nouvelle tumeur à 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 à partir du 

marqueur CD133 ont des capacités accrues de migration (déterminées par la capacité des cellules à migrer 

au travers d’un filtre) et d’invasion (déterminées par la capacité des cellules à migrer au travers d’un filtre 

recouvert d’une couche de matrice protéique mimant la matrice extracellulaire) (Elsaba et al., 2010; Ieta 

et al., 2008). Des travaux ont également montré que l’injection de sphères enrichies en CSC CD133+ en 

intra-splénique aboutissait à la formation de métastases hépatiques chez des souris BALB/c Nude, 

contrairement à 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 à une suractivation du programme de transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM), qui joue un rôle 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 à la matrice extracellulaire par le biais de plusieurs complexes jonctionnels multiprotéiques, 

sont reprogrammées 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 l’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 possèdent des capacités 

migratoires et invasives accrues, caractéristiques de la TEM (Ghuwalewala et al., 2016). De plus, il a été 

montré que l’expression ectopique des facteurs de transcription clés de la TEM, Twist ou Snail, dans des 

cellules épithéliales mammaires différenciées induit l’acquisition d’un phénotype de CSC (déterminée par 

l’expression des marqueurs des CSC et la capacité à former des sphères) (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 l’activation du programme de TEM est directement impliquée dans l’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 

l’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 à la chimiothérapie et à la 

radiothérapie. En effet, une étude in vitro a montré que les CSC CD133+ issues de tumeurs primaires 

coliques étaient plus résistantes à l’apoptose induite par un traitement au 5-FU et à l’oxaliplatine que les 
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cellules CD133- (Todaro et al., 2007). De plus, dans un modèle 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 à l’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 

suggèrent 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 à une plus forte résistance à un traitement au 5-FU (Ong et al., 2010). 

Enfin, des données suggèrent également que les CSC CD133Hi/CD44Hi issues de plusieurs lignées 

cancéreuses coliques sont plus résistantes à la radiation comparées à des cellules cancéreuses coliques 

plus différenciées CD133Lo/CD44Lo (Sahlberg et al., 2014). Certains mécanismes moléculaires ont été 

décrits pour expliquer la résistance accrue à la chimiothérapie et à la radiothérapie des CSC. Ainsi, des 

études ont montré que les CSC CD133+ possédaient une résistance accrue au 5-FU et à l’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 être médiée par la 

surexpression des transporteurs ABC. En effet, une étude a montré que la résistance au 5-FU des CSC 

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

 

Ces résultats montrent que les propriétés des CSC, à savoir la capacité d’auto-renouvellement et la 

capacité de générer tous les types de cellules composant la tumeur, sont également associées à d’autres 

fonctions que sont les capacités métastatiques et la résistance à la chimiothérapie et à la radiothérapie. 

Cependant, les différents mécanismes par lesquelles les CSC possèdent ou acquièrent des capacités 

métastatiques et de résistance accrues ne sont pas spécifiques des CSC mais semblent plutôt être associés à 

un certain état souche. Cette hypothèse 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 l’acquisition de propriétés de CSC. Ces données 

suggèrent 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 conçoit le modèle stochastique.   

 

3.2.6.  Origine des CSC  

Deux hypothèses pour expliquer l’origine des CSC ont été avancées. La première hypothèse est que 

les CSC proviennent de l’altération génétique ou épigénétique des CS coliques saines. En effet, les CSC et 

les CS de l’épithélium colique sain ont de nombreuses similitudes sur le plan phénotypique. Outre leur 

capacités « souches », les CSC et les CS coliques « normales » possèdent également des signatures 

génétiques très similaires (Merlos-Suárez et al., 2011), et ainsi ont de nombreux marqueurs cellulaires 

communs. Bien qu’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 hypothèse. Ces travaux sont notamment basés sur l’utilisation de modèles génétiques 

permettant d’activer un proto-oncogène ou de déléter un gène suppresseur de tumeur dans différentes 

populations de cellules épithéliales intestinales et coliques. En 2009, une première étude a montré que la 

délétion du gène suppresseur de tumeur APC dans les cellules souches intestinales et coliques Lgr5+ 

provoquait la formation d’adénomes chez la souris, alors que cette même délétion dans les progéniteurs 

ne provoquait pas d’altérations macroscopiques de l’épithélium (Barker et al., 2009). Une seconde étude 

également basée sur l’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 suggère que les cellules Lgr5+ puissent être les CSC de ces 
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adénomes. D’autres études ont également montré que l’induction d’une mutation dans le gène APC ou 

d’une mutation provoquant l’activation constitutive de la β-caténine dans les cellules exprimant les 

marqueurs des CS coliques Lrig1+ ou CD133+ provoquait également la formation d’adénomes (Powell et 

al., 2012; Zhu et al., 2009).  

Une autre hypothèse suggère que les CSC auraient pour origine certaines cellules « plus 

différenciées » de l’épithélium. En 2013, une première 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 à l’activation de la voie NFκB (Schwitalla et al., 2013). En 

2014, une autre étude a montré que les cellules Tuft coliques délétées pour le gène APC étaient capables 

d’initier la formation de tumeur colique chez la souris après un traitement au DSS (Westphalen et al., 

2014). Ces deux études montrent que des cellules différenciées de l’épithélium peuvent être à l’origine 

de la formation de tumeurs lorsqu’une mutation entraînant la suractivation de la voie Wnt est associée à 

un deuxième stimulus pro-tumorigénique. Une autre étude a montré que l’expression aberrante de 

GREM1, un antagoniste de la voie des BMP, dans l’épithélium intestinal provoquait la formation de cryptes 

néoplasiques au niveau des villosités (Davis et al., 2014). L’ensemble de ces résultats suggèrent que les 

CSC peuvent provenir de cellules épithéliales différenciées via la réacquisition de propriétés « souches 

cancéreuses ».  

Ces deux hypothèses concernant l’origine des CSC ne sont pas mutuellement exclusives. En effet, il 

semble que l’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, renforçant ainsi le concept 

d’ « état souche » par opposition au modèle de « cellule souche ». Selon ce concept, l’état « souche 

cancéreux » d’une cellule serait fonction de l’accumulation d’altérations génétiques associée à certains 

signaux extrinsèques provenant du microenvironnement et pourrait ainsi être 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 suggère un rôle 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 l’organisation des 

différents éléments moléculaires et cellulaires qui le composent, ainsi que de mettre en évidence son rôle 

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

 

3.3.1.      Composition du microenvironnement tumoral 

Le microenvironnement tumoral est défini comme l’ensemble des éléments cellulaires et 

moléculaires situés à proximité immédiate des cellules tumorales. Ces composantes cellulaires et 

moléculaires peuvent être 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-à-dire des facteurs de croissance, des 

médiateurs chimiques de l’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 très proche des fibroblastes « activés » en réponse à 

l’inflammation et sont caractérisés par l’expression d’α-smooth muscle actin (α-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-β, le FGF, le PDGF 

ou encore l’IL-6, et se traduit par l’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 rôle 

important dans le contrôle 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 l’EGF, l’IGF, le TGF-β, ou encore l’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 l’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-β1 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 sécrètent également certaines cytokines telles 

que CCL2 qui intervient dans le recrutement de monocytes et favorise le recrutement et l’activation de 

macrophages associés à 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-β, 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 l’environnement, 

les macrophages se polarisent en macrophage de type M1 ou en macrophage de type M2 qui, de façon 

schématique, sont associés à des fonctions opposées. Les macrophages M1, activés en réponse à 

l’interféron γ (IFN γ) ou à des composants bactériens, tels que les lipopolysaccharides (LPS), produisent 

un taux élevé de molécules pro-inflammatoires parmi lesquelles l’IL-1, l’IL-6, l’IL-12, l’IL-23 ou encore le 

TNF, ainsi que des espèces réactives de l’oxygène et de l’azote (Sica et al., 2015). La polarisation des 

macrophages en type M2 se fait principalement sous l’effet de l’IL-4, l’IL-13, ou encore le M-CSF. Les 
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macrophages M2 produisent préférentiellement de l’IL-10 et ont un rôle 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’angiogenèse. 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 libèrent 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 l’invasion tumorale et ainsi la dissémination des cellules cancéreuses. Les TAM 

sécrètent également certains facteurs de croissance tels que le TGF-β, le VEGF ou encore le PDGF, 

impliqués dans l’angiogenèse (Galdiero et al., 2013; Murdoch, 2004). 

 

3.3.1.3. Cytokines pro-inflammatoires 

L’inflammation joue un rôle déterminant dans la carcinogenèse colique. Elle peut en effet dans 

certains cas précéder et réguler la formation d’une tumeur. De plus, elle accompagne et contrôle 

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 l’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% après 

10 ans de maladie, et de 18% après 30 ans de maladie. Pour la maladie de Crohn, ce risque est de 3% après 

10 ans et de 8% après 30 ans (Rubin et al., 2012). Ce risque varie en fonction de l’ampleur des zones 

touchées par l’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 carcinogénèse colique associée à l’inflammation, l’IL-6 et le TNFα ont 

été identifiés comme étant deux acteurs majeurs. Leur implication a notamment été démontrée via 

l’utilisation du modèle murin de carcinogenèse colique associé à l’inflammation AOM-DSS. Ce modèle 

associe un traitement à l’azoxyméthane (AOM), qui est un carcinogène, avec un traitement au Dextran 

Sodium Sulfate (DSS) qui provoque une inflammation colique. Ainsi la délétion constitutive du récepteur 

au TNFα de type I ou de l’IL-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 carcinogenèse colique, la voie NFκB a été particulièrement bien étudiée. L’activation 

de la voie NFκB est notamment induite par le TNFα et l’IL-1, et contrôle l’expression de gènes impliqués 

dans l’apoptose, le cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation cellulaire (Viennois et al., 2013). 

Dans le modèle AOM-DSS, l’inhibition de la voie NFκB dans les cellules épithéliales coliques limite le 

développement de tumeurs via une augmentation de l’apoptose (Greten et al., 2004). Cette même étude 

montre que l’inhibition de la voie NFκB dans les cellules myéloïdes provoque également une diminution 

de la taille des tumeurs via une diminution de l’expression des cytokines pro-inflammatoires. Les 

mécanismes par lesquels l’inflammation chronique peut participer à l’initiation d’un cancer 

peuvent également impliquer la production d’espèces réactives de l’oxygène. En effet, les cellules 

immunitaires produisent des espèces réactives de l’oxygène qui provoquent des dommages de l’ADN et 

des altérations épigénétiques dans les cellules cancéreuses mais également au sein des cellules 

épithéliales saines et des cellules du microenvironnement entraînant des altérations du contrôle 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 TNFα, l’IL-8, l’IL-6 ou encore 

le VEGF (Klampfer, 2011) et régulent l’ensemble des processus de la carcinogenèse colique depuis 

l’initiation jusqu’à la formation de métastases ainsi que les mécanismes associés à l’angiogenèse (Pesic 

and Greten, 2016). Outre les cytokines pro-inflammatoires, d’autres médiateurs de l’inflammation jouent 

un rôle très 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 à la famille des eicosanoïdes qui sont des dérivés 

d’acides gras polyinsaturés (AGPI) à vingt atomes de carbone, divisés en deux catégories : les leucotriènes 

synthétisés par la voie des lipoxygénases (LOX) et les prostanoïdes synthétisés par la voie des 

cyclooxygénases (COX). Les prostanoïdes comprennent les prostaglandines (PG), les thromboxanes (TX) 

et les prostacyclines (PGI). Il existe deux classes d’AGPI : les AGPI n-3 ou oméga-3, qui sont les précurseurs 

des eicosanoïdes de la série 3 tels que la PGF3 ou la PGE3, et les AGPI n-6 ou oméga-6, qui sont les 

précurseurs des eicosanoïdes de la série 1 comme la PGE1 pour l’acide eicosatriénoïque et des 

eicosanoïdes de la série 2 tels que la PGE2 pour l’acide eicosatétraénoïque, aussi appelé acide 

arachidonique (AA). 

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

à la PGE2. 

 

3.3.1.4.1. De l’acide arachidonique aux prostaglandines  

Comme évoqué ci-dessus, les prostaglandines de la série 2 sont produites à partir de l’acide 

arachidonique (AA). Dans un premier temps, l’AA présent à 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 

l’activité cyclooxygénase, puis en prostaglandine H2 (PGH2) par l’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 (PGF2α) et I2 (PGI2). Les 

prostaglandines agissent en se fixant à des récepteurs couplés aux protéines G. La PGD2 se fixe aux 

récepteurs DP1 et DP2, la PGF2α 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 synthèse 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 PGF2α, PGE2, PGD2, 

et PGI2 par les prostaglandine synthases. D’après Sampey et al., 2005. 
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3.3.1.4.2. La voie 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 à 

celle de COX-1 dont l’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 l’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 à COX-2 dont l’activité est également 

inductible (Jakobsson et al., 1999). La mPGES-1 est notamment activée en réponse à de nombreuses 

molécules pro-inflammatoires telles que l’IL-1, le TNF ou les LPS (Hara et al., 2010). Aussi  la mPGES-1 est 

surexprimée lors de stress inflammatoire notamment au niveau de l’intestin et du côlon, et participe à la 

réponse inflammatoire, ainsi qu’à la protection et à la réparation de l’épithélium (Hara et al., 2010).  

La PGE2 se fixe à 4 récepteurs appelés EP1, EP2, EP3 et EP4. Les récepteurs EP sont couplés à 

différentes protéines G (Figure 19). Les récepteurs EP2 et EP4 sont couplés à une protéine Gs, et le 

récepteur EP1 est couplé à une protéine Gq (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 être couplé à une protéine Gi, Gs, ou encore G12/13. Cependant, le récepteur EP3 est 

préférentiellement associé à Gi  (Woodward et al., 2011). Les protéines Gq, Gs,  Gi activent différentes voies 

de signalisation. La voie de signalisation liée à la protéine Gq est médiée par l’activation de la 
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phospholipase C (PLC), provoquant une augmentation du calcium intracellulaire et l’activation de la 

protéine kinase C (PKC). La protéine Gs active l’adenylate cyclase (AC) ce qui entraîne l’augmentation de 

la concentration intracellulaire d’AMPc provoquant l’activation de la protéine kinase A (PKA). Elle peut 

également activer la voie de signalisation PI3K. La protéine Gi a un effet antagoniste à la protéine Gs en 

inhibant l’adenylate cyclase. 

 

Figure 19 : Voies de signalisation des récepteurs EP : La PGE2 peut se lier à 4 récepteurs que sont les 

récepteurs EP1, EP2, EP3 et EP4. B,C) Les récepteurs EP2 et EP4 sont couplés à une protéine Gs, 

activant l’adenylate cyclase (AC) qui provoque une augmentation de la concentration intracellulaire 

d’AMPc et l’activation de la protéine kinase A (PKA). Elle peut également activer la voie de 

signalisation PI3K. A) Le récepteur EP1 est couplé à une protéine Gq activant la phospholipase C (PLC), 

qui provoque une augmentation du calcium intracellulaire et l’activation de la protéine kinase C (PKC).  

D) Le récepteur EP3 est couplé à une protéine Gi, inhibant l’adenylate cyclase. D’après 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 l’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 même 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 l’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 l’utilisation d’une combinaison 

d’antagonistes des récepteurs EP2 et EP4 (Martinez-Cutillas et al., 2014). De plus, l’administration chez le 

rat d’indométacine, un inhibiteur des enzymes COX-1 et COX-2, provoque une hypermotilité intestinale, 

bloquée par l’administration de PGE2 exogène (Takeuchi et al., 2002). La PGE2 intervient également dans 

la protection de l’épithélium intestinal contre l’acidité du contenu luminal, en induisant la sécrétion de 

HCO3
− et de mucus (Akiba and Kaunitz, 2014). La production de mucus induite par la PGE2 participe 

également à la protection de l’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 modèle murin, l’administration de PGE2 stimule 

la prolifération cellulaire au niveau des cryptes après traitement au DSS (Tessner et al., 1998). De plus, 

l’administration d’indométacine ou la délétion du récepteur EP2 provoque une augmentation de la mort 

cellulaire au niveau des cryptes après irradiation, effet bloqué par l’administration de PGE2 exogène (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’organoïdes par les CS Lgr5+ via l’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 l’épithélium intestinal et colique en 

condition physiologique, la PGE2 a un rôle 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 régulière d’anti-inflammatoires non stéroïdiens 

(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, l’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 l’expression de COX-2 était augmentée par rapport au 

tissu sain, tandis que l’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 ApcΔ716 (modèle 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 côlon de souris ne provoquait pas d’apparition spontanée de tumeurs mais augmentait la taille 
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des tumeurs induites par un traitement à l’AOM (Al-Salihi et al., 2009). Par ailleurs, l’étude du niveau 

d’expression des différentes prostaglandines au sein des tumeurs coliques a montré que seule 

l’expression de la PGE2 est augmentée dans les CCR par rapport au tissu sain (Rigas et al., 1993). L’étude 

de l’expression des différents récepteurs aux prostaglandines montre également une diminution de 

l’expression des récepteurs DP1, DP2, FP et IP au sein des tumeurs coliques (Gustafsson et al., 2007). En 

revanche, les récepteurs à la PGE2 EP1, EP2 et EP4 sont largement exprimés dans des CCR (O’Callaghan 

and Houston, 2015). L’ensemble de ces études suggèrent 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 

l’apport de PGE2 exogène augmentait la formation d’adénomes dans des souris Apcmin (modèle génétique 

de PAF) (Wang et al., 2004). La même approche a également permis de montrer que la PGE2 stimulait la 

formation de tumeurs chez des souris traitées à l’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 manière intéressante, à l’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 (Iwanaga et al., 2014; 

Pradono et al., 2002; Yoshida et al., 1999, 1998). Ceci suggère que l’activation de la voie générale des COX 

peut 1) aboutir à la synthèse 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 l’expression 

et l’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 à partir de la PGH2 : la cPGES et les mPGES-1 et mPGES-2. De manière générale, la 

cPGES et la mPGES-2 sont constitutives, tandis que l’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 manière similaire à 

COX-2, la délétion de la mPGES-1 provoque une diminution du nombre et de la taille des tumeurs formées 

dans des modèles de carcinogenèse colique génétique ou chimiquement induit (Nakanishi et al., 2008, 

2011). Par ailleurs, plusieurs études portant sur les récepteurs à la PGE2 ont mis en évidence que les effets 

pro-tumorigéniques de la PGE2 étaient médiés par des récepteurs EP spécifiques. En effet, l’ablation ou 

l’inhibition des récepteurs EP1, EP2 et EP4 dans des modèles de carcinogenèse 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 l’EP3 stimule la formation de tumeurs coliques dans 

le modèle carcinogenèse colique AOM (Shoji, 2004). 

Les voies de signalisation impliquées dans les effets pro-tumorigéniques de la PGE2 sont très variées. 

Ainsi des études ont montré que la PGE2 stimulait le développement des adénomes dans un modèle de 

souris Apcmin 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 l’EGFR 

(Pai et al., 2002) ou l’activation de la voie Wnt/β-caténine (Castellone et al., 2005). Une étude a également 

montré que l’augmentation de la formation de tumeurs dans des souris  ApcMin/+ par la PGE2 était associée 

à une augmentation de la méthylation de l’ADN (Xia et al., 2012). 

L’ensemble de ces données démontrent le rôle majeur des prostaglandines dans la carcinogenèse 

colique, et en particulier de l’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 

contrôle des fonctions « souches cancéreuses » par les composantes moléculaires et cellulaires du 

microenvironnement tumoral. La composante dont l’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, à savoir la capacité à initier la formation de tumeurs, dans des cellules 

cancéreuses « plus différenciées » via l’activation de la voie Wnt/β-caténine (Vermeulen et al., 2010). Ce 

groupe a montré dans une étude ultérieure que les CAF augmentaient également la résistance à 

l’oxaliplatine des CSC isolées de tumeurs coliques humaines (Colak and Medema, 2016). De manière 

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 l’IL-17 par rapport aux CAF contrôles (Lotti et al., 2013). 

D’autres composantes cellulaires du microenvironnement tumoral ont également été associées à 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 même façon, 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 manière réciproque, les CSC, comme les autres cellules de la tumeur, induisent un remodelage de 

leur microenvironnement. Ainsi, les CSC contrôlent 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-α 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 suggère même 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 manière dynamique les propriétés « souches » au 

sein des cellules cancéreuses. 
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OBJECTIFS DE L’ETUDE 

Les données de la littérature exposées dans le chapitre précédent mettent en évidence le rôle majeur 

des cellules souches cancéreuses (CSC) dans les processus de carcinogénèse colique, ainsi que dans les 

mécanismes de résistance aux traitements et de métastases. Ces propriétés sont régulées de manière 

dynamique par l’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 rôle clé 

dans la régulation des fonctions de l’épithélium colique en condition physiologique. Des données récentes 

suggèrent également un rôle important des CGE dans différentes pathologies digestives. En revanche, le 

rôle des CGE dans le contexte tumoral, et plus précisément l’impact des CGE sur les fonctions des CSC 

n’ont pas encore été étudiés. 

 

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse était de caractériser les interactions fonctionnelles entre 

les CGE et les CSC en identifiant les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués, et de déterminer 

l’impact des CGE sur les différentes propriétés des CSC. Ainsi, les deux études présentées dans cette thèse 

avaient pour but de déterminer :  

-l’impact des CGE sur les capacités tumorigéniques des CSC,  

-l’impact des CGE sur les mécanismes de chimiorésistance des CSC. 

 

Ce travail de thèse est présenté sous la forme de deux articles originaux (l’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 deuxième étude, en cours de préparation, met en évidence l’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 à l’oxaliplatine via l’activation de la voie ATM. L’ensemble de ces travaux de 

thèse seront discutés dans le chapitre suivant. 
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ARTICLE 1 : TUMOR CELLS HIJACK ENTERIC GLIA TO ACTIVATE COLON CANCER STEM CELLS AND 

STIMULATE TUMORIGENESIS 
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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 l’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 

l’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 à proximité 

immédiate des cellules épithéliales cancéreuses. Ainsi nous avons formulé l’hypothèse 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 spécifiquement de déterminer si les 

CGE avaient un impact sur la capacité des CSC à 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 à initier la 

formation de tumorosphères in vitro et de tumeurs in vivo. Pour cela, nous avons utilisé in vitro un modèle 

de co-culture de CGE et de CSC dans lequel les CSC isolées à 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 à 0,4µm. In 

vivo, nous avons utilisé un modèle 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 

à former des tumeurs in vivo et des tumorosphères 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 l’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 l’activation du récepteur EP4. En effet, l’ajout d’antagonistes sélectifs de 

différents récepteurs à la PGE2 a montré que seule l’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 l’EGFR et l’activation de la voie ERK. 

Dans un deuxième 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 contrôles 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 à initier la formation de tumeurs. De plus, le 

surnageant d’adénocarcinomes primaires coliques humains entraînait l’augmentation de l’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 à l’IL-1 libérée par les cellules tumorales et que les CGE ainsi « activées par la 

tumeur » stimulaient la capacité des CSC à initier la formation de tumeurs via une voie PGE2/EP4/EGFR-

dépendante. D’une façon 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 à Nature Communications. 
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ABSTRACT 25 

Colon cancer stem cells (CSCs) are constantly exposed to regulatory cues emanating from 26 

neighboring cells present in the tumor microenvironment. Among these cells are enteric glial cells 27 

(EGCs) that are potent regulators of the epithelium functions in healthy intestines. However, whether 28 

EGCs impact CSC-driven tumorigenesis remains unknown. Here, using murine xenograft models and 29 

co-culture systems of EGCs and CSCs from human primary cultures and cell lines, we show that EGCs 30 

stimulate CSC expansion and ability to give rise to tumors via paracrine signaling. Importantly, only 31 

EGCs that were pre-activated by tumor epithelial cell-derived soluble factors increased CSC 32 

tumorigenicity. Pharmacological inhibition of PGE2 biosynthesis in EGCs or IL-1 knockdown in tumor 33 

epithelial cells prevented EGC acquisition of a pro-tumorigenic phenotype. Inhibition of PGE2 34 

receptor EP4 and EGFR in CSCs inhibited the effects of tumor-activated EGCs. Altogether, our results 35 

show that EGCs, once activated by the tumor, acquire a pro-tumorigenic phenotype and stimulate 36 

CSC-driven tumorigenesis via a PGE2/EP4/EGFR-dependent pathway.  37 



3 
 

Compelling evidence has well-established that within a colonic tumor, only a relatively small fraction 38 

of cells are able to give rise to a de novo tumor identical to the original one1,2. These cells, termed 39 

tumor-initiating cells or cancer stem cells (CSCs), have been extensively studied over the last decade 40 

and are considered as a highly valuable therapeutic target. Indeed not only do these cells initiate 41 

tumor development, but they also have been associated with a high metastatic potential3 and 42 

increased chemoresistance4. Although controversial, CSCs are thought to be derived from genetically 43 

and/or epigenetically-damaged colonic epithelial stem cells5. Regardless of their origin, and similar to 44 

normal intestinal stem cells, CSCs are tightly regulated by their neighboring cells that compose the 45 

so-called ‘tumor microenvironment’6. For instance elegant studies by Medema’s group have 46 

demonstrated that tumor-activated fibroblasts activate ‘differentiated’ tumor cells to re-acquire 47 

stemness via paracrine pathways7 and this was associated with increased chemoresistance8. In the 48 

same vein, recent work suggests that adipose tissue adjacent to the tumor provides adipose-derived 49 

stem cells that enhance tumor initiation and growth via the liberation of IL-69. Thus, while fibroblasts, 50 

adipocytes, as well as immune cells of the tumor microenvironment are being closely investigated, to 51 

the best of our knowledge, the impact of enteric glial cells (EGCs) on CSCs and associated 52 

tumorigenesis remains completely unknown. 53 

EGCs are the most abundant cell type of the enteric nervous system and form a dense network that 54 

runs all along the gastrointestinal tract and extends into all layers of the intestinal wall10. Work from 55 

our group and others has demonstrated that EGCs are essential for the maintenance of intestinal 56 

homeostasis and functions11,12. Indeed complete loss of EGCs leads to a massive breakdown of the 57 

intestinal epithelium followed by a fulminant and fatal jejunoileitis in transgenic mice13. Furthermore 58 

EGCs regulate all the major functions of the epithelium via the release of specific paracrine factors. 59 

For instance, they promote barrier function and mucosal healing via the secretion of GSNO and pro-60 

EGF, respectively14,15. While the impact of EGCs on the epithelium has been well-studied in healthy 61 

intestine, there is very little information about EGCs in colorectal cancer. Descriptive studies from our 62 

group and others have reported architectural alterations of the glial network in colorectal pre-63 
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cancerous lesions and adenocarcinomas16,17. Nevertheless, while a putative role for glial cells in colon 64 

carcinogenesis has been proposed elsewhere18, there is no direct evidence available that EGCs affect 65 

colon tumorigenesis and more importantly, whether EGCs impact colon CSCs has not been addressed 66 

as yet. 67 

In the present study we used xenograft and 3D co-culture systems of CSCs, isolated from human 68 

primary colon adenocarcinomas or several human colon cancer cell lines, grown in the presence of 69 

human primary cultures of EGCs or a non-transformed EGC line to test our hypothesis that EGCs 70 

affect CSC-derived tumorigenesis. Combining pharmacological and genetic approaches, and using the 71 

supernatant of human primary colon adenocarcinomas to mimic the tumor microenvironment, we 72 

demonstrate that once activated by tumor cells, EGCs acquire pro-tumorigenic effects, and activate 73 

CSCs and associated tumorigenesis via a PGE2/EP4/EGFR-dependent pathway.  74 
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RESULTS 75 

Enteric glial cells activate cancer stem cells to promote tumorigenesis 76 

Immunofluorescence studies on human primary colon adenocarcinomas revealed that EGCs, 77 

identified using the markers S-100β and GFAP, were densely present in the tumor microenvironment, 78 

and were located close to/adjacent to tumor epithelial cells (Fig. 1a, b), strongly suggesting that 79 

paracrine communication occurs between the two cell types. To evaluate whether EGCs could impact 80 

CSC-driven tumorigenesis, CD44High-CD133High CSCs isolated from the human colon cancer HT29 cell 81 

line stably expressing luciferase (Supplementary Fig. 1) were injected alone or concomitantly with 82 

EGCs subcutaneously in immunodeficient mice. Our data demonstrate that EGCs increased tumor 83 

load and this was correlated with enhanced bioluminescence intensity (Fig. 2a-c). 84 

In vitro the number and size of tumorspheres formed from HT29-derived CSCs grown in 3D Matrigel 85 

were dramatically increased in the presence of JUG-EGCs, which correspond to a non-transformed 86 

rat embryonic EGC line immortalized by serial passages14,19 (Fig. 2e, f). Since EGCs were seeded on 87 

Transwell filters whose porosity only allowed for paracrine crosstalk between CSCs and EGCs, EGC 88 

impact on CSC ability to form tumorspheres was mediated by soluble factors released by EGCs. EGCs 89 

increased tumorsphere formation to the same extent in CD44High-CD133High, CD44High-CD24High and 90 

CD44High-CD133High-CD24High HT29-derived CSCs20,21 (Supplementary Fig. 2). Primary cultures of human 91 

EGCs (HOG-EGCs) had similar impact to JUG-EGCs on tumorsphere formation and growth. In contrast 92 

normal human colonic fibroblasts (CCD18-Co) had no significant impact on tumorsphere yield or size 93 

(Fig. 2e, f). To assess whether EGCs impact CSC expansion, tumorspheres derived from CSCs grown in 94 

the presence or absence of JUG-EGCs were retrieved, dissociated, replated in Matrigel and cultured 95 

alone for 8 additional days. CSC expansion was evaluated by dividing the number of tumorspheres 96 

obtained after replating by the initial number of tumorspheres yielded in the presence or absence of 97 

EGCs. Quantification showed that the tumorspheres grown in the presence of EGCs were composed 98 

of a significant increased proportion of cells that had the ability to form tumorspheres (Fig. 2d). Thus 99 

this strongly suggests that EGCs stimulated CSC expansion. Together these results demonstrate that 100 
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EGCs stimulate CSC expansion and ability to give rise to tumors. This is further confirmed by 101 

additional data demonstrating that JUG-EGCs had similar impact on number and size of 102 

tumorspheres yielded from CSCs isolated from HCT116 (Fig. 2i, j), HCT15 (Fig. 2k, l) and SW1222 (Fig. 103 

2m, n), which are human colon cancer cell lines associated with different p53, MMR system and 104 

stemness status21,22. Importantly, primary cultures of human EGCs (HOG-EGCs) significantly increased 105 

the number and size of tumorspheres formed from CSCs isolated from primary adenocarcinomas 106 

from colon cancer patients (Fig. 2g, h; Supplementary Fig. 3). 107 

Tumor epithelial cells activate EGCs to acquire pro-tumorigenic abilities by stimulating glial PGE2 108 

release 109 

Considering that the in vitro co-culture system only permits paracrine communication, we sought to 110 

test whether EGC-conditioned medium (EGC-CM) could reproduce EGC effects on CSCs. Our data 111 

show that EGC-CM had no significant impact on tumorsphere formation (Fig. 3), indicating that at 112 

basal state EGCs do not release pro-tumorigenic factor(s) or not in sufficient quantities to activate 113 

CSCs. Since Transwell filters allow bi-directional exchanges between the tumor epithelial cells (TECs) 114 

composing the tumorspheres and EGCs, we then evaluated whether conditioned medium (CM) of 115 

EGCs that had been pre-incubated with HT29 cell-CM (TEC-CM) could activate CSCs. Our results 116 

demonstrate that CM of EGCs that had been activated by tumor epithelial cells (TA EGC-CM) 117 

significantly increased tumorsphere numbers (Fig. 3). Of note CM of HT29 cells (TEC-CM) had no 118 

significant effect on CSC ability to give rise to tumorspheres (Fig. 3). 119 

To identify the EGC-derived soluble ligand(s) responsible for CSC activation, we tested several glial 120 

derived factors (data not shown) and only prostaglandin-E2 (PGE2)23 reproduced EGC effects (Fig. 4a). 121 

RT-qPCR on EGCs cultured in control medium or in TEC-CM showed that TEC-CM increased gene 122 

expression of microsomal prostaglandin E synthase 1 (mPGES-1), the inducible terminal synthase in 123 

the PGE2 biosynthesis pathway (Fig. 4b). EIA (Enzyme Immunoassay) demonstrated that this was 124 

accompanied by increased glial release of PGE2 (Fig. 4c). Next, primary adenocarcinomas and 125 

macroscopically healthy mucosa taken at a distance from the tumor from colon cancer patients were 126 
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incubated for one hour, and the supernatants, which thus contained soluble factors released by the 127 

tumor vs. normal mucosa, were collected. Supernatant of human colon adenocarcinomas led to 128 

increased gene expression of mPGES-1 and PGE2 release in EGCs as compared to supernatant of 129 

healthy colon mucosa (Fig. 4d, e). In contrast, supernatants of colon adenocarcinomas and healthy 130 

mucosa did not differentially impact mPGES-1 gene expression or PGE2 release in colonic fibroblasts 131 

(Fig. 4d, e). Finally TEC-CM supplemented with a selective inhibitor of mPGES-1 expression 132 

(CAY10526) failed to activate EGCs to stimulate CSC-derived tumorsphere formation (Fig. 4f). 133 

Altogether these data indicate that TECs stimulate mPGES-1 expression and PGE2 release in EGCs, 134 

which, in turn, increase CSC-driven tumorigenesis. 135 

Tumor-activated EGCs stimulate CSCs via PGE2 receptor EP4 136 

PGE2 signals through four distinct G protein–coupled receptors termed EP 1 to 4. We first sought to 137 

define which EP subtype(s) was expressed in HT29-derived CSCs. Out of the 4 receptors, only PTGER1 138 

and PTGER4 genes, encoding EP1 and EP4 respectively, were expressed at detectable levels in the 139 

(unsorted) HT29 cell line (data not shown). RT-qPCR data demonstrated that CD44High-CD24High HT29-140 

derived CSCs were significantly enriched for PTGER4 mRNA compared to unsorted HT29 cells and 141 

especially compared to CD44Low-CD24Low HT29 cells (termed non-CSCs) that do not yield 142 

tumorspheres in 3D Matrigel and express lower levels of colon (cancer) stem cell markers PTK724 and 143 

CEACAM6/CD66c25 compared with CSCs (Fig. 5a; Supplementary Fig. 4). In addition CD44Low-CD24Low 144 

HT29 cells exhibited significant lower levels of PTGER4 mRNA vs. unsorted HT29 cells. In contrast, 145 

PTGER1 showed opposite expression profile as compared with PTGER4, i.e. PTGER1 mRNA was 146 

enriched in non-CSCs while being down-regulated in CSCs (Fig. 5b). Addition of a selective antagonist 147 

of EP4 (L-161,982) to tumor-activated (TA) EGC-CM abolished EGC pro-tumorigenic impact on CSCs, 148 

while EP1 antagonist (SC-19220) had no significant impact (Fig. 5c). These results demonstrate that 149 

glial-derived PGE2 stimulates CSC clonogenicity via EP4 activation. 150 

CSC activation by tumor-activated EGCs involves EGFR and ERK pathways 151 
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Previous studies indicated that PGE2 could promote colon cancer growth by transactivating EGFR in a 152 

c-Src-dependent manner and consequently activating downstream ERK pathway26,27. Therefore we 153 

first sought to assess whether tumor-activated (TA) EGCs stimulate CSCs via EGFR transactivation. 154 

Western blot data showed that EGFR phosphorylation on tyrosine 845 (Y845), which is a site targeted 155 

by c-Src and required for EGFR transactivation, was increased in CSC-derived tumorspheres grown in 156 

the presence of EGCs as compared to controls (Fig. 6a). Importantly, addition of a selective inhibitor 157 

of EGFR tyrosine kinase activity (AG 1478) to TA EGC-CM abolished EGC pro-tumorigenic effects (Fig. 158 

6b). Activation of the downstream ERK pathway was also increased in CSC-derived tumorspheres 159 

grown in the presence of EGCs, as assessed by immunoblotting showing a significant increased 160 

ERK1/2 phosphorylation (Fig. 6c). These results indicate that EGC-induced CSC activation involves 161 

EGFR and ERK signaling pathways. 162 

Tumor cells activate EGCs to acquire a pro-tumorigenic phenotype via IL-1 secretion 163 

Since IL-1 signaling has been reported to modulate the production of various prostaglandins including 164 

PGE2 in different organs28–31, we tested whether tumor epithelial cells (TECs) activate EGCs to acquire 165 

a pro-tumorigenic phenotype via IL-1 release. Consistent with previous findings32, IL-1 receptor (IL-166 

1R) was expressed in primary cultures of human EGCs (HOG-EGCs) (Fig. 7a) and in rat EGCs (JUG-167 

EGCs) (Fig. 7b). We next sought to determine the effect of IL-1α and IL-1β on mPGES-1 gene 168 

expression in EGCs. RT-qPCR data showed that both IL-1α and IL-1β markedly induced mPGES-1 gene 169 

expression in primary cultures of human EGCs (>270 fold increase vs. control) (Fig. 8a). Supernatants 170 

of human primary colon adenocarcinomas were significantly enriched in IL-1α and IL-1β as assessed 171 

by ELISA (Fig. 7c, d). Importantly, the addition of a naturally occurring IL-1R antagonist (IL-1Ra) 172 

abolished the impact of the supernatant of human primary colon adenocarcinomas on glial mPGES1 173 

expression and PGE2 release (Fig. 8b, c). Consistent with these results, CM of EGCs that had been 174 

pre-activated with CM from IL-1α and IL-1β double knock-down TECs failed to stimulate tumorsphere 175 

growth as compared to CM of EGCs pre-activated with CM of TECs control or single knock-down for 176 

IL-1α or IL-1β (Fig. 8d; Supplementary Fig. 5). Interestingly, IL-1α and IL-1β mRNAs were significantly 177 
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enriched in CD44Low-CD24Low HT29 cells (non-CSCs) as compared to unsorted HT29 cells, suggesting 178 

that the tumor cells responsible for EGC activation towards a pro-tumorigenic phenotype correspond 179 

to non-CSCs/a more differentiated cellular fraction of the tumor (Fig. 7e, f). Altogether these results 180 

demonstrate that TEC-derived IL-1α/β activates the synthesis and release of glial PGE2 that in turn 181 

stimulates CSCs.  182 
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DISCUSSION 183 

Consistent with the ‘seed and soil’ theory from Fuchs and Paget at the end of the 19th century, 184 

current views in the field suggest that tumor initiation driven by a subset of cancer cells depends on 185 

cues emanating from resident or recruited cells present at the tumor site that have been altered to 186 

favor tumor formation and growth. Altogether our data give strong evidence in vivo and in vitro that 187 

EGCs are critical cells of the tumor microenvironment that are remodeled by tumor epithelial cells to 188 

acquire pro-tumorigenic impact on CSCs and activate colon tumorigenesis. This work further 189 

identifies the bidirectional molecular crosstalk between tumor epithelial cells and EGCs (Fig. 9). 190 

One major finding of this study is that EGCs stimulate CSC tumorigenicity and CSC-derived tumor 191 

growth as demonstrated by our xenograft and co-culture results (Fig. 9). This might be surprising 192 

considering previous work from our group demonstrating that EGCs inhibit intestinal epithelial cell 193 

proliferation partly via the release of TGF-β116. However, the former study tested the impact of EGCs 194 

on epithelial cells grown in 2D and more importantly on unsorted cells, i.e. it did not focus on the cell 195 

fraction with higher stemness potential. Thus, it is likely that EGCs differentially impact CSCs and 196 

‘more differentiated’ cells via distinct glia-derived paracrine factors and also via the expression of 197 

distinct receptor panels in CSCs vs. non-CSCs. This is consistent with our data indicating that EP4 is 198 

enriched, while EP1 is reduced in CSCs vs. non-CSCs. It would be interesting to assess the impact of 199 

EGC-induced activation of EP1 in non-CSCs. 200 

Another major finding of this work is that at basal state EGCs do not produce (or not enough) pro-201 

tumorigenic factors, and thus do not impact CSC-derived tumorsphere growth. However, once 202 

activated by tumor epithelial cell (TEC)-derived IL-1, EGCs have a pro-tumorigenic impact and 203 

increase CSC tumorigenicity and tumorsphere growth (Fig. 9). This is consistent with a growing body 204 

of evidence demonstrating that tumor initiation and progression is dependent on the activation of 205 

different cell types present in the stroma such as fibroblasts, macrophages or adipocytes in response 206 

to stimuli emanating from the tumor such as cytokines or reactive oxygen species33–35. In addition, we 207 

show that the addition of IL-1Ra to the supernatant of human primary colon adenocarcinomas 208 
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completely blocked EGC activation as assessed by glial PGE2 release, and in our co-culture system, 209 

knocking down IL-1α and IL-1β in TECs inhibited EGC pro-tumorigenic effect. Altogether these data 210 

are in favor of a model where IL-1 released by TECs activates EGCs (Fig. 9). Our results even tend to 211 

indicate that ‘more differentiated’ tumor cells as opposed to CSCs predominantly produce IL-1α/β. 212 

However, we cannot rule out that other cell types of the microenvironment also release IL-1, and 213 

further activate EGCs and glial PGE2 production. Furthermore, in our study, the activation of EGCs by 214 

the tumor was associated with increased mPGES-1 expression and PGE2 production. However it is 215 

very likely that the tumor also impacts other cellular mechanisms and molecular pathways in EGCs as 216 

is the case for other stromal cell types of the tumor microenvironment36. It is also interesting to note 217 

that the supernatant of human primary colon adenocarcinomas did not impact mPGES-1 gene 218 

expression or PGE2 release in colonic fibroblasts, suggesting that increased PGE2 production in 219 

response to tumor-derived factors may be specific to EGCs. 220 

According to our results, PGE2 derived from tumor-activated EGCs was responsible for CSC activation 221 

and induced an increase in tumorsphere formation and growth (Fig. 9). This strengthens the concept 222 

arising from a growing body of studies that EGCs are a major source of prostaglandins of the stroma 223 

that regulate all the main functions of the intestine37–40. Our data using the CAY10526 inhibitor 224 

indicate that increased PGE2 release was dependent on the up-regulation of mPGES-1 gene 225 

expression41. Other studies have suggested that IL-1 activates mPGES-1 expression via Egr-1, NAB-1, 226 

NFκB or DNA methylation-related pathways42–44, and it would be interesting to investigate in further 227 

studies the molecular mechanism involved in our system. 228 

Altogether the results of this study propose a model where tumor-activated EGCs release increased 229 

levels of PGE2 that targets CSCs and activates their ability to form tumorspheres via the activation of 230 

a pathway that involves EP4, EGFR and ERK1/2 (Fig. 9). This is consistent with a recent study by the 231 

group of DuBois demonstrating that PGE2 induces CSC expansion via an EP4/ERK1 pathway45. The 232 

transactivation of EGFR by PGE2/EP4 has already been proposed by other groups26,46. Here our data 233 

suggest that PGE2 activation of the pathway EP4/EGFR/ERK may be specific to CSCs as indicated by 234 
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our results demonstrating that EP4 is enriched in CSCs as compared to ‘more differentiated’ tumor 235 

cells. 236 

This study is, to the best of our knowledge, the first to define EGCs as active players of the tumor 237 

microenvironment. Our data give strong and direct evidence that EGCs of the tumor 238 

microenvironment undergo a switch towards a pro-tumorigenic phenotype induced by the cytokine 239 

IL-1. One can therefore speculate that chronic inflammatory stress associated with enhanced local 240 

levels of cytokines and increased risk of colorectal cancer47 may activate this switch of EGC 241 

phenotype that might thus accompany or even precede tumor initiation. Supporting this hypothesis, 242 

previous descriptive studies have reported that alterations in the glial network architecture occur as 243 

early as in adenomas17, implying that EGC remodeling is an early event during colon carcinogenesis. 244 

Thus chronic inflammatory stress may alter the bi-directional molecular crosstalk between EGCs and 245 

tumor epithelial cells, which would favor CSC-derived tumor formation. This strengthens the tissue 246 

organization field theory (TOFT) of carcinogenesis, which proposes that it is the disruption of normal 247 

signaling between cells due to carcinogenic insults that compromises genomic integrity leading to 248 

tumor development48. It will be very interesting to evaluate whether EGC acquisition of a ‘pro-249 

tumorigenic phenotype’ occurs before or concomitantly with tumor initiation in future studies. 250 

Finally, from a therapeutic perspective, a better understanding of the crosstalk between EGCs and 251 

tumor cells may lead to the development of new therapies aiming to block CSC-driven tumor 252 

initiation and cancer relapse. Here we show that the tumor-induced remodeling of EGCs activating 253 

stemness in colon tumors is driven by an IL-1/PGE2 paracrine signaling. Cooperative effects between 254 

cancer cells and their niche via an IL-1/PGE2 paracrine signaling have been previously suggested in 255 

other systems49,50, and interestingly, recent studies in head and neck squamous cell carcinoma 256 

suggest that targeting IL-1 may hinder carcinogenesis by reprogramming the tumor 257 

microenvironment51. Together with our study, this may suggest that the IL-1/PGE2 paracrine 258 

signaling might be a common target to limit stemness in various cancers.  259 
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METHODS 260 

Tissue Collection. All collected tissues originated from patients having undergone surgery for 261 

colorectal cancer with a histologic diagnosis of colon adenocarcinoma confirmed by pathologists at 262 

Nantes University Hospital according to international criteria. Two types of tissues were collected: 1) 263 

tumor specimens to establish primary cultures of tumor epithelial cells and 2) macroscopically 264 

healthy colon specimens located at >10cm from the tumor area to isolate primary EGCs19. Patients 265 

gave their informed consent to take part in the study and all procedures were performed according 266 

to the guidelines of the French Ethics Committee for Research on Human. All experimental protocols 267 

were approved by local Committee on Ethics and Human Research and Inserm (Institut national de la 268 

santé et de la recherche médicale), and registered as #DC-2008-402. 269 

Preparation of human tissue supernatants. Supernatants were obtained from human primary colon 270 

adenocarcinomas or from macroscopically healthy human colon mucosa. Briefly tissues were 271 

incubated 1h at 37°C in 1mL Krebs-Hepes solution per 30 mg tissue and frozen in liquid nitrogen. 272 

Supernatants were centrifuged using Spin-X Centrifuge Tube Filter 0.22 µm (Corning) and diluted 1:8 273 

in culture medium prior testing. 274 

Cell culture. JUG-EGC line was obtained as described in Van Landeghem et al.14. Human primary HOG-275 

EGC cultures were isolated and grown following procedures previously established in Soret et al.19. 276 

Human colon adenocarcinoma HT29, HCT116 and HCT15 cell lines and human colon fibroblast 277 

CCD18-Co cell line were purchased from ATCC. Human colon adenocarcinoma SW1222 cell line was 278 

from Sigma-Aldrich. JUG-EGC, HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 cell lines were cultured in DMEM 279 

(4.5 g/l glucose; Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 50 U/ml penicillin, and 50 280 

μg/ml streptomycin (Gibco). HOG-EGCs were cultured in DMEM (4.5 g/l glucose; Gibco) 281 

supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine (Gibco), 50 U/ml penicillin, and 50 282 

μg/ml streptomycin. CCD18-Co cells were grown in MEM medium (Gibco) with 10% heat-inactivated 283 

FBS, 2 mM L-glutamine, 0.1 mM non-essential amino acid (Gibco), 50U/ml penicillin, and 50μg/ml 284 

streptomycin. All cell lines were routinely confirmed to be mycoplasma-free using PCR testing52. 285 
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To establish primary cultures of tumor epithelial cells, tumors harvested at the time of surgical 286 

resection were immediately placed into in Nunclon Sphera 90mm culture dishes (Thermo Fisher 287 

Scientific) after dissociation using the gentleMACs Dissociator (Miltenyi) according to the 288 

manufacturer’s instructions. Cells were then cultured in defined medium (Advanced DMEM/F12 289 

containing 2 mM Glutamax, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, HEPES 10 mM, 1X B27 290 

supplement, 1X N2 supplement, 2 µg/ml heparin, 40 ng/ml bFGF, 40 ng/ml EGF, gastrin 10 nM and 1 291 

mM N-acetylcysteine). Medium was changed every 2 to 3 days, and yielded floating spheres 292 

containing primary tumor epithelial cells were maintained until CSCs were FACS-isolated. 293 

Stable HT29 cell lines expressing short hairpin RNA (shRNA) sequences targeting IL-1α (sc-39613-V) or 294 

IL-1β (sc-39615-V) were established using lentiviral particles purchased from Santa Cruz 295 

Biotechnology (MOI 5). Non-Target control HT29 cells were infected with control shRNA lentiviral 296 

particles (sc-108080). Stable cell lines were selected with 5μg/mL puromycin dihydrochloride (Sigma-297 

Aldrich) for 3 consecutive weeks prior to testing and were maintained constantly in selective 298 

medium. 299 

Reagents. The selective mPGES-1 inhibitor CAY10526, the EP1 receptor antagonist SC-19220 and the 300 

EP4 receptor antagonist L-161,982 were purchased from Cayman Chemical. PGE2, Human IL-1α, β 301 

and Ra were purchased from Sigma-Aldrich. Antibodies phycoerythrin (PE) anti-human CD44 (clone 302 

BJ18), Brilliant Violet 421 (BV421) anti-human CD24 (clone ML5), Alexa Fluor 488 anti-human CD326 303 

(EpCAM) and APC anti-human CD44 (clone BJ18) antibodies were purchased from Biolegend. APC 304 

anti-human CD133/2 antibody was purchased from Miltenyi Biotec. The EGFR Kinase inhibitor AG 305 

1478 was purchased from Merck Millipore. 306 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-based isolation of CSCs. HT29, HCT116, HCT15 and 307 

SW1222 CSCs were sorted on a BD FACS Aria based on the levels of expression of the cell surface 308 

markers CD44 and CD2421, CD44 and CD13320, or CD44, CD24 and CD133: Briefly cells were 309 

trypsinized, resuspended in culture medium, and incubated for 30min on ice with CD44 antibody 310 

(1:40), CD24 antibody (1:20) and/or CD133 antibody (1:100). Sorted CSCs corresponded to the 311 
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highest 1-2% CD24/CD44, CD44/CD133, or CD24/CD44/CD133-expressing cells, and sorted non-CSCs 312 

corresponded to the lowest 1-2% CD24/CD44, CD44/CD133, or CD24/CD44/CD133-expressing cells. 313 

Primary CSCs were sorted on a BD FACS Aria based on the level of expression of the cell surface 314 

markers EpCAM and CD44 as previously described53. Briefly, dissociation of the spheres into single 315 

cells was performed in 1X PBS containing 0.5% BSA and 2mM EDTA and using a 1ml insulin syringe. 316 

Dissociated cell preparations were then incubated for 30min on ice with EpCAM antibody (1:20) and 317 

CD44 antibody (1:40). Sorted CSCs corresponded to EpCAM positive cells and to the highest 1-2% 318 

CD44-expressing cells. Sorted non-CSCs corresponded to EpCAM positive cells and CD44 negative 319 

cells. 320 

Xenografts. Scid Beige mice (6 week old; 6 males and 6 females) were purchased from Charles River 321 

and housed in specific pathogen-free conditions at the Experimental Therapy Unit animal facility of 322 

Nantes (Nantes, France) in accordance with the institutional guidelines of the French Ethical 323 

Committee (CEEA, authorization # 2010.49). Appropriate experimental sample size was estimated 324 

from previous pilot studies aiming to determine which number of CSCs and which immunodeficient 325 

mouse model allowed for the most robust and reproducible tumor growth. Mice were anaesthetized 326 

by inhalation of an isoflurane/air mixture (2%, 1 L/min) before injection of 200 CSCs isolated from 327 

luciferase-expressing HT29 cells (Bioware HT29-luc-D6 PerkinElmer) alone or with JUG-EGCs (ratio 328 

1:1) in opposite flanks subcutaneously. Mice were divided into two groups: (Group 1) 3 males and 3 329 

females were injected with CSCs in the left flank and with CSCs + EGCs in the right flank, and (Group 330 

2) 3 males and 3 females were injected with CSCs in the right flank and with CSCs + EGCs in the left 331 

flank. Furthermore CSCs and EGCs from different passages/sorts were used in the same group. At 4 332 

weeks post-injection, bioluminescent imaging was performed after luciferin injection using a 333 

PhotonIMAGER (Biospace Lab). At 5 weeks post-injection, tumor burden was evaluated by volume 334 

calculation using caliper measurement by an observer blinded to treatment groups. 335 

CSC clonogenicity assay. HT29, HCT116, HCT15 and SW1222 CSCs were plated at a density of 400 336 

cells per drop (50 µL) of Growth Factor Reduced Matrigel Matrix (Corning) in 24-well plates, and 337 
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cultured alone or in the presence of JUG-EGCs, HOG-EGCs, CCD18-Co cells, conditioned medium (CM) 338 

of JUG-EGCs pre-activated (TA EGC-CM) or not by HT29 cell-CM (TEC-CM). In co-culture experiments, 339 

JUG-EGCs, HOG-EGCs and CCD18-Co cells were seeded onto porous filters at 45,000 cells per filter 340 

(24-well Transwell Clear, 0.4μm porosity; Corning) one day prior to testing. In conditioned medium 341 

(CM)-based experiments, HT29 cells, IL-1α/β knock down HT29 cells and JUG-EGCs were seeded in 342 

24-well plates at a density of 15,000 cells per well at least one day prior to testing. CM were collected 343 

after a 24h incubation, and centrifuged for 5min at 3,000rpm to eliminate the presence of eventual 344 

cells/debris. HT29 cell-CM was incubated for 24h with JUG-EGCs to obtain CM of tumor-activated 345 

EGCs (TA EGC-CM), or placed in an empty well for 24h (TEC-CM). To evaluate PGE2 impact on 346 

tumorsphere numbers, PGE2 (10µM) was added to the culture medium daily. To assess CAY10526 347 

effects, JUG-EGCs were pre-incubated for 30min with CAY10526 (10 µM), and then cultured with 348 

TEC-CM supplemented with CAY10526 (10 µM). To test the involvement of EP receptors and EGFR 349 

respectively, CSCs were pre-incubated for 30 min with EP1 or EP4 antagonists (50 µM), or EGFR 350 

tyrosine kinase inhibitor AG 1478 (10 µM), and then grown in the presence of EGC-CM or TA EGC-CM 351 

supplemented with EP1 or EP4 antagonists (50 µM), or AG 1478 (10 µM). Medium was changed every 352 

day. Tumorsphere number was determined at day 8 post-plating by two observers blinded to 353 

treatment groups, and tumorsphere size was determined at day 9 using an inverted system 354 

microscope Olympus IX50 (objective 10X FN 22) and ImageJ software. 355 

Primary CSCs were plated at a density of 5,000 cells per drop (50 µL) Matrigel Matrix hESC-qualified 356 

(Corning) in 24-well plates, and cultured in defined medium alone or in the presence of HOG-EGCs. 357 

Tumorsphere number and size were determined at days 8, 10, 12, 16 and 20 post-plating using an 358 

inverted system microscope Olympus IX50 (objective 10X FN 22) and ImageJ software. 359 

CSC expansion assay. HT29 CSCs were cultured in 3D-Matrigel as described above for 8 days alone or 360 

in the presence of JUG-EGCs. Yielded tumorspheres were then extracted from Matrigel using the Cell 361 

Recovery Solution (Corning) according to the manufacturer's protocol. Tumorspheres were 362 

trypsinized, and total isolated cells obtained were replated in a 50 µL drop of Matrigel and grown 363 
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without JUG-EGCs for another 8 days before determining the number of tumorspheres that were de 364 

novo formed. 365 

Evaluation of glial PGE2 production. To study mPGES 1 expression and PGE2 release, HOG-EGCs 366 

were seeded onto porous filters (24-well Transwell Clear, 0.4μm porosity; Corning) and cultured until 367 

they reached confluence. HOG-EGCs were then cultured without FBS for 24h in control medium, 368 

HT29 cell-CM, or supernatants of human primary colon adenocarcinomas or macroscopically healthy 369 

human colon mucosa. To determine the impact of IL-1α/β on glial mPGES-1 expression, HOG-EGCs 370 

were incubated for 24h without FBS in the presence of 1 nM or 10 nM human IL-1α or IL-1β, or with 371 

tumor vs. healthy supernatants supplemented or not with IL-1Ra (10 µM, after a pre-incubation of 30 372 

min with IL-1Ra alone). After 24h, supernatants of HOG-EGCs treated or not were collected and 373 

processed for PGE2 EIA, and HOG-EGCs were lysed in RA1 buffer (Macherey-Nagel) to assess mPGES-374 

1 gene expression by Real-Time qPCR. 375 

EIA/ELISAs. Supernatants were collected and centrifuged for 5 min at 3,000rpm to eliminate the 376 

presence of eventual cells/debris. PGE2 quantity was measured using the PGE2 EIA Kit (Cayman 377 

Chemical) according to the manufacturer's protocol. IL-1α/β concentrations were assessed using 378 

human IL-1α/IL-1F1 and IL-1β/IL-1F2 Quantikine ELISA Kits (R&D). 379 

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction Analysis. Extraction of total RNA was performed 380 

using the Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel) following the manufacturer’s recommendations. 381 

Reverse transcription was performed using the Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). Real-382 

Time qPCR studies were carried out using TaqMan gene expression assays (Applied Biosystems), and 383 

run on StepOnePlus system (Life Technologies). All qRT-PCR data were normalized to the invariant 384 

control gene RPS6. The following TaqMan primer/probe sets were used: RPS6: Hs041950248g1, 385 

CD24: Hs03044178_g1, CD44: Hs01075862_m1, PTK7: Hs00897151_m1, CEACAM6 (CD66c): 386 

Hs03645554_m1, PTGER1: Hs00168752_m1, PTGER2: Hs04183523, PTGER3: Hs00168755_m1, 387 

PTGER4: Hs00168761_m1, IL1A: Hs00174092_m1, IL1B: Hs01555410_m1, PTGES: Hs01115610_m1, 388 

IL1R1: Hs00991002_m1/Rn00565482_m1 (HOG-EGC/JUG-EGC). 389 
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Western Blotting. HT29 CSCs were 3D-cultured in Matrigel as described above for 4 days alone or in 390 

the presence of JUG-EGCs. Tumorspheres were extracted from Matrigel using the Cell Recovery 391 

Solution (Corning) according to the manufacturer's protocol, and then lysed with 2X Laemmli buffer 392 

with 5% β-Mercaptoethanol heated at 60°C. Samples were processed for electrophoresis using 393 

NuPAGE MOPS SDS buffer (Life Technologies) and separated on 10% Bis-Tris gels (Life Technologies). 394 

Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes using the iBlot System (Life Technologies). 395 

After blocking, blots were incubated overnight at 4°C with primary antibodies diluted in 1X TBS with 396 

5% BSA and 0.1% Tween for ERK (1:500, Cell Signaling), pERK (1:500, Cell Signaling), EGFR (1:500, Cell 397 

Signaling) and pEGFR (1:4000, Cell Signaling). Immunoblots were probed with appropriate 398 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 hour at room temperature (Thermo 399 

Scientific) and visualized by chemiluminescence (Clarity Western ECL Substrate; Bio-Rad) using a Gel-400 

Doc imager and the Image Lab Software (Bio-Rad). 401 

Immunohistofluorescence studies. Tissues were fixed in 4% paraformaldehyde overnight at 4°C. 402 

Following paraffin-embedding and sectioning, slides were baked at 60°C for 2h, deparaffinized with 403 

successive incubations in xylene, absolute ethanol, 95% ethanol and 70% ethanol, and incubated in 404 

1X Target Retrieval Solution (Dako) at 110°C for 90s. Sections were then successively incubated in 405 

blocking solution (Dako) for 1h, primary and secondary antibodies diluted in antibody diluent solution 406 

(Dako) overnight at 4°C and 1 hour at room temperature, respectively. The following primary and 407 

secondary antibodies were used: rabbit polyclonal anti-S-100β (1:1000, DAKO), rabbit polyclonal anti-408 

GFAP (1:500, DAKO), mouse polyclonal anti-EpCAM (1:200, Biolegend), anti-rabbit-Cy3 (1:500, 409 

Jackson) and anti-mouse-Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen). Stained sections were imaged using a 410 

microscope OLYMPUS BX51 (objectives 20X FN 26.5, 40X FN 26.5) and with an inverted microscope 411 

OLYMPUS IX83 (objectives 20X FN 22, 40X FN 22). 412 

Statistical Analysis. Data were expressed as means ± SEM. Statistical analyses were performed using 413 

SigmaPlot software. Non-parametric tests were used to compare different groups as indicated in the 414 
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figure legends if Shapiro-Wilk Normality Test or Equal Variance Test failed. Differences were 415 

considered as significant for a p-value of less than 0.05. 416 

Data availability. The data that support the findings of this study are available from the 417 

corresponding author upon reasonable request.  418 



20 
 

ACKNOWLEDGMENTS 419 

The authors wish to thank Tony Durand, Philippe Aubert, Julien Chevalier, Alice Prigent, Julie Jaulin, 420 

Elise Beneteau and Nathalie Vaillant for their invaluable technical assistance. Discussions with 421 

Malvyne Rolli-Derkinderen and Geneviève Aillet are gratefully acknowledged. The work was assisted 422 

by services of the Cytometry and cell sorting Cytocell core facility of Nantes (France), the 423 

Experimental Therapy Unit animal facility of Nantes (France) and the Histopathology Institute of 424 

Nantes (IHP, France). This work was supported by grants from La Ligue contre le Cancer (to M. 425 

Neunlist from the Loire-Atlantique, Morbihan, Mayenne, Loiret and Sarthe Committees, a post-426 

doctoral fellowship to L. Van Landeghem from the Loire-Atlantique and Sarthe Committees, and a 427 

PhD fellowship to S. Valès from La Ligue Nationale contre le Cancer), the French National Cancer 428 

Institute (INCA_7904 to L. Van Landeghem), and the ‘Région des Pays de la Loire’. 429 

AUTHOR CONTRIBUTIONS 430 

SV and LVL designed and performed the experiments. SV and LVL interpreted the data. MB, MT, FG, 431 

KAG, GB and LO participated in the in vitro experiments. AB, SML and TO participated in the in vivo 432 

experiments. MT performed histology procedures and analysis. SV, FG, CB, MF, ED, LO and LVL 433 

performed the collection of human colon specimens. SV, LO, MN and FMV participated in the study 434 

concept and the manuscript writing. LVL supervised the study and wrote the manuscript. 435 

COMPETING FINANCIAL INTERESTS 436 

The authors declare no conflicting financial interests. 437 

MATERIALS & CORRESPONDENCE 438 

Correspondence and material requests should be addressed to LVL (North Carolina State University, 439 

College of Veterinary Medicine, Department of Molecular Biomedical Sciences, 1060 William Moore 440 

Drive, CB# 8401, Raleigh, NC 27607, USA, +1 919 513 6801, lcvanlan@ncsu.edu). 441 

  442 

mailto:lcvanlan@ncsu.edu


21 
 

REFERENCES 443 

1. Ricci-Vitiani, L. et al. Identification and expansion of human colon-cancer-initiating cells. Nature 444 

445, 111–115 (2007). 445 

2. O’Brien, C. A., Pollett, A., Gallinger, S. & Dick, J. E. A human colon cancer cell capable of initiating 446 

tumour growth in immunodeficient mice. Nature 445, 106–110 (2007). 447 

3. Gao, W. et al. Isolation and phenotypic characterization of colorectal cancer stem cells with 448 

organ-specific metastatic potential. Gastroenterology 145, 636–646.e5 (2013). 449 

4. Colak, S. et al. Decreased mitochondrial priming determines chemoresistance of colon cancer 450 

stem cells. Cell Death Differ. 21, 1170–1177 (2014). 451 

5. Huels, D. J. & Sansom, O. J. Stem vs non-stem cell origin of colorectal cancer. Br. J. Cancer 113, 1–452 

5 (2015). 453 

6. Medema, J. P. & Vermeulen, L. Microenvironmental regulation of stem cells in intestinal 454 

homeostasis and cancer. Nature 474, 318–326 (2011). 455 

7. Vermeulen, L. et al. Wnt activity defines colon cancer stem cells and is regulated by the 456 

microenvironment. Nat. Cell Biol. 12, 468–476 (2010). 457 

8. Colak, S. & Medema, J. P. Human colonic fibroblasts regulate stemness and chemotherapy 458 

resistance of colon cancer stem cells. Cell Cycle Georget. Tex 0 (2014). 459 

doi:10.4161/15384101.2014.973321 460 

9. Wei, H.-J. et al. Adipose-derived stem cells promote tumor initiation and accelerate tumor 461 

growth by interleukin-6 production. Oncotarget 6, 7713–7726 (2015). 462 

10. Gulbransen, B. D. & Sharkey, K. A. Novel functional roles for enteric glia in the gastrointestinal 463 

tract. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 9, 625–632 (2012). 464 

11. Sharkey, K. A. Emerging roles for enteric glia in gastrointestinal disorders. J. Clin. Invest. 125, 465 

918–925 (2015). 466 

12. Neunlist, M. et al. The digestive neuronal-glial-epithelial unit: a new actor in gut health and 467 

disease. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 10, 90–100 (2013). 468 



22 
 

13. Bush, T. G. et al. Fulminant jejuno-ileitis following ablation of enteric glia in adult transgenic 469 

mice. Cell 93, 189–201 (1998). 470 

14. Van Landeghem, L. et al. Enteric glia promote intestinal mucosal healing via activation of focal 471 

adhesion kinase and release of proEGF. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 300, G976-987 472 

(2011). 473 

15. Savidge, T. C. et al. Enteric glia regulate intestinal barrier function and inflammation via release 474 

of S-nitrosoglutathione. Gastroenterology 132, 1344–1358 (2007). 475 

16. Neunlist, M. et al. Enteric glia inhibit intestinal epithelial cell proliferation partly through a TGF-476 

beta1-dependent pathway. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 292, G231-241 (2007). 477 

17. Liu, Y. A. et al. 3-D imaging, illustration, and quantitation of enteric glial network in transparent 478 

human colon mucosa. Neurogastroenterol. Motil. Off. J. Eur. Gastrointest. Motil. Soc. 25, e324-479 

338 (2013). 480 

18. Garcia, S. B., Stopper, H. & Kannen, V. The contribution of neuronal–glial–endothelial–epithelial 481 

interactions to colon carcinogenesis. Cell. Mol. Life Sci. 71, 3191–3197 (2014). 482 

19. Soret, R. et al. Characterization of human, mouse, and rat cultures of enteric glial cells and their 483 

effect on intestinal epithelial cells. Neurogastroenterol. Motil. Off. J. Eur. Gastrointest. Motil. Soc. 484 

25, e755-764 (2013). 485 

20. Botchkina, G. I. et al. New-generation taxoid SB-T-1214 inhibits stem cell-related gene expression 486 

in 3D cancer spheroids induced by purified colon tumor-initiating cells. Mol. Cancer 9, 192 487 

(2010). 488 

21. Yeung, T. M., Gandhi, S. C., Wilding, J. L., Muschel, R. & Bodmer, W. F. Cancer stem cells from 489 

colorectal cancer-derived cell lines. Proc. Natl. Acad. Sci. 107, 3722–3727 (2010). 490 

22. Adamsen, B. L., Kravik, K. L. & De Angelis, P. M. DNA damage signaling in response to 5-491 

fluorouracil in three colorectal cancer cell lines with different mismatch repair and TP53 status. 492 

Int. J. Oncol. 39, 673–682 (2011). 493 



23 
 

23. Murakami, M., Ohta, T., Otsuguro, K.-I. & Ito, S. Involvement of prostaglandin E2 derived from 494 

enteric glial cells in the action of bradykinin in cultured rat myenteric neurons. Neuroscience 145, 495 

642–653 (2007). 496 

24. Jung, P. et al. Isolation of Human Colon Stem Cells Using Surface Expression of PTK7. Stem Cell 497 

Rep. 5, 979–987 (2015). 498 

25. Gemei, M. et al. CD66c is a novel marker for colorectal cancer stem cell isolation, and its silencing 499 

halts tumor growth in vivo. Cancer 119, 729–738 (2013). 500 

26. Pai, R. et al. Prostaglandin E2 transactivates EGF receptor: a novel mechanism for promoting 501 

colon cancer growth and gastrointestinal hypertrophy. Nat. Med. 8, 289–293 (2002). 502 

27. Buchanan, F. G. et al. Role of beta-arrestin 1 in the metastatic progression of colorectal cancer. 503 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103, 1492–1497 (2006). 504 

28. Li, H.-J., Reinhardt, F., Herschman, H. R. & Weinberg, R. A. Cancer-stimulated mesenchymal stem 505 

cells create a carcinoma stem cell niche via prostaglandin E2 signaling. Cancer Discov. 2, 840–855 506 

(2012). 507 

29. Dinarello, C. A. & Wolff, S. M. The role of interleukin-1 in disease. N. Engl. J. Med. 328, 106–113 508 

(1993). 509 

30. Postlethwaite, A. E. et al. Modulation of fibroblast functions by interleukin 1: increased steady-510 

state accumulation of type I procollagen messenger RNAs and stimulation of other functions but 511 

not chemotaxis by human recombinant interleukin 1 alpha and beta. J. Cell Biol. 106, 311–318 512 

(1988). 513 

31. Mayer-Barber, K. D. et al. Host-directed therapy of tuberculosis based on interleukin-1 and type I 514 

interferon crosstalk. Nature 511, 99–103 (2014). 515 

32. Stoffels, B. et al. Postoperative Ileus Involves Interleukin-1 Receptor Signaling in Enteric Glia. 516 

Gastroenterology 146, 176–187.e1 (2014). 517 

33. Schwartz, B. & Yehuda-Shnaidman, E. Putative role of adipose tissue in growth and metabolism 518 

of colon cancer cells. Front. Oncol. 4, 164 (2014). 519 



24 
 

34. Catalano, V. et al. Tumor and its microenvironment: a synergistic interplay. Semin. Cancer Biol. 520 

23, 522–532 (2013). 521 

35. Mariani, F., Sena, P. & Roncucci, L. Inflammatory pathways in the early steps of colorectal cancer 522 

development. World J. Gastroenterol. 20, 9716–9731 (2014). 523 

36. Taddei, M. L., Giannoni, E., Comito, G. & Chiarugi, P. Microenvironment and tumor cell plasticity: 524 

An easy way out. Cancer Lett. 341, 80–96 (2013). 525 

37. Le Loupp, A.-G. et al. Activation of the prostaglandin D2 metabolic pathway in Crohn’s disease: 526 

involvement of the enteric nervous system. BMC Gastroenterol. 15, 112 (2015). 527 

38. Pochard, C. et al. Defects in 15-HETE Production and Control of Epithelial Permeability by Human 528 

Enteric Glial Cells From Patients With Crohn’s Disease. Gastroenterology 150, 168–180 (2016). 529 

39. Coquenlorge, S. et al. The arachidonic acid metabolite 11β-ProstaglandinF2α controls intestinal 530 

epithelial healing: deficiency in patients with Crohn’s disease. Sci. Rep. 6, 25203 (2016). 531 

40. Bach-Ngohou, K. et al. Enteric glia modulate epithelial cell proliferation and differentiation 532 

through 15-deoxy-12,14-prostaglandin J2. J. Physiol. 588, 2533–2544 (2010). 533 

41. Guerrero, M. D. et al. Synthesis and pharmacological evaluation of a selected library of new 534 

potential anti-inflammatory agents bearing the gamma-hydroxybutenolide scaffold: a new class 535 

of inhibitors of prostanoid production through the selective modulation of microsomal 536 

prostaglandin E synthase-1 expression. J. Med. Chem. 50, 2176–2184 (2007). 537 

42. El Mansouri, F. E. et al. Lysine-specific demethylase 1-mediated demethylation of histone H3 538 

lysine 9 contributes to interleukin 1β-induced microsomal prostaglandin E synthase 1 expression 539 

in human osteoarthritic chondrocytes. Arthritis Res. Ther. 16, R113 (2014). 540 

43. Zayed, N. et al. Valproic acid suppresses interleukin-1ß-induced microsomal prostaglandin E2 541 

synthase-1 expression in chondrocytes through upregulation of NAB1. J. Rheumatol. 38, 492–502 542 

(2011). 543 

44. Deckmann, K. et al. Dimethylcelecoxib inhibits mPGES-1 promoter activity by influencing EGR1 544 

and NF-κB. Biochem. Pharmacol. 80, 1365–1372 (2010). 545 



25 
 

45. Wang, D., Fu, L., Sun, H., Guo, L. & DuBois, R. N. Prostaglandin E2 Promotes Colorectal Cancer 546 

Stem Cell Expansion and Metastasis in Mice. Gastroenterology 149, 1884–1895.e4 (2015). 547 

46. Doherty, G. A. et al. Proneoplastic effects of PGE2 mediated by EP4 receptor in colorectal cancer. 548 

BMC Cancer 9, 207 (2009). 549 

47. Pesic, M. & Greten, F. R. Inflammation and cancer: tissue regeneration gone awry. Curr. Opin. 550 

Cell Biol. 43, 55–61 (2016). 551 

48. Soto, A. M. & Sonnenschein, C. The tissue organization field theory of cancer: a testable 552 

replacement for the somatic mutation theory. BioEssays News Rev. Mol. Cell. Dev. Biol. 33, 332–553 

340 (2011). 554 

49. Hou, Z., Falcone, D. J., Subbaramaiah, K. & Dannenberg, A. J. Macrophages induce COX-2 555 

expression in breast cancer cells: role of IL-1β autoamplification. Carcinogenesis 32, 695–702 556 

(2011). 557 

50. Dudás, J. et al. Tumor-produced, active Interleukin-1 β regulates gene expression in carcinoma-558 

associated fibroblasts. Exp. Cell Res. 317, 2222–2229 (2011). 559 

51. Wu, T. et al. Modulation of IL-1β reprogrammes the tumor microenvironment to interrupt oral 560 

carcinogenesis. Sci. Rep. 6, 20208 (2016). 561 

52. Wong-Lee, J. G. & Lovett, M. Rapid and sensitive PCR method for identification of Mycoplasma 562 

species in tissue culture. Diagn. Mol. Microbiol. Princ. Appl. Am. Soc. Microbiol. Wash. DC USA 563 

(1993). 564 

53. Dalerba, P. et al. Phenotypic characterization of human colorectal cancer stem cells. Proc. Natl. 565 

Acad. Sci. U. S. A. 104, 10158–10163 (2007). 566 

  567 



26 
 

 568 

FIGURE 1: EGCs are part of the tumor microenvironment. a/b. Representative photographs of 569 
human primary colon adenocarcinomas stained for the EGC markers S-100β (red) (a) or GFAP (red) 570 
(b) and the epithelial cell marker EpCAM (green) demonstrating that EGCs are in close proximity to 571 
colon cancer epithelial cells. Scale Bars: (a) Upper Panel: 20µm, Lower Panel: 10µm; (b) Upper Panel: 572 
50µm; Lower Panel: 20µm.  573 



27 
 

 574 
FIGURE 2: EGCs stimulate CSC-driven tumorigenesis. (a-f. CSCs were isolated from the human HT29 575 
cell line.) a. Bioluminescence imaging of a representative mouse at 4 weeks after injection of 576 
luciferase-expressing CSCs alone (CSC) and a mix of CSCs + EGCs (CSC + EGC) at a 1:1 ratio in opposite 577 
flanks. b. Photographs of representative tumors at 6 weeks after injection of CSCs alone and a mix of 578 
CSCs + EGCs in opposite flanks. c. Tumor burden corresponds to the tumor volume and is expressed 579 
as fold change relative to control (CSC) (mean ± SEM). n=12; Mann and Whitney test, a: p<0.01. d. 580 
Quantification of CSC expansion corresponds to [number of tumorspheres (Passage 1, P1) yielded 581 
from single cell suspension obtained from dissociation of P0 tumorspheres and cultured alone] / 582 
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[initial number of tumorspheres (Passage 0, P0) yielded from CSCs cultured alone or in the presence 583 
of EGCs]. n=5; Mann and Whitney test, a: p<0.01. e. Representative photographs of CSCs cultured 584 
alone (Control), in the presence of JUG-EGCs, HOG-EGCs or normal human fibroblasts (CCD18-Co). 585 
Scale Bar: 500µm. f. Quantification of tumorsphere number (upper panel) and size (lower panel) is 586 
expressed as fold change relative to Control (mean ± SEM). n ≥ 3; ANOVA, Holm-Sidak multiple 587 
comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. fibroblasts. g/h. Representative photographs (g) 588 
of tumorspheres derived from CSCs isolated from primary adenocarcinomas from colorectal cancer 589 
patients cultured alone (Control) or in the presence of primary cultures of human EGCs (HOG-EGC) 590 
from day 5 to day 12 post-plating illustrating that HOG-EGCs increased tumorsphere number (h, 591 
upper panel) and size (h, lower panel). n=5; Mann and Whitney test, a: p<0.05. Scale Bar: 20µm. i-n. 592 
Representative photographs (I,k,m) of HCT116 (i/j), HCT15(k/l) and SW1222(m/n)-derived CSCs 593 
cultured alone (Control) or in the presence of EGCs (JUG-EGC) illustrating that EGCs increased 594 
tumorsphere number (j,l,n; left panel) and size (j,l,n; right panel). n≥4; Mann and Whitney test, a: 595 
p<0.05. Scale Bar: 1mm.  596 
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 597 

FIGURE 3: Tumor epithelial cells activate EGCs to acquire pro-tumorigenic effects. Representative 598 
photographs and bar graph demonstrating that in contrast to the presence of EGCs on Transwell 599 
filters (EGC), EGC-conditioned medium (EGC-CM) did not impact CSC-derived tumorsphere yield. 600 
However, CM of tumor-activated EGCs (TA EGC-CM) induced a significant increase in tumorsphere 601 
numbers. CM of tumor epithelial cells (TEC-CM) had no effect. Quantification of tumorsphere 602 
number is expressed as fold change relative to Control (mean ± SEM). n ≥ 9; ANOVA, Holm-Sidak 603 
multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. EGC-CM, c: p<0.05 vs. TEC-CM. Scale 604 
Bar: 500µm.  605 
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 606 

FIGURE 4: Tumor-activated EGCs stimulate CSC clonogenicity via increased glial PGE2. a. (left panel) 607 
Photographs illustrating that PGE2 treatment (10µM) increased the number of tumorspheres yielded 608 
from CSCs. Scale Bar: 500µm. (right panel) Quantification is expressed as fold change to Control 609 
(mean ± SEM). n=3; two tailed t-test, a: p<0.05. b. RT-qPCR data showing that mPGES-1 gene 610 
expression was up-regulated in tumor-activated EGCs (TA EGC) vs. control EGCs. n=5; Mann and 611 
Whitney test, a: p<0.01. c. PGE2 EIA analysis showed a significantly higher PGE2 concentration in TA 612 
EGC-CM vs. EGC-CM or TEC-CM. n≥3; Kruskal-Wallis ANOVA, Dunn’s multiple comparison test, a: 613 
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p<0.05 vs. EGC, b: p<0.05 vs. TEC. d. Supernatant of human primary colon adenocarcinomas (Tumor) 614 
stimulated mPGES-1 gene expression in EGCs, but not in fibroblasts (CCD18Co), compared to 615 
supernatant of macroscopically healthy human colon mucosa. n≥4; ANOVA, Holm-Sidak multiple 616 
comparison test, a: p<0.05 vs. EGC/Healthy, b: p<0.05 vs. Fibro./Healthy, c: p<0.05 vs. Fibro./Tumor. 617 
e. PGE2 EIA validated that supernatant of human primary colon adenocarcinomas (Tumor) 618 
stimulated PGE2 release in EGCs, but not in fibroblasts, compared to supernatant of healthy human 619 
colon mucosa (Healthy) (CM= conditioned medium). n≥4; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison 620 
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. 621 
Healthy, e: p<0.05 vs. Tumor. f. Representative photographs and quantification to illustrate that 622 
addition of a specific inhibitor of mPGES-1 expression (CAY10526; 10 µM) to tumor epithelial cell-CM 623 
prevented tumor cell-induced activation of pro-tumorigenic effects in EGCs. n=5; ANOVA, Holm-Sidak 624 
multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. EGC CM, c: p<0.05 vs. EGC-625 
CM+CAY10526, d: p<0.05 vs. TA EGC-CM+CAY10526. Scale Bar: 500µm.  626 
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 627 

FIGURE 5: TA EGC-derived PGE2 stimulates CSC clonogenicity via EP4 activation. a/b. RT-qPCR data 628 
showing that PTGER4 (EP4) mRNA was significantly enriched in CSCs compared to unsorted HT29 629 
cells (Total) and compared to cells expressing lower levels of CSC markers (non-CSC) (a). In contrast, 630 
PTGER1 (EP1) was expressed at significantly lower levels in CSCs than in unsorted HT29 cells and non-631 
CSCs (b). Data are expressed as fold change to Total (mean ± SEM). n=5; ANOVA, Holm-Sidak multiple 632 
comparison test, a: p<0.05 vs. Total, b: p<0.05 vs. non-CSC. c. Representative photographs (right 633 
panel) and quantification (left panel) demonstrated that the addition of a selective antagonist of EP4 634 
(L-161,982, 50 µM) but not EP1 (SC-19220, 50 µM) to TA EGC-CM abolished its pro-tumorigenic 635 
effects. n≥4; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 vs. SC-636 
19220, c: p<0.05 vs. L-161,982. Scale Bar: 500µm.  637 
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 638 

FIGURE 6: TA EGCs activate CSCs via EGFR and ERK-dependent pathways. a. Representative western 639 
blots and quantification demonstrating that EGCs increased pEGFR-Y845/EGFR in CSCs. 640 
Quantification is expressed as fold change to Control (mean ± SEM). n=4, Mann and Whitney test, a: 641 
p<0.05. b. Representative photographs and quantification of tumorspheres yielded from CSCs 642 
cultured alone (Control) or with tumor-activated EGC-CM (TA EGC-CM) supplemented or not with an 643 
inhibitor of EGFR tyrosine kinase activity (AG 1478; 10 µM). Data are expressed as fold change 644 
relative to Control (mean ± SEM). n=4; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs. 645 
Control, b: p<0.05 vs. AG 1478, b: p<0.05 vs. TA EGC-CM + AG 1478. Scale bar: 500µm. c. 646 
Representative immunoblots illustrating that pERK/ERK was increased in CSCs cultured in the 647 
presence of EGCs compared to CSCs cultured alone. n=4; Mann and Whitney test, a: p<0.05.  648 



34 
 

 649 
FIGURE 7. EGCs express IL-1R, and IL-1α/β are highly enriched in the tumor microenvironment. a/b. 650 
Agarose gel electrophoresis of PCR products corresponding to IL-1R cDNA amplicons in human 651 
primary EGC cultures (a) (HOG-EGC, amplicon size 152bp) and in rat non-transformed EGC line (b) 652 
(JUG-EGC, amplicon size 63bp). Lanes #1, #2 and #3 (a) correspond to 3 cultures derived from 3 653 
different patients. Lanes P25 and P30 (b) correspond to 2 different passages. c/d. ELISA data showed 654 
that IL-1α (c) and IL-1β (d) were highly enriched in supernatants of human colon adenocarcinomas 655 
(Tumor) compared with supernatants of human healthy colonic mucosa (Healthy). n=4; Wilcoxon 656 
rank-sum test, a: p<0.05 vs. Healthy. e/f. Real-Time qPCR data demonstrated that IL-1α gene 657 
expression (e) was downregulated in CD44High-CD24High CSCs as compared to unsorted HT29 (Total) 658 
and CD44Low-CD24Low non-CSCs, and IL-1β mRNA (f) was overexpressed in non-CSCs. Data are 659 
expressed as fold change to unsorted HT29 cells (Total) (mean ± SEM). n=4, ANOVA, a: p<0.05 vs. 660 
Total, b: p<0.05 vs. non-CSC. 661 
  662 
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 663 
FIGURE 8: Tumor epithelial cell-derived IL1α/β activates pro-tumorigenic phenotype in EGCs. a. RT-664 
qPCR data demonstrating that addition of IL-1α or IL-1β strongly induced mPGES-1 gene expression in 665 
EGCs. n=3. b. RT-qPCR data showing that addition of an antagonist of IL-1R (IL-1Ra, 10 µM) to 666 
supernatants of human primary colon adenocarcinomas (Tumor) abolished the tumor-induced up-667 
regulation of mPGES-1 expression in EGCs. Healthy represents supernatants of human healthy 668 
colonic mucosa. n=8; ANOVA, Holm-Sidak multiple comparison test, a: p<0.05 vs. Control, b: p<0.05 669 
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 670 
confirmed that addition of IL-1Ra blocked the increase in PGE2 release in EGCs activated by 671 
supernatants of human colon adenocarcinomas (EGC/Tumor). EGC, Healthy, Tumor and 672 
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EGC/Healthy represent EGC-CM, supernatant of healthy mucosa, supernatant of tumors, and CM of 673 
EGCs stimulated with supernatant of healthy mucosa, respectively. n≥4; ANOVA, a: p<0.05 vs. EGC, b: 674 
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: 675 
p<0.05 vs. EGC/Healthy+IL-1Ra, g: p<0.05 vs. EGC/Tumor+IL-1RA. d. Representative photographs (left 676 
panel) and quantification (right panel) to show that double IL-1α and β-knock-down tumor epithelial 677 
cells (TEC) had lost their abilities to activate pro-tumorigenic phenotype in EGCs, while single IL-1α or 678 
β-knock-down TECs had impact similar to that of Control TECs. n=4, ANOVA. Scale Bar: 500µm. 679 
  680 
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 681 
FIGURE 9. Molecular crosstalk between EGCs and colon cancer (stem) cells. The schematic 682 
summarizes the molecular pathways involved in the pro-tumorigenic effects of tumor-activated EGCs 683 
on colon CSC-driven tumorigenesis. 684 
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 1 
Supplementary Figure 1: FACS-based isolation of CD44High-CD133High CSCs from HT29 cells. a-d. 2 
Representative dot-plots of CD44-PE vs. CD133-APC fluorescence intensities corresponding to 3 
unstained HT29 cells (a), double stained HT29 cells (b), sorted CD44High-CD133High HT29 CSCs (c) and 4 
sorted CD44Low-CD133Low HT29 cells (non-CSCs) (d) to illustrate the cell sorting strategy and show 5 
representative post-sort purity.  6 
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 7 

Supplementary Figure 2: EGCs have similar impact on CD44High-CD24High, CD44High-CD133High and 8 
CD44High-CD24High-CD133High CSCs FACS-isolated from HT29 cells in vitro. Representative photographs 9 
and bar graph to show that JUG-EGCs similarly stimulated the formation of tumorspheres from CSCs 10 
that were FACS-isolated based on the levels of expression of 1) CD44 and CD133 (CD44Hi-CD133Hi), 2) 11 
CD44 and CD24 (CD44Hi-CD24Hi) and 3) CD44, CD24 and CD133 (CD44Hi- CD24Hi-CD133Hi). 12 
Quantification of tumorsphere numbers is expressed as fold change relative to Control (mean ± SEM). 13 
n≥5; ANOVA, a: p<0.05 vs. respective Control. Scale Bar: 500µm.  14 
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 15 

Supplementary Figure 3: Primary cultures of tumor epithelial cells derived from human primary 16 
colon adenocarcinomas. a. Representative photographs of H&E-stained serial sections (collected 17 
every 100µm) of floating spheres derived from dissociated human primary colon adenocarcinomas. 18 
b. Confocal imaging of a representative primary culture of tumor epithelial cells stained for the 19 
epithelial cell marker EpCAM (green) demonstrating that the floating spheres are exclusively 20 
composed of epithelial cells (Nuclei: DAPI, blue).  21 
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 22 

Supplementary Figure 4: Characterization of FACS-isolated CD44High-CD24High CSCs. a/b. 23 
Representative dot-plots of CD44-PE vs. CD24-BV421 fluorescence intensities corresponding to 24 
unstained HT29 cells (a, left panel), double stained HT29 cells (a, right panel), sorted CD44High-25 
CD24High HT29 CSCs (b, left panel) and sorted CD44Low-CD24Low HT29 cells (non-CSCs) (b, right panel) 26 
to illustrate the cell sorting strategy and show representative post-sort purity. c. Real time qPCR data 27 
to show that CD44 and CD24 gene expressions were consistent with the sorted populations (CD44High-28 
CD24High CSCs and CD44Low-CD24Low non-CSCs). Results are expressed as fold change relative to 29 
unsorted total HT29 cells (mean ± SEM). n=5; ANOVA. d. Representative photographs to demonstrate 30 
that while CD44High-CD24High CSCs (upper panel) were able to give rise to tumorspheres in 3D 31 
Matrigel, CD44Low-CD24Low non-CSCs (lower panel) had little (or no) ability to grow. Scale Bar: 500µm. 32 
d. Real time qPCR data demonstrating that CD44High-CD24High CSCs are enriched in mRNAs coding for 33 
the colon (cancer) stem cell markers PTK7 and CEACAM6/CD66c as compared to CD44Low-CD24Low 34 
non-CSCs. Results are expressed as fold change relative to unsorted total HT29 cells (mean ± SEM). 35 
n=3; ANOVA.  36 
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 37 

Supplementary Figure 5: IL-1α/β expression in IL-1α/β knock down HT29 cells. a/b. Real-Time qPCR 38 
data showed that IL-1α (a) and IL-1β (b) gene expressions were consistent with the different shRNA 39 
lentiviral particles used to transduce HT29 cells. n=7; ANOVA, a: p<0.05 vs. Non-target control shRNA, 40 
b: p<0.05 vs. IL-1β shRNA, c: p<0.05 vs. IL-1α shRNA. 41 
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Présentation de l’article 2 

 

Les CSC sont considérées comme responsables des récidives et des métastases des CCR car elles 

possèdent un potentiel de résistance accru aux molécules de chimiothérapie. Quelques études récentes 

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

microenvironnement tumoral dont notamment les myofibroblastes et cellules endothéliales. Dans la 

première étude de ce travail de thèse, nous avons montré que les CGE stimulaient la capacité des CSC à 

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 carcinogenèse colique. Dans ce contexte, l’objectif de cette deuxième 

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 à deux agents de chimiothérapie des CCR, à savoir le 5-Fluorouracil (5-FU) et l’oxaliplatine, en 

utilisant un modèle 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 à initier la formation de tumorosphères en 

présence de 5-FU. Des résultats préliminaires similaires ont été obtenus avec l’oxaliplatine. De plus, des 

travaux préliminaires in vivo suggèrent que l’injection concomitante de CGE avec les CSC stimule la 

formation de tumeurs dans des modèles de souris immunodéficientes traitées au 5-FU. L’utilisation de 

CSC isolées à partir de différentes lignées de cellules cancéreuses coliques déficientes ou non pour deux 

voies impliquées dans les processus de chimiorésistance, à 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 deuxième temps, nous avons réalisé une étude transcriptomique ciblant 48 gènes 

représentatifs des voies majeures impliquées dans la chimiorésistance. Parmi ces 48 gènes, un seul gène 



159 
RESULTATS 

était surexprimé dans les tumorosphères formées à partir de CSC traitées au 5-FU et cultivées en présence 

de CGE versus en absence de CGE. Ce gène code pour la protéine kinase ataxia-telangiectasia mutated 

(ATM) qui est une sérine/thréonine kinase activée lors de lésions double-brin de l’ADN et impliquée 

notamment dans la réparation de l’ADN, la progression du cycle cellulaire et la survie cellulaire. 

L’utilisation d’un inhibiteur sélectif de l’activité kinase d’ATM ou de CSC isolées d’une lignée de cellules 

épithéliales cancéreuses coliques déficientes pour ATM bloquait l’effet protecteur des CGE. 

Ainsi l’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 façon plus générale, ces travaux renforcent le concept que les CGE 

du microenvironnement tumoral sont un acteur clé de la carcinogenèse 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 tumor1,2. These cells, called cancer-initiating cells or 

cancer stem cells (CSC), possess increased tumorigenic and metastatic potentials3 as well as increased 

chemoresistance4, 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 spread5. In fact, the impact of the tumor microenvironment on 

CSC chemoresistance has been shown in various cancers including breast cancer6 and leukemia7,8. 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 NANOGP8-

dependent pathways, respectively9,10. 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 wall11. Work from our group and others has 

demonstrated that EGC are key regulators of the intestinal epithelial cell functions in healthy intestine12,13. 

For instance, they promote barrier function and mucosal healing via the release of specific paracrine 

factors14,15. 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 



163 
RESULTATS 

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 DNA16. 5-FU is commonly 

administered in conjunction with other chemotherapeutic drugs such as the platinum derivative 

oxaliplatin, which is a DNA crosslinking cytotoxic agent17. Despite tremendous advances in the 

development of novel CRC chemotherapies18, intrinsic and acquired resistance remains a major setback 

to the efficacy of the current therapeutic arsenal19,20. Resistance to chemotherapeutic agents has been 

shown to be associated with the CSC phenotype4,20,21 and numerous molecular mechanisms such as 

increased drug efflux, detoxification and metabolism, decreased apoptosis or increased DNA repair22,23. 

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 0.4µm, 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 

gene24–26. 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 III and IV27. 

However, resistance to chemotherapy remains one of the primary cause of death of colorectal patients28. 

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 growth29–31. 

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 recurrence32. 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 signaling33, some specific studies have proposed that acquired resistance to oxaliplatin involves 

the suppression of the ATM pathway34. 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 NFƘB activation35 or 

phosphorylation of HMGA1/2 oncogenic proteins36. 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 diseases15,37–43. 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 epithelium44. 

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-100β and GFAP expression45,46. One could speculate that chemotherapy-induced genotoxic stress 

activates a senescence-associated secretory phenotype (SASP)47 in EGC leading to the release of pro-

tumorigenic and especially pro-chemoresistance paracrine factors48–50 such as IL-6. This hypothesis is 

especially relevant since IL-6 is the most prominent cytokine associated to the SASP51,52, activates CSC 

phenotype in colorectal tumors53, is a known EGC-derived factor54, and activates ATM55,56. 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 microenvironment57–59, 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 al14. 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 μg/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 

50μg/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/CD44 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 µL) of Growth Factor Reduced Matrigel Matrix (Corning) in 24-well plates in the 

presence or not of 5-FU (0.5-1 µg/mL) or oxaliplatin (0.5 µM) 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 μm 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 

ImageJ 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 µM) and then cultured with KU-

55933 (7.5 µM), 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 µg/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 µg/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 qPCR studies on 48 genes were performed using a 48.48 BioMark Dynamic Array 

chip run with the Fluidigm’s BioMark HD system. The TaqMan 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 µg/mL) in the presence (EGC) or absence (Control) of EGC. Scale 
Bar: 1mm. 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, n≥4, 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 µg/mL). Data are expressed as the means (±SEM) of 
the fold change relative to Control at day 4. Mann and Whitney test, n≥4, 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 (±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=4, a: p<0.05 vs. Control. 

 

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 µM) 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 µM). Data are 
expressed as the means (±SEM) of the fold change relative to Control at day 4. n=3. 

 

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 µg/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 EGC in 4 independent 
experiments. C. RT-qPCR 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 µM) 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 CSC isolated from the human 
ATM-deficient SW1222 cell line grown for 9 days with (+5-FU) or without 5-FU (0.5 µg/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 µg/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 µM). 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.  
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Cell line TP53 status MMR status ATM status 

HT29 MT WT WT 

HCT116 WT hMLH1 MT WT 

HCT15 MT hMSH6 MT WT 

SW1222 MT WT MT 

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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Supplementary Table 2: List of gene names and Taqman probe references used in the Fluidigm's 
Dynamic Array chip. 
 

 

Gene Name Probe reference Gene Name Probe reference Gene Name Probe reference 

18S Hs99999901_s1 ABCC11 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 cdx1 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 
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DISCUSSION 

Ces travaux de thèse représentent les premières études explorant le rôle des cellules gliales 

entériques (CGE) du microenvironnement tumoral dans la régulation des propriétés des cellules souches 

cancéreuses (CSC) coliques et des mécanismes de carcinogenèse associés. Les deux études présentées 

dans cette thèse, par des approches in vitro et in vivo, ont montré l’existence d’interactions 

bidirectionnelles entre les CGE et les CSC ayant un impact majeur sur l’initiation tumorale et la 

chimiorésistance. Ainsi, d’une part, nous avons mis en évidence que les CGE du microenvironnement 

tumoral stimulent la capacité des CSC à initier la formation de tumeurs. De façon importante, nos données 

démontrent que les CGE ne libèrent pas de substance pro-tumorigénique à l’état basal mais seulement 

en réponse à l’IL-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 tumorigenèse. 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 l’implication du microenvironnement tumoral dans les processus de 

carcinogenèse colique, nos résultats identifient les CGE comme une composante déterminante du 

microenvironnement tumoral ciblant et stimulant les fonctions « souches cancéreuses » dont notamment 

l’initiation et la chimiorésistance au sein des CCR. 

 

Des communications privilégiées entre les CGE et les CSC ? 

Un nombre croissant d’études s’intéressent à l’impact des composantes cellulaires du 

microenvironnement tumoral sur les fonctions des CSC. Dans notre étude, nous avons montré que les CGE 

stimulaient à la fois les capacités des CSC à initier la formation de tumeur et à résister aux molécules de 

chimiothérapie. Afin de déterminer si ces effets étaient spécifiques des CGE, nous avons étudié en 
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parallèle l’impact d’un autre acteur du microenvironnement tumoral, les fibroblastes. Nos résultats in 

vitro montrent que les fibroblastes stimulent à échelle significativement moindre la capacité des CSC à 

initier la formation de tumeurs en présence ou non d’agents de chimiothérapie. De plus, nos données 

démontrent que le mécanisme moléculaire entraînant l’acquisition d’un phénotype pro-tumorigénique 

par les CGE en réponse à l’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 l’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 l’activation de la voie mPGES-1/PGE2 par l’IL-1 issue de la tumeur pourrait 

être « plus spécifique des CGE ». Cependant nos résultats ne permettent pas de conclure que l’expression 

de PGE2 n’est pas activée par l’IL-1 dans d’autres types cellulaires du microenvironnement des CCR. En 

effet, l’activation de la production de la PGE2 par l’IL-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 

complète des niveaux de sécrétion de PGE2 en réponse à l’IL-1 par les différentes composantes du 

microenvironnement cellulaire du CCR serait en ce sens intéressant et permettrait également de valider 

l’hypothèse selon laquelle les CGE pourraient être une source majeure de PGE2 au sein du 

microenvironnement tumoral. D’autre part, l’utilisation d’antagonistes sélectifs montre que parmi les 

deux récepteurs à la PGE2 exprimés par les CSC dans notre système, seul l’EP4 médiait les effets pro-

tumorigéniques de la PGE2 gliale. De plus, nous avons observé un enrichissement de l’EP4 et un 

appauvrissement de l’EP1 dans les CSC comparées à 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 l’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 l’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 extrêmement 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 thèse se sont principalement basées sur des techniques de co-culture in 

vitro ou sur l’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 l’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 carcinogenèse colique.  

 

L’activation d’un phénotype pro-tumorigénique dans les CGE. Phénomène précoce et/ou persistent ?  

Nos données montrent que l’activation des propriétés pro-tumorigéniques des CGE est induite par 

l’IL-1 issue des cellules épithéliales tumorales. Outre la présence de l’IL-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 l’intestin (MICI), qui sont un facteur 

de risque important du CCR (Pesic and Greten, 2016; Voronov and Apte, 2015). Il serait intéressant de 

savoir si l’ « activation » des CGE en réponse à l’IL-1 dans le CCR a également lieu dans les MICI. Des études 

récentes ont d’ores et déjà 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 11βPGF2α (Coquenlorge et al., 2016; Pochard 

et al., 2016), indiquant une altération des voies de synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide 

arachidonique. Au-delà des CCR associés à l’inflammation, la transformation des adénomes coliques en 
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adénocarcinomes est également associée à un microenvironnement inflammatoire mettant en jeu l’IL-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 à des stades précoces de la 

maladie. Ainsi, nos travaux associés aux données de la littérature sont en faveur de l’hypothèse selon 

laquelle l’ « activation » des CGE pourrait être un phénomène précoce dans la carcinogenèse colique, 

participant à l’initiation du CCR. Des études plus approfondies seraient nécessaires pour valider cette 

hypothèse. Il serait notamment intéressant de regarder l’impact du surnageant de muqueuse de MICI, de 

lésions 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 l’« 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 même après 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 synthèse de la PGE2, telles que COX-2, peut être liée à des 

modifications épigénétiques telles qu’une hypométhylation du gène (de Melo et al., 2014). La PGE2 peut 

également avoir un impact sur la méthylation, notamment via la régulation de l’expression des DNA 

methyltransferases DNMT1 et DNMT3B dans les cellules cancéreuses (Xia et al., 2012). Il serait intéressant 

de voir si la surexpression de PGE2 gliale induite par la tumeur pourrait avoir un effet autocrine sur les 

CGE qui impacterait l’état de méthylation du gène codant pour COX-2 et augmenterait de façon stable la 

libération de PGE2 gliale. Ainsi, la pérennité de l’état « activé » des CGE pourrait favoriser la récurrence 

des cancers après traitement en contribuant à la formation d’un microenvironnement favorable à 

l’initiation tumorale.  
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Les CGE, un acteur majeur dans la chimiorésistance des CSC ? 

Dans la deuxième étude de cette thèse, 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 à initier la formation de tumeurs et de tumorosphères en présence de molécules de 

chimiothérapie. Il semble que les CGE protègent de façon similaire les CSC contre les effets du 5-FU et de 

l’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 l’oxaliplatine ne sont pas dépendants du cycle cellulaire. Nos données suggèrent donc 

que les effets protecteurs des CGE n’impliquent pas de mécanismes liés au cycle cellulaire. L’utilisation de 

CSC isolées à partir de lignées cellulaires présentant des statuts différents pour p53 et la voie de réparation 

de l’ADN des mismatch repair (MMR) a permis de démontrer que l’effet des CGE sur la chimiorésistance 

des CSC était indépendant de l’activité de ces voies. D’autre part, nos résultats ont montré que l’effet des 

CGE sur les CSC était médié par la protéine kinase ATM. En effet, l’utilisation d’un inhibiteur sélectif d’ATM 

ou de CSC isolées d’une lignée déficiente pour ATM abrogeait l’effet protecteur des CGE. ATM est activé 

en réponse à des cassures double-brin de l’ADN, et régule des voies intervenant dans la réparation de 

l’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 côlon, nous nous sommes intéressés ici aux phénomènes 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 être liée à l’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 être testés dont notamment l’IL-6 et 
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le TGF-β. En effet, tous les deux sont des facteurs gliaux connus (Neunlist et al., 2006; Rühl 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 être utilisée selon deux stratégies thérapeutiques distinctes. En adjuvant, la 

chimiothérapie limite les risques de récurrence potentielle dus à la présence de cellules cancéreuses 

résiduelles après 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 

que, en présence de molécules de chimiothérapie, non seulement les CGE stimulent la capacité d’une CSC 

isolée à former une tumorosphère, mais elles stimulent également la croissance des tumorosphères. Ces 

résultats suggèrent que les CGE pourraient stimuler la chimiorésistance dans le cadre d’un traitement 

adjuvant et néoadjuvant. De plus, nos données préliminaires suggèrent que la co-culture de 

tumorosphères en présence de CGE avant le traitement au 5-FU permet d’induire une augmentation de 

la croissance des tumorosphères pendant le traitement, et ce malgré l’absence des CGE. Ces données 

préliminaires suggèrent que les CGE activent un mécanisme de chimiorésistance intrinsèque dans les 

tumorosphères qui précède le traitement. Cette hypothèse pourrait être confortée en étudiant les 

modifications épigénétiques potentielles des CSC provoquées par les CGE, en particulier pour le gène 

codant pour ATM. 

Il semble également important de déterminer si les effets des CGE sur la chimiorésistance des CSC 

sont la conséquence de l’ « activation » des CGE par l’IL-1 issue de la tumeur, comme c’est le cas pour 

l’acquisition de propriétés pro-tumorigéniques mise en évidence dans notre première étude. Par ailleurs, 

quelques travaux suggèrent 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 l’IL-17 par rapport aux CAF non-traités (Lotti et al., 2013). De plus, une étude a 

montré que l’irinotécan provoquait une augmentation de l’expression des marqueurs gliaux GFAP et S-

100β, suggérant une altération des CGE (Nogueira et al., 2017). Il semble donc pertinent d’étudier l’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 thèse récapitulés dans la figure 20 caractérisent pour la première fois le rôle 

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 rôle 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 contrôlant les 

processus de carcinogenèse. 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 à cette « activation » par la tumeur, les CGE acquièrent des propriétés pro-

tumorigéniques et stimulent la capacité des CSC à 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 synthèse dans les CGE participe à la 

physiopathologie des maladies gastrointestinales. La deuxième étude de cette thèse 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 à mieux 

caractériser, notre étude a néanmoins identifié que la stimulation des capacités de chimiorésistance des 

CSC passait par l’activation d’ATM, une kinase notamment impliquée dans la réponse cellulaire aux lésions 

de l’ADN.   

D’une façon plus générale, ce travail de thèse apporte de nouveaux arguments renforçant 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 carcinogenèse et plus particulièrement 

stimulant les fonctions « souches cancéreuses » responsables de l’initiation 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 

spécifiquement les CGE « activées par la tumeur » favorisant les processus de carcinogenèse colique.  

 

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

l’impact des CGE sur les propriétés des CSC.  
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Résumé 

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont une 
sous-population de cellules tumorales qui possèdent 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 rôle 
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 l’épithélium digestif en 
situation physiologique. Cependant leur impact sur les 
processus de carcinogenèse colique est peu connu à ce 
jour. Ce travail de thèse a pour but de déterminer 
l’impact des CGE sur les fonctions des CSC et les 
processus de carcinogenèse associés. En combinant 
des approches in vitro et in vivo, nous avons montré 
que les cellules tumorales induisent l’acquisition d’un 
phénotype protumorigénique par les CGE via l’IL-1. 
Nous avons également mis en évidence que les CGE 
ainsi ‘activées’ par la tumeur stimulent la capacité des 
CSC à initier la formation de tumeurs via la sécrétion de 
PGE2, en activant des voies EP4/EGFR-dépendantes 
dans les CSC. Dans une deuxième étude, nous avons 
montré que les CGE stimulent la chimiorésistance des 
CSC en augmentant leur capacité à 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 
carcinogenèse 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. 
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Colorectal cancer, cancer stem cell, enteric glial cell, 
tumor microenvironment
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