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HCO : Human Colonic Organoid

HDR : Homology Directed Repair

HEK293T : Human Embryonic Kidney 293T
hESC : cellules souches embryonnaires humaines
Hg : Hindgut

HGO : Human Gatric Organoid

HH : Hedgehog

HIO: Human Intestinal Organoid

hiPSC : cellules souches pluripotentes humaines induites
HNMT : Histamine N-Methyltransferase

IDM : Intestinal Differentiation Medium

iHH : Indian Hedgehog

indel : insertion-délétion

INS : insuline

Insl5 : Insulin-like peptide 5

IP : Intervening Peptide

KEGG : Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
LFC : Log Fold Change
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MCI : Masse Cellulaire Interne
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NGN3: Neurogenin 3
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PAM : Protospacer Adjacent Motif

PAX4: Paired Box 4
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PBS : Phosphate Buffer Saline

PCA/ACP : Analyse en Composantes Principales
PCP : Planar Cell Polarity

PCR : Polymerase Chain Reaction
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PYY : Peptide YY

RFX6 : Regulatory Factor X6

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium
RT-gPCR : Real Time - quantitative Polymerase Chain Reaction
SCT : Secrétine

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SGLT1 : Cotransporteur sodium-glucose 1
sgRNA : single guide RNA

SHH : Sonic Hedgehog

shRNA : short hairpin RNA

SST : Somatostatine

SV40 : Virus simien 40
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WT : Wild Type (sauvage)
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Introduction

L'intestin est connu pour son role dans la digestion et notamment dans |'absorption
des nutriments. Chez ’homme, des anomalies dans le développement embryonnaire
du tractus digestif peuvent provoquer de séveres malformations, menant a des
problémes d'absorption des nutriments. Ainsi, |la biologie développementale du tube
digestif est un domaine de fort potentiel dans l'identification de cibles thérapeutiques
notamment dans le cadre des maladies intestinales congénitales. Comprendre les
mécanismes régulant le développement de cet organe semble donc essentiel et
pourrait permettre de développer des approches thérapeutiques de réparation et de
régénération de l'intestin.

L'épithélium intestinal constitue une barriére physiologique et immunologique
séparant le contenu luminal des tissus sous-jacents et les cellules le composant sont
capables d'émettre des signaux mécaniques, nerveux et hormonaux en réponse a des
stimuli divers et variés. Parmi celles-ci, les cellules entéroendocrines, qui représentent
seulement 1% des cellules de I'épithélium, sont des régulateurs essentiels du
métabolisme énergétique et l'altération de leur différenciation provoque des
pathologies comme la diarrhée congénitale malabsorptive (Sansbury et al., 2015;
Wang et al., 2006).

C'est dans ce contexte que s'inscrit ce projet de thése qui vise a élucider les
mécanismes régulant la différenciation entéroendocrine dans un modele in vitro
humain. Les processus de différenciation des cellules entéroendocrines impliquent
une cascade de régulations transcriptionnelles dont I'ensemble des mécanismes n’est
pas encore compris. L'objectif de ce projet est donc de déterminer le role de différents
facteurs de transcription (NGN3, RFX6, ARX, PAX4) impliqués dans cette régulation.
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Partie 1. Lintestin, le principal organe endocrine

La complexité fonctionnelle et structurelle de I'intestin témoigne de I'ampleur
des taches qu'il a a accomplir. Ces diverses fonctions comprennent la protection de
I'organisme contre le contenu luminal, la digestion et |'absorption des nutriments, le
maintien de |'équilibre hydrique et électrolytique ainsi que l'intégration des stimuli

reliés a I'alimentation.

1. Anatomie et histologie de l'intestin

1.1. Structure et role du tractus gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal est une

structure tubulaire qui s'étend de la Bouche

N ' . Palais
bouche a l'anus et qui comprend la Loette
cavité buccale, |'cesophage, I'estomac, '-i;‘g:;
. . . s Pharynx
I'intestin et les organes associés comme

) . o Glgntjes CEsophage

le pancréas, le foie et la vésicule biliaire salivaires

. . . . N ey, Sublingual
(Figure 1). Lintestin est lui-méme divisé |  supmandibulaire

. . . PN Parotide
en deux grandes parties : |'intestin gréle '
composé du duodénum, jéjunum et iléon

et le gros intestin composé du caecum,

Foie
colon etrectum. La nourriture estingérée Vésicule Estomac
, . . biliaire 4
par la bouche et réduite en petits Pancréas
. . . h Iéd%arlfel g:r?carléatique
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N . “ o
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9 q 9 Appendice Colon

t h . | t . L sigmoide
et chimique par les sucs gastriques. Le Rectum

chyme formé va ensuite passer dans [— — —
Figure 1. Organisation générale du
tractus digestif chez '"homme

absorbés notamment sous I'action |(lllustration de M. Ruiz)

des sucs pancréatiques et biliaires. Les

I'intestin gréle ou les nutriments sont

aliments non absorbés entrent dans le caecum ou ils seront fermentés et décomposés
par le microbiote intestinal. Enfin, les fluides et électrolytes sont absorbés dans le gros

intestin et la matiére non digérée restante est éliminée par le rectum et I'anus.
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1.2. Histologie de l'intestin

L'intestin humain se compose, de la lumiére vers la périphérie, d'une :

- muqueuse qui comprend I'épithélium unistratifié tapissant le cété luminal de la
paroi intestinale, la lamina propria contenant des vaisseaux sanguins et lymphatiques,
des fibres nerveuses et des fibroblastes, et une couche de muscle lisse séparant la
muqueuse de la sous-muqueuse;

- sous-muqueuse qui est un tissu conjonctif dense contenant de nombreux
vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que le plexus nerveux sous-muqueux, appelé
plexus de Meissner;

- musculeuse composée de cellules musculaires lisses disposées en deux sous-
couches: une couche interne (co6té luminal) ou la disposition des cellules est circulaire
et une couche externe ou la disposition est longitudinale;

- séreuse qui est une couche de tissu conjonctif de cellules mésothéliales (Figure
2A) (Netter, 1996 ; Madara et al., 1990).

L'épithélium de I'intestin gréle présente une structure caractéristique (Figure 2B)
avec la présence de deux compartiments morphologiquement et fonctionnellement
distincts : le compartiment prolifératif des cryptes et le compartiment différencié des
villosités. Le compartiment des cryptes de Lieberkiihn contient les cellules souches
intestinales dont descendent toutes les cellules de I'épithélium, des cellules en
prolifération et en voie de différenciation et une population de cellules différenciées,
les cellules de Paneth, localisées au fond des cryptes. Le compartiment des villosités
est lui, uniquement composé de cellules différenciées post-mitotiques.

A B Villosité Follicule Chylifere
Crypte  lymphatique

Oesophage Estomac Intestin gréle Colon/rectum  Anus
Fundus Antre  Duodénum  Jéunum lléon el :
ucl la paroi 5 .
de Fintestin gréle Artéres et veines
(sous-muqueuse)
Epithélium Mugueuse Musculaire
mugqueuse
Musculaire . .
muquedse Vaisseau lymphatique
Plexus nerveux
de Meissner
Musculeuse
(couche circulaire)

Sous muqueuse
Sous-muqueuse
Musculeuse

6 Musculeuse <
Séreuse Plexus myentérique
Musculeuse

Séreuse (couche longitudinale)

Follicule
lymphoide

Figure 2. Histologie du tractus digestif

(A) Différences de structure de la paroi du tube digestif selon |'axe proximo-distal :
de I'cesophage a I'anus. Les différences histologiques majeures sont observées au
niveau de la structure de I'épithélium : il est lisse dans 'cesophage et plus ou moins
vallonné dans |'estomac avec des petits orifices correspondant z‘agr’abouchement des
glandes gastriques. Dans l'intestin gréle, |'épithélium est constitué de cryptes et
de villosités, alors que I'épithélium du célon est constitué uniquement de cryptes.
(INlustration adaptée de Carole Fumat) (B) Structure tridimensionnelle détaillée de la
paroi de I'intestin gréle. Les quatre couches de la paroi intestinale sont représentées
: la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. (Adapté de Anatomy
& Physiology : From Science To Life, Jenkins, 2012)
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On y retrouve les cellules absorbantes appelées entérocytes et des cellules
sécrétrices comprenant les cellules a mucus et les cellules entéroendocrines (Figure
3A) (Cheng et Leblond, 1974). De fagon remarquable, I'épithélium intestinal a la
capacité de se renouveler intégralement tous les 4 a 5 jours chez les mammiferes et
ce, tout au long de la vie (Wong et al., 1999). Ce processus est rendu possible par la
présence des cellules souches a la base des cryptes qui donnent naissance a des cellules
progénitrices qui proliférent, puis migrent en direction des villosités et quittent le cycle
cellulaire au cours de leur maturation et différenciation terminale. Quand les cellules
atteignent I'apex des villosités, elles sont éliminées par apoptose dans la lumiere
intestinale (Figure 3B) (Crosnier et al., 2006). C’est cette structure bien caractéristique
de I"épithélium de I'intestin gréle ainsi que la présence de microvillosités a la surface
des cellules épithéliales qui permet d’augmenter la surface d'absorption, facilitant
ainsi la digestion. L'épithélium fournit a l'intestin des caractéristiques topographiques
spécifiques qui varient le long de I'axe antéro-postérieur (A-P) traduisant les réles
différents des segments du tube digestif et leur contribution a la digestion, absorption
et sécrétion. L'épithélium du gros intestin et de |'estomac, par exemple, ne possede
pas de villosités mais des invaginations apparentées aux cryptes et respectivement
appelées glandes intestinales et glandes gastriques (Figure 2A).

A Entérocytes B
Cellules Cellules
entéroendocrines amucus

Cellules
«en coupe » Cellules
de Paneth

CellulesM
Cryptes Cellules
intestinales «en touffes »

Figure 3. Les différents types cellulaires
de I'épithélium intestinal

(A) Les types cellulaires de 'épithélium se
différencient a partir des cellules souches
des cryptes intestinales. (B) Localisation
des ditférentes cellules au sein des deux
compartiments structurant ['épithélium
de l'intestin gréle. (Adapté de Gerbe et
al., 2012)
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1.3. Les types cellulaires de I'épithélium intestinal

Les cellules épithéliales qui peuplent I'épithélium intestinal sont polaires avec
un coté apical dirigé vers la lumiére intestinale et une surface basolatérale séparée
par des jonctions intercellulaires, critiques dans le maintien de cette polarité. Cette
compartimentation permet le transport des ions et des nutriments, ce qui favorise
I'absorption et leur octroie la capacité de détecter le contenu luminal (Madara et
al., 1990). Les différents types de cellules épithéliales ont des fonctions différentes
mais proviennent d'une population de cellules multipotentes communes : les cellules
souches. En effet, les cellules souches présentes dans les cryptes intestinales donnent
naissance a deux lignages cellulaires distincts : le lignage absorbant et le lignage

sécréteur.

1.3.1. Les cellules souches

Deux types de cellules souches ont été identifiés dans les cryptes intestinales
(Figure 4). Il y a d’une part les cellules souches actives CBC (Crypt Base Columnar)
localisées entre les cellules de Paneth au fond des cryptes, qui sont des cellules
multipotentes capables d'auto-renouvellement et de différenciation en tous les types
cellulaires épithéliaux (Ponder et al., 1985). Ces cellules ont été caractérisées par
des approches de tragage cellulaire in vivo grace au marqueur leucine-rich repeat-
containing G-protein coupled receptor 5 (Lgr5), géne cible de la voie de signalisation
Wnt (Barker et al., 2007). C'est pourquoi les cellules CBC sont également appelées
cellules Lgr5*. D'autre part, il y a les cellules nommées « +4 », de par la position
qu’elles occupent dans les cryptes (4™ cellule a partir du fond de la crypte) et qui
sont qualifiées de Label-Retaining Cells (LRC), car elles sont capables de conserver
les marqueurs incorporés dans leur ADN pendant la néogenése des cryptes et le
renouvellement cellulaire (Potten et al., 2002). Ces cellules sont maintenues dans un
état quiescent par des interactions avec la niche qui régule la fonction et la survie des
cellules souches (Barker, 2014). Le r6le de ces cellules souches sera détaillé en 3.1.
de cette partie.

Figure 4. Les cellules souches

Lumen Stroma des cryptes intestinales
Progéniteurs Les deux populations
Fibroblastes de cellules souches sont
S représentées ainsi que des
" LRC (4 BmiT) marqueurs permettant leur
= » identification. La numérotation
indique la position des cellules
2 o s dans la crypte a partir de la

+1 gr5%)

cellule de Paneth de la base.

(Adapté de Umar, 2010)

Cellules de Paneth
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1.3.2. Les cellules du lignage absorbant

Les entérocytes

Les entérocytes représentent 90% de la population épithéliale intestinale, ce
qui en fait les cellules les plus abondantes. La surface apicale de ces cellules est
constituée de microvillosités composées notamment de villine, fimbrine, actine et
calmoduline, qui forment une bordure en brosse participant a 'augmentation de la
surface d'absorption des nutriments (Mooseker et al., 1984). Ces cellules contribuent
a la digestion grace a la présence d'un tapis glycoprotéique, le glycocalyx, contenant
diverses enzymes digestives catalysant les étapes finales de la digestion (Hooton,
et al.,, 2015). Le patron d’expression de ces enzymes varie le long de I'axe A-P et
crypte-villosité mais peut également étre modulé par le régime alimentaire (Tanaka et
al., 1998). La membrane des microvillosités comporte par ailleurs des transporteurs
spécifiques assurantla digestion et le passage sélectif des nutriments dans les vaisseaux
sanguins et lymphatiques du chorion (Hussain, 2014). Les nutriments dégradés par les
enzymes de la bordure en brosse sont absorbés a travers la membrane apicale des
entérocytes par des transporteurs sélectifs (Madara et al., 2011 ; Hopfer et al., 1977).
Dans le colon, ces cellules sont appelées les colonocytes.

1.3.3. Les cellules du lignage sécréteur

Les cellules & mucus

Les cellules a mucus, encore appelées cellules caliciformes ou « en gobelet », sont
disséminées au sein de I'épithélium et produisent un mucus protecteur principalement
composé de glycoprotéines (mucines) et dont la principale fonction est de protéger la
muqgueuse intestinale des enzymes digestives et des micro-organismes pathogénes,
et de faciliter le transit du bol alimentaire (Paulus et al., 1993). Les gouttelettes de
mucus sont localisées au pdle apical des cellules et sont libérées par exocytose. Ces
cellules sont plus abondantes dans la partie distale du tractus digestif ol la présence

de mucus facilite le passage des féces dans le célon (Birchenough et al., 2016).

Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth sont les seules cellules différenciées des cryptes intestinales
et sontabsentes dans le colon. Contrairement aux autres types cellulaires, elles migrent
dans les cryptes, s'intercalant ainsi au sein des cellules souches et sont éliminées
par phagocytose. Leur renouvellement est moins fréquent les autres cellules de
I"épithélium et se fait environ tous les deux mois (Cheng et al., 1969). Comme les
cellules a mucus, leurs granules de sécrétion sont localisés au pdle apical et elles
ont un réle protecteur de la muqueuse intestinale et plus précisément des cellules
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souches, en sécrétant des composés antimicrobiens dans la lumiére intestinale,
comme les lysozymes, les facteurs trefoil (« en feuille de trefle ») et les défensines
(Ganz, 2000). De plus, les peptides antimicrobiens peuvent déterminer la composition
du microbiote intestinal (Salzman et al., 2011). Des analyses d'expression de génes
indiquent que les cellules de Paneth produisent EGF, Wnt3 et des ligands Notch,
facteurs importants dans la prolifération des cryptes, suggérant un réle de ces cellules
dans la régulation de la niche des cellules souches (Cheng et al., 1969). Enfin, en plus
de leur fonction protectrice, ces cellules sont capables de phagocyter les organismes
pathogénes qui sont ensuite transférés aux lysosomes pour étre dégradés (Erlandsen
etal., 1972).

Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines représentent seulement 1% des cellules épithéliales
intestinales et forment pourtant le principal organe endocrine de I'organisme, de
par I'importante surface que constitue I'épithélium du tractus digestif. Les cellules
entéroendocrines sont des régulateurs clés du statut nutritif et de la signalisation
métabolique. En effet, elles sécrétent des hormones qui contrélent I'homéostasie
énergétique en régulant notamment la prise alimentaire, la digestion et |'assimilation
du glucose (Posovszky et Wabitsch, 2014). Ces hormones sont contenues dans des
vésicules de sécrétion localisées dans la partie basale de la cellule et sont sécrétées
en réponse a des stimuli variés (nutriments, microbiote, etc.). La plupart des cellules
entéroendocrines posseédent des microvillosités sur leur surface apicale qui leur
permettent de sonder le contenu luminal du tube digestif (Gribble et Reimann, 2016).
Il a récemment été montré que certaines cellules entéroendocrines possédent des
extensions de leur surface basolatérale, appelées neuropodes, qui pourraient servir
d'intermédiaire dans la communication entre ces cellules et le systéme nerveux
(Bohorquez et al., 2015). Les hormones agissent a distance via la circulation sanguine
(action endocrine), localement dans le tissu intestinal (action paracrine) ou encore par
interaction avec le systeme nerveux. Il en existe au moins 12 sous-types différents
définis par leur morphologie, leur patron d’expression le long de |'axe proximo-distal
de l'intestin et leur principale hormone sécrétée (Furness et al., 2013). Leur répartition
le long du tractus digestif dépend du réle des hormones qu’elles produisent. Leurs
fonctions seront détaillées dans la partie 2 de l'introduction.

1.3.4. Autres types cellulaires

Les cellules M

Les cellules M ou cellules a microplis se trouvent au niveau des tissus lymphoides
associés au tube digestif, notamment dans les plaques de Peyer. Ce sont des cellules



Introduction

présentant des microvillosités réduites et spécialisées pour la phagocytose et la
transcytose de macromolécules présentes dans la lumiére intestinale. En effet, elles
transportent des antigénes de la lumiére aux cellules présentatrices d’antigenes,
initiant ainsi une réponse immunitaire (Mabbott et al., 2013).

Les cellules « en touffe »

Aussi appelées tuft/brush/calveolated cells, elles représentent une population
rare (0,4 a 2%) préférentiellement localisées dans les villosités et a la jonction crypte-
villosité. Elles sont reconnaissables a leur aspect fusiforme caractéristique et leurs
microvillosités abondantes. Leur fonction est peu décrite mais I'expression de
protéines et récepteurs connus pour leur implication dans la gustation suggeére un
réle de cellules sensorielles luminales. Il a également récemment été montré que ces
cellules sont capables de déclencher une réaction immunitaire de type 2 médiée par
la production d’interleukine-25 menant a I'expulsion des pathogenes (Gerbe et al.,
2012, 2016).

Les cellules « en coupe »

Plus connues sous le nom de cup cells, ces cellules sont restreintes a |'épithélium
de l'iléon et constituent jusqu’‘a 6% des cellules totales. Elles sont caractérisées par
une petite bordure en brosse et une activité phosphatase alcaline réduite (Madara,
1982). Néanmoins, leur réle précis n’est pas encore connu.

2. Morphogeneése intestinale

La morphogenése du tube digestif est un processus relativement conservé entre
les différentes especes de vertébrés classiquement étudiés (souris, xénope, poulet
et poisson-zebre) mais par souci de clarté, les données présentées dans cette partie
sont relatives aux études menées chez la souris. La mise en place des trois feuillets
embryonnaires que sont I'endoderme, le mésoderme et |'ectoderme a lieu pendant
la gastrulation (Figure 5). L'endoderme se développe a partir des invaginations
antérieure (Anterior Intestinal Portal, AIP) et postérieure (Caudal Intestinal Portal, CIP)
de I'embryon. Ces invaginations progressent de |'extrémité vers la partie moyenne
de I'endoderme, achevant ainsi la fermeture de I'endoderme (Wells et Melton, 1999).
L'endoderme et le mésoderme semblent dériver d'une population cellulaire commune,
appelée mésendoderme (Kimelman et Griffin, 2000). Suite a la gastrulation, une série
d'événements morphogénétiques permet a I'endoderme naif de se transformer en
tube digestif primitif entouré de mésoderme (Figure 5). C'est a ce moment que le
tube digestif se régionalise dans les axes dorso-ventral (D-V) et antéro-postérieur (A-
P) pour former l'intestin primitif antérieur, postérieur et moyen :
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- l'intestin primitif antérieur est notamment a l'origine de la cavité buccale, du
pharynx, de |'cesophage, de I'estomac, d'une partie du duodénum, du foie, des voies
biliaires et du pancréas;

-l"intestin primitif moyen est notamment a l'origine de la partie terminale du
duodénum, du jéjunum, de l'iléon, du caecum, de I'appendice et d'une partie du
cblon;

- l'intestin primitif postérieur est a |'origine du reste du célon, du rectum et de
I"anus.

Les bourgeons d’organe sont constitués de I'épithélium endodermique entremélé
avec le mésenchyme environnant, qui proliférent et se différencient pour donner

naissance aux organes fonctionnels.

Formation Gastrulation
endoderme

Mésendoderme Ectoderme

- I Mésoderme Endoderme
Régionalisation

endoderme

Intestin
Spécification
organes Antérieur Moyen  Postérieur

Bourgeonnement
organes

Poumon  Arbre biliaire Intestin gréle

Thyroide Foie Estomac Colon

Prolifération
Différenciation
Oesophage

Figure 5. Schéma récapitulant les grandes étapes de la formation des organes
d’origine endodermique au cours du développement embryonnaire
L'ensemble du tractus digestif dérive de I'endoderme qui est I'un des trois feuillets
embryonnaires formés au moment de la gastrulation. La formation des différents
organes implique consécutivement une régionalisation de I'endoderme, puis une
spécification des organes menant a la formation de bourgeons d'organes, dont les
cellules vont proliférer et se différencier pour donner naissance aux organes matures.
fg: foregut (intestin antérieur); mg: midgut (intestin moyen); hg: hindgut (intestin
ostérieur) ; bleu: ectoderme; rouge : mésoderme; jaune : endoderme. (Adapté de
orn et Wells, 2009)
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En effet, l'intestin résulte de la fusion de I'endoderme qui donnera naissance a
I"épithélium et du mésoderme splanchnique duquel dérive les couches musculaires
lisses et les tissus conjonctifs qui viendront s'associer en périphérie de I'endoderme. A
'interface de ces deux feuillets se forme la lame basale composée essentiellement de
collagéne IV, laminines et protéoglycanes (Aumailley et Verrando, 1993). Lendoderme
devient un épithélium pseudostratifié qui s'organise progressivement en épithélium
monostratifié et se replie en villosités a la fin du développement embryonnaire. Ces
phénomenes sont initiés dans la partie antérieure de l'intestin et se propagent vers
la partie postérieure. Peu de temps avant la naissance, les cellules en prolifération se
concentrent dans les zones intervillositaires qui s'invagineront en cryptes durant la
premiere semaine post-natale (Simon-Assmann et Kedinger, 1993). Ces processus sont
contrélés par plusieurs voies de signalisation et facteurs de croissance incluant FGF,
BMP, Wnt, I'acide rétinoique, Hedgehog, et Notch, qui ont plusieurs réles spécifiques
au stade de développement (Crosnier et al., 2006). Le systeme nerveux entérique, lui,
dérive des cellules des crétes neurales. Les précurseurs de ces cellules entrent dans
le tractus digestif au niveau du pharynx et migrent a travers la couche périphérique
du mésenchyme digestif. Durant cette migration, ils proliferent et se différencient en
neurones et en cellules gliales (Nagy et Goldstein, 2017). Ces cellules constituent les
plexus neuronaux des couches de muscles lisses et de la région périphérique de la

sous-muqueuse.

2.1. Formation de I'endoderme

Chez tous les vertébrés, le développement de I'endoderme et du mésoderme
est initié pendant la gastrulation par la voie de signalisation Nodal, qui par la suite
est requise pour la régionalisation axiale de I'endoderme. Les ligands de cette voie
font partie de la famille des facteurs de croissance TGF-B. Il est globalement admis
qu’un niveau d’expression élevé de Nodal promeut la formation de I'endoderme via
I"expression de Hhex, alors qu’un niveau plus faible induit la formation du mésoderme
(Zorn et Wells, 2007 ; D'’Amour et al., 2005). Chez la souris, I'endoderme définitif
dérive de la ligne primitive antérieure qui est le site d'expression de Nodal. Dans
toutes les especes, les cellules endodermiques se développent a proximité de la
source de Nodal, dont |'expression au moment de la gastrulation est stimulée par la
voie canonique Wnt, via la B-caténine et les facteurs de transcription TCF (Lickert et
al., 2002). La signalisation Wnt est requise pour maintenir |'expression de Nodal, qui

est a son tour requis pour maintenir |'expression de Wnt.
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2.2. Régionalisation de I'endoderme

Pendant les deux jours consécutifs a la gastrulation, le feuillet endodermique
donne naissance a l'intestin primitif dont émergent les bourgeons d'organes du tractus
digestif. Les premiers signes de régionalisation sont détectés des le stade gastrula
lors de la spécification de la couche endodermique. Chez la souris, la forte expression
de Nodal au niveau de la ligne primitive promeut d'abord une différenciation en
endoderme antérieur. Par la suite, la partie postérieure de la ligne primitive exprime
faiblement Nodal, ce qui induit plutoét la formation d’endoderme postérieur. Les
facteurs de transcription Foxa2 et Mixl1 sont particulierement impliqués dans la
formation d’endoderme antérieur, tandis que Sox17 est nécessaire pour la formation
d'endoderme postérieur (Stainier, 2002). D'autres membres de la famille des facteurs
de transcription Sox sont exprimés dans I'endoderme intestinal (particulierement
Sox2, Sox7, Sox9, Sox17 et Sox18). Bien que leur réle exact ne soit pas connu, leur
fonction semble indispensable au développement intestinal (Fu et Shi, 2016). Pendant
la gastrulation et les stades somites précoces, une signalisation différentielle le long
de I'axe A-P impliquant les facteurs Wnt, FGF4 et BMP, exprimés par le mésoderme,
provoque une régionalisation de I'endoderme en intestin primitif antérieur, moyen
et postérieur (Figure 6). Ces régions expriment respectivement les facteurs de
transcription Hhex et Sox2, Pdx1 et Cdx. L'acide rétinoique (AR), agent soluble
métabolisé dans le mésoderme a partir de la vitamine A et dont les genes cibles sont
localisés dans I'endoderme, semble participer au contréle de la régionalisation A-P
de I'endoderme mais la nécessité de I'’AR dans la différenciation des organes differe
selon leur position le long de cet axe (Bayha et al., 2009).

Antagonistes Wnt

Antérieur
INa1215s0d

Intestin antérieur Intestin moyen Intestin postérieur
Hhex/Sox2 Pdx1 Cdx

Figure 6. Facteurs impliqués dans la régionalisation de l'intestin primitif au cours
du développement embryonnaire

Les ligands Wnt, FGF et BMP sont exprimés graduellement par le mésoderme (rouge)
signa?ant a l'endoderme adjacent (jaune) la répression de I'identité antérieure (Hhex/
Sox2) et promouvant la formation d'intestin postérieur (Cdx). La région intermédiaire
constitue l'intestin moyen (Pdx1). L'identité de I'endoderme antérieur est maintenue
par la sécrétion d'inhibiteurs Wnt. (Adapté de Zorn et Wells, 2009)
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L'expression mésodermique de genes Hox spécifiques joue un réle important
dans la régionalisation A-P du tube digestif en influencant également la morphologie
intestinale et les futures interactions entre I'épithélium et le mésenchyme, nécessaires
a la différenciation épithéliale de l'intestin. Ces génes sont exprimés de maniere
spécifique dans le temps et I'espace (Figure 7) (De Santa Barbara et al., 2003).

Antérieur Postérieur

Duodénum
Intestin gréle
Vésicule biliaire

Thyroide
Gros intestin

Figure 7. Schéma illustrant la complexité de la régulation transcriptionnelle de la
régionalisation des dérivés endodermiques

L'action combinée de facteurs de transcription exprimés spécifiquement le long
de I'axe A-P au cours du développement embryonnaire régule les mécanismes de
régionalisation et d'organogenése. (Adapté de Zorn et Wells, 2009)

2.3. Formation des organes

Au cours du stade de formation des somites, des interactions continues entre
le mésenchyme et l'intestin primitif provoquent une spécification des différents
organes. Ces interactions se font via un panel de signaux cellulaires qui, par leurs
actions combinées et localisées, induisent la spécification des différents organes. En
effet, il semble qu'il ny ait pas une correspondance directe entre un facteur donné
et un lignage spécifique, mais plutét des combinaisons complexes de facteurs avec
un chevauchement partiel de leur expression le long du tractus gastro-intestinal
(Figure 7). La spécification de |'estomac est dépendante du facteur de transcription
a homéodomaine Barx1 qui est exprimé par le futur mésenchyme gastrique. Celui-

ci inhibe localement mais indirectement la voie de signalisation Wnt pour réprimer
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I'expression de Cdx dans I"épithélium et ainsi favoriser la différenciation en estomac
(Kim et al., 2005). Ainsi, la détermination de la limite estomac/intestin est dépendante
d'un antagonisme mutuel entre les voies Barx1/Sox2 (pro-estomac) et Wnt/Cdx2 (pro-
intestin) (Stringer et al., 2008). La transition d’un simple épithélium pseudostratifié en
une mugueuse intestinale mature avec une structure cryptes-villosités se fait selon
I"axe A-P du tractus gastro-intestinal. La spécification cellulaire et la formation des
villosités est sous la dépendance des facteurs Wnt, BMP et Cdx2, menant a tous les
types cellulaires évoqués précédemment (voir 1.3.) (Rubin, 2007). Les mécanismes
moléculaires régulant la morphogenése et la différenciation de |'épithélium intestinal
seront détaillées en 3.3. et 4. de cette partie.

3. Différenciation et renouvellement de I'épithélium intestinal

3.1. Les cellules souches intestinales : deux modeéles décrits

L'intestin représente le tissu qui se renouvéle le plus rapidement chez les
mammiféres adultes. En effet, I'épithélium de l'intestin gréle adulte est renouvelé
tous les 4 a 5 jours, a I'exception des cellules de Paneth qui sont renouvelées tous
les deux mois, gréce aux cellules souches dans le compartiment prolifératif des
cryptes intestinales. Ces cellules souches sont a I'origine d’une population de cellules
hautement prolifératives qui se divisent rapidement et se différencient en tous les
types cellulaires de I"épithélium décrits précédemment (Crosnier et al., 2006). Il est
important pour le renouvellement et la maintenance de I'épithélium intestinal qu‘un
équilibre entre prolifération, différenciation, migration et mort cellulaire soit établi.
Cet équilibre est notamment régulé par un dialogue constant entre 'épithélium et le
mésenchyme associé. Les cellules souches intestinales sont qualifiées de multipotentes
puisqu’elles peuvent donner naissance a tous les types de cellules spécialisées de
I"épithélium. Ces cellules souches adultes agissent en tant que systeme de réparation
et de maintenance tout au long de la vie de I'organisme. Elles ont a la fois recours a la
division asymétrique et symétrique et sont quiescentes dans un microenvironnement
qualifié de niche, qui associe des cellules épithéliales, des myofibroblastes sous-
épithéliaux et des substrats extracellulaires qui sont autant de facteurs nécessaires au
maintien des cellules souches (Meran et al., 2017).

Deux populations de cellules souches intestinales ont été décrites dans la
littérature: la premiére constituée de cellules souches « actives », responsable du
maintien de I'homéostasie épithéliale en condition physiologique ; et la deuxieme qui
est une population de « réserve », capable de faciliter la régénération de I"épithélium
en cas de dommages (Cui et Chang, 2016). La population « active » correspond aux

cellules CBC (Crypt Base Columnar) entremélées avec les cellules de Paneth au fond
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des cryptes. La population de réserve correspond aux cellules « +4 », aussi appellée
LRC (Label-Retaining Cells) se trouvant au-dessus des cellules de Paneth a la position
+4 a partir de la base des cryptes.

Les cellules LRC sont faiblement prolifératives mais ont la capacité de générer
I"'ensemble des types cellulaires de I'épithélium. L'expression de Bmi1 et Tert permet
I'identification de cette population spécifique de cellules souches, dont la distribution
suit un gradient décroissant du duodénum a l'iléon et est absente dans le cdlon.
Les cellules CBC, présentes dans tous les segments intestinaux, sont identifiées par
I"expression du marqueur Lgr5 et sont capables de générer tous les types de cellules
différenciées de I'épithélium. Cette caractéristique a été confirmée lorsqu’une telle
cellule isolée a été remise en culture dans des conditions favorables et a permis la
formation d’organoides intestinaux in vitro, récapitulant la morphologie anatomique et
fonctionnelle de I'épithélium intestinal (Sato et al., 2009). Une analyse transcriptomique
des cellules Lgr5* a ensuite permis d'identifier d'autres marqueurs de ces cellules
comme Olfm4 et Ascl2 (Munoz et al., 2012). Les cellules CBC sont mitotiquement
actives et sont sensibles aux modulations de la voie canonique Wnt. En effet, Lgr5 est
le récepteur de la R-Spondine et il amplifie la signalisation Wnt/B-caténine (Carmon
et al., 2011). Les CBC contribuent a la régénération homéostatique et sont éliminées
aprés irradiation. En revanche, les cellules LRC sont quiescentes et insensibles aux
perturbations de la voie Wnt. Elles contribuent trés faiblement a la régénération
homéostatique mais sont résistantes a des fortes doses d’irradiation (Kim et al., 2017;
Yan et al., 2012).

3.2. Plasticité de I'épithélium intestinal

Le renouvellement homéostatique de l'intégralité de I'épithélium est assuré par
les cellules CBC, cependant une ablation de ces cellules n'affecte pas la capacité
de I'épithélium a se renouveler, indiquant |'existence d'une population de cellules
souches intestinales de réserve (Tian et al., 2011). En effet, la destruction de ces
cellules peut induire la reconversion de cellules engagées dans le lignage sécréteur a
un état de cellules souches (van Es et al., 2012).

Ces observations ont remis en question le premier modeéle stipulant que les
cellules LRC en position +4 sont des cellules souches de réserve qui remplacent les
cellules CBC en cas de dommage et suggerent plutdt que ce sont des progéniteurs
du lignage sécréteur qui ont un potentiel de cellule souche en cas de dommage. |l
semblerait qu’en réalité la destruction des CBC déclenche le renouvellement épithélial
par ces cellules LRC mais également par des progéniteurs des lignages sécréteur et
absorbant et méme des cellules différenciées (Yan et al., 2017; Tetteh et al. 2016 ; Van

Es et al., 2012). Les LRC, initialement décrites comme cellules souches quiescentes
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(Potten et al., 1998), sont maintenant reconnues comme des précurseurs des cellules
de Paneth et des cellules entéroendocrines contribuant a la réparation de I"épithélium
(Jadhav et al., 2017 ; Li et al., 2016 ; Buczacki et al., 2013). Les cellules recrutées en
cas de destruction des CBC peuvent migrer dans la crypte et au contact des cellules
de Paneth et d'une source de Wnt, se dédifférencier en une population de cellules
souches actives en prolifération (Figure 8) (Tetteh et al. 2016 ; van Es et al., 2012).
La capacité de I'ensemble des lignages cellulaires de I'épithélium a répondre et a
s'adapter a des dommages ou changements d’environnement est désignée par le
terme de plasticité (Bankaitis et al., 2018).

Figure 8. Schéma
représentant la plasticité
cellulaire  homéostatique
et en cas de dommage a
I’épithélium intestinal
Le panneau de gauche
présente le renouvellement
de l'épithélium en situation
d’homéostasie, dans laquelle
les cellules souches LRC
sont maintenues dans un
cellules état quiescent. Le panneau
Celes de droite représente la
régénération de |'épithélium
aprés dommage: les cellules
CBC détruites sont suppléées
par les LRC mais également
par dédifférenciation des
progéniteurs et  cellules
matures. (Adapté de
Bankaitis et al., 2018)

Homéostasie Dommage

Progéniteurs
des lignées abosrbantes

Zone d’amplification transitoire (TA)

Progéniteurs
des lignées sécrétrices

UOHBPUBIYIP-DP/PMINSe|d

+4 LRC +4LRC

Base des
cryptes

Remplacement
des CBCs

3.3. Maintien de I'homéostasie intestinale

3.3.1. Régulation de I'équilibre crypte/villosité

Au cours de la morphogenése intestinale, |'épithélium s’organise en deux
compartiments morphologiquement et fonctionnellement distincts : les cryptes et les
villosités. La mise en place puis le maintien de cette organisation sont finement régulés
par des interactions réciproques entre |'épithélium et le mésenchyme sous-jacent,
impliquant notamment les signalisations Hedegohog et BMP (Bone Morphogenetic
Protein) (Crosnier et al., 2006).
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Villosité Villosité Villosité
Epithélium
Mésenchyme . -
Signalisation BMP:
BMPR1A;
phosphoSMAD1, 5, 8
Signalisation Eph/ephrine:
ephrineB1
Signalisation
Hedgehog: Signalisation Hedgehog:
PITCH1, 2; SHH, IHH
GLI1,2,3 Signalisation PDGF:
Signalisation BMP: PDGFA
BMP2, 4 Signalisation Wnt canonique:
WNTS3, 6, 9B;
. o frizzled 5, 6, 7;
Signalisation PDGF: LRPS5, 6
P[_)GFR/_* . Signalisation Eph/ephrine:
Signalisation BMP: EPHB2, EPHB3
noggine Signalisation NOTCH:
NOTCH1, 2; Noggine Noggine
DLL1, 4
JAGT;
HES1,6,7 Crypte Crypte

Figure 9. Voies de signalisation régulant I'homéostasie de I'épithélium intestinal
L'homéostasie intestinale est régie par I'ensemble des processus régulant la
prolifération, la différenciation, la migration et la mort cellulaire au sein de I"épithélium
intestinal. L'ensemble de ces phénomenes est finement régulé par plusieurs voies de
signalisation (panneau de gauche). L'action combinée des voies de signalisation HH,
BMP et Wnt permet la formation et |'équilibre des cryptes et villosités (panneau de
droite). (Adapté de Crosnier et al., 2006

Au cours du développement de I'intestin gréle, les ligands Sonic hedgehog (Shh)
et Indian hedgehog (lhh) sont exprimés spécifiquement par I'épithélium intestinal.
Lors de la morphogenese des villosités, |'expression de Shh et |hh se concentre
progressivement aux zones intervillositaires (Figure 9). Similairement, I'expression des
récepteurs Ptch1 et Ptch2 et effecteurs Gli1, Gli2 et Gli3 impliqués dans la signalisation
Hedgehog se concentre au niveau du mésenchyme sous-jacent (Madison et al., 2005).
Dans l'intestin gréle adulte, I'expression de Shh et |hh persiste a la base des cryptes,
site de prolifération cellulaire. Ces ligands diffusent dans le tissu pour agir a distance,
promouvant la formation de villosités et inhibant la formation de cryptes a proximité
de celles préexistantes, maintenant ainsi I'espacement adéquat entre les cryptes
adjacentes. La signalisation BMP permet quant a elle le transfert d'informations du
mésenchyme vers |'épithélium, régulant la formation de cryptes en interaction avec la
voie Hedgehog. La voie BMP est activée (notamment par BMP2 et 4) au niveau des
villosités, ce qui est observable par la présence des phosphoSMAD1,5 et 8 dans les
cellules post-mitotiques. Cette signalisation est au contraire inhibée par I'expression
de la noggine au voisinage des cryptes (Haramis et al., 2004 ; Karisson et al., 2000).
Un dysfonctionnement de la voie BMP ou une surexpression de la noggine induisent
une production excessive de cryptes (He et al., 2004). Ainsi, la signalisation BMP est
le facteur clé régulant I'action de Hedgehog, empéchant la formation aberrante de

cryptes.

3.3.2. Régulation de la prolifération et différentiation cellulaires

L'activation de la voie canonique Wnt, notamment par WNT3,6 et 9B, est

déterminante pour le maintien de I'état prolifératif des cellules présentes au fond
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des cryptes et I'inhibition de leur différenciation (Gregorief et al., 2005). En effet,
ces cellules expriment les récepteurs associés (Frizzled5,6,7 et LRP5,6) et présentent
une quantité intra-nucléaire importante de B-caténine, signe de I'activation de la voie
canonique Wnt. Cette accumulation de B-caténine n’est en revanche pas observée
dans les cellules des villosités. Une altération de la voie canonique Wnt peut mener a
une perte des cellules en prolifération et une diminution du nombre et de la taille des
cryptes (Pinto et al., 2003 ; Korinek et al., 1998).

La signalisation Wnt n’est pas la seule contrélant |a prolifération et la différenciation
dans I"épithélium intestinal, en effet, la voie Notch est également déterminante
dans ces processus. Notch semble particulierement impliquée dans le contréle de
la prolifération des cellules transitoires des cryptes. Une perte de fonction de Notch
engendre une diminution ou une perte de la prolifération des cellules transitoires, qui
sont remplacées par des cellules post-mitotiques, sans que la signalisation Wnt n’en
soit affectée (van Es et al., 2005). En plus de leur réle dans le contréle de la prolifération,
Wnt et Notch sont également impliqués dans les processus de différenciation des
cellules de I'épithélium. En effet, Wnt régule la différenciation des cellules de Paneth
dans les cryptes et bien que la différenciation des autres cellules s'opére dans des
régions ou la voie canonique Wnt n’est pas activée, Wnt est impliquée dans la décision
du lignage cellulaire. Effectivement, une altération de la signalisation Wnt n’affecte
pas la différenciation des cellules absorbantes mais provoque une perte des cellules
des lignées sécrétrices. Notch semble avoir un réle opposé dans le contréle de la
différenciation : une inactivation de Notch provoque une production excessive de
cellules entéroendocrines et de cellules a mucus et une perte de cellules absorbantes
(van Es et al., 2005 ; Jensen et al., 2000).

Comme cela a été évoqué plus t6t, les cellules de I'épithélium se séparent en deux
catégories, présentes dans des régions distinctes : les cellules en prolifération dans
les cryptes (sous I'effet de Wnt) et les cellules différenciées dans les villosités. Cette
ségrégation s'opere par I'action de Wnt sur |'éphrine B1 et ses récepteurs EphB2 et 3
(Figure 9). Les éphrinesetleursrécepteurs sontdes protéines membranairesimpliquées
dans les interactions entre les cellules adjacentes. De facon générale, les mécanismes
de répulsion cellulaire médiés par les éphrines et leurs récepteurs sont impliqués dans
la création de délimitations tissulaires et la définition des voies de migration cellulaire
(Xu et al., 1999 ; Winslow et al., 1995). Dans l'intestin, la signalisation Wnt induit
I"expression des récepteurs EphB2 et 3 et inhibe |'expression de |'éphrine 1 (van der
Wetering et al., 2002 ; Batlle et al., 2002). Ainsi, dans |I"épithélium mature, I'éphrine B1
est exprimée spécifiquement a la jonction crypte-villosité tandis que EphB2 et 3 sont
exprimés dans les cryptes. Ces mécanismes assurent la ségrégation des populations
cellulaires épithéliales, notamment en confinant les cellules en prolifération dans les

cryptes.
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4. Description des principales voies de signalisation
moléculaire impliquées dans le développement et
I'homéostasie intestinale

Au cours du développement embryonnaire puis a I'age adulte, la morphogenese
intestinale, la différenciation des sous-types cellulaires et 'homéostasie intestinale
sont des processus finement régulés par de nombreuses voies de signalisation et dont
les interactions complexes ne sont pas encore toutes élucidées. Cette partie vise a
présenter les principales voies impliquées dans ces phénoménes et nécessaires a la
compréhension de ce manuscrit de these.

Whnt

Les voies de signalisation impliquant les ligands glycoprotéiques sécrétés riches
en cystéine Wnt régulent de nombreux aspects du développement et en particulier la
formation et la régionalisation de I'endoderme, ainsi que I'organogenése. Les ligands
Wnt peuvent intervenir dans différentes cascades de signalisation intracellulaire:

- La voie canonique Wnt/B-caténine (Figure 10A) : elle implique une interaction
entre le ligand Wnt et un complexe de récepteurs Frizzled (Fz) et LRP5/6 qui
provoque la stabilisation et I'accumulation dans le noyau de la B-caténine, effecteur
intracellulaire. En I'absence de ligand Wnt, la B-caténine cytoplasmique subit une série
de phosphorylations par le complexe de dégradation Axin/APC/GSK3 aboutissant a
sa dégradation par la voie du protéasome. Lors de la fixation du facteur sécrété Wnt sur
son récepteur Frizzled, GSK3B est inhibée, la B-caténine n'est plus dégradée et peut
fixer le T Cell Factor/Lymphoid-Enhancing Factor (TCF/LEF), initialement inhibiteur
transcriptionnel, pour le convertir en activateur de la transcription des genes cibles
(Sancho et al., 2004);

- La voie non-canonique Wnt/Ca?* (Figure 10B) : elle implique aussi les récepteurs
Fz, qui par I'action de protéines G, mobilisent les stocks de calcium intracellulaire
pour activer la Cam kinase. Cette voie est notamment impliquée dans la régulation de
I'adhésion et de la migration cellulaire;

- La voie non-canonique Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) (Figure 10C): cette voie
implique également les récepteurs Fz qui activent les GTPases Rho et Rac, ce qui
aboutit notamment a la modification de la structure du cytosquelette d'actine.

Toutes ces voies de signalisation sont impliquées dans la dynamique du
cytosquelette et la morphogenése cellulaire (la polarité des cellules épithéliales, la
migration et I'adhésion cellulaire). La formation de I'endoderme est dépendante de
la voie Wnt et son induction au cours de la gastrulation dépend de Wnt3 (Liu et al.,
1999).
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Figure 10. Voies de signalisation Wnt

2012)

(A) canonique, (B) non-canonique et (C) PCP (Planar Cell Polarity). (Marinou et al.,

Nodal

Nodal est un membre de la famille
des TGF-B qui joue un réle primordial
dans la formation de I'endoderme et dans
la mise en place de I'axe A-P (Tuazon et
Mullins, 2015). La signalisation Nodal se
fait via des récepteurs transmembranaires
a activité sérine/thréonine kinase de type
| (Alk4 ou Alk7) ou Il (ActRIIA ou ActRIIB).
Aprés activation, Alk4/7 phosphoryle les
protéines cytosoliques Smad2 ou Smad3,
ce qui provoque la liaison & Smad4 et
la translocation dans le noyau cellulaire
(Figure 11). Les Smads vont alors s’associer
a des facteurs de transcription tels que
FoxH1, Fast1 et les facteurs de la famille
des Mix, qui stimulent la transcription des
génes mésodermiques. La signalisation
Nodal promeut également I'expression
d'un ensemble de facteurs de transcription
dans le lignage endodermique dont Foxa2,
Sox17, éomésodermine et Gata4-6. L'action
conjointe de ces facteurs est responsable
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Figure 11. Voie de signalisation
Nodal (Hill et al., 2017)
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de la ségrégation des lignages mésodermique et endodermique, de I'engagement
des cellules dans une destinée endodermique et dans les premiers évenements de
régionalisation de I'endoderme. L'expression de Nodal est notamment controlée par
la voie canonique Wnt via la B-caténine ainsi que le facteur de transcription TCF.

Notch

Notch est exprimé a la surface cellulaire
et consiste en un domaine de liaison au
ligand extracellulaire et un polypeptide
transmembranaire. La signalisation est
initiée par l'interaction de Notch et un
ligand Delta-like (DLL) ou Jagged. S'ensuit
un clivage dans la région transmembranaire
de Notch qui provoque la libération de son
domaine intracellulaire et sa translocation
dans le noyau ou il active la transcription de
ses génes cibles (Figure 12) (Amsen et al.,
2009). La signalisation NOTCH contréle a

la fois la prolifération et la spécification des |Figure 12. Voie de signalisation

lignages de I'épithélium intestinal. canonique Notch
(Amsen et al., 2009)

BMP

Les BMP sont des membres de la famille des TGF- et sont produits dans le
mésenchyme. Au cours de la gastrulation, ils inhibent la formation de I'endoderme en
constituantunhétérodimereinactifavec Nodal etfavorisentlaformation dumésoderme.

La signalisation BMP est
relativement complexe
mais de facon générale,
celle-ci aboutit a I'activation
de la phosphorylation de
Smad1, 5 et 8 (Figure 13).
Les protéines Smad ainsi
activées sont transloquées
dans le noyau ou elles
activent la transcription de
leurs genes cibles (Le Guen
et al., 2015 ; Whitman,

1998). Figure 13. Voie de signalisation BMP
(Anderson et Darshan, 2008)
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Partie 2. Les cellules entéroendocrines

1. Fonctions physiologiques et diversité des cellules
entéroendocrines

Bien que les cellules entéroendocrines soient une population rare de cellules,
ne représentant que 1% des cellules au sein de |'épithélium intestinal, elles font
de l'intestin le systeme endocrine le plus important de |'organisme. Ce systeme
endocrine a la particularité de ne pas étre organisé en structure glandulaire, mais au
contraire, en cellules isolées disséminées de maniére hétérogene le long du tractus
gastro-intestinal, de I'estomac au rectum. Son réle est de détecter les composants
de la lumiére intestinale, monitorer le statut énergétique et provoquer les réponses
physiologiques adaptées pour contréler I'homéostasie métabolique postprandiale en

réponse a la nourriture ingérée (Figure 14) (Amsen et al., 2009).

Fonction majeure Exemples d'effets Hormones impliquées

Ingestion Appétit, satiété, rejet des éléments toxiques ou nocifs CCK, GLP1, PYY (satiété); ghréline (appétit); 5-HT (nausée)

Digestion Libération d'agents digestifs (acides, hormones), motilité, Gastrine, histamine, CCK (sécrétion d'agents digestifs); motiline, 5-HT
8 induction detransporteurs (motilité);

Absorption et stockage du glucose, sécrétion d'hormonesde GIP, GLP1, ghréline, 5-HT

Métabolisme R S L . .
croissance, mobilisation des lipides, métabolisme osseux

Figure 14. Principales fonctions des cellules entéroendocrines et hormones
impliquées (Adapté de Amsen et al., 2009)

Pour ce faire, ces cellules produisent plus de 20 hormones différentes qui agissent
par des mécanismes paracrine, endocrine et neuroendocrine (Figure 15) (Adriaenssens
etal., 2018):

-L'action paracrine estliée a la diffusion locale des peptides etaminesdansle chorion
de la muqueuse. Le produit de sécrétion exerce son action via les cellules avoisinantes
(cellules épithéliales, fibres nerveuses, cellules conjonctives et musculaires);

-L'action endocrine résulte du passage des polypeptides dans le sang circulant.
Par cette voie, la cellule exerce son action a distance sur des organes cibles;

-L'action neuroendocrine est rendue possible par la présence de fibres nerveuses
qui projettent a la muqueuse intestinale. De plus, certaines cellules entéroendocrines
forment des synapses avec les terminaisons nerveuses grace a des structures appelées
neuropodes.

Il existe des cellules de type « ouvert » (open-type), caractérisées par la présence
de microvillosités au pdle apical, participant ainsi a la bordure en brosse, alors que
d'autres sont qualifiées de « fermées » (closed-type), car elles sont englobées dans la

couche épithéliale sans contact avec la lumiére du tube digestif (Figure 15).
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«type ouvert» «type fermé»

paracrine neuroendocrine

endocrine

Figure 15. Morphologies et modes de signalisation adoptés par les cellules
entéroendocrines

Il existe des cellules dites de type «ouvert» (rouge) et d'autres de type «fermé» (gris).
Certaines possedent des extensions a la surface basolatérale facilitant la signalisation
paracrine avec les cellules voisines (bleu) et d'autres possedent des extensions
similaires appelées neuropodes qui permettent la communication neuroendocrine
(orange). Les capillaires sanguins de la lamina propria permettent la signalisation
endocrine des hormones sécrétées. (Adapté de Adriaenssens et al., 2018)

Les hormones entéroendocrines jouent un réle primordial en coordonnant les
fonctions digestives des différents organes et échangent des informations avec le
systeme nerveux central. Chacun de ces organes remplit une fonction précise en
produisantnotammentdessucs, enzymes ethormonesnécessaires au bon déroulement
deladigestion. Le pancréas, parexemple, sécrete les sucs pancréatiques etabrite quatre
populations de cellules endocrines. Les cellules entéroendocrines sont définies par

leur morphologie, leur patron d’expression

le long de I'axe proximo-distal de l'intestin Histamine
Gastrine
et leur principale hormone sécrétée (Furness oreline
et al., 2013). En effet, elles sont réparties HT
le long de l'axe proximo-distal du tube cck
. . . . . Ghréli
digestif selon la fonction physiologique que o
. ] , N GLP1/GLP2
remplissent les hormones qu’elles sécretent Motiline
. Sécrétine
(Figures 16 et 17). ST

Chaque hormone participe a un des .

. . . .
trois roles majeurs que sont l'ingestion de LP1/aL2

Neurotensine
PYY

métaboliques qui en découlent (Figure o

la nourriture, la digestion et les régulations

14). En effet, la ghréline est sécrétée avant

les repas et stimule la sensation de faim e e e Gl e A

(Cummings et al., 2001). hormones entéroendocrines le long
de I'axe proximo-distal chez la souris
(Adapté de Adriaenssens et al., 2018)
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Type Hormone R Stimuli
. . . Fonctions L
cellulaire intestinale principaux
Cellules | Cholecystokinine (CCK) Stimulation de la contractilité de la vésicule biliaire Lipides
Sécrétion d'enzymes pancréatiques et intestinales Protéines
Réduction de la production d'acide gastrique
Baisse de la motilité gastointestinale
Baisse de I'appétit
Cellules G Gastrine (GAST) Augmentation de la production d'acide gastrique Protéines
Augmentation de la motilité gastointestinale Distension gastrique
Cellules Ghréline (GHRL) Augmentation de l'appétit Faim
X/A-like Inhibition de la libération d'insuline
Augmentation de la motilité gastointestinale
Augmentation de la production d'acide gastrique
Cellules K Glucose-dependent insulinotropic  Baisse de la motilité gastointestinale Lipides
polypeptide (GIP) Stimulation de la libération d'insuline Monosaccharides
Cellules L Glucagon-like peptide-1 (GLP1) Baisse de la motilité gastointestinale Lipides Monosaccharides
Stimulation de la libération d'insuline Protéines Acides biliaires
Baisse de I'appétit Métabolites microbiens
Cellules ECL Histamine Augmentation de la production d'acide gastrique Gastrine
ND Insulin-like peptide 5 (Ins|5) Augmentation de |'appétit Restriciton énergétique
Homéostasie du glucose
Cellules M Motiline (MLN) Augmentation de la motilité gastointestinale Lipides
Augmentation de l'appétit Diminution du pH luminal
Cellules N Neurotensine (NTS) Baisse de la motilité gastointestinale Lipides
Réduction de la production d'acide gastrique
Sécrétion d'enzyme pancréatiques
Baisse de I'appétit
Cellules L Peptide YY (PYY) Baisse de la motilité gastointestinale Monosaccharides
Réduction de la production d'acide gastrique Lipides
Inhibition de la sécrétion d'enzymes pancréatiques  Protéines
Inhibition de la contractilité de la vésicule biliaire Acides biliaires
Baisse de I'appétit Métabolites microbiens
Homéostasie des fluides
Cellules D  Somatostatine (SST) Baisse de la motilité gastointestinale Protéines
Réduction de la production d'acide gastrique Diminution du pH luminal
Cellules S Secrétine (SCT) Baisse de la motilité gastointestinale Diminution du pH luminal
Réduction de la production d'acide gastrique
Libération d'acide biliaire
Sécrétion de bicarbonate
Baisse de I'appétit
Cellules EC  Sérotonine (5-HT) Augmentation de la motilité gastointestinale Irritants alimentaires

Nausée et hypersensiblité viscérale

Métabolites microbiens

Figure 17. Fonctions des hormones entéroendocrines sécrétées en réponse a
divers stimuli
(Adapté de Adriaenssens et al., 2018)
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Par la suite, les aliments ingérés stimulent un certain nombre d’hormones de
satiété comme par exemple la cholécystokinine (CCK) (Lieverse et al., 1994). Plusieurs
hormones sont impliquées dans le controle de la dégradation des aliments par
I'acide gastrique, la dégradation enzymatique et le péristaltisme (Gribble et al.,
2018). Certaines hormones intestinales régulent le métabolisme et le stockage des
nutriments. GLP1 et GIP, hormones dites incrétines, favorisent la sécrétion d'insuline
glucose-dépendante, protégeant ainsi I'organisme du pic postprandial de glucose
sanguin (Verdich et al., 2001), ce qui en fait des cibles d'intérét thérapeutique dans le
cadre du diabéte de type 2. Ces deux hormones seront décrites plus en détail dans
la partie suivante. D'autres réles des hormones gastro-intestinales ont été identifiés
plus récemment, comme la stimulation de la réparation et de la croissance de la
mugqueuse intestinale par GLP2 (Burrin et al., 2007) mais aussi |'effet anti-dépresseur
et anxyolitique de la ghréline (Mani et Zigman, 2017).

1.1. GLP1 / GIP : I'effet incrétine

Dans l'intestin, le GIP est principalement sécrété par les cellules K de I'intestin
gréle proximal et sa sécrétion est stimulée par l'ingestion de nutriments. Son
action principale est la stimulation de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose
(Glucose-Stimulated Insulin Secretion, GSIS) (Drucker, 2005). De plus, il a été montré
que le GIP favorise la biosynthése d'insuline et active des voies anti-apoptotiques,
ce qui augmente la survie des cellules B sécrétrices d'insuline du pancréas. Les
souris déficientes pour le récepteur au Gip (GipR) présentent des défauts dans la
sécrétion d'insuline aprés administration orale de glucose mais ont moins de graisses
corporelles, car elles utilisent les lipides comme source préférentielle d’énergie et
sont plus sensibles a I'insuline (Miyawaki et al., 1999). L'action de GIP améliore donc
la sécrétion d'insuline mais promeut le stockage énergétique et réduit I'action de
I'insuline. Par conséquent, la stratégie a adopter pour générer des thérapies contre le
diabéte via cette signalisation hormonale n’est pas claire.

Le GLP1 et le glucagon sont synthétisés a partir d'un précurseur commun, le
préproglucagon, qui est ensuite transformé en proglucagon et va subir une maturation
par l'action de protéases qui donnera le glucacagon, le GLP1 et le GLP2 (Figure
18) (Baggio et Drucker, 2007). Le GLP1 est sécrété par les cellules L de l'intestin en
réponse a I'ingestion de nutriments, a des signaux neuronaux ou a la stimulation par
le GIP. Les souris déficientes pour le récepteur au Glp1 (Glp1R) sont intolérantes au
glucose et présentent un défaut de GSIS (Scrocchi et al., 1996).

Le GLP1 augmente donc la synthese et la sécrétion d'insuline et la survie et
prolifération des cellules B tout en réduisant la sécrétion de glucagon. Ce sont ces

propriétés du GLP1 qui ont été utilisées pour établir des thérapies contre le diabéte
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Figure 18. Structures du géne
pro lucagon (A), de son ARNm (B)

Proglucagon e la protéine (C)
La moan ation post-traductionnelle
A tissu- specn‘ﬂue du proglucagon
donne Gllcentln related
B polypeptide (GRPP), le glucagon

(Gluc), lntervenmg peptide-1 (IP-1)
et le major proglucagon fragment
(MPGF) ol] ans le pancréas, alors que
D Pancréas dans ||ntest|n et le cerveau cette
modification mene a la formation de
glicentine, oxyntomoduline (OXM),
IP-2 et GLP-1 et GLP-2 (D). (Adapté
de Baggio et Drucker, 2007)

C

Intestin & cerveau

(Lee, 2016). En effet, des analogues du GLP1 ou des agonistes des récepteurs du
GLP1 ont été développés et constituent une option thérapeutique prometteuse, car
ils améliorent le contréle glycémique, diminuent le poids et offrent I'espoir d'une
stabilisation ou d'une amélioration de la fonction des cellules B en favorisant leur
prolifération et en inhibant leur apoptose.

2. Mécanismes de sécrétion des hormones

Les nutriments sont détectés par les cellules entéroendocrines grace a un large
nombre de protéines dont des transporteurs et récepteurs couplés aux protéines G
(GPCRs, Mace et Marshall, 2013). D'autres composants du chyme alimentaire comme
les cytokines inflammatoires, les acides biliaires et des neurotransmetteurs sont aussi
détectés par les cellules entéroendocrines. De plus, les hormones sécrétées par ces
cellules sont également régulées par d'autres cellules entéroendocrines, comme par
exemple la sécrétion de somatostatine par les cellules D qui inhibe la sécrétion de
GLP1 par les cellules L via le récepteur a somatostatine SSTR5 (Moss et al., 2012). La
sécrétion des hormones par les cellules entéroendocrines est régulée par une cascade
de réactions et d'évenements ayant lieu au sein des cellules (Figure 19). En effet,
la détection des nutriments au niveau de la bordure en brosse (membrane apicale)
provoque la dépolarisation de la membrane plasmique, qui régule 'ouverture des
canaux Ca?" voltage-dépendant. Les transporteurs recrutés dépendent de la nature
des nutriments : le transport du glucose se fait via le transporteur de glucose couplé
au sodium (SGLT1), le transport peptidique via le transporteur de peptide couplé au
proton (PepT1) et les acides aminés par leur transporteur électrogénique. Les lipides
sont quant a eux détéctés par des GPCRs de type FFA (Free Fatty Acid) (Adriaenssens
etal., 2018). L'ouverture des canaux calciques provoque |'entrée de Ca?* extracellulaire
et ainsi 'augmentation du niveau de Ca?" intracellulaire, qui stimule la sécrétion des

hormones par les cellules entéroendocrines.
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Figure 19. Sécrétion des hormones par les cellules entéroendocrines
Représentation schématique des mécanismes de sécrétion des hormones suite a
I'absorption des nutriments par transports électrogéniques, transports facilités ou
par les récepteurs couplés au protéines G (GPCRs). (Mace et al., 2015)

Le glucose est également détecté par le transporteur GLUT2 et entre dans le
métabolisme intracellulaire du glucose via la glucokinase. Ceci induit la fermeture
des canaux K* sensible a I’ATP qui provoque également la dépolarisation de la
membrane, I'entrée du Ca?* et la sécrétion hormonale subséquente. Les nutriments
peuvent également étre détectés par les GPCRs et provoquer la sécrétion d’hormones
via |'activation ou l'inhibition de l|'activité adénylate-cyclase ou l'activation de la
phospholipase C qui module les niveaux de Ca?* intracellulaire (Mace et al., 2015).

3. Révision du dogme un sous-type de cellules
entéroendocrines / un peptide produit

Historiquement, les cellules entéroendocrines sont classées selon un code qui
associe une lettre a une hormone unique qui est supposée étre la seule hormone
produite par le sous-type entéroendocrine en question. Dans certains cas, la lettre
affiliée au type cellulaire correspond a la premiere lettre de I'hormone produite par
ces cellules ou fait référence a des caractéristiques morphologiques des cellules. En
effet, les cellules L par exemple, possédent de grandes vésicules de sécrétion (Large
= L) alors que celles des cellules S sont plus petites (Small = S) (Fothergill et Furness,
2018). Les cellules L représentent d'ores et déja une exception a la classification,
puisqu’il a été démontré que ces cellules contenaient a la fois les GLP et PYY (Al
Rachedi et al., 1984). Cette classification est maintenant en révision suite a différentes
études menées chez la souris et ayant montré que les sous-types entéroendocrines
sont des populations de cellules mixtes exprimant plusieurs hormones (Habib et al.,
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2012 ; Egerod et al., 2012). Au sein d'une méme cellule, les hormones peuvent étre
concentrées ensemble ou dans des vésicules de sécrétion séparées. L'avenement
récent des technologies de transcriptomique sur cellules uniques a notamment
permis de confirmer |'expression conjointe de plusieurs hormones au sein d'une
cellule entéroendocrine. Si I'on considere I'ensemble de la population de cellules
entéroendocrines (en différenciation et matures), I'hétérogénéité résulterait a la fois
de la variété des différents sous-types entéroendocrines mais également, pour un
sous-type donné, de I'hétérogénéité liée a la maturation progressive des cellules
progénitrices (Haber et al., 2017; Petersen et al., 2017; Wang et al., 2016; Griin et al.,
2015).

Il est évident que la classification de ces cellules sera adaptée et mise a jour,
bien que ceci soit compliqué par le fait que la répartition des hormones et leur co-
expression different entre les espéces et les régions du tube digestif (Fothergill et
Furness, 2018). La différenciation des sous-types entéroendocrines est régulée par
une cascade de facteurs de transcription qui permet aux cellules de s’orienter vers
une spécification d'un sous-type plutdt qu'un autre. Bien que I'ensemble de ces
mécanismes ne soient pas encore bien compris, plusieurs facteurs de transcription

ont d'ores et déja été identifiés.

4. Régulation transcriptionnelle de la différenciation
entéroendocrine

Les cellules souches intestinales donnent naissance a tous les types de cellules
épithéliales, notamment par |'intermédiaire de progéniteurs du lignage sécréteur et
du lignage absorbant. En effet, les progéniteurs exprimant Hes1 se différencient en
entérocytes (Ueo et al., 2012 ; Jensen et al., 2000) et les progéniteurs communs aux
lignées sécrétrices exprimant Math1/Atoh1 se différencient en cellules a mucus, cellules
de Paneth ou cellules entéroendocrines (Figure 20) (Tomic et al., 2018 ; Yang et al,,
2001). Cependant, Math1 ne semble plus étre le seul régulateur de la différenciation
du lignage sécréteur puisqu'il a récemment été montré que la spécification des cellules
« en touffes » et des cellules entéroendocrines peut étre induite par |'expression
de Sox4, indépendamment de Math1. En effet, Sox4 permet la différenciation en
cellules entéroendocrines et « en touffes », méme en I'absence de Math1. (Gracz et
al., 2018). Il y a également un lien développemental entre les différents sous-types
de cellules entéroendocrines avec un précurseur commun multipotent capable de
donner naissance a chacun des sous-types entéroendocrines. En effet, des travaux de
I"équipe ont montré que ce précurseur commun est caractérisé par |'expression du
facteur de transcription neurogénine 3 (Ngn3) (Jenny et al., 2002), comme c’est le cas

du précurseur commun aux quatre lignées endocrines dans le pancréas (Gradwohl et
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al., 2000). Bien que certains facteurs de transcription exprimés en aval de Ngn3 aient
été identifiées, la cascade de régulation transcriptionnelle impliquée dans le lignage
des différents sous-types est peu connue, en particulier chez 'homme.

Cellules entéroendocrines

; Kif4 Sox9
NeuroD1, Arx, Pax4, Pax6, Insm1, Isl1,
Nkx2.2, Foxa1/2, Pdx1, Rfx6 ? ...?

Cellules a mucus Cellules de Paneth
Ngn3 —— Gfi1 Pou2f3
Fabp2
Progéniteurs Progéniteurs Paneth Cellul
entéroendocrines et cellules a mucus ellules

Entérocytes \ T / «en touffes»
Math1/Atoh

Hes1 @ <— Notch —

1

Progéniteurs Progéniteurs
lignées absorbantes lignées sécrétrices
Lgr5
Wnt

Cellules souches

Figure 20. Principaux facteurs de transcription impliqués dans la différenciation
des sous-types entéroendocrines sécréteurs d’hormones

Tous les sous-types cellulaires de |"épithélium intestinal dérivent des cellules souches.
Une cascade complexe de facteurs de transcription, dont certains sont représentés
sur le shéma, régie la spécification des différents lignages cellulaires. Tous les facteurs
de transcription controlant la spécification entéroendocrine ne sont pas définis et la
position exacte des facteurs de transcription décrits n’est pas clairement établie.

(Schéma réalisé a partir d'illustrations issues de Worthington et al., 2018 ; Ye et
Kaestner, 2009)
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Ngn3

Ngn3 estun facteur de transcription a domaine basique Hélice-Boucle-Hélice (basic
Helix-Loop-Helix; bHLH) dont I'expression a été initialement décrite chez I'embryon
de souris dans des régions restreintes du systeme nerveux central (moelle épiniere
ventrale et hypothalamus) et au niveau du pancréas endocrine (Sommer et al., 1996).
Des études ultérieures ont démontré le réle essentiel de ce facteur de transcription
dans le développement des cellules endocrines du tractus digestif (Mellitzer et al.,
2010 ; Jenny et al., 2002 ; Gradwohl et al., 2000). En effet, I'inactivation de ce géne
chez la souris empéche la formation des cellules des filots pancréatiques, dont les
cellules B sécrétrices d'insuline, et provoque un diabete sévere induisant la mort des
souris (Gradwohl et al., 2000). De la méme facon, aucune cellule entéroendocrine ne
se forme en absence de Ngn3 (Jenny et al., 2002). Ces travaux démontrent qu’au
cours de I'embryogenése, Ngn3 a une fonction pro-endocrine en déterminant la
destinée endocrine des progéniteurs multipotents. Par contre, dans |'estomac,
I'inactivation de Ngn3 semble altérer la différenciation des cellules G sécrétrices de
gastrine et D sécrétrices de somatostatine, alors que les cellules entérochromaffines
(EC) sécrétrices de sérotonine, entérochromaffines-like (ECL) sécrétrices d’histamine
et les cellules X/A sécrétrices de ghréline ne semble pas affectées. Ceci suggere
une différenciation endocrine a la fois dépendante et non-dépendante de Ngn3
dans l'estomac chez la souris (Jenny et al., 2002 ; Lee et al.,2002). Une étude a
montré qu‘une population de cellules progénitrices se différenciant en cellules non-
endocrines, a savoir en cellules a mucus et cellules de Paneth, exprime aussi Ngn3
(Schonhoff et al., 2004). Plus récemment, les travaux de I'équipe ont démontré que
Ngn3 contréle également le programme de différenciation entéroendocrine dans
'intestin adulte. L'inactivation de Ngn3 spécifiquement dans l'intestin provoque une
mortalité de 50% des souris durant la premiere semaine de vie et les souris survivantes
ne présentent aucune cellule entéroendocrine ainsi qu’une absorption lipidique et un
métabolisme glucidique altérés (Mellitzer et al., 2010). De plus, il a été montré que
Ngn3 est important pour la différenciation entéroendocrine chez ’homme grace a des
études de perte de fonction a I'aide de lentivirus exprimant des shRNAs ciblant NGN3
dans un modele d'organoides humain in vitro (Spence et al., 2011). Néanmoins, ce
modéle ne présente pas une inactivation totale de NGN3 puisqu’une diminution
de 63% du niveau de 'ARNm de NGN3 a été induite. De plus, seule |'absence du
marqueur générique de cellules entéroendocrines Chromogranine A (CHGA) a été
observée. Ainsi, pour mieux caractériser le réle de NGN3 dans la différenciation
entéroendocrine, il est indispensable d'établir un modéle de perte de fonction totale
permettant d'étudier plus en détails les sous-types entéroendocrines et les cascades
de régulations transcriptionnelles affectées.
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Arx et Pax4

Arx et Pax4 sont des facteurs de transcription a homéodomaines qui sont
également nécessaires au contrdle de la spécification des sous-types entéroendocrines
(Beucher et al., 2012 ; Du et al., 2012). En effet, 'équipe a montré que chez la souris
déficiente pour Arx, la différenciation des sous-types est altérée, menant a |'absence
des lignages entéroendocrines sécréteurs de Glp1, Gip, Cck, gastrine, ghréline et
sécrétine. Une redirection vers une différenciation en cellules D, concomitante
avec une augmentation de somatostatine a été observée. A l'inverse, chez la souris
déficiente pour Pax4, la différenciation des cellules a sérotonine et a somatostatine
est empéchée, aussi bien que celle des cellules sécrétrices de gastrine et Gip. De
plus, une augmentation de Arx associée a |'augmentation du nombre de cellules L
productrices de Glp1 est observée. Arx et Pax4 sont respectivement nécessaires a la
différenciation des cellules L et D et ont une action antagoniste dans la spécification
de ces sous-types. La différenciation de certains lignages entéroendocrines dépend
donc de Arx et Pax4 alors que d'autres dépendent de |'un ou de l'autre (Beucher et al.,
2012). Des fonctions similaires de ARX ont été mises en évidence chez I'homme grace
a des études de perte de fonction a I'aide de lentivirus exprimant des shRNAs ciblant
ARX dans un modele d'organoides humain in vitro (Du et al., 2012). Effectivement,
I'absence de ARX provoque une diminution de |'expression des genes codant la
sécrétine, CCK et le préproglucagon dont le GLP1 dérive. Il semblerait que le réle
de Arx soit conservé entre la souris et 'homme, mais des analyses complémentaires
doivent étre entreprises puisque le modéle n'implique pas une inactivation totale de
ARX mais une diminution de 50% du niveau de son ARNm. Ainsi, il est nécessaire
d’établir un modéle de perte de fonction totale de ARX dont I'analyse phénotypique
détaillée permettra une meilleure compréhension de I'implication de ce facteur de
transcription dans la régulation de la différenciation entéroendocrine chez 'homme.

Rfxé6

Rfxé est un facteur de transcription a domaine winged helix qui est exprimé durant
le développement dans I'endoderme de l'intestin primitif postérieur et devient peu a
peu restreint dans |'estomac, I'endoderme intestinal et le pancréas. Dans le pancréas
en développement, il est exprimé dans le lignage endocrine ou il co-localise avec une
population de cellules Ngn3*, puis son expression est maintenue dans les cellules
endocrines adulte (Piccand et al., 2014 ; Smith et al., 2010 ; Soyer et al., 2010). La
fonction de Rfxé est de mieux en mieux caractérisée dans le pancréas mais a I'heure
actuelle trés peu de données de la littérature décrivent sa fonction dans l'intestin. Des
travaux en voie de publication réalisés par I'équipe semblent toutefois indiquer un

réle dans la différenciation entéroendocrine, puisque les souris déficientes pour Rfx6
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présentent une baisse drastique de |'expression des hormones, excepté la sérotonine
dont |'expression semble augmentée. De plus, sa délétion spécifique dans l'intestin
provoque des diarrhées et une malabsorption des lipides associées a la perte des
cellules entéroendocrines (Piccand et al., manuscrit en préparation).

NeuroD1

NeuroD1 ou Beta2 est également un facteur de transcription a bHLH, initialement
découvert comme un facteur important dans I'activation de la transcription du gene
codant l'insuline (Naya et al., 1995) et dans la différenciation neuronale (Lee et al.,
1995). Il a été montré que Ngn3 se lie au promoteur du gene codant NeuroD1
pour en augmenter sa transcription (Huang et al., 2000). NeuroD1 semble réguler la
transcription de certains génes codant des hormones puisque les souris déficientes
pour NeuroD1ne développent pasde cellules productrices de sécrétine et de Cck (Naya
etal., 1997). En effet, NeuroD1 régule la différenciation des cellules entéroendocrines
a sécrétine en coordonnant la transcription du géene codant la sécrétine et 'arrét du
cycle cellulaire (Ratineau et al., 2002 ; Mutoh et al., 1998).

FoxA1 et FoxA2

Ce sont des facteurs de transcription de la famille des winged helix qui contrélent
la différenciation des cellules @ mucus et des cellules entéroendocrines L et D chez
la souris. lls interviennent donc dans la différenciation entéroendocrine et plus

généralement dans la spécification du lignage sécrétoire (Ye et Kaestner, 2009).

Autres facteurs de transcription

Un nombre important d‘autres facteurs de transcription semblent impliqués
dans la spécification des sous-types entéroendocrines mais ne sont pas forcément
bien décrits. De maniere générale, les facteurs impliqués dans la différenciation
endocrine du pancréas participent également a la régulation de la différenciation
entéroendocrine. Il y a par exemple Paxé, dont |'inactivation chez la souris provoque
une importante baisse du nombre de cellules & Gip. Dans I'estomac, son absence
mene a une diminution des cellules sécrétrices de somatostatine et de gastrine
(Larsson et al., 1998). L'inactivation de Pdx1 chez la souris provoque la mort périnatale
des souris, qui ont des malformations digestives dont I'absence de villosités. Elles
présentent également une diminution des cellules a sérotonine, sécrétine, Cck, Gip,
somatostatine et neurotensine dans le duodénum (Offield et al., 1996 ; Larsson et al.,
1996). Dans |'estomac, il semblerait que Pdx1 soit important pour la maturation des
cellules G sécrétrices de gastrine puisque ces cellules sont quasiment perdues chez
ces souris, alors qu’une augmentation des cellules a sérotonine est observée (Larsson
et al., 1996). Nkx2.2 est également impliqué dans cette cascade de régulation
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puisque son inactivation chez la souris provoque la diminution du nombre de cellules
entéroendocrines et en particulier les cellules a Cck, sérotonine, Gip, gastrine, Glp1,
somatostatine et neurotensine (Desai et al., 2008). Insm1 est également exprimé dans
'intestin et son absence cause une perte des cellules sécrétrices de neurotensine et
de substance P et une diminution des cellules a Cck, Pyy et sérotonine (Gierl et al.,
2006). De plus, Isl1 est nécessaire a la différenciation des cellules L, K (Gip), | (Cck) et
D mais inhibe la spécification des cellules EC (5-HT) (Terry et al., 2014).

En résumé, ces données suggérent que la différenciation entéroendocrine et
I"expression hormonale dépendent d'un réseau complexe de facteurs de transcription.
Cependant, les mécanismes qui déclenchent la spécification des progéniteurs Ngn3*
et les raisons pour lesquelles certaines cellules se différencient en un sous-type
entéroendocrine plutdt qu’un autre, restent a éludicer.

La majorité des données concernant le réle des facteurs de transcription dans la
différenciation entéroendocrine a été obtenue dans des modeles murins d'inactivation
de ces génes. Un tableau non exhaustif récapitulant les principales caractéristiques
phénotypiques de modeles d'étude de nos génes d'intérét (NGN3, RFX6, ARX et
PAX4) décrits dans la littérature est disponible en annexe 1. Ces travaux ont été
majoritairement réalisées chez la souris au cours du développement embryonnaire et
leur fonction dans la différenciation entéroendocrine n’est pas forcément transposable
a I'adulte. Bien que la souris et 'homme aient une forte homologie de séquence
génomique, la différenciation entéroendocrine n’est pas forcément régie par les
mémes mécanismes, d'ou la nécessité de développer des modéles d'études humains
qui seront décrits dans une partie suivante. La compréhension de ces mécanismes
est d'autant plus importante que des défauts dans ces processus, et notamment des
mutations dans les facteurs de transcription impliqués, menent a des pathologies
chez I'homme.
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5. Pathologies humaines associées a des défauts dans
la régulation transcriptionelle de Ila différenciation
entéroendocrine

5.1. Mutation de NGN3 : diarrhée congénitale malabsorptive

En 2006, Wang et collaborateurs ont rapporté pour la premiére fois deux cas de
patients atteints de diarrhée congénitale associée a un diabéte néonatal, provoquées
par des mutations ponctuelles dans le géne NGN3. lls ont alors nommé cette
pathologie « anendocrinose entérique », bien que le terme de « diarrhée malabsorptive
congénitale » soit le plus fréquemment utilisé. Depuis, environ une dizaine de cas de
diarrhées néonatales associées a des mutations de NGN3 ont été rapportées (Hancili
et al.,, 2018 ; Germén-Diaz et al., 2017 ; Sayar et al., 2013 ; Pinney et al., 2011 ;
Rubio-Cabezas et al., 2011 ; Cortina et al., 2007). Les mutations décrites affectent la
structure du domaine de liaison a ’ADN ou provoquent la synthese d'une protéine
tronquée, ce qui aboutit dans les deux cas a une perte de fonction de NGN3. Tous
les patients présentent un phénotype clinique comparable avec principalement une
diarrhée provoquée par une malabsorption de tous les nutriments (glucides, lipides et
protéines) dés la naissance. La diarrhée est absente pendant les périodes de jeline et
I"absorption del’eauestnormale. Hormis ces symptémes, certains patients développent
un diabéte de type 1 au cours de leurs premiéres années de vie (entre 1 et 10 ans).
Ces patients sont contraints a étre nourris par voie parentérale et leur diabéte est pris
en charge par des traitements a base d'insuline. Les analyses histopathologiques ont
révélé que la structure globale du tractus digestif de ces patients n’est pas altérée. En
revanche une absence totale de cellules entérendocrines (révélées par le marquage
de CHGA) est observée dans |'intestin gréle et le clon de tous les patients. Les autres
types cellulaires de I'épithélium intestinal ne sont pas affectés par la mutation.

Bien que les cas d’anendocrinose entérique soient extrémement rares et que les
mécanismes de cette pathologie soient encore mal compris, il semble évident que
les troubles de |'absorption intestinale provoquant la diarrhée soient causés par la
perte des hormones intestinales régulant I'ensemble des fonctions physiologiques
du tractus digestif. En effet, les hormones entéroendocrines sont notamment des
médiateurs critiques de |'absorption des lipides. Une fois les triglycérides ingérés,
CCK et SCT provoquent la sécrétion des enzymes pancréatiques et la sécrétion de
la bile par la vésicule biliaire (Chang et al., 2001). De plus, une implication de NTS et
GLP2 dans I'absorption des acides gras et la production des chylomicrons a également
été mise en évidence (Li et al., 2016 ; Dash et al., 2014). Les modéles murins déficients
pour Ngn3 spécifiquement dans l'intestin et présentant une perte totale de cellules
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entéroendocrines développent également des troubles de ’homéostasie énergétique
dont une malabsorption des lipides (Mellitzer et Gradwohl, 2011 ; Mellitzer et al,,
2010).

5.2. Mutation de RFX6 : syndrome de Mitchell-Riley

Récemment, des analyses génétiques par séquencage réalisées sur des enfants
souffrant de diabete néonatal ont révélé la présence de mutations dans le gene
RFX6. Le phénotype clinique de ces patients atteints du syndrome de Mitchell-
Riley est caractérisé par un diabéte néonatal, une atrésie intestinale, une hypoplasie
de la vésicule biliaire ainsi que des diarrhées (Khan et al., 2016 ; Skopkova et al.,
2016 ; Sansbury et al., 2015 ; Concepcion et al., 2013 ; Spiegel et al., 2011; Smith
et al.,, 2010 ; Mitchell et al., 2004). Ces symptémes sont associés a une altération du
pancréas endocrine, avec I'absence de cellules exprimant l'insuline, le glucagon et la
somatostatine (Mitchell et al., 2004), bien que des cellules exprimant la CHGA soient
présentes et que le pancréas exocrine soit normal. La plupart des patients sont nourris
par voie parentérale et leur diabéte est traité a I'insuline. Le pronostic vital des patients
est trés différent selon le type de mutation présent : dans les formes les plus séveéres
de la maladie, le plus souvent associées a des mutations homozygotes provoquant
une perte de fonction totale de RFX4, les patients décédent durant les premiers mois
postnataux. Certains patients avec une forme moins sévére de la pathologie survivent
plus longtemps, en effet plusieurs cas de patients 4gés d'une dizaine d’année ont été
rapportes.

5.3. Mutation de ARX

Un nombre important de pathologies neurologiques graves sont associées a
des mutations du facteur de transcription ARX, traduisant son réle crucial dans le
développement du systeme nerveux. En effet, des mutations de ARX sont retrouvées
chez des patients atteints d’encéphalopathie épileptique, d’hydrocéphalie, de
lissencéphalie, de retard mental, ou encore des syndromes de Partington et de Proud
(Guerrini et al., 2007 ; Bienvenu et al., 2002 ; Bonneau et al., 2002 ; Kitamura et al.,
2002 ; Stromme et al., 2002). De fagon intéressante, environ la moitié des patients
présentant des mutations faux-sens et non-sens, provoquant une perte de fonction de
ARX, souffrent de diarrhée congénitale. En 2015, Terry et al. ont rapporté le cas d’un
patient présentant une expansion polyalanine dans ARX (mutation la plus fréquemment
retrouvée chez les patients) et souffrant, en plus de graves troubles du systeme
nerveux, d'une pseudo-obstruction intestinale chronique. Celle-ci se caractérise,
chez ce patient, par une intolérance a I'alimentation, révélée notamment par des

vomissements et des douleurs abdominales. Apres plusieurs chirurgies abdominales,
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le patient a d{ étre nourri par voie parentérale. D'un point de vue histopathologique,
ce patient ne présentait aucune altération apparente de la structure du tractus digestif
et pas de diminution du nombre de cellules entéroendocrines (marquées par CHGA).
En revanche, une diminution drastique du nombre de cellules productrices de CCK,
SST et GLP1 est observée. De fagon intéressante, les modéles murins avec une perte
de fonction de Arx présentent quant a eux une augmentation du nombre de cellules
a Sst (Beucher et al., 2012 ; Du et al., 2012).

Ainsi,unemeilleure compréhension desmécanismes quicontrolentladifférenciation
et la fonction des cellules entéroendocrines représente un enjeu majeur. Des
traitements tirant profit de |'effet incrétine du GLP1 sont d’ores et déja utilisés contre
le diabéte et I'obésité et des stratégies pouvant augmenter la sécrétion d’hormone
endogene représentent une piste prometteuse dans le développement de nouvelles
thérapies. De plus, ces cellules semblent posséder une certaine plasticité, illustrée par
les changements d’environnement nutritionnel et métabolique qui peuvent modifier
le nombre, I'activité et la sensibilité de ces cellules (Richards et al., 2016 ; Aranias
et al., 2015). Il serait alors intéressant de développer des molécules permettant de
modifier la distribution des sous-types entéroendocrines.

De nombreuses études du développement et de la fonction intestinale ont été
réalisées sur des modeles animaux in vivo et malgré la conservation entre les vertébrés,
tous les mécanismes cellulaires et moléculaires ne sont pas forcément transposables
a I'nomme (Nguyen et al., 2015; Gabdoulline et al., 2015; Schnerch et al., 2010).
Un effort a donc été accompli ces derniéres années pour développer des modeéles
humains in vitro. La diversité de ces modeles utilisés est exposée dans la partie ci-
apres.
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Partie 3. Modéles d'étude du développement et de la
différenciation intestinale

Historiquement les modeles animaux ont été les plus utilisés pour étudier
I'organogenese, et notamment celle du tractus gastro-intestinal, mais de nouvelles
approches plus récentes offrent la possibilité d'explorer les mécanismes moléculaires
régulant le développement embryonnaire humain. C'est le cas notamment d'un
certain nombre d’approches in vitro développées depuis I'avenement de la culture de
cellules souches pluripotentes et qui visent a mimer le développement embryonnaire
(Figure 21). Ces modeéles sont en constante progression et deviennent de plus en plus
complexes, dans un souci de reproduire un maximum des caractéristiques retrouvées
in vivo. Ces nouvelles approches permettent, en récapitulant les grandes étapes du
développement, de caractériser des évenements morphologiques et moléculaires
encore mal décrits. Ainsi, la mise en commun des données obtenues par le biais
des différents types de modeles devrait améliorer nos connaissances sur les aspects

moléculaires et physiologiques du développement.

Transfert de noyaux Dolly Facteurs de

de cellules somatiques la brebis reprogrammation hiPSCs
1958 1981 1997 1998 2006 2006 2007...
Cellules souches Cellules souches iPSCs de souris
embryonnaire de souris embryonnaires humaines

&f)
O=

Figure 21. Chronologie des découvertes majeures dans le domaine des cellules
souches

La reprogrammation génétique a vu le jour dés 1958 avec le premier clonage par
transtert nucléaire de cellules somatiques. Les cellules souches embryonnaires
dérivées de la souris (MESCs) ont été générées en 1981. Le premier clonage d'un
organisme animal entier en 1997, la célebre brebis Dolly, a été une avancée majeure
notamment aux yeux du grand public. Peu de temps apres, en 1998, les premiéres
ESCs dérivées de I'homme (hESCs) ont été génerées. Ces cellules étaient alors
les seules cellules pluripotentes humaines disponibles jusqu’a la découverte des
facteurs de reprogrammation en 2006 par Shinya Yamanaka, lui ayant valu le Prix
Nobel de médecine en 2012 et qui a permis la génération des iPSCs de souris et
humaine (hiPSCs). (Adapté de Abou-Saleh et al., 2018)

36



Introduction

1. Modeéles in vivo

L'approche la plus classiquement utilisée pour explorer les mécanismes du
développement consiste a étudier des espéces animales modéles en prélevant
des embryons a différents stades de développement ou en post-natal afin de les
analyser, notamment au niveau de l'expression des genes et des protéines. Au
cours des derniéres décennies, ces approches ont permis d’élucider de nombreux
mécanismes du développement des vertébrés. Les modeéles d'étude les plus utilisés
sont le poisson-zébre, la drosophile, le poulet, le xénope ou encore la souris. En effet,
ces organismes modeéles se sont tous avérés particulierement précieux dans |'étude
du développement de par leurs caractéristiques propres. De facon générale leur
reproduction est aisée en condition de laboratoire et leur développement est rapide.
Le xénope a par exemple été utilisé pour la relative simplicité technique a réaliser
des fécondations in vitro. Le poisson zebre possede quant a lui la caractéristique
d'avoir des embryons totalement transparents, permettant une visualisation des
tissus d'intérét suite a des marquages cellulaires facilitée. La plupart des études sur
le développement intestinal des vertébrés ont été menées sur le poulet et la souris.
Les embryons de poulet se développent rapidement et sont facilement manipulables
dans le cadre des expériences. Cependant, les outils de modification génétique sont
bien plus limités que chez la souris et il y a tout de méme des différences significatives
dans le développement intestinal entre le poulet et les mammiféres, ce qui limite les
comparaisons inter-espéces (Walton et al., 2016).

C'est dans ce contexte que les études sur la souris paraissent plus pertinentes,
d'autantplus qu'il existe de nombreux outils de modification génétique tissu-spécifique.
Ainsi, plusieurs souris génétiquement modifiées ont été générées et notamment des
souris déficientes pour certains genes impliqués dans le développement intestinal,
afin d'en déterminer le réle précis. C'est le cas par exemple des souris déficientes
pour Rfx6, dont la mutation a été induite dans tous les tissus (Rfx67) mais également
de maniere tissu-spécifique dans l'intestin (Rfx6%™) ou dans les cellules endocrines
(Rfx62End) et également dans l'intestin adulte de fagcon inductible au tamoxiféne
(Rfx624dn) (Piccand et al., manuscrit en préparation). Cependant, la longue durée
de reproduction nécessaire a |'obtention des lignées génétiquement modifiées et
la difficulté d'accés au tissu embryonnaire sont autant de limites a I'utilisation des
modeéles murins. De plus, malgré la forte similarité génétique (Waterston et al.,
2002) et la relative conservation des mécanismes développementaux, toutes les
découvertes faites chez la souris ne sont pas applicables a ’homme et ce, de facon
imprévisible, surtout compte tenu de nos connaissances limitées du développement
intestinal humain. Il est vrai que de plus en plus de données indiquent une corrélation
limitée entre 'homme et la souris, due aux différences physiologiques inter-espéces
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(Nguyen etal., 2015 ; Gabdoulline et al., 2015 ; Schnerch et al., 2010). L'accés au tissu
feetal humain ainsi que les nouvelles techniques de culture de tissu in vitro a partir de
cellules souches pluripotentes permettent maintenant d'étudier le développement de

I'intestin dans un modéle humain.

2. Modeéles in vitro

L'établissement de lignées de cellules souches embryonnaires (hESCs) a partir de
blastocystes humains (Thomson et al., 1998) ou plus récemment de cellules souches
pluripotentes humaines, dites induites (hiPSCs) (Figure 21) (Takahashi et al., 2007a
; Yu et al., 2007), a ouvert la possibilité de générer tous les tissus de |'organisme
humain, in vitro, en récapitulant les programmes de différenciation opérant in vivo.
Comme les hESCs, les hiPSCs sont des cellules pluripotentes pouvant se différencier en
plusieurs types cellulaires. Cependant, les hiPSCs sont issues de la reprogrammation
et la dédifférenciation de cellules somatiques humaines adultes gréce a un cocktail de
quatre facteurs de transcription : OCT4, SOX2, KLF4, cMYC (Takahashi et al., 2007b)
ou OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (Yu et al., 2007).

) Thérapie par
Développement remplacement

de med|Cyy cellulaire

Identification de cibles Cellules saines
thérapeutiques

. I

Modélisation de Thérapie
la pathologie cellulaire
Différenciation
Cellules somatiques in vitro
—~
Mécanismesde  Cellules impliquées - iPSC «corrigés»
la pathologie dans la pathologie génétiquement
e . %/ Oct4, Sox2 “
o KIf4, cMyc —-—
) ) A iPSC spécifiques %
Biologie du Différencix du patient Edition du
développement in vitro A génome

Figure 22. Potentiel des hiPSCs : approches thérapeutiques et modélisation

Les applications de cette technologie sont découpées en deux domaines principaux:
la thérapie cellulaire et la modélisation de pathologies. Les cellules somatiques
sont reprogrammées en hiPSCs grace a un cocktail de facteurs de transcription.
Ces hiPSCs peuvent d'une part étre génétiquement modifiées pour « corriger » la
mutation responsable de la pathologie. Ces hiPSCs corrigées sont différenciées
en tissu d'intérét et introduites dans le tissu affecté. D’autre part, elles peuvent
étre directement différenciées pour étudier le développement du tissu d'intérét,
les mécanismes de la pathologie et ainsi permettre l'identification de cibles
thérapeutiques. (Adapté de Stadtfeld et Hochedlinger, 2010)

38



Introduction

Ces nouveaux outils cellulaires sont utiles pour développer des modeéles de
pathologies mais également pour étudier la biologie développementale humaine,
tout en outrepassant les problémes éthiques que posaient |'utilisation des hESCs. Ils
ouvrent également des perspectives a plus long terme quant a la thérapie cellulaire.
En effet, les hiPSCs peuvent étre reprogrammées a partir des cellules somatiques de
patients puis génétiquement modifiées, par la technologie CRISPR/Cas? par exemple,
pour corriger la mutation responsable de la pathologie et les réintroduire dans les
tissus des patients apres différenciation in vitro. Ces hiPSCs peuvent également étre
utilisées dans le but de modéliser des pathologies ou de reproduire des mutations
afin d’en étudier les mécanismes et/ou d'identifier des cibles thérapeutiques pour
le développement de nouveaux médicaments (Figure 22). La découverte de la
reprogrammation cellulaire ainsi que les connaissances acquises au cours d'années
de recherche sur le développement ont permis I'élaboration de protocoles de
différenciation visant a reproduire le développement embryonnaire de différents
tissus in vitro (Figure 23). Une avancée importante dans le domaine de I"étude du
développement intestinal chez 'homme a été I'établissement par I'équipe de J. Wells
(Cincinatti Children’s Hospital Medical Center) d'un protocole robuste permettant de
générer des tissus intestinaux tridimensionnels a partir de cultures de hESCs et de

Figure 23. Différenciation in vitro dirigée des cellules souches pluripotentes en
divers tissus

La différenciation des cellules souches pluripotentes en tissus spécifiques nécessite
des conditions de culture et des facteurs de croissance précis, déterminés grace
aux nombreuses études du développement embryonnaire menées sur les modeles
animaux. Ce schéma représente une vue générale des tissus qu'il est possible
de reproduire mais n’est pas exhaustif, de méme que les facteurs de croissance
nécessaires a la différenciation de ces tissus ne sont pas tous indiqués.

(Lancaster et Knoblich, 2014)
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hiPSCs in vitro, grace a des facteurs de croissance et petites molécules mimant les
grandes étapes du développement embryonnaire intestinal et un systéme de culture
favorisant la croissance, la différenciation et la morphogenese intestinale (Spence et
al., 2011; McCracken et al., 2011) (Figure 24). Les étapes de ce protocole seront
largement détaillées dans la partie 1 des résultats ainsi que dans le matériel et
méthodes. Tout d’abord, les hiPSCs sont différenciées en endoderme définitif, qui est
en réalité un mélange d’endoderme et de mésoderme (Figure 23), mimant |'étape de
gastrulation par |'ajout d'activine A dans le milieu de culture pendant 3 jours. L'activine
A, membre de la famille des TGF-B, se lie au méme récepteur que Nodal, induisant
une signalisation intracellulaire similaire. Nodal, également membre de la famille des
TGF-B, est essentiel pour la formation de I'endoderme pendant la gastrulation chez la
souris. En effet, une forte expression de ce dernier induit la formation de I'endoderme
définitif tandis que des niveaux d'expression plus faibles induisent la formation du
mésoderme (Kubo et al., 2004 : D'amour et al., 2005). Ainsi, I'activine A est utilisée
in vitro pour reproduire la fonction de Nodal pendant la gastrulation (D’Amour et
al., 2005). Ensuite, les évenements de postériorisation sont récapitulés en traitant les
cellules avec les facteurs de croissance Wnt3a et FGF4 pendant 4 jours pour former
'intestin postérieur. FGF4 est exprimé par la ligne primitive et induit I'expression de
marqueurs postérieurs et la répression de marqueurs antérieurs de I'endoderme de
maniére dose-dépendante (Dessimoz et al., 2006).

A Développement
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Figure 24. La différenciation in vitro des cellules souches pluripotentes en

ﬁrgano'l'des intestinaux humains (HIOs) mime le développement embryonnaire
umain

(A) Représentation schématique du développement intestinal humain. MCI: Masse

Cellulaire Interne (B) Représentation schématique de la différenciation in vitro dirigée

des cellules souches pluripotentes humaines en organoides intestinaux. (Adapté de

Spence et al., 2011)
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Wnt3a active la voie canonique WNT/B-caténine qui, en agissant en synergie
avec FGF4, promeut la postériorisation de I'endoderme. Enfin, le milieu de culture
favorable a la morphogeneése intestinale composé de EGF, noggine et R-spondine et
la matrice permettant la croissance tridimensionnelle est ajouté pour former le tissu
intestinal en 3D. L'agoniste de WNT, R-spondine1, tout comme I'EGF, jouent un réle
essentiel dans la survie et la prolifération cellulaire (Sato et al., 2011 ; Abud et al,,
2005). Noggine est un polypeptide inhibant la transduction du signal TGF-B et dont
la fonction est de protéger les cryptes de |'action des BMPs, permettant ainsi aux
cellules des cryptes de continuer a proliférer (Crosnier et al., 2006). Lintestin ainsi
généré, appelé organoide intestinal (Human Intestinal Organoids - HIOs), possede
des caractéristiques majeures de I"épithélium intestinal humain, dont I'expression de
divers marqueurs spécifiques a ce dernier. D'autres tissus peuvent étre générés in
vitro a partir de I'endoderme définitif formé. En effet, I'inhibition spécifique de la voie
de signalisation BMP par |'ajout de |'antagoniste Noggine provoque la répression
du marqueur postérieur CDX2, I'activation du marqueur d'intestin antérieur SOX2
et la formation de sphéroides de tissu intestinal proximal. La postériorisation des
sphéroides formées par l'intestin primitif antérieur est accomplie par I'ajout d'acide
rétinoique a la fin du traitement WNT/FGF/Noggine et meéne ainsi a la formation de
sphéroides caractérisées par I'expression de SOX2 et HNF1B. La combinaison des
conditions de culture tridimensionnelle et de I'acide rétinoique permet la formation
d'épithélium SOX2/PDX1*, spécifique de I'antre gastrique (Human Gastric Organoids
- HGOs, McCracken et al., 2014). Des organoides de célon peuvent également étre
formés a partir des sphéroides intestinales générées lors de la différenciation in vitro
en HIOs, par I'ajout d'un milieu contenant du BMP qui permet la formation d'un
épithélium exprimant le marqueur distal SATB2 (Human Colonic Organoids - HCOs,
Munera et al., 2017).

3. Modéles ex vivo

Les modeles ex vivo désignent les expériences menées sur des tissus provenant
d’un organisme mais réalisées dans un environnement extérieur avec un minimum
d’altérations des conditions naturelles. C'est donc un moyen de conduire des
recherches sur des tissus dans des conditions plus contrélées qu’avec des expériences
in vivo, tout en risquant néanmoins de modifier I'environnement naturel. En utilisant
le principe des modeles in vitro, des cellules extraites des organes d'intérét peuvent
étre cultivées dans des boites de culture afin de déterminer les conditions de culture
optimales impliquées dans le renouvellement, la prolifération et la différenciation
cellulaire. Les expériences menées sur la souris ont pris une nouvelle dimension

avec la mise au point d'un systéme permettant de cultiver des échantillons de tissus
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intestinaux néonataux (Ootani et al., 2009). Les conditions de culture ont permis de
maintenir la prolifération et la différenciation au sein de I'épithélium intestinal jusqu’a
350 jours de culture. Cependant, au-dela, les zones prolifératives et la viabilité du
tissu commencent a se détériorer. C'est ainsi que les recherches se sont orientées vers
un systéme tirant profit de la manipulation des cellules souches en maintenant des
zones prolifératives fournissant de nouvelles cellules continuellement afin d'établir un
systeme de culture viable sur le long terme. Lidentification des cellules CBC exprimant
Lgr5 par des études de tragage cellulaire in vivo ont permis de mettre en évidence les
propriétés de cellules souches de ces cellules, c’est-a-dire leur auto-renouvellement
et leur caractere multipotent au regard de la différenciation cellulaire (Barker et al.,
2007). L'établissement d'un systeme de culture primaire d'intestin gréle a pu étre
établi a partir de ces cellules souches intestinales. En effet, en isolant des cellules
Lgr5* et en les cultivant de maniere appropriée, un systeme de culture dans lequel les
cellules se renouvelent continuellement et la différenciation des cellules épithéliales
est contrélée, a pu étre développé (Sato et al., 2009). Ces cellules souches isolées
sont capables de former des structures d'organoides in vitro, appelés entéroides
ou «mini-intestins», dans un environnement controlé et sous l'influence des facteurs
de croissance nécessaires a la régulation du renouvellement et de la différenciation
cellulaire (Sato et Clevers, 2013) (Figure 25).

Figure 25. Croissance d’une cellule souche Lgr5* en entéroide ex vivo

La chronologie de la croissance d’une cellule Lgr5* est illustrée du jour O (mise en
culture) au jour 13 (entéroide) par une série d'images de microscopie optique a
lumiére transmise. (Sato et al., 2009)
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Ces structures formées, tout comme les modeéles in vitro décrits, présentent
des caractéristiques histologiques similaires a I'épithélium intestinal in vivo, incluant
les différents types de cellules épithéliales différenciées (notamment des cellules
entéroendocrines) ainsi que les cellules souches et prolifératives. Les entéroides
peuvent ensuite étre dissociés et remis en culture pendant plus de 8 mois. Ce systéeme
représente donc le protocole optimal pour établir des cultures de cellules intestinales
a long terme et est particulierement utile pour I'étude de la régulation de l'auto-
renouvellement des cellules souches ainsi que la différenciation de |'épithélium
intestinal.

Jusqu’alors, les études sur la différenciation épithéliale se faisaient principalement
sur des lignées cellulaires épithéliales ou in vivo sur les modeéles animaux. Cependant
ces lignées généralement tumorales ne sont pas représentatives des cellules in
vivo et il y a un vrai intérét a |'établissement d’'un modéle ex vivo qui mimerait le
développement intestinal in vivo tout en ayant la flexibilité et praticité de la culture
cellulaire in vitro. Ainsi, depuis le développement du systeme murin ex vivo, des
efforts ont été fournis quant a I'application aux cellules souches intestinales humaines.
En effet, les conditions de culture ont été adaptées et des protocoles de culture
d'épithélium de célon humain ont notamment été mis au point (Sato et al., 2011). Les
entéroides représentent un modeéle préclinique de choix et ces outils pourraient servir
dans la biologie régénérative a travers |'expansion de |'épithélium intestinal ex vivo
(Foulke-Abel et al., 2014).

Bien que des cellules entéroendocrines soient présentes dans ces modeéles,
celles-ci sont peu nombreuses , comme c’est le cas in vivo, ce qui constitue une limite
a I'étude de ces cellules et de leur différenciation. Pour pallier a ces limitations, des
méthodes ont récemment été développées pour augmenter la production de cellules
entéroendocrines (Sinagoga et al., 2018 ; Petersen et al., 2018 ; 2015 ; 2014 ; Basak
et al., 2017). Ces avancées techniques seront développées en discussion.

Les progrés considérables réalisés quant a |'élaboration de modéles ex vivo et in
vitro sont également rendus possibles par des avancées techniques majeures comme
I"étude du transcriptome des cellules épithéliales sous forme de cellules uniques
(single cell) ou encore le développement d’outils performants permettant I'édition du
génome (CRISPR/Cas9). En effet la technologie CRISPR/Cas? peut étre appliquée aux
différents types d'organoides (entéroides et HIOs), afin d'inactiver des génes d'intérét
ou de corriger des mutations associées a des pathologies (Driehuis et Clevers, 2017).
Ces modifications peuvent étre induites dans les cellules souches pluripotentes avant
différenciation en organoide ou méme directement sur les organoides différenciés
(Fuji et al., 2015).
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Partie 4. CRISPR/Cas?9, outil de modification du génome

1. Historique et role dans lI'immunité adaptative chez les
procaryotes

Les techniques de modification du génome ont permis des avancées considérables
en biologie au cours des 60 dernieres années. Les premiéres nucléases permettant
la modification du génome, les ZFNs (Zinc-Finger Nucleases) et les TALENs
(Transcription Activator-Like Effector Nucleases), ont prouvé leur efficacité dans
beaucoup de modeles d'étude mais leur utilisation reste limitée par la nécessité de
créer des protéines spécifiques pour chaque site cible (Shen et al., 2014). Une nouvelle
technique de modification du génome permettant de contourner cette contrainte a
récemment été mise au point : la technologie CRISPR/Cas9. Les CRISPRs (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) et les protéines associées (Cas)
constituent un systéme naturel décrit dans beaucoup de procaryotes, incluant la
majorité des archées et un grand nombre de bactéries (Grissa et al., 2007). Cette
technologie repose sur un mécanisme jouant un réle dans le systéeme immunitaire en
tant que défense contre les infections virales (Jinek et al., 2012). Six types de systemes
CRISPR/Cas? ont été identifiés et sont divisés en deux classes selon la complexité
de leur mécanisme (Makarova et al., 2015). Sa principale caractéristique, partagée
par tous les types de systéme, est un locus contenant des répétitions de petites
séquences palindromiques (repeats) espacés par des séquences appelés spacers
a intervalles réguliers, qui partagent I'homologie de séquence avec les éléments
étrangers acquis lors d'infections par des bactériophages ou plasmides (Marraffini
et al., 2010). C'est I'expression de ce locus CRISPR qui a été identifiée comme étant
la composante clé de cette immunité adaptative. L'immunité médiée par CRISPR se
déroule en trois étapes distinctes : I'acquisition de I’ADN étranger, la biogenese de
I’ARN CRISPR (crRNA) et I'interférence de la cible (Figure 26). Effectivement, durant
la premiére phase dite d'adaptation, les acides nucléiques étrangers sont épissés en
petits fragments qui forment de nouveaux spacers qui sont intégrés au niveau des
loci CRISPR notamment grace aux protéines Cas1 et Cas2. Ces loci constituent ainsi
une mémoire génétique des «agressions» passées (Barrangou et al., 2007). L'analyse
des séquences protospacers, qui sont les séquences homologues aux spacers au
sein des acides nucléiques étrangers, a révélé la présence d'une petite séquence
nucléotidique conservée adjacente au protospacer, appelée motif PAM (Protospacer
Adjacent Motif).
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Figure 26. Mécanisme de |I'immunité adaptative médiée par le systeme CRISPR/
Cas de classe Il chez les procaryotes
Le mécanisme d'immunité se déroule en 3 étapes : |'acquisition ou immunisation,
la biogenése des crRNAs et l'interférence de I’ADN étranger. Lors de la premiere
étape, I'’ADN étranger est pris en charge et de petits fragments sont intégrés au
locus CRISPR en tant que spacers. Le complexe éjas‘?—RNase lll-tracrRNA permet la
transcription et la maturation des crRNAs. Ces crRNAs forment avec les tracrRNAs
un duplex associé a la Cas9 qui va reconnaitre les séquences complémentaires aux
spacers (protospacers) au sein de |’ADN étranger. Enfin, la Cas? induit la coupure
ouble-brin de I’ADN trois nucléotides en amont du motif PAM adjacent au
protospacer. (Fichtner et al., 2014)

La deuxieme étape consiste en la biogenese des crRNAs par la transcription du
locus CRISPR en précurseur de I’ARN CRISPR, appelé pré-crRNA, suivie de la maturation
en crRNAs qui possédent chacun un spacer spécifique flanqué de petites séquences
d’ARN (Brouns et al., 2008). Dans le systeme CRISPR/Cas de classe Il, par exemple, la
maturation des pré-crRNAs en crRNAs nécessite la présence de la nucléase Cas9, la
RNase Ill et le tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA). Le duplex crRNA-tracrRNA est
associé a la Cas9 pour former un complexe qui conduit a la troisieme étape, appelée
interférence. Pendant cette ultime phase, le crRNA du complexe ribonucléoprotéine
Cas%-crRNA-tracrRNA (crRNP) se fixe par appariement de bases complémentaires
sur le protospacer correspondant et recrute la Cas? pour la reconnaissance et la
destruction de la séquence complémentaire par coupure double-brin de I’ADN. La
Cas9, par ses deux domaines endonucléases distincts HNH et RuvC, induit la coupure
du protospacer trois nucléotides en amont du motif PAM. Le domaine HNH clive le brin
d’ADN complémentaire alors que le domaine RuvC clive le brin non-complémentaire
(Jinek et al., 2012). Le systeme CRISPR/Cas? de type Il et sa Cas? associée issu de la
bactérie Streptoccocus pyogenes est le mieux caractérisé et le premier utilisé en tant
qu’outil de biologie moléculaire, car du fait de sa simplicité et de sa taille, il présente

le plus d'avantages pour étre détourné au profit de I'édition génomique.
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2. Applications dans la modification de génome

Ce systéeme confére une technologie fiable et efficace pour modifier le génome
des cellules a des sites spécifiques de maniere précise. Sa premiére application a été
le développement d’'un seul ARN guide chimérique (sgRNA) a partir de la fusion du
tracrRNA et du crRNA qui maintient la capacité de guider la protéine Cas9 du systeme
CRISPR/Cas de classe Il a un site cible. En effet, le sgRNA conserve les éléments
critiques au fonctionnement de ce systéme mais ses deux fragments sont liés par une
boucle pour n'en former qu’un unique (Figure 27). Ce sgRNA est une séquence de 20
nucléotides (nt) complémentaire a la séquence d’ADN cible et possede une structure
tertiaire en double brin a I'extrémité 3’ qui lui permet de se lier a la Cas9. Tout comme
la forme originale retrouvée chez les bactéries, elle permet la reconnaissance de la
séquence cible et la coupure double-brin subséquente par la Cas? (Tsai et Joung,
2016 ; Ran et al., 2013a).

Figure 27. ARN guide chimérique (sgRNA) synthétisé pour remplir les fonctions
du duplex crRNA-tracrRNA

Le panneau de gauche présente le sgRNA synthétique mimant la fonction du
duplex crRNA-tracrRNA par la présence de ces deux éléments liés par une boucle.
Le panneau de droite présente le mécanisme naturel tel qu'il est présent chez les
procaryotes. (source: idtdna.com)

Cette coupure double-brin générée peut recruter des acteurs des deux voies de
réparation de I’ADN possible : le mécanisme sujet a erreur NHEJ (Non-Homologous
End Joining) ou le mécanisme fidéle HDR (Homology Directed Repair) (Tsai et Joung,
2016) (Figure 28). Les deux voies peuvent étre utilisées a des fins différentes selon la
modification génétique souhaitée.

En effet, en I'absence d'une matrice de réparation, c’est-a-dire d'une séquence
d’ADN flanquée de sites homologues a la séquence cible, la coupure sera réparée
par NHEJ, qui induira des mutations par le biais d‘insertions ou délétions (indel). Il
est possible de tirer profit de cette voie de réparation pour induire l'inactivation de
génes cibles puisque les indels générées dans les séquences codantes des génes
peuvent provoquer un décalage du cadre de lecture et/ou I'apparition d'un codon
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STOP prématuré. A l'inverse, le mécanisme par HDR peut entrainer des modifications
précises aux sites cibles grace a une matrice d’ADN exogéne. Cette matrice peut étre
sous forme d’ADN double-brin ou d'oligonucléotides simple-brin. Cela représente
un systéme intéressant pour générer des modeles de pathologies dans lesquelles
des mutations ponctuelles sont spécifiquement retrouvées dans certains genes.
Il représente également un challenge a plus long terme, pouvant permettre le
développement de moyens pour corriger des mutations associées a des pathologies
dans les cellules des patients.

Cas9

sgRNA

Q (—zl HNH
5 3

. . A coupure
géne cible Ydouble-brin
3 ¥
PAM cible

RuvC

mEm. T~ m

géne cible

matricede ™m—

réparation

géne cible

insertions/ codon STOP
délétions prématuré

L
®
S
S

Edition génomique ciblée

Figure 28. Mécanismes de réparation de la coupure double-brin générée par la
Cas?

La Cas? induit une coupure double-brin qui pourra étre réparée par deux mécanismes
différents : par recombinaison homologue (HDR) si une matrice de réparation
composée d'une séquence d’ADN flanquée de sites complémentaires a la cible est
disponible, permettant ainsi la modification précise du site, ou dans le cas contraire,
par jonctions d’extrémités non-homologues (NHEJ) qui induira des mutations de type
insertions ou délétions et possiblement |'apparition d'un codon STOP prémature.

Une version «humanisée » de la Cas9 du systéme de S.pyogenespermetaujourd’hui
de modifier le génome dans des cellules humaines, notamment dans les cellules
hiPSCs (Mali et al., 2013). Effectivement, une version optimisée de la Cas9 rendant
possible son fonctionnement dans les cellules humaines a été synthétisée et clonée
dans un systeme contenant le signal de localisation nucléaire (NLS) de |'antigéne T
du virus simien 40 (SV40) permettant son expression dans le noyau des cellules de
mammiféres. Les sgRNAs sont exprimés dans un vecteur sous contréle du promoteur
Ué de la polymérase Ill humaine. L'une des principales utilisations de I'outil CRISPR/
Cas9 consiste en l'inactivation de génes. C'est dans ce but que I'approche CRISPR a
été utilisée dans le cadre de ce projet de thése. A cette fin, deux stratégies différentes
ont été employées (Figure 29), I'une consistant en la délétion de domaines entiers du

47



Introduction

géne cible et I'autre en la délétion du codon initiateur ATG. La premiére stratégie est
rendue possible par |'utilisation de deux sgRNA qui permettent l'induction de deux
coupures double brin (par la Cas9) de part et d’autre de la séquence cible (Figure 29A).
La deuxiéeme stratégie utilise une version modifiée de la Cas9. Comme mentionné
précédemment, la Cas? est composée de deux domaines nucléases HNH et RuvC
qui permettent le clivage spécifique de chacun des deux brins d’ADN. Des mutations
volontairement induites dans ces domaines promettent des fonctions additionnelles
dans la modification génétique. Une mutation du dixieme acide aminé aspartate en
alanine (D10A) du domaine catalytique RuvC et une mutation de |'acide aminé 840
histamine en alanine (H840A) du domaine HNH rendent respectivement I'un des
deux domaines nucléases inactif, menant ainsi au clivage d'un seul brin d’ADN au lieu
de la coupure double-brin initialement provoquée. Cette nouvelle activité nickase
de la Cas9, appelée Cas9n, entraine une coupure simple-brin qui sera réparée par
recombinaison homologue grace au brin complémentaire qui sert alors de matrice
de réparation. Ce mécanisme étant plus fidele, il limite Iintroduction involontaire de
mutations indels dans I’ADN (Tsai et Joung, 2016). Néanmoins, |'utilisation d'une paire
de sgRNAs comme guides de la Cas9n, stratégie appelée double-nickase, autorise
le clivage simultané des deux brins d’ADN mimant ainsi une coupure double-brin,
a condition que les deux sgRNAs ciblent des séquences suffisamment proches. De
plus, cette stratégie augmente la spécificité de reconnaissance des cibles, de par
la nécessité de fixation simultanée des deux sgRNAs sur leurs séquences cibles
respectives (Figure 29B).

A Cas9 Cas9 B Cas9n Cas9n
sgRNA-1 SgRNA-2 SgRNA-1
: 3 HNH Q r_lz HNH Q [; HNH RuvC
¥ 3 5 cible PAM 3
A coupure A coupure A_ X coupure simple-brin
Y double-brin vdouble—bnn coupure simple-brin
, g 3 5
3 PAM cible PAM cible 5 PAM cible 111
RuvC RuvC RuvC HNH R sgRNA-2
C\‘ /iﬂ ATG }‘7
ge‘ne Cible m— CDS . . 1
U‘A géne cible _A/| cDS

Figure 29. Inactivation de géne : deux stratégies CRISPR/Cas9 possibles

(A) Stratégie permettant la délétion de larges domaines géniques par |'utilisation de
deux sgRNAs et de la Cas9, induisant deux coupures double-brin. (B) Stratégie de
double-nickase permettant |'excision du codon (ﬁinitiation, utilisant deux sgRNAs et
la Cas9n mutée D10A, induisant deux coupures simple-brin.
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3. Les limites de I'outil CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas? semble étre I'outil d'édition du génome parfait mais des
préoccupations majeures concernant sa spécificité d'action ont récemment vu le jour.
En effet, il peut mener a des coupures a des endroits non-ciblés, qualifiés d'effets off-
target, car le sgRNA peut se fixer sur des séquences pas entierement complémentaires
a sa propre séquence et ce, malgré la nécessité du motif PAM attenant a la séquence
cible (Tsai et Joung, 2016). Des outils in silico, notamment développés par le laboratoire
de Zhang (MIT, USA), permettent de prévenir ces effets en déterminant des sgRNAs a
haute spécificité de reconnaissance de la séquence cible, en leur attribuant un score
de fidélité. D'autres précautions peuvent étre prises pour contrecarrer ce probléme et
augmenter la spécificité, comme I'utilisation de la double-nickase (Ran et al., 2013b)
ou encore |'utilisation de dCas9 (sans activité endonucléase), fusionnée a une nucléase
Fokl (fCas?) (Guilinger et al., 2014).

Obijectif du projet de these

Dans ce contexte, I'objectif de mon projet de thése a été d'étudier les
conséquences de l'inactivation totale des facteurs de transcription NGN3, ARX,
PAX4 et RFX6 sur la différenciation entéroendocrine chez I'lhomme. Pour ce faire,
ces génes ont été inactivés par la technique CRISPR/Cas9 dans des cellules souches
pluripotentes humaines induites (hiPSCs), qui ont par la suite été différenciées in vitro
en organoides intestinaux humains (HIOs). Les HIOs ainsi générés ont été étudiés
par des approches transcriptomiques (RT-qPCR et RNA-seq) et d'imagerie cellulaire

(immunofluorescences).
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Matériel & Méthodes

Matériel & méthodes

1. CRISPR/Cas?

L'ensemble de la procédure expérimentale utilisée pour inactiver les genes par
la stratégie CRISPR/Cas? est largement inspiré des travaux du laboratoire de Zhang
publiés dans Nature Protocol en 2013 (Ran et al., 2013a).

1.1. Plasmides utilisés

Les plasmides utilisés dans le cadre de la stratégie de délétion d’exons entiers ont
été clonés par |'équipe de B. Reina San Martin a I'lGBMC (Figure 30A). Le plasmide
pX461 (Figure 30B) utilisé pour la stratégie de double-nickase provient de Addgene
(#48140) et les sgRNAs #22 et #17 ciblant le codon d'initiation de NGN3, ont été
clonés entre les sites de restriction Bbsl d'apres le protocole décrit en 1.2.

A B hU6 Bbsl

pSpCas9n(BB)-2A-GFP (PX461)

9289 bp Cas9n

EGFP

Figure 30. Plasmides CRISPR/Cas9

(A) Plasmides utilisés dans |a stratégie visant a la délétion d’exons entiers des génes
cibles et clonés par I'équipe de B. Reina San Martin (IGBMC). pX332 : les sgRNA-1
et sgRNA-2 ciblent la sequence codante codée par I'exon 2 de NGN3, pX333 : les
sgRNA-1 et sgRNA-2 ciblent les exons 2, 3 et 4 de PAX4, pX334 : les sgRNA-1 et
sgRNA-2 ciblent I'exon 1 de ARX, pX336 : les sgRNA-1 et sgRNA-2 ciblent les exons
1 et 2 de RFX&. lls contiennent les séquences des deux sgRNAs, la séquence codant
la Cas9 fusionnée a un marqueur fluorescent eGFP (enhanced GFP) ou mCherry,
ainsi qu‘une cassette de résistance a I'antibiotique puromycine ou néomycine. (B)
Plasmide pX461 utilisé dans la stratégie de double-nickase dans lequel les sequences
des sgRNA#17 ou #22, ciblant le codon d'initiation de NGN3, ont été clonées entre
les sites de restriction Bbsl. Il contient la séquence codant la Cas9 nickase (Cas%n),
le marqueur fluorescent eGFP et la cassette de résistance a I'ampicilline.
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1.2. Clonage des sgRNAs dans les plasmides pX461

Le protocole utilisé a été développé par le laboratoire de Zhang et est disponible
en version détaillée sur la plateforme Addgene (https://www.addgene.org/crispr/
zhang). Les oligonucléotides sgRNAs #22 et #17 (Figure 31) sens et antisens ont été
phosphorylés et hybridés afin de former des duplex d’ARN. Une étape unique de
digestion par les sites de restriction Bbsl et de ligation a été réalisée pour cloner les
duplex d'oligonucléotides sgRNAs dans le plasmide pX461 contenant la Cas9n et
la GFP (Addgene) (Figure 30B). Des bactéries chimiocompétentes Escherichia coli
TOP10 ont ensuite été transformées avec les plasmides contenant les sgRNAs (pX461-
sgRNA#22 et pX461-sgRNA#17). LADN plasmidique des colonies a été purifié en
utilisant le kit NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel) et analysé par séquengage
(GATC Biotech) a |'aide des amorces indiquées par Addgene : Seq sgRNA F (sens)
et Seq sgRNA R (antisens) pour valider la présence des sgRNAs dans les plasmides
(Figure 32).

Geéne | Cible sgRNA Séquence PAM | Brin Score Chromosome
Off-target
5'E2 hNGN3-1 [GCGCAGTCCGCGATTCCG AGG - 95
2 3'E2 hNGN3-2 |TTTGAGGGCCGCCGCCGT CGG - 96
g 5'ATG | sgRNA #22 [GTTGAGGCGTCATCCTACGG | CGG - 95 Chr 10
3'ATG | sgRNA #17 [TGTCCAAGTGACCCGTGAGA | CGG + 86
% 5'E2 hPAX4-1 |GCCAACTCTCCTGATCTA AGG - 82 chr 7
a 3'E4 hPAX4-2 |CACCACCTAGTTGATGGC AGG + 82
é 5'E1 hARX-1 |TACCGCTTGTCCTGAGCG CGG + 86 Chr X
< 3'E1 hARX-2 |GCGTTAAACATCTAGCCA GGG + 83
I~ 5 E1 hRFX6-1 |AGAAAGGACGCCGCGCAC AGG - 92 chr 6
e 3’ E2 hRFX6-2 |GGCTGTTAAAACGTCAAC AGG - 86

Figure 31. Tableau récapitulatif des sgRNAs utilisés pour cibler les génes d'intérét
Les régions géniques cibles des sgRNAs et leurs séquences sont indiquées. Le score
Off-target représente la spécificité des sgRNAs : plus le score est élevé, plus la
fidélité des sgRNAs est élevée.

1.3. Surveyor®: détection de mutation

L'efficacité de clivage de la séquence cible par la Cas? via les différents sgRNAs
a été testée grace au kit Surveyor® Mutation Detection kit (IDT), dont le principe est
décrit dans la partie 2 des résultats. Aprés transfection des cellules HEK293T avec
les plasmides pX461-sgRNA#22 et pX461-sgRNA#17, I'’ADN des cellules transfectées
a été extrait et la séquence cible de NGN3 a été amplifiée par PCR a l'aide des
amorces sens F3 et antisens R3 (Figure 32). Une PCR contrdle a été réalisée sur des
échantillons d’ADN plasmidique G et C fournis dans le kit. LADN a été dénaturé puis
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hybridé pour former des duplex d’ADN sauvage et muté. LADN a ensuite été digéré
par la nucléase Surveyor (nucléase S) qui reconnait les mutations et clive ’ADN a
I'endroit des mésappariements en présence de |'enhancer S et 15 mM de MgCl.. Le
produit de digestion a été analysé par électrophorése sur gel d’agarose 2% (p/v).

2. Matériel biologique

2.1. Cellules HEK293T

Origine et culture

Les cellules HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) dérivent de cellules
embryonnaires humaines de rein et expriment |'antigéne T du virus simien 40 (5V40)
de maniére stable (Graham et al., 1977). Ces cellules ont été utilisées dans le cadre
des tests de fonctionnalité des sgRNAs et de la Cas9 (Surveyor). Les cellules HEK293T
ont été cultivées dans des flasques T75 (Falcon) dans du milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium ; Invitrogen) a 1 g/L de glucose, supplémenté de 10% (v/v)
de FCS (Fetal Calf Serum ; Invitrogen), 100 mg/mL de pénicilline et streptomycine
(Invitrogen) et incubées a 37 °C en présence de 5% de CO,. Les cellules ont été

passées deux fois par semaine en les décollant a |'aide de trypsine diluée, puis en les
diluant au 1/15% dans du DMEM.

Transfection

Les cellules ont été transfectées avec|’ADN plasmidique grace a la Lipofectamine™
2000 (Invitrogen), qui permet I'endocytose de I’ADN par formation de liposomes
cationiques. La veille de la transfection, les cellules ont été comptées grace a une
cellule de numération Blirker et 6,5x10* cellules ont été réparties dans du milieu
DMEM sans antibiotiques. Elles ont ensuite été incubées 24h a 37°C en présence
de 5% de CO,. La transfection a été effectuée selon les indications du fournisseur
et lorsque les cellules ont atteint une confluence d’environ 70%. La lipofectamine
et I’ADN plasmidique dilués dans du milieu Opti-MEM (Invitrogen) ont été ajoutés
a un ratio 1:1. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 24h et l'efficacité de
transfection a pu étre estimée grace a I'expression de la GFP dont le gene est contenu
dans le pX461.
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2.2. hiPSCs

Origine et culture

La lignée de cellules hiPSCs utilisée nous a été fournie par I'équipe de S.Viville a
I"lGBMC. C’est une lignée issue de fibroblastes dermiques primaires, appelée CPRE2,
provenant de la biopsie cutanée d'une femme agée de 38 ans souffrant d'obésité. Ces
cellules ont été reprogrammées en cellules pluripotentes par infection virale a |'aide
de vecteurs lentiviraux portant une cassette monocistronique exprimant les génes
ONSL pour OCT4, NANOG, SOX2, LIN28 (Jung et al., 2014). Les cellules hiPSCs,
appelées LV37, ont été cultivées dans des boites de culture P35 (Falcon) recouvertes
de Matrigel hESC-qualified (BD Biosciences) en présence de mTeSR1 (Invitrogen) et
incubées a 37°C en présence de 5% de CO,. Le milieu a été changé tous les jours et
le passage s’est fait tous les 6 jours environ. Lors des passages, les colonies sujettes
a de la différenciation spontanée ont été éliminées en les grattant avec un céne de
pipette. De la dispase a 1 mg/mL (Invitrogen) a été ajoutée pour décoller les cellules
qui ont été grattées a |'aide d'un scraper (Dutscher). Les colonies ont été broyées en
faisant des allers-retours avec une pipette et les particules formées, réensemencées de
maniere homogéne sur du Matrigel en présence de mTeSR1. Les produits notamment
nécessaires a la culture des hiPSCs sont répertoriés en figure 34.

Transfection

La transfection des hiPSCs a été réalisée grace au kit Amaxa® Human Stem Cell
Nucleofector® Starter Kit (Lonza). 2-3h avant la transfection, le milieu des cellules a été
remplacé par du mTeSR1 additionné de Rock inhibitor Y27632 & 1/1000 (Invitrogen).
Les cellules ont été rincées avec du PBS 1X stérile puis détachées avec de I'accutase
(Invitrogen) et incubées 6 min a 37°C afin d’obtenir des cellules isolées. L'accutase a
été inactivée a 'aide de milieu F15 (4,5 g/L DMEM-F12, 15 % sérum ES, pénicilline et
streptomycine 100X, 0,1 mM B-mercaptoéthanol). Apres centrifugation pendant 4 min
a 140g, les culots ont été repris dans du mTeSR1 additionné de Y27632 (1/1000) et le
nombre de cellules a été compté a I'aide du Z1 Coulter Counter (Beckman Coulter).
800 000 cellules ont été utilisées par transfection, et centrifugées 4 min a 140g. Le
culot a été repris dans 100 pL de solution de nucléofection 2 supplémentée. 5 ug
d’ADN total ont été ajoutés aux cellules qui ont été électroporées avec le programme
BO16 du Amaxa® Nucleofector®. Le contenu des cuvettes a été transféré dans du
mTeSR1 additionné de Y27632 (1/1000) et ensemencé dans des boites de culture
P60 recouvertes de Matrigel. Les cellules GFP* ont été triées au FACS le lendemain

et réensemencées.
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Génotypage des clones

Les hiPSCs ont été récoltées dans du tampon de lyse (100 mM Tris HCIl pH 8,5,
200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS) apres avoir été rincées au PBS 1X. L'extraction
au phénol-chloroforme de I'ADN génomique a été réalisée puis la concentration
d’ADN a été mesurée dans du tampon TE 1X (10 mM Tris HCl pH 8, 1 mM EDTA)
au NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific). 100 ng d’ADN ont été utilisés par réaction
d'amplification PCR réalisée avec la polymérase Expand High Fidelity (Roche) et 5%
de DMSO. Les différentes amorces ciblant les génes d'intérét sont listées dans le
tableau de la figure 32. Les stratégies de génotypage seront présentées pour chaque
géne dans la partie des résultats dédiée. Les produits PCR ont ensuite été analysés
par électrophorése sur gel d'agarose 1% (p/v) et purifiés grace au kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) avant séquencage de I'’ADN (GATC Biotech).

Nom de I'amorce Séquence 5' — 3' Fonction
F1 AGAACGCTGGGATACTATCTACAA
F2 CTAGTCAGGACAATGAGCTCGT
. F3 CTTTGTCCGGAATCCAGCTG
% R1 CATAGGAGAGAAAGAGAGATGCAAG
s R2 CTCCAGAAAGAGTGTCATCCCT
R3 TACAAGCTGTGGTCCGCTAT
R4 TCAGTGCCAACTCGCTCTTAG ]
< F1 CTTCGGCCAACACTAAAGGG _%
gt: F2 CCAACACACACCCATCCAT é
R1 TGAGGATAACAGGTTCGGGG %
F1 GTGCCCCAATAGTGTACCTGAAAG iy
© F2 CTGGGGCTCCGCTGGGGAAC %
E R1 CACAGTTCATCTTATGGAGTATACAC \%
R2 TTAACTTCAAAGGAGTAGCCTACTGG O]
R3 CCAGGTACACTGTTTCTTCC
F1 AGATCCAGTCCTCAGCCAAC
<« F2 TCTGGGACTTGGGTCACTTC
é F3 GTCTTATAGCCTCCTCCTGTCC
. R1 AGGACTCTCTGACCCTCCAT
R2 ACCTCAATTTTCTTCTGCTGGG
§ SeqsgRNAF  |GAGGGCCTATTTCCCATGAT Séquencage
. SeqsgRNAR  |GGGCGTACTTGGCATATGAT pX461
Figure 32. Amorces utilisées pour les amplifications PCR du génotypage des
clones hiPSCs et pour le séquencage du plasmide pX461
F (Forward) = amorce sens; R (Reverse) = amorce antisens
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2.3. Génération et maintien des HIOs

2.3.1. Différenciation intestinale in vitro

Une version extensive du protocole de différenciation in vitro, rédigée a partir du
protocole publié par Spence et al. (2011), est disponible en annexe 2. En résumé,
les hiPSCs ont été passées lorsqu’elles ont atteint une confluence de 70-80%. Les
cellules ont été passées avec de |'accutase de maniéere a obtenir des cellules isolées.
La suspension cellulaire a été placée dans un Falcon de 15 mL et centrifugée a 200g
pendant 4 min. Le surnageant a été retiré et le culot resuspendu dans du mTeSR1
supplémenté de Y-27632 (1/1000). Les cellules ont été homogénéisées et un aliquot
a été récupéré afin de compter les cellules a I'aide d’une cellule de Neubauer. 420
000 cellules ont été ensemencées par P35 avec du mTeSR1 supplémenté de Y-27632
(1/1000). Les cellules ont été réparties de maniére homogene dans les boites de
culture et cultivées pendant 2 a 3 jours pour atteindre une confluence de 90-95%.
La différenciation a ensuite été initiée. Les étapes de la différenciation et les milieux
utilisés sont détaillés sur la figure 33. L'ensemble des produits utilisés dans le cadre
de la culture et la différenciation des hiPSCs est listé en figure 34.

2.3.2. Passage des HIOs

Les HIOs ont été passés apres environ 14 jours de culture pour permettre leur
expansion. lls ont été mécaniquement dissociés du Matrigel, rincés dans du milieu
Advanced DMEM-F12 et coupés en deux a I'aide d'un scalpel stérile. lls ont ensuite
été réensemencés dans un nouveau déme de Matrigel avec du milieu IDM dans de
nouvelles plaques 4 puits (nunc) a raison de 8 HIOs par puits, ou récoltés dans le cadre

des analyses.

3. Analyses transcriptomiques

3.1. Extraction d’ARN

HIOs

Les HIOs ont été mécaniquement dissociés du Matrigel, récoltés puis rincés au
PBS 1X. L'extraction d’ARN a été réalisée avec le kit RNeasy Mini (Qiagen). Les HIOs
ont été placés dans un tube eppendorf contenant 350uL de tampon de lyse RLT et ont
été broyés et homogénéisés a |'aide d'une aiguille et d'une seringue. Les échantillons
ont ensuite été traités selon le protocole du manuel d'utilisation du kit. Un échantillon
correspond a I'’ARN extrait d'une quinzaine de HIOs.
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Figure 33. Protocole de différenciation in vitro des hiPSCs en HIOs

L'échelle temporelle indique la chronologie des différents stades de différentiation,
JO étant ici 'ensemencement des hiPSCs. Les milieux utilisés et leur composition
sont détaillés. DE : Definitive Endoderm, MHG : Mid-Hind Gut, IDM : Intestinal

Differentiation Medium.

Produit Fournisseur Référence
Noggine R&D 6057-NG-100
EGF R&D 236-EG-01M
R-Spondine 1 Peprotech 120-38
Whnt-3a R&D 5036-WN-010
Activine A R&D 338-AC-010
FGF-4 R&D 235-F4-025
CHIR99021 Tocris 4423
B27 Thermo Fisher 17504044
Y27632 Miltenyi Biotec 130-095-563
Matrigel hESC-qualified matrix BD 354277
Matrigel BMM GFR Phenol Red-free Corning 356231
HEPES service culture/Invitrogen 15630-080
Dispase Invitrogen 17105-041
DMEM-F12 Invitrogen 11320-074
Advanced DMEM Invitrogen 12634-010
RPMI 1640 Invitrogen 61870-010
dFBS Thermo Fisher 10270098
L-Glutamine Sigma G7513
mTeSR1 basal medium Stemcell Technologies 85851
mTeSR1 5X supplement Stemcell Technologies 85852
p/s Invitrogen 15140-122
plaques 4 puits Nunc Thermo Fisher 176740
scrapper Dutscher 199010

Figure 34. Liste des produits utilisés pour la culture et la différenciation in vitro
des hiPSCs en HIOs
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La qualité et la concentration des ARNs ont ensuite été déterminées par la
plateforme GenomEast a 'lGBMC.

hiPSCs

Les hiPSCs ont été récoltées dans du trizol (TRI Reagent®, Life Technologies)
et I'’ARN a été extrait selon le manuel d'utilisation fourni par le fabriquant. LARN a
ensuite été resuspendu dans de |'eau sans RNAses.

Geéne Séquence 5' = 3' RefSeq
3.2 RT_q PCR ATCACCATCCGGAGGAAAG
o= CDX2 NM_001265.4
TGCGGTTCTGAAACCAGATT
. s, . . s GCGGTTTTGAAGATGAACTCTC
CHGA NM_001275.3
Les ARNs extraits ont été traités T CITCCACCGCCTCTT R
a la DNase | (Roche) afin d'éviter les FaBp2 | CAATCTAGCAGACGGAACTGAA NM_000134.3
L , i . CCGTTTGAATTTTCCAATAAGTTT
contaminations avec de ’ADN génomique y |ccecTACTeGTaTARTGATGG T
, , - GCGATG GCAG - '
avant |'étape de rétrotranscription. Les AT ATeTAT oA
o . MUC2 GCTGCTATGTCGAGGACACC NM 002457 3
sondes et amorces utilisées pour cibler GGGAGGAGTTGGTACACACG -
N . J TTTTGCGCCGGTAGAAAG
les génes d'intérét sont des sondes UPL NGN3 NM_020999.2
GGGCAGGTCACTTCGTCTT
(Universal Probe Library, Roche) (Figure RFX6 :;Z‘;i‘;’:_‘ﬁ:ﬁ:i“gf:fw NM_173560.1
35). Les réactions ont été effectuées avec le x| GCACCACGTTCACCAGCTA M 1390582
. . CAGCCTCATGGCCAGTTC - '
kit LightCycler® 480 Probes Master (Roche)
i o LMX1A TGGAGGAGAACTTCCAAAGC NM 177398.3
et suivant un programme réalisé dans le AGCCCTCGCAGACAGACTT i}
. . CGAGGGCCTTCAGTACTCC
LightCycler 480 Il (Roche). Les cycles seuils || N2 | < ecaccrreacT NM_002509.3
(Ct) des génes d'intérét ont été normalisés TpHy || TOGAAGATGTCTCCAACTTTTTA |\ 0541792
. . ; .F 3 AAACCTGATAAGAAATCTCTTGGTG
par rapport a ceux du gene de référence ssT 22223:2@?;2@212?:6 NM_001048.3
RPLPO (ACt : Ct_, - Ct,,,,) et le niveau
gene RPLP ocra CAATTTGCCAAGCTCCTGA
d’'expression relatif a été calculé selon la AGATGGTCGTTTGGCTGAAT
AGATGCCTCACACGGAGACT
-ACt NANOG NM_024865.2
formule 24<. TTTGCGACACTCTTCTCTGC -
soX2 GGGGGAATGGACCTTGTATAG NM_003106.3
3 3 RNA Seq GCAAAGCTCCTACCGTACCA
e LIN28A GAAGCGCAGATCAAAAGGAG NM_024674.4
GCTGATGCTCTGGCAGAAGT
Les ARNs extraits ont été confiés a la RpLPO | TCTACAACCCTGAAGTGCTTGAT NM_001002.3
. CAATCTGCAGACAGACACTGG
plateforme GenomEast a I'lGBMC qui a
entrepris le séquencage par la technologie |Figure 35. Amorces UPL utilisées pour
les expériences de RT-qPCR

lllumina HiSeq 4000 Sequencing. Les
données brutes ont ensuite été traitées et
analysées par la bioinformaticienne de I'équipe, C. Vagne qui s’est également chargée
de la rédaction de cette section du matériel et méthodes.

Pour les deux jeux de données de RNASeq (518202 - NGN3et S18103 - RFX67), la
procédure d'analyse a été la suivante. Les fichiers fastq ont été filtrés : les adaptateurs
et les séquences de mauvaise qualité ont été supprimés a I'aide du logiciel cutadapt
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(Martin, 2011). Les reads s'alignant sur les séquences d’ARNFr (identifiés avec Bowtie2
(Langmead et Salzberg, 2012)) ont également été écartés de I'analyse. Aprés ce
prétraitement, les reads ont été alignés sur le génome humain hg38 a I'aide du logiciel
STAR (Dobin et la., 2013). La quantification du nombre de reads par géne a été réalisé
avec HTSeq (Anders et al., 2015) et la base de données d'annotation Ensembl version
90 (Aken et al., 2017). La normalisation des données de comptage a été effectuée
a I'aide de la méthode implémentée dans le package R: DESeq?2 (Love et al., 2014).
Pour représenter les données, une analyse en composante principale (ACP/PCA) et
une heatmap fondée sur le coefficient SERE (Schulze et al., 2012) (qui permet de
mesurer de maniere fiable la différence entre deux échantillons de RNA-Seq) ont été
réalisées.

L'analyse de |'expression différentielle a également été effectuée avec DESeq2
(Love et al., 2014). Elle a permis d'identifier les genes différentiellement exprimés
entre les HIOs RFX67 et CTRL d'une part (S18202), ainsi qu’entre les HIOs NGN3" et
CTRL d'autre part (518103).

Concernant le projet S18103 (RFX6" vs CTRL), I'effet batch a été pris en compte
dans le modeéle de DESeq2, car les deux échantillons provenant d’'une expérience
différente (LNMR102 et LNMR103) présentaient un profil différent, comme le
suggéraient I'’ACP et le coefficient SERE. L'effet batch n'a en revanche pas été pris
en compte pour le projet S18202 (NGN3” vs CTRL). En effet, I'ACP et le coefficient
SERE indiquait qu'il n’existait pas d'effet batch affectant les données. Une analyse
différentielle complémentaire, toujours réalisée avec DESeq2, a montré qu’aucun
géne n’est significativement différentiellement exprimé entre les deux batchs.

L'analyse fonctionnelle a été réalisée avec le package R GAGE (Luo et al., 2009), en
prenant comme données d’entrées les log fold-change (logFC) calculés par DESeq2
(apres une opération de « shrinkage »). Cette méthode permet de déterminer si un
ensemble de génes ayant une fonction commune est sur-représenté parmi les génes
différentiellement exprimés. Les ensembles de génes testés sont ceux répertoriés
dans la base de données MSigDB version 6.2. Les génes sur- et sous-exprimés ont
été analysés de maniere indépendante.

4. Histologie

4.1. Immunofluorescences sur HIOs entiers/in toto (whole-mount)

Les HIOs ont été mécaniquement dissociés du Matrigel, récoltés puis rincés au

PBS 1X. lls ont ensuite été fixés dans du PFA 4% 2h a 4°C, puis rincés 3 fois 10
min dans du PBS + 0,2% Triton. Les HIOs ont été incubés dans du Tris-HCI pendant
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5 min a température ambiante, puis 15 min a 70°C pour le démasquage des sites
antigéniques. lls ont a nouveau été lavés 3 fois 10 min dans du PBS + 0,2% Triton.
L'étape de blocage a été réalisée dans du PBS + 0,2% Triton + 5% de sérum d'ane
pendant 2h & température ambiante. L'anticorps primaire (Figure 36A) a été dilué
dans la solution de blocage et incubé pendant 1 a 3 jours a 4°C. Des lavages ont
ensuite été réalisés dans la solution de blocage 3 fois 45 min a température ambiante,
puis dans du PBS + 0,2% Triton 3 fois 20 min et enfin 2h a nouveau dans la solution de
blocage. L'anticorps secondaire (Figure 36B) dilué dans la solution de blocage a été
ajouté pendant 2 a 4 jours a 4°C. Les HIOs ont ensuite été lavés dans du PBS + 0,2%
Triton 3 fois 30 min et montés dans une boite de Pétri spécifiquement congue par la
plateforme d'imagerie de I'lGBMC pour imager les HIOs montés dans un déme de
UltraPure™ Low Melting Point Agarose (Invitrogen) 0,8%.

A
Antigene cible Origine Référence Concentration
CDX2 souris BioGenex AM392-5M 1/500
CHGA lapin DakoCytomation A0430 1/500
NGN3 mouton R&D AF3444 1/200
GLP1 chevre Santa Cruz sc-7782 1/200
GIP chévre Santa Cruz sc-23554 1/200
5-HT chevre Abcam ab66047 1/2000
SST chévre Santa Cruz sc-7819 1/200
E-CADH lapin Abcam ab53033 1/300
FOXA2 souris Abcam ab60721 1/500
SOX9 lapin AbCys SA VPA 5535 1/500
SOX17 chevre R&D AF1924 1/500
B
Espeéce cible | Fluorochrome | Origine Référence Concentration

souris Jackson 715-485-150 1/500
Jackson 715-506-150 1/500
R Jackson 705-485-147 1/500

chevre R
ane Jackson 705-505-147 1/500
lapin Jackson 711-546-152 1/500
Jackson 711-505-152 1/500
mouton Jackson 713-165-147 1/500

Figure 36. Anticorps utilisés pour les immunofluorescences et analyses au FACS
(A) Anticorps primaires (B) Anticorps secondaires
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4.2. Transparisation

La transparisation a été réalisée apres |'immunofluorescence et le montage des
HIOs. Elle consiste en des bains successifs de fructose a concentration croissante
sous agitation : 45% (p/v) pendant 4h, 70% pendant 4h puis 90% sur la nuit. Un
bain supplémentaire a 110% de fructose peut étre réalisé pour les échantillons plus
denses. Les solutions de fructose ont été additionnées de 0,5% de a-thioglycérol. Les
HIOs ont été imagés dans la derniére solution de fructose utilisée.

4.3. Imagerie

Les images de culture cellulaire et de différenciation ont été prises avec un
microscope optique a lumiere transmise inversé (Leica). Les immunofluorescences ont
été imagées avec un microscope optique a épifluorescence inversé (DMIREZ2, Leica)
ou un macroconfocal (LSI, Leica) ou encore un microsope confocal droit (SP5, Leica).
Les images d’essais de transparisation des HIOs ont été prises avec un microscope
confocal multiphoton droit (SPBMP, Leica).

5. Analyse au FACS

Les cellules ont été rincées avec du PBS 1x et dissociées avec de la dispase dans
un tampon contenant du HBSS -Ca, -Mg, FCS et EDTA 0,5M. La suspension cellulaire
a été passée dans un filtre 70 pm et les cellules ont ensuite été fixées dans du PFA 4%
20 min a 4°C. Les cellules fixées ont été perméabilisées dans du PBS contenant 5% de
DS et 0,2% de Triton X100 pendant 30 min a 4°C. Les cellules ont été incubées avec
I"anticorps primaire (Figure 36A) dans du PBS contenant 5% de DS et 0,1% de Triton
X100 sur la nuit a 4°C. Le lendemain, les cellules ont été lavées avec du PBS puis
incubées avec |'anticorps secondaire (Figure 36B) dans du PBS contenant 0,1% de
Triton X100 pendant 45 min a temperature ambiante. Les cellules ont été analysées
au FACS BD LSRFortessa.

6. Analyses statistiques

L'analyse statistique des données de RT-gPCR a été faite a l'aide du logiciel
Graphpad Prism, en utilisant le test non-paramétrique U de Mann-Whitney, en raison
des faibles effectifs étudiés. Les différences sont jugées significatives si p<0,05. Les
données sont représentées par la moyenne * erreur type.
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Résultats

Résultats

La premiere partie de cette section dédiée aux résultats concernera la mise au
point et 'optimisation du protocole permettant |'obtention des HIOs a partir des
hiPSCs. La deuxieme présentera les étapes de la génération des différents clones
hiPSCs déficients pour les génes codant les facteurs de transcription d'intérét
(NGN3, RFX6, ARX et PAX4). Les troisiéme et quatrieme parties décriront les résultats
obtenus par |'analyse phénotypique des HIOs dérivés des clones NGN3” et RFX6™"

respectivement.

Partie 1. Optimisation de la production d'organoides
intestinaux humains (HIOs)

Durant les derniéres décennies, la recherche en biologie du développement a
permis d'élucider de nombreux mécanismes du développement des vertébrés,
notamment grace a des modeéles d'étude comme le poisson-zébre, le poulet, le xénope
ou encore la souris. Ces découvertes ont pu étre exploitées in vitro suite a I'émergence
des cultures de cellules souches embryonnaires humaines (Thomson et al., 1998)
et la reprogrammation des cellules telles que les fibroblastes, en cellules souches
pluripotentes humaines induites (Takahashi et al., 2007). En effet, nos connaissances des
voies de signalisation et des cascades de régulation transcriptionnelle impliquées dans
le développement in vivo nous permettent maintenant de mimer le développement
in vitro et ainsi, de générer des tissus spécifiques afin d'étudier le développement
chez I'homme et certains processus physiologiques et pathologiques.

C'est dans ce contexte qu'un protocole robuste permettant de diriger la
différenciation de cellules souches pluripotentes humaines (hESCs et hiPSCs) en tissu
intestinal in vitro a été publié en 2011 par |'équipe de J.Wells (Cincinatti Children’s
Hospital; Spence et al., 2011). Il offre la possibilité de récapituler le développement
intestinal embryonnaire par |'utilisation consécutive de facteurs de croissance agissant
sur les voies de signalisation connues pour leur implication dans le développement
intestinal chez les vertébrés (Zorn et Wells, 2009) et un systeme de culture favorisant
la croissance tridimensionnelle et la morphogenése intestinale (Spence et al., 2011;
McCracken et al., 2011; Sato et al., 2009).

Anthony Beucher, un ancien post-doctorant de I'équipe, a pu mettre en place
cette technologie au laboratoire suite a une formation dans le laboratoire de J.Wells.
Cependant, au commencement de ce projet de these, la qualité et I'efficacité de la
différenciation n’avait pas été établies.
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De plus, le protocole initial datant de 2011 a depuis été révisé pour en améliorer
I'efficacité et la fidélité du modéle (Workman et al., 2017; Watson et al., 2014). De ce
fait, le protocole de différenciation a d’abord été testé et optimisé dans nos conditions
expérimentales, avant d'étre utilisé en tant que modéle d'étude de la régulation
transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine.

1. Controle qualité des étapes clés du protocole de
différenciation des HIOs in vitro

Les étapes clés du développement récapitulées dans le protocole in vitro incluent
la formation de I'endoderme définitif, la régionalisation postérieure de I'endoderme,
la formation du tube digestif et la croissance et morphogenése intestinales. Ces
étapes sont récapitulées sur la frise temporelle en figure 37.

L'efficacité de la différenciation peut dépendre de la lignée cellulaire utilisée
(Spence et al., 2011) mais également de divers parametres au cours des différentes
étapes du protocole, comme la densité cellulaire, la stabilité des facteurs de croissance
et la précision de la durée d’exposition aux différents milieux.

Figure 37. Chronologie des étapes de la différenciation intestinale in vitro

Frise représentant la chronologie des étapes clés de la différenciation intestinale
in vitro. Les graduations représentent une journée et les encadrés sont des images
obtenues a I'aide d'un microscope optique, sauf pour les sphéroides intestinales qui
ont été imagées avec un macroscope. Ces images sont représentatives des différents
stades de différenciation. Les fleches noires indiquent les bourgeons de cryptes se
formant durant la morphogenese des sphéroides en HIOs.
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C'est pourquoi il est nécessaire de caractériser la différenciation in vitro en
tissu intestinal de notre lignée hiPSCs (LV37; Jung et al., 2014) dans nos conditions
expérimentales. Tout d’abord, I'influence de I'enzyme utilisée pour le passage des
hiPSCs sur la densité cellulaire a été déterminée.

1.1. Influence de I'enzyme de dissociation sur la densité cellulaire

L'ensemencement des cellules représente une étape clé quant a l'efficacité
ultérieure de formation de I'endoderme définitif. En effet, le nombre de cellules et
leur répartition homogéne dans la boite de culture sont des paramétres essentiels a
prendre en compte avant l'initiation de la différenciation. Il a pu étre observé que si
la densité des colonies formées est trop faible, la différenciation est inefficace et a
I'inverse, qu’une densité trop importante méne a des régions indifférenciées a I'issu
de la formation de I'endoderme définitif (non montré). Initialement, I'enzyme dispase
était utilisée pour détacher les colonies sous forme de « particules » avant de les
réensemencer, mais la répartition des cellules n'était pas homogéne et la confluence
de 85-90 % nécessaire pour débuter la différenciation n’était pas toujours atteinte.
La dispase est une metalloprotéase non-spécifique qui agit en clivant notamment
la fibronectine et le collagéne IV par hydrolisation de liaison peptidique de résidus
d'acides aminés non-polaire. Ces protéines sont des constituants majeurs de la
matrice extracellulaire, nécessaires a I'adhésion cellule-matrice (Volovitz et al., 2016).
Cependant, I'absence de quantification ne nous permettait pas d’ensemencer un
nombre précis de cellules et leur croissance n’était donc pas reproductible entre les
différentes boites de culture et expériences de différenciation. Un nombre insuffisant
de cellules ensemencées empéchait d'atteindre la confluence adéquate mais un
nombre trop important menait a une différenciation spontanée et prématurée des
hiPSCs.

Sur les conseils du Dr. Maxime Mahé (UMR Inserm 1235, Nantes) et en adéquation
avec la publication de Watson et al. (2014), une enzyme permettant de passer les
cellules sous forme de cellules uniques, I'accutase, a été utilisée pour ensemencer un
nombre de cellules précis, a savoir 100 000 cellules par cm?. L'accutase est constituée
d'une combinaison d’enzymes naturelles mimant |'action protéolytique de la trypsine
et de la collagénase (Zhang et al., 2012). Elle agit en dissociant les points d’interaction
cellule-cellule et cellule-matrice par clivage des protéines d’adhésion cellulaire telles
que les cadhérines. Comme observé sur le 4eme panneau de la figure 38D, deux jours
aprés |'ensemencement des cellules passées a la dispase, il se forme des colonies qui
ne sont pas encore suffisamment confluentes pour initier le protocole et qui ne sont
pas uniformes. A contrario, les cellules passées a |'accutase sont bien réparties au sein

de la boite et ont atteint une confluence de 85-90% (Figure 38D, 3éme panneau).
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Le passage descellulesal’accutase etl’'ensemencementd’un nombre prédéterminé
de cellules semblent donc optimal quant au contréle des parametres de I'initiation du
protocole de différenciation. Les sphéroides, structures assimilables a l'intestin primitif
formées in vitro, ont été quantifiées dans les deux conditions. Cette quantification
sera présentée dans la partie 1.3 détaillant la formation de ces structures. Une fois les
cellules ayant atteint une confluence de 85-90%, le milieu permettant la formation de
I'endoderme définitif peut étre ajouté.

1.2. Formation de I'endoderme définitif

Pour générer des cellules intestinales a partir des hiPSCs, une étape mimant le
processus de gastrulation et la formation de I'endoderme définitif est requise. La
voie de signalisation Nodal est nécessaire et suffisante pour initier le développement
de I'endoderme et du mésoderme chez tous les vertébrés (D'amour et al., 2005).
Les ligands de cette voie sont des membres de la famille du TGF-B qui vont
interagir avec des co-facteurs transcriptionnels pour activer la transcription de génes
régulant le développement du mésendoderme. Une forte concentration de Nodal
favorise le développement en endoderme, tandis que de faibles doses induisent le
développement du mésoderme (Zorn et Wells, 2009). De ce fait, la différenciation
des hiPSCs en endoderme définitif implique un traitement de 3 jours avec un milieu
contenant une forte concentration d'activine A (100 ng/mL), qui est un activateur de
la voie de signalisation Nodal. L'utilisation préférentielle de I'activine A par rapport
a Nodal s’explique par une activité accrue et une meilleure efficacité de I'activine A
dans la différenciation des hiPSCs en endoderme (D'amour et al., 2005). Ces 3 jours de
traitement entrainent la formation d’un tapis de cellules différenciées en endoderme
définitif (Figure 37) et exprimant des marqueurs caractéristiques comme FOXA2 et
SOX17 (Stainier, 2002).

L'efficacité de la formation de I'endoderme a été évaluée apres traitement des
hiPSCs avec le milieu contenant I'activine A et un milieu sans activine A, composé
uniquement du milieu basal avec la L-glutamine et les concentrations croissantes
de sérum FBS (Figure 33). Un immunomarquage de FOXA2 et SOX17 a été réalisé
sur 'ensemble des cellules constituant le tapis cellulaire et les cellules marquées ont
ensuite été analysées au FACS (Figure 38A). Il faut néanmoins prendre en compte le
fait que cette expérience a été réalisée lorsque les hiPSCs étaient dissociées a I'aide
de la dispase et donc la densité et I'hnomogénéité des cellules n'étaient pas encore
maitrisées, ce qui peut entraver |'efficacité de la différenciation. L'analyse au FACS
des immunomarquages sur les cellules traitées avec le milieu sans activine A a mis
en évidence 55% de cellules double-positives FOXA2+* SOX17* contre 76% avec les

cellules traitées a I'activine A (Figure 38A).
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Figure 38. Contréle de I'efficacité des étapes de la différenciation intestinale in
vitro

(A-C) Analyse au FACS des immunomarquages : (A) Formation de I'endoderme
définitif (FOXA2* SOX17*) en présence d'activine A ou non. (B) Postériorisation de
I'endoderme et formation des sphéroides intestinales (CDX2*SOX9*) : Marquage des
cellules constituant le tapis cellulaire apres traitement avec WNT3A ou CHIR99021
(panneau de gauche), Marquage des sphéroides intestinales formées avec WNT3A
ou CHIR99021 (panneau de droite). (C) Contréle sans marquage et avec anticorps
secondaire uniquement. (D) Comparaison de I'efficacité de formation des sphéroides
intestinales par I'utilisation de WNT3A ou CHIR99021 : images représentatives
de I'aspect des sphéroides et quantification par comptage (panneau de gauche);
comparaison de la croissance des hiPSCs selon |'enzyme de dissociation (accutase
ou dispase) et analyse quantitative par comptage des sphéroides formées (panneau
de droite). *p<0,05, différence significative entre les traitements (test de Mann-
Whitney). Images obtenues avec un microscope optique. MHG = Mid-Hindgut.
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Il est étonnant d'observer une telle fraction de cellules FOXA2* SOX17* en
I"absence d'activine A et ceci suggeére une différenciation spontanée des hiPSCs ou
une contamination du mileu avec de |'activine A. Afin d’exclure cette éventualité, il
sera nécessaire de reproduire cette expérience. La fluorescence observée correspond
bien a un marquage spécifique des cellules par I'anticorps primaire comme le révele
I"'absence de fluorescence dans les contréles avec anticorps secondaires uniquement
et sans marquages (Figure 38C). D'apres ces observations, une efficacité de 76%
de formation en endoderme définitif est obtenue, ce qui est légérement inférieur a
I"'efficacité moyenne de 80-90% publiée dans le protocole initial (Spence et al., 2011),
sachant que la lignée cellulaire utilisée differe et peut avoir une influence sur I'efficacité
de différenciation. De plus, la différenciation ayant été initiée sur des hiPSCs dont
la croissance n’était pas controlée, |'efficacité du développement de I'endoderme
définitif peut potentiellement étre réduite dans |'expérience analysée. Diverses
expériences de différenciation nous ont permis d’observer la formation d'un tapis
cellulaire homogene, une viabilité cellulaire accrue et une meilleure reproductibilité
aprés passage des hiPSCs a |'accutase. Les analyses du suivi de la différenciation ayant
été réalisées préalablement au changement d'enzyme de dissociation des hiPSCs,
ces observations n‘ont pas été quantifiées. Dans tous les cas, I'endoderme définitif
semble étre formé de maniére efficace et la postériorisation de I'endoderme a ensuite
pu étre initiée.

1.3. Formation de l'intestin « moyen » : les sphéroides intestinales

Pendant et aprés la gastrulation, des événements de régionalisation des axes
antéro-postérieur et dorso-ventral se mettent en place. La détermination de I'axe
antéro-postérieur de I'endoderme permet d'établir un tube digestif primitif composé
d'une région antérieure et d'une région postérieure. Lintestin primitif moyen et
postérieur donnera ensuite naissance a l'intestin gréle et au gros intestin. Il y a 4 voies
de signalisation principales qui permettent la régionalisation postérieure de I'embryon
chez les vertébrés : Wnt, FGF, BMP et |'acide rétinoique; en régulant notamment
I"expression des genes de la famille des facteurs de transcription Cdx. Des études
dans divers organismes modeles ont démontré que les voies de signalisation FGF
et Wnt permettent la régionalisation postérieure de I'endoderme tout en inhibant le
développement antérieur (Tsai et al., 2016; Zorn et Wells, 2009).

Ainsi, une fois I'endoderme formé, les cellules sont traitées pendant 4 jours avec
le cocktail de facteur de croissance FGF4 + WNT3A pour permettre la régionalisation
postérieure de I'endoderme, en accord avec le protocole publié en 2011. Cependant,
une publication plus récente a mentionné I'efficacité accrue de la molécule CHIR99021
par rapport 8 WNT3A (Workman et al., 2016).
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CHIR99021 est un dérivé d’aminopyrimidine, inhibiteur sélectif de la kinase GSK3.
L'inhibtion de GSK3 empéche la phosphorylation de la B-caténine, nécessaire a sa
dégradation par le protéasome. Ainsi, I'inhibition de GSK3 correspond a une activation
de la voie canonique Wnt. De ce fait, dans le but d’optimiser notre différenciation in
vitro, les deux combinaisons possibles FGF4 + WNT3A ou FGF4 + CHIR99021 ont été
utilisées afin d'induire la régionalisation postérieure de I'endoderme définitif formé
au préalable et leur efficacité a été comparée. Cette étape de la différenciation est
caractérisée par le développement de sphéroides se détachant du tapis cellulaire,
qui formeront les HIOs, aprés maturation (Figure 37). Par simple quantification
des sphéroides formées suite aux deux traitements possibles, une augmentation
significative des sphéroides (+100%) a été mise en évidence avec ['utilisation de
CHIR99021 (Figure 38D). L'aspect des sphéroides est également différent puisqu’elles
sont de taille supérieure mais également d’'une forme caractéristique de « donut
», s'apparentant davantage a la morphogenése de l'intestin primitif. Néanmoins,
I"enzyme utilisée pour le passage des hiPSCs ne semble pas affecter le nombre de
sphéroides récoltées puisqu’il est similaire dans les deux cas (Figure 38D).

Des immunofluorescences sur les marqueurs de |'épithélium intestinal CDX2
et SOX9 ont été réalisées sur les cellules formant le tapis cellulaire, ainsi que sur
les sphéroides formées aprés les 4 jours de traitement. L'analyse au FACS de ces
immunomarqguages nous a permis de confirmer ce qui a été observé par quantification
des sphéroides, c’est a dire une meilleure efficacité de CHIR?9021 dans la formation
des sphéroides en comparaion a WNT3A. En effet, le marquage des sphéroides a
révélé 58% de cellules doublement marquées CDX2* SOX9* dans celles formées avec
CHIR99021, contre 42% dans celles formées avec WNT3A. Dans les deux cas, I'analyse
au FACS a mis en évidence une population de cellules uniquement SOX9+ (CDX2),
ce qui avait également été observé par Spence et al. (2011) par immunofluorescence.
L'expression de CDX2 est retrouvée dans 90% des cellules épithéliales et |'expression
de SOX9 se restreint peu a peu a une population de cellules prolifératives localisée a
la base des structures assimilables aux villosités intestinales (Spence et al., 2011). Le
marquage des cellules du tapis cellulaire a mis en évidence une augmentation de 18%
de cellules marquées aprés traitement avec CHIR99021 en comparaison au traitement
avec WNT3A (Figure 38B). Cette fois, une population de cellules CDX2* SOX9- a été
mise en évidence, ce qui avait également été le cas par immunofluorescence dans la
publication de Spence et al. (2011). Des cellules CDX2* sont donc retrouvées a la fois
dans le tapis cellulaire et dans les sphéroides, alors que SOX9 n’est exprimé que dans
les sphéroides. Cette observation s’explique par le fait que CDX2 est un marqueur
d'intestin postérieur et marque également le mésenchyme entourant I'épithélium,
tandis que I'expression de SOX9 se restreint aux zones prolifératives (Spence et al.,
2011b).
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Ces analyses attestent de la formation des sphéroides dans nos conditions
expérimentales et indiquent une efficacité supérieure de la molécule CHIR99021
dans la postériorisation de 'endoderme. Les critéres qualitatifs et quantitatifs étudiés
indiquent la formation de sphéroides présentant des caractéristiques de lintestin
moyen. L'étape suivante a été de caractériser les HIOs obtenus a la fin du protocole
de différenciation in vitro.

1.4. Croissance et expansion des sphéroides en HIOs

Les sphéroides générées ont été ensemencées dans un environnement de culture
favorisant la croissance tridimensionnelle, la différenciation et la morphogenése
intestinales (Figure 33 et 37). Cet environnement est composé d'un déme de
Matrigel et d'un milieu de culture contenant les trois facteurs de croissance Noggine,
R-spondinel et EGF. Le Matrigel est une matrice composée d'une préparation
solubilisée extraite d'un sarcome murin, une tumeur riche en protéine de matrice
extracellulaire (Hughes et al., 2010). L'agoniste de Wnt, R-spondine1; l'inhibiteur de
BMP, Noggine et EGF, sont des facteurs de croissances essentiels pour la prolifération
cellulaire dans les cryptes intestinales et le maintien d'une niche active de cellules
souches (Sato et al., 2009). Ces conditions de culture permettent la croissance et la
maturation des HIOs, caractérisée par le bourgeonnement de domaines ressemblant
aux cryptes intestinales de |'épithélium (Figure 37). 28 jours aprés I'ensemencement
des sphéroides (stade J28), les HIOs expriment des marqueurs des différents types
de cellules intestinales : CDX2 et VIL1 (épithélium), CHGA (cellules entéroendocrines),
MUC2 (cellules @ mucus), LYZ (cellules de Paneth) et le marqueur des progéniteurs
entéroendocrines NGN3 (Spence et al., 2011). Des immunomarquages sur des coupes
d'organoides a J28 réalisés notamment par A. Beucher et A. Meunier ont montré
la présence de cellules entéroendocrines (CHGA) a somatostatine (SST), GLP1, GIP
et sérotonine (5-HT), parmi les cellules épithéliales (CDX2) dans des HIOs générés
a partir de notre lignée hiPSCs LV37 (Figure 39A). Le marquage de la E-cadhérine
sur des HIOs in toto, qui est une protéine d'adhésion cellulaire calcium-dépendante
exprimée par les cellules épithéliales (Dogan et al., 1995), met en évidence la nature
épithéliale du tissu formé a l'issue de la différenciation (Figure 39A). Des analyses
par RT-qPCR ont décelé des variations de I'expression des genes au sein des HIOs
selon le stade d'analyse, dont NGN3 et CHGA qui sont plus exprimés au stade J28
qu’aux stades suivants (Figure 39B). Il est étonnant de constater tant de variations
dans |'expression génique selon le stade des HIOs et il ne peut étre exclu qu’elles

soient également le reflet d'une hétérogénéité inhérente au modéle d'étude.
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C'est pour ces raisons que nos études ont été menées sur le stade J28 dans un
premier temps, puisque les HIOs semblent exprimer les marqueurs entéroendocrines
a ce stade, dont NGN3, I'un de nos genes d'intérét. Une fois |'efficacité de la
différenciation contrélée et la production des HIOs optimisée, notre modele d'étude
de la régulation transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine a pu étre mis
en place, a commencer par la génération des clones hiPSCs mutants pour nos génes
d'intérét.
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Figure 39. Les HIOs expriment des marqueurs d'épithélium intestinal au stade
J28

(A) Immunofluorescences sur des marqueurs d’épithélium intestinal CDX2,
E-cadhérine, CHGA (cellules entéroendocrines) et hormones SST (somatostatine),
5-HT (sérotonine), GIP, GLP1 sur des HIOs au stade J28: panneaux de gauche,
cryosections; panneaux de droite, in toto. (B) RT-gPCR sur les marqueurs CDX2,
CHGA, NGN3 (marqueur pro-endocrine), MUCZ (cellules @ mucus), LYZ (cellules de
Paneth) sur des HIOs a différents stades : J28, J42, J57, J71, J85. Images obtenues
avec un microscope a épifluorescence. Les fleches blanches indiquent des cellules
marquées. Les RT-gPCR ont été réalisées en triplicats.
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Partie 2. Inactivation des génes codant les facteurs de
transcription NGN3, RFX6, ARX et PAX4

L'objectif étant d'étudier le réle des facteurs de transcription NGN3, RFX6,
ARX et PAX4 dans la différenciation entéroendocrine, il a d'abord fallu générer des
lignées hiPSCs dans lesquelles les genes codant ces facteurs de transcription ont été
inactivés, avant de les différencier en tissu intestinal in vitro. Pour ce faire, |'outil de
modification de génome CRISPR/Cas? a été adopté. N'ayant encore jamais été utilisé
au laboratoire, une mise au point de cette technologie était nécessaire pour cibler

efficacement ces génes dans les hiPSCs.

1. Mise au point de |'outil CRISPR/Cas9

Deux stratégies différentes ont été utilisées (Figure 29). La premiere stratégie
consiste en |'utilisation d'un mutant de la Cas9 dont le domaine catalytique RuvC est
muté, appelé Cas? « nickase » (Cas9n) D10A. Seul I'autre domaine catalytique HNH
reste actif, ce qui provoque une coupure sur un des brins de I'’ADN au lieu d'une
coupure double-brin. En effet, le domaine HNH clive le brin cible complémentaire
du sgRNA et le domaine RuvC clive le brin complémentaire a la séquence cible, qui
contient le motif de reconnaissance PAM. Une coupure double-brin peut cependant
étre mimée par |'utilisation de deux Cas9n agissant de pair et ciblant deux séquences
suffisamment proches I'une de I'autre (stratégie de double-nickase). Comme les deux
Cas9n doivent cliver leur brin d’ADN cible de maniére efficace, cette stratégie limite
les risques d’aboutir a des effets non-ciblés et est un outil généralement plus efficace
par rapport a l'approche CRISPR/Cas? «classique» qui induit une coupure double-brin
(Ran et al., 2013, Mali et al., 2013). En effet, si la Cas9 sauvage reconnait un autre locus
dans le génome, la réparation de la cassure double-brin par le mécanisme NHEJ peut
entrainer |'introduction d'une mutation qui peut avoir des conséquences déléteres
pour la cellule. En revanche, |'utilisation de la double-nickase permet d'éviter ce risque
puisque si l'une des Cas9n se fixe ailleurs dans le génome, elle n’induira qu’une coupure
simple-brin qui sera réparée de maniére plus fidéle par recombinaison homologue en
utilisant le brin complémentaire comme matrice ou par BER (Base Excision Repair)
(Vriend et Krawczyk, 2016 ; Dianov et Hubscher, 2013). Dans le cas de la double-
nickase, |'écart maximal entre les deux sites de clivage est de 70 nucléotides, ce qui
rend la délétion de larges régions des génes cibles impossible (Ran et al., 2013). La
stratégie privilégiée a donc été la délétion d'une courte séquence d’ADN incluant le
codon d'initiation pour empécher la traduction des protéines d'intérét. La deuxieme

stratégie repose sur |'utilisation de la Cas? sauvage pour induire la délétion de
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domaines fonctionnels des génes. Malgré le risque d’effets non-ciblés, cette stratégie
a été utilisée dans le but de provoquer la délétion d'exons entiers et/ou de domaines
fonctionnels des génes, car cela facilite la génération et I'identification de mutations
nulles. Cette stratégie sera décrite a la suite de la mise au point de la stratégie par
double-nickase.

1.1. Approche utilisant une version mutée de la nucléase Cas9 : la
double-nickase

1.1.1. Choix et validation des ARNs guides (sgRNAs)

Par souci de clarté, seule la procédure utilisée dans le cadre de I'inactivation de
NGN3 sera décrite en détail mais la méme méthode a été utilisée pour cibler les
autres génes d'intérét.

Afin d'induire la délétion du codon d'initiation de NGN3, deux sgRNAs ont été
choisis de fagon a ce qu'ils ciblent une séquence en amont et en aval du codon
ATG. Les séquences de ces deux sgRNAs ont été déterminées grace a l'interface
mise a disposition par le laboratoire de Zhang (http://crispr.mit.edu/). En soumettant
la séquence cible d’ADN et |'organisme sélectionné (Homo Sapiens dans notre
cas), 'algorithme va déterminer la position et la séquence des guides possibles (20
nucléotides suivis d'une séquence PAM de type NGG), en les classant selon un score
qui prend en compte la spécificité de reconnaissance de la séquence cible mais
également les effets non ciblés possibles dans le génome de |'organisme. L'option «
double-nickase » permet de choisir les deux guides qui, en agissant de pair, obtiennent
le meilleur score basé sur les critéres mentionnés précédemment. Les sgRNA#22 et
sgRNA#17 ayant un score commun de 82 ont ainsi été sélectionnés (Figure 40A). La
position exacte des potentiels sites de fixation non-spécifique est indiquée et listée
pour chacun des guides potentiels. Ces deux sgRNAs ne présentent aucune cible
aspécifique commune et celles propres a chacun des guides ne se trouvent pas dans
des régions géniques (Annexe 3). Ces critéres font de ces sgRNAs des candidats
optimaux.

Les sgRNA#22 et sgRNA#17 ont chacun été clonés entre les sites de restriction
Bbsl du plasmide pX461 (Addgene) contenant la séquence codant la Cas9n D10A
et le marqueur fluorescent eGFP (Figure 30B). Lefficacité de clivage au locus cible
a été déterminée en réalisant un test de détection de mutation, le test Surveyor®,
aprés transfection de cellules HEK293T avec les deux plasmides pX461-sgRNA#17
et pX461-sgRNA#22. Ces tests de fonctionnalité ont été effectués dans les cellules
HEK293T, car leur culture et transfection imposent moins de contraintes techniques
que celles des hiPSCs.
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hNGN3

Séquence soumise

ATG

Fig;:re 40. Mise au point de l'inactivation de NGN3 par la stratégie de double-
nickase

(A) Stratégie de double-nickase établie par I'algorithme du site crispr.mit.edu pour
cibler le codon ATG de NGN3. La séquence complémentaire au sgRNA#22 et #17
est représentée en bleu et le motif PAM en rouge. Le score des sgRNAs est indiqué
dans f?es encadrés verts. (B) Images représentatives des cellules HEK293T 24h post-
transfection avec les plasmides pX461-sgRNA#17 et pX461-sgRNA#17 et controle
de cellules non transfectées. (C-I:P) Représentation schematique du test de détection
de mutation Surveyor® : (C) Amplification PCR du locus cible de NGN3 (1kb). (D)
Formation des duplex d’ADN par dénaturation et hybridation de I’/ADN suivi de la
digestion par la nucléase S. (E) Electrophorese sur gel d’agarose 2% des produits de
clivage issus de la digestion et représentation schématique des bandes attendues.
+ : contrdle positif fourni dans le kit.
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L'expression de la GFP 24h apreés |a transfection témoigne d’une bonne efficacité
de transfection, bien que non quantifiée, et n'est pas due a de |'autofluorescence des
cellules, comme en atteste le contréle négatif de cellules non transfectées (Figure
40B). Le test Surveyor® permet de détecter les mutations et polymorphismes dans
une séquence d’ADN donnée. La nucléase Surveyor® (S) fait partie des endonucléases
isolées a partir du céleri (nucléase CEL) et permet la détection des mésappariements
de base et des petites insertions ou délétions (Vouillot et al., 2015). Pour cela, une
séquence d'environ Tkb de NGN3 contenant le codon d'initiation et les séquences
complémentaires aux sgRNAs a été amplifiée par PCR, apres avoir extrait I'’ADN
génomique des cellules HEK293T transfectées (Figure 40C). S’ensuit une étape de
dénaturation et d’hybridation des brins d’ADN qui va provoquer la formation de deux
sortes de duplexd’ADN : des homoduplex formés a partir de deux séquences sauvages
ou mutées, ou des hétéroduplex formés d’une séquence sauvage et d’'une séquence
mutée ou de deux séquences possédant des mutations différentes. La nucléase S
va alors reconnaitre les mésappariements entre les deux séquences constituant les
hétéroduplex et induire un clivage de I'extrémité 3’ sur les deux brins (Figure 40D).
Une fois les duplex digérés par la nucléase S, les produits de clivage sont analysés
par électrophorése sur gel d'une concentration d’agarose dépendante de la taille
des fragments a observer. La présence de séquences sauvages est traduite par une
bande de 1kb et les produits de clivage attendus, si les deux Cas?n coupent bien 3
nucléotides en aval du motif PAM, sont détectés par une bande de 537 pb et une
autre de 394 pb, représentatives d'une délétion de 50 nucléotides (Figure 40D-E).
D’apres I'analyse sur gel d'agarose 2%, il y a un mélange de séquences sauvages (1kb)
et de séquences mutées de la taille attendue. Le controle positif fourni dans le kit met
en évidence deux produits de clivage de 217 pb et de 416 pb, ainsi qu'une séquence
sauvage de 632 pb, témoignant de I'efficacité de la digestion de la nucléase S. Ainsi,
les bandes de clivage observées dans nos échantillons sont bien dues aux mutations
et ne sont pas des bandes aspécifiques (Figure 40E). Dans le cas du contréle, les
bandes correspondant aux produits de clivage sont de méme intensité que celle
correspondant a la séquence sauvage, tandis que dans notre cas, les bandes des
produits de clivage sont de plus faible intensité que celle de la séquence sauvage. Ceci
s'explique par le fait qu'il y ait plus de séquences sauvages que de séquences mutées,
dd a I'absence de sélection des cellules transfectées et une efficacité d’induction de
mutation limitée. La paire de guides sgRNA#17 et sgRNA#22 est donc validée pour
induire la délétion d'une séquence de 50nt contenant le codon d'initiation de NGN3.
Toutefois, cette approche, en fonction de la position des sgRNAs, présente le risque
de générer des alleles hypomorphes et rend l'identification des clones mutants par
génotypage difficile, puisque les petites mutations induites ne sont pas nécessairement
visibles par amplification PCR.
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Ainsi, I'utilisation de la Cas? sauvage et de deux sgRNAs (coupures double-brin)
a l'avantage de faciliter a la fois la génération d’alleles nuls et l'identification des
clones mutants par génotypage, puisqu’elle permet la délétion de plus grandes
régions d’ADN. Malgré les risques des effets non-ciblés, cette approche a ensuite été
privilégiée pour cibler les autres génes d'intérét.

1.2. Approche utilisant la Cas9 sauvage

Ayant rencontré des difficultés de génotypage des clones avec |'approche
susmentionnée (voir 2.1.1 de cette partie), I'approche avec la Cas? sauvage a été
mise en place pour pallier a ces problémes. Les petites mutations de type insertions
ou délétions générées étaient de trop petites tailles pour étre visibles par simple
amplification PCR et nécessitaient alors un séquengage systématique, tandis que la
deuxieme approche rend possible la délétion de larges domaines (plusieurs exons) qui
facilite le génotypage par la suite. Toutefois, il faudra garder en téte I'augmentation
du risque des effets non ciblés avec cette stratégie. Le choix des sgRNAs ainsi que
leur clonage dans les plasmides exprimant la Cas? et des marqueurs de sélection sont
issus d'une collaboration avec Bernardo Reina San Martin a I'lGBMC. Les informations
relatives a cette approche sont disponibles dans le matériel et méthodes (Figure 30A
et 31) et la position des séquences cibles des sgRNAs sur les genes est représentée
sur la figure 41. Les stratégies utilisées pour chaque géne seront détaillées dans des
parties dédiées. Par souci de temps, 'efficacité de clivage n'a cette fois pas été testée

et les hiPSCs ont directement été transfectées avec les plasmides (Figure 30A).

2. Inactivation des facteurs de transcription dans les hiPSCs

2.1. Inactivation de NGN3

2.1.1. Utilisation de la stratégie de double-nickase

Comme mentionné en 1.1., la premiére approche de double-nickase a d'abord
été utilisée afin d'induire la délétion du codon d'initiation de la traduction de NGN3
et d’empécher la production de la protéine, ou encore d'induire une mutation de type
insertion ou délétion qui décalerait le cadre de lecture, menant a la production d'une
protéine NGN3 tronquée non fonctionnelle. Comme décrit dans cette méme partie,
deux sgRNAs ont été choisis, I'un reconnaissant 20 nucléotides de la séquence du
géne comprenant le codon ATG et |'autre ciblant 20 nucléotides se trouvant en aval
du codon ATG (Figure 41A). Théoriquement, les Cas?n induisent une coupure simple-
brin 3 nucléotides en aval ou en amont (selon le brin d’ADN) de la séquence PAM
qu’elles reconnaissent aprés appariements de bases complémentaires des sgRNAs
aux séquences cibles.
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Figure 41. Représentation schématique de la structure des génes cibles et de
leur protéine associée

La portion des génes en gris représente la séquence codante des génes. Les ciseaux
noirs indiquent la position des coupures théoriques dans |'approche CRISPR/Cas?
utilisant les propriétés de la Cas9 sauvage (coupure double-brin) et les ciseaux
gris dans |'approche de double-nickase. Les sites de fixation des anticorps sur les
protéines sont également représentés lorsqu'’ils sont connus. (A) Structure de NGN3
(B) Structure de ARX (C) Structure de RFXé (D) Structure des différents variants de
PAX4 (hPAX4-1 3 5).
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Une délétion de 50 nucléotides comprenant le codon d'initiation est ainsi
attendue. Les deux coupures simple-brin provoquées par l'action des Cas9n via les
sgRNAs sont suffisamment proches pour étre réparées de la méme maniére qu'une
unique coupure double-brin. Cette réparation par le mécanisme NHEJ peut induire
I'intégration de mutations de type insertions ou délétions (indels). Dans tous les cas,
I'objectif est I'obtention de mutations menant a un décalage du cadre de lecture
ou a un codon STOP prématuré, pour provoquer la délétion de NGN3. Lefficacité
des sgRNAs ayant été validée auparavant sur des cellules HEK293T, les hiPSCs ont
pu étre transfectées avec les plasmides pX461-sgRNA#22 et pX461-sgRNA#17. Les
plasmides portent le marqueur de sélection fluorescent eGFP et c’est par ce biais que
les cellules ayant recu au moins un des plasmides ont pu étre sélectionnées par tri
au FACS. Afin d"éviter I'obtention de clones hétérogenes, c’est-a-dire provenant de
cellules différentes et donc potentiellement de génotypes différents, les cellules GFP-
positives ont d'abord été réparties dans des plaques 96 puits avec une cellule par puits.
Malheureusement, les cellules ne survivaient pas de cette maniere et aucun clone n’a
pu étre formé. Effectivement, les hiPSCs sont maintenues en culture sous forme de
colonies et les cellules pluripotentes de maniére générale, bien que dépendant de
la lignée cellulaire et des conditions de culture, ne survivent pas ou commencent a
se différencier spontanément lorsqu’elles sont cultivées en cellules uniques (Chen et
Pruett-Miller, 2018). Pour ces raisons, les cellules ont été réparties dans des boites
de Pétri P60 et P35 a des concentrations différentes apres tri au FACS, dans I'espoir
d’obtenir des clones dérivant d'une seule cellule. Aprés une semaine a dix jours de
culture, les clones isolés ont été dissociés mécaniquement pour en réensemencer
la moitié dans une nouvelle boite de culture pour le maintien et en extraire I'’ADN
génomique avec |'autre moitié, afin de procéder au génotypage.

Une séquence d’'environ 1 kb a été amplifiée par PCR a |'aide des amorces F3/R3
(Figures 32 et 43A). Les mutations induites par cette approche de double-nickase
peuvent étre de nature et de tailles variables, rendant I'analyse sur gel d’agarose des
produits PCR peu informative. C'est pourquoi les produits PCR de 40 clones obtenus
ont été séquencés avec les amorces F3/R3 menant a l'identification de 30 clones
sauvages (WT) et 10 clones hétérogenes pour lesquels au minimum 3 séquences étaient
visibles par séquencgage, ce qui laisse présager d'un mélange de cellules de différents
génotypes dans un méme clone. Néanmoins, des mutations ont pu étre décelées
dans ces 10 clones, notamment dans le clone 49 qui présentait une séquence avec
une délétion de 26 nucléotides, une séquence avec une insertion de 16 nucléotides
et une séquence sauvage. De ce fait, ce clone a été sous-cloné en le dissociant sous
forme de cellules uniques avec I'enzyme accutase, puis en ensemencgant les cellules
de maniére a obtenir des clones isolés. Le séquencage nous a permis d'isoler deux
clones C et D dont le séquencage a mis en évidence la présence des deux séquences
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mutées, mais également la séquence sauvage en plus faible quantité, laissant penser
a une contamination de cellules sauvages parmi le clone mutant. Afin d'éliminer cette
contamination, ces clones ont a nouveau été sous-clonés. Cette fois, le clone 49Cd
possédant la délétion de 26 nucléotides sur un alléle et I'insertion de 16 nucléotides
sur l'autre, a pu étre isolé. En analysant le séquencage avec plus de précision,
I'insertion de 16 nucléotides initiallement observée résulte en fait d'une délétion de
7 nucléotides et d'une insertion de 25 nucléotides (Figure 42A). La délétion présente
sur |'allele 1 provoque la suppression du codon d'initiation et la mutation sur |'allele 2
induit un codon STOP prématuré altérant la traduction de la protéine. Cependant, un
autre codon ATG en phase est présent dans |'exon 2 et peut éventuellement mener
a la production d'une protéine incompléte a partir de |'allele 1, dont le domaine de
liaison & I’ADN bHLH n’est que partiellement perdu (Figure 42B). Ce clone 49Cd
a tout de méme été retenu pour les analyses décrites par la suite mais il faut tenir
compte du fait que la fonction de la protéine peut n'étre que partiellement affectée.
L'isolation de clones purs a été particulierement laborieuse et il ne peut étre exclu
que les nombreuses manipulations puissent avoir un impact sur le transcriptome des
hiPSCs et notamment le maintien de leur pluripotence. Lidentification des clones
mutants a été compliquée par les mutations de petites tailles introduites, qui ne
sont pas forcément identifiables par amplification PCR. Ainsi, la deuxieme approche
CRISPR/Cas?, visant a induire la délétion de larges portions de génes, a été utilisée
pour cibler les autres génes d'intérét et de nouveaux clones NGN3" ont également
pu étre générés de cette maniere.

Figure 42. Inactivation de NGN3 par |'approche de double-nickase

(A) Séquences génomiques des deux alleles du clone 49Cd : représentation des deux
mutations obtenues. Gris : séquences complémentaires aux sgRNAs. (B) Séquences
protéiques théoriques codées par les deux alléles mutés. Les tirets représentent les
nucléotides délétes et les nucléotides en italiaue correspondent a des insertions.
Les séquences protéiques en bleu indiquent le domaine de liaison a I’ADN bHLH. a1
et a2: alléle 1 et alléle 2; * : codon STOP; INDEL : insertion/délétion.
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2.1.2. Seconde approche CRISPR/Cas9 : utilisation de la Cas9 sauvage

NGN3 est composé de deux exons, la séquence codante entiére est située sur
I"exon 2 et inclut donc la séquence codant le domaine de liaison a I'’ADN bHLH, qui
est essentiel a la fonction de ce facteur de transcription (Figures 41A et 43A). Cette
seconde stratégie nous a permis de générer des clones dont la séquence codante
entiere de NGNJ3 a été délétée. Pour ce faire, les hiPSCs ont été transfectées avec
le plasmide pX332 et sélectionnées par tri au FACS grace a la GFP codée par le
plasmide (Figure 30A).
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Figure 43. Génération de deux mutants NGN3" par délétion de la séquence
codante

(A) Position des amorces utilisées pour le génotypage et des coupures théoriques
induites par la Cas9. Ciseaux noirs: Coupures double-brin, ciseaux gris: double-
nickase, rectangle bleu: séquence codante. (B) Génotypage par amplification
PCR de 16 clones obtenus. a:) Confirmation du génotype des clones 2 et 10 par
amplification PCR. (D) Paires d’amorces utilisées pour les génotypages et tailles des
bandes attendues. (E) Séquences génomiques des clones 2 et 10 : représentation
des trois mutations obtenues et séquencage des clones 2 et 10. a1 et a2: allele 1 et
allele 2; INDEL: insertion/délétion.
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16 clones ont été génotypés par amplification PCR de leur ADN en utilisant
plusieurs combinaisons d’amorces externes et internes a la délétion attendue, car les
séquences mutées sont préférentiellement amplifiées par rapport aux plus grandes
séquences sauvages, ce qui aurait biaiser I'interprétation (Figure 43A-D). C’est ainsi
que deux clones ont été mis en évidence grace aux informations apportées par les
trois amplifications PCR différentes : le clone 2 et le clone 10, qui ne présentaient que
les bandes correspondant a la délétion attendue. Une seconde amplification PCR
nous a permis de confirmer leur génotype et les produits PCR ont été séquencés pour
plus de précision quant aux séquences d’ADN de ces clones. Le séquengage nous
a ainsi permis de déterminer les séquences précises de leur mutation, a savoir une
délétion de 786 pb sur les deux alléles pour le clone 10 et une délétion de 797 pb sur
un alléle (a2) et une délétion de 786 pb sur l'autre (a1) pour le clone 2 (Figure 43E). La
séquence codante est donc bien entiérement délétée et la traduction de la protéine
est rendue impossible de par son absence. De ce fait, ces deux clones constituent
un modele robuste pour étudier l'inactivation de NGN3 apres différenciation de ces

derniers en tissu intestinal in vitro.

2.2. Inactivation de ARX

ARX est un géne plus complexe composé de 5 exons. Afin de l'inactiver, I'exon 1
porteur du codon d'initiation et codant le domaine fonctionnel octapeptide (OP) a été
ciblé (Figure 41B), notamment car des mutations humaines ont été retrouvées dans
I’ADN codant ce domaine, dont ¢.196+2T>C qui provoque un saut d'exon de I'exon 1
(Kato, et al. 2004). LARNm de ARX dépourvu d’exon 1 provoquera un déphasage du
cadre de lecture et sera probablement équivalente a une mutation nulle. Deux sgRNAs
ciblant respectivement une séquence en amont et une autre en aval du codon ATG
ont été choisis (Figures 41B et 44A). Les hiPSCs ont été transfectées avec le plasmide
pX333 contenant la séquence codant la Cas? et les sgRNAs (Figures 30A et 31), puis
les cellules GFP-positives sélectionnées au FACS, pour ensuite étre réensemencées.
8 clones isolés ont pu étre analysés par amplification PCR du locus cible avec les
amorces F1 et R1 permettant d’amplifier une séquence sauvage (WT) de 1391 pb
et une séquence de 835 pb si la mutation attendue est présente (Figure 44B et D).
Ceci nous a permis d'identifier le clone 3 qui semble posséder la mutation attendue
sur les deux alleles et le clone 2 qui lui, semble posséder la mutation attendue sur
un allele mais également une mutation de plus petite taille sur I'autre allele (Figure
44B). Les clones 1, 6, 7 et 8 sont similaires au controle sauvage et sont sans doute des
clones sauvages. Les clones 4 et 5 ont la bande correspondant a la séquence mutée
attendue mais également la bande sauvage d'intensité plus forte, suggérant des

clones sauvages contaminés par des mutants, plutét que des clones hétérozygotes.
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rigure 44. Génération d'un mutant ARX” et d’un mutant ARX*- par délétion de
‘exon 1

(A) Position des amorces utilisées pour le génotypage et des coupures théoriques
induites par la Cas9. Rectangle rose: domaine octapeptide (OP). (B) Génotypage par
PCR externe de 8 clones. (C) Confirmation du génotype des clones 2 et 3, ainsi que
du clone 9, par PCR externe et interne a la délétion théorique. (D) Paires d’amorces
utilisées pour les génotypages et tailles des bandes attendues. (E) Séguengage des
produits PCR des clones 2 et 3 issus de la figure C et représentation des mutations
obtenues. (F) Séquences protéiques théoriques des clones 2 et 3. al eta2: allele 1 et
allele 2; *: codon STOP; INDEL: insertion/délétion. Gris: séquences complémentaires
aux sgRNAs.
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Afin d'éviter le probléeme d’amplification préférentielle des séquences mutées,
une autre combinaison d'amorces, dont une des amorces se fixe sur la séquence
théoriquement délétée, a été utilisée. Ainsi, la séquence sauvage se traduit par une
bande de 974 pb et aucune bande n’est censée étre visible si la délétion a bien eu lieu.
Le génotype du clone 3 est donc confirmé puisqu’aucune séquence n’est amplifiée,
de méme que le génotype du clone 2 puisqu’une séquence de plus petite taille que
celle du contréle sauvage est amplifiée, correspondant a la plus petite délétion sur
un des deux alléles. Le clone 9, qui est un clone obtenu dans le cadre d'un essai de
double inactivation ARX-PAX4 décrit plus tard (voir 2.4.), semble également étre un
mutant homozygote puisque la séquence sauvage est absente par PCR (Figure 44C).
Le séquengage de ces produits PCR a permis de confirmer le génotype des clones, a
savoir une délétion de 557 pb sur les deux alléles du clone 3 et une délétion de 556
pb sur l'alléle 1 du clone 2 et une délétion de 271 pb, ainsi qu’une insertion de 1 pb
sur |'allele 2 (Figure 44E). Le clone 2 est vraisemblablement hétérozygote ARX*", car
la mutation de I'alléle 2 est dans une région intronique, n'ayant théoriquement aucun
impact sur la traduction de la protéine. Quant aux mutations attendues, elles induisent
un codon STOP prématuré qui menera a une protéine tres petite et non fonctionnelle
(Figure 44F). Le génotype du clone 3 est donc validé et il peut ainsi étre utilisé pour
étudier |'effet de |'inactivation totale de ARX dans la différenciation entéroendocrine,
tandis que le clone 2 pourra sans doute étre utilisé pour étudier l'inactivation partielle
du facteur de transcription.

2.3. Inactivation de RFX6

RFX6 est composé de 19 exons et possede un domaine de liaison a ’ADN de
type winged helix codé par les exons 2 a 5. L'objectif a été la délétion de I'exon
1 et 2 et donc du codon d'initiation et une partie de domaine winged helix, afin
d’empécher l'initiation de la traduction (Figures 41C et 45A). Les hiPSCs ont été
transfectées avec le plasmide pX335 contenant les deux sgRNAs et |la Cas? (Figures
30A et 31), puis les cellules GFP-positives sélectionnées, pour étre réensemencées.
20 clones ont été analysés au total a I'aide d'une amplification PCR du locus cible
avec les amorces F1 et R1 et seul trois d’entre eux semblaient étre des mutants (non
montrés). Puisqu'avec des amorces externes a la délétion, la séquence mutée est
préférentiellement amplifiée, quatre paires d’amorces ont été utilisées pour confirmer
le génotype de ces clones: une externe et trois internes a la délétion (Figure 45B-C).
L'analyse des produits PCR sur gel d'agarose a mis en évidence un génotype similaire

pour les trois clones 1, 14 et 18.
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En effet, la PCR avec les amorces F1R1 a amplifié la séquence mutée attendue
de 720 pb et les PCR avec les amorces se fixant a l'intérieur de la délétion théorique
n'amplifient aucune séquence et ce pour les trois clones, en comparaison avec le
controle sauvage, ou les bandes correspondant a la séquence sauvage sont bien
amplifiées (Figure 45B). Ces différentes PCR ont donc permis d'identifier 3 clones
mutants pour lesquels les produits PCR ont été séquencés, afin de déterminer la

séquence exacte des mutations.

F1 F2 _ATG
> —>
hRFX6 -------ooo-e- [ 1 e
Xn R3 R2 (X} R1
Pb Clone 6 WT Clone 1 Clone 14 Clone 18
b — |
ATHBI T E DA B C D == BN RBE REENDEWA" "B "CT D Amorces wT Délétion E1-E2
=
- - &) 1597 pb 720 pb
1597 Y- W
— F1R2
-— e e <> 909 pb %]
909> -— - |
8 3 -_ - - UL I o
510 - - -
-— <Ry 510 pb "]
-
PAM e&E PAM Q%\
Clone GGACACGCGCCGCAGGAAAGA hRFX6-1 GGACAACTGCAAAATTGTCGG hRFX6-2 INDEL

(ARRSRRRARRRRNANAY (AR RN NaNyy|
WT (Clone 6)  TGTACCTGTGCGCGGCGTCCTTTCTGCGCTGAGCCA (..) GCACCTGTTGACGTTTTAACAGCCAGCGTCTTCAGG

Clone 1 (a1-82) TGTACCTG-—-———----—==————m—m———mmmmmm [ P — GACGTTTTAACAGCCAGCGTCTTCAGG -879 bp
Clone 18 (a1-82) TGTA-——-——————— === — [ T ————— ACAGCCAGCGTCTTCAGG -896 bp
Clone 14 (a1) ~ TGTACCTGTG-———-—-———=—=——m——==mmmmmm [ e — GACGTTTTAACAGCCAGCGTCTTCAGG -877 bp
Clone 14 (32) ~ TGTACCTGTGC-—============mm===—mmmmm () === GACGTTTTAACAGCCAGCGTCTTCAGG -876 bp

TGTACCTGGACGTTTTAACAGCCAGCGTCTTCAGG

oo gl

TGTAACAGCCAGCGTCTTCAGG

Clone 18

<
)
c
o
)

Figure 45. Génération de trois mutants RFX67 par délétion des exons 1 et 2
(A) Position des amorces utilisées pour le génotypage par PCR et des coupures
théoriques induites par la Cas9. Rectangle bleu: domaine winged helix. (B)
Confirmation du génotype des clones 1, 14 et 18 par PCR externes et internes a la
délétion théorique. (C) Paires d’amorces utilisées pour les génotypages et tailles des
bandes attendues. (D) Représentation déquences génomiques des clones 1, 14 et
18 : représentation des 4 mutations obtenues et séquencages des trois clones. a1 et
a2: allele 1 et allele 2; INDEL: insertion/délétion. Gris: séquences complémentaires
aux sgRNAs.
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Le clone 1 posséde la méme délétion de 879 pb sur les deux alleles, le clone
18 possede une délétion de 891 pb également sur les deux alleles. Une délétion
de 876 pb est retrouvée sur un alléle du clone 18 (a2) et une délétion de 877 pb
sur l'autre (a1) (Figure 45D). Bien que le génotypage des hiPSCs est compliqué par
I"amplification préférentielle des plus petites séquences, rendant I'identification des
séquences sauvages difficile, la mise en commun des différentes amplifications PCR
externes et internes aux délétions attendues avec les séquencages de ces produits
PCR permet toutefois d'identifier de maniere fiable les clones mutants. Les clones 1,
14 et 18 ont tous les trois été utilisés dans les analyses suivantes.

2.4. Le cas de PAX4

Le gene codant le facteur de transcription PAX4 est composé de deux domaines
de liaison a ’ADN: un domaine paired, un domaine de type « homeoboite » et un
domaine activateur/répresseur de la transcription. Le domaine fonctionnel paired a
été ciblé pour induire l'inactivation du géne, afin de reproduire la méthode employée
pour générer les souris Pax4” (Sosa-Pineda et al., 1997). Cependant, il existe
différents isoformes du gene (PAX4-1 a PAX4-5) avec un nombre d’exons variable
et le domaine paired n'est pas codé par les mémes exons selon les variants (Figure
41D). Dans tous les cas, les sgRNAs ciblent des séquences de part et d'autre de la
séquence codant ce domaine et induisent une délétion théorique d’'environ 1,5 kb
(Figure 46A). En revanche, dans le cas du variant PAX4-2, le codon d'initiation n’est
pas inclu dans la délétion générée par 'action de la Cas9 et des sgRNAs (Figure 41D).
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Figure 46. Tentative d’'inactivation de PAX4 par délétion de I'exon 1 a 3 codant
le domaine paired

(A) Position des amorces utilisées pour le génotypage et des coupures théoriques
induites par la Cas9 dans le cas du variant 1. Rectangle orange: domaine paired,
rectangle bleu: homéodomaine. (B) Génotypage par PCR externe de 17 clones. (C)
Confirmation du génotype des clones 4 et 10 par PCR interne. (D) Paires d’amorces
utilisées pour les génotypages et tailles des bandes attendues.
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PAX4 représente un cas particulier, car malgré I'analyse de nombreux clones suite a
plusieurs transfections des hiPSCs, aucun clone mutant n'a pu étre mis en évidence.
En effet, le génotypage par amplification PCR du locus cible a révélé uniquement des
mutants hétérozygotes ou hétérogénes, c’est-a-dire que la séquence mutée était a
chaque fois accompagnée d’une séquence sauvage et ce, malgré les sous-clonages
répétés. Par souci de clarté, seule I'analyse représentative de 17 clones est présentée
dans ce manuscrit (Figure 46B). L'amplification PCR avec la paire d'amorce F1R1 a mis
en évidence 11 clones possédant la mutation attendue : les clones 2, 3, 4,5, 7, 9, 10,
11,12, 14 et 15. En effet, la bande d'une taille de 1015 pb témoigne de la présence
de la mutation dans ces clones. Néanmoins, la séquence mutée est accompagnée de
la séquence sauvage représentée par une bande de 2522 pb dans la majorité des cas,
sauf pour les clones 2,4,7, 10, 11, 14 et 15 ou la bande sauvage n’est que présente en
faible intensité, voire absente (Figure 46B-D). Pourtant, I'amplification PCR avec des
amorces internes a la délétion révéle la présence de la séquence sauvage, notamment
dans les clones 4 et 10 (Figure 46C). Le sous-clonage de ces deux clones n'a pas
permis d'isoler de mutants (non montré).

De plus, une expérience de double inactivation a la fois de ARX et PAX4 a également
été réalisée, mais encore une fois, aucun mutant PAX4” n'a pu étre géneére, alors que
ca a été le cas pour ARX (clone 9, Figure 44C). L'approche utilisée visant a induire
la délétion d’exons entiers semble pourtant robuste puisque pour une vingtaine de
clones analysés pour les autres génes, il y avait toujours au moins un mutant. Dans
le cas de PAX4, plus d’une centaine de clones ont été analysés et les analyses n'ont
révélé aucun mutant, laissant penser que |'absence de PAX4 pourrait étre létale
pour les hiPSCs, bien que cela n'ait jamais été démontré. La présence de différents
isoformes a rendu |'établissement de la stratégie d'inactivation de PAX4 difficile et
peut compliquer sa délétion puisque selon 'isoforme, les sgRNAs ne ciblent pas la
méme région du géne, menant a des mutations aux conséquences différentes. La
perspective de générer des mutants pour PAX4 était intéressante, notamment dans le
but de générer des double-mutants pour ARX et PAX4, puisque ces deux facteurs de
transcription ont des fonctions antagonistes dans la différenciation entéroendocrine
chez la souris (Beucher et al., 2012).
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2.5. Analyse de la pluripotence des hiPSCs LV37 et des clones
NGN3" et RFX67 générés

Avant de différencier les lignées générées en tissu intestinal in vitro, la
pluripotence des hiPSCs LV37 et de certains clones générés a été analysée (Figure
47). Les différentes manipulations génétiques et procédures expérimentales peuvent
avoir un impact sur la pluripotence et le caryotype des hiPSCs, notamment par la
potentielle survenue de recombinaisons chromosomiques non souhaitées. Les hiPSCs
LV37 (20 passages) présentent un caryotype femelle normal et I'immunofluorescence
sur le marqueur de pluripotence OCT4 suggeére le caractere pluripotent des cellules
(Figure 47A-B). Ceci est confirmé par 'analyse par RT-gPCR sur les marqueurs de
pluripotence OCT4, NANOG, SOX2 et LIN28A (Figure 47C). Les clones NGN3" 2, 10
et 49Cd, ainsi que les clones RFX6” 1, 14 et 18 semblent également avoir conservé
leurs caractéristiques de cellules pluripotentes malgré les manipulations génétiques
et le nombre de passage élevé (P60), en comparaison aux LV37 non génétiquement
modifiées et de nombre de passage peu élevé (P20), et a l'inverse des contréles de
cellules différenciées Hela et McF-7 (Figure 47C).
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Figure 47. Analyse du caryotype des hiPSCs LV37 et de la pluripotence des
clones NGN37, RFX6" et des LV37

(A) Immunofluorescence sur le marqueur de pluripotence OCT4 sur des LV37 (P20
= 20 passages). (B) Caryotype des LV37 P20. (C) RT-gPCR sur les marqueurs de
pluripotence OCT4, NANOG, SOX2 et LIN28A sur les clones NGN3~ (Clones 2, 10:
60 passages; 49Cd: 45 passages) et RFX67 (clones 1, 14 et 18: 90 passages). LV37
: contrdle positif de cellules pluripotentes (30 passages), Hela et McF-7 : controles
négatifs de cellules différenciées. RT-gPCR réaﬁsées en duplicat.
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Partie 3. Etude des conséquences de l'inactivation de
NGN3 sur la différenciation entéroendocrine

L'objectifalongterme de ce projetderecherche estde procéderaune caractérisation
des HIOs NGN3" et RFX67 afin d'étudier les conséquences de l'inactivation de ces
facteurs de transcription sur le développement intestinal chez I'homme, en focalisant
plus particulierement sur la différenciation des cellules entéroendocrines. En effet,
Ngn3 est nécessaire a la formation de tous les sous-types entéroendocrines et Rfxé
est initialement exprimé dans I'endoderme intestinal primitif mais également en
aval de Ngn3 pour la détermination de certains sous-types entéroendocrines chez
la souris (Piccand et al., manuscrit en préparation ; Mellitzer et al., 2010 ; Soyer et al.,
2010 ; Jenny et al., 2002). De plus, la seule étude visant a caractériser la fonction de
NGN3 dans la différenciation entéroendocrine chez I'hnomme suggére que sa fonction
est conservée. Cependant, le modeéle utilisé correspond a une perte de fonction
partielle dans les HIOs et la seule observation réalisée est une absence de cellules
CHGA* (Spence et al., 2011). Ainsi, il est nécessaire d'établir un modéle de perte de
fonction totale et de caractériser en détail les modifications phénotypiques induites,
notamment au niveau transcriptomique.

Les cellules entéroendocrines ne représentent que 1% des cellules de I"épithélium
intestinal, ce qui correspond a un nombre tres faible de cellules au sein des HIOs. Il est
donc difficile de déceler des variations dans |'expression des genes impliqués dans la
différenciationdecettepopulationraredecellules.'obtentionderésultatsinterprétables
quant a une variation d'expression génique au sein de cette faible population
cellulaire nécessitera un effectif d'échantillons important couplée a une analyse fine
des données obtenues. Le cceur du projet consiste en une analyse transcriptomique
par séquencage des ARNm (RNA-seq) pour déterminer les génes différentiellement
exprimés dans les HIOs NGN3” et RFEX6”en comparaison aux HIOs contréles (CTRL).
Préalablement a ces expériences de RNA-seq, des validations du caractere intestinal et
épithélial des tissus générés, ainsi que la confirmation du génotype des clones ont été
réalisées par RT-gPCR et analyse d'imagerie cellulaire sur des marqueurs prédéfinis.

Cette partie détaillera les résultats obtenus dans le cadre de l'analyse des HIOs
NGN3".
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Figure 48. Analyse des HIOs NGN3’ au stade J28 par RT-qPCR sur divers
marqueurs intestinaux d'intérét
hiPSCs : cellules indifférenciées (contréle négatif), CTRL: HIOs LV37 a J28 (contréle
positif), NGN37 : HIOs NGN3” clones 2 et 10 a J28. Chaque point représente
un regroupement d'une quinzaine d'organoides. Les points rouges représentent
les échantillons dont 'ARNm a été séquencé. (A) CDX2 : marqueur général
d'épithélium intestinal, (B) NGN3 : progéniteurs entéroendocrines, (C) CHGA:
cellules entéroendocrines, (D) FABP2 : entérocytes, (E) LYZ : cellules de Paneth, (F)
MUC?2 : cellules a mucus, (G) SST : somatostatine, (H) TPHT : sérotonine, () ARX :
rogéniteurs des cellules L. Normalisation par le géne de référence RPLPO. *p<0,05
; **p<0,01 ; ***p<0,001 Test de Mann-Whitney.

1. Analyses par RT-qPCR et immunofluorescences

1.1. RT-qPCR

Les HIOs différenciés a partir des clones NGN3” 2 et 10 (partie 2.1.) ont été
récoltés au stade J28 de deux expériences de différenciation indépendantes et I'’ARN
en a été extrait afin de I'analyser par RT-gqPCR (Figure 48). Pour évaluer le caractere
épithélial et intestinal des tissus générés, |'expression du marqueur intestinal CDX2 a
été étudiée. Il n'y a pas de différence significative (test de Mann-Whitney U=9, p=0,48)
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entre '’ARNm de CDX2 des HIOs CTRL et des NGN3” et son expression, bien que
tres variable, semble étre caractéristique des HIOs puisqu’elle est absente dans les
cellules indifférenciées (hiPSCs) (CTRL vs hiPSCs : U=0, p=0,0004 ; NGN3* vs hiPSCs
: U=0, p=0,0238) (Figure 48A). L'inactivation de NGN3 a été confirmée puisqu’aucun
transcrit n’est détecté dans les HIOs NGN3“ (NGN3* vs CTRL : U=0, p=0,007) (Figure
48B). La chromogranine A (CHGA) est une glycoprotéine soluble acide localisée dans
les granules de sécrétion des cellules endocrines et neuroendocrines (Bartolomucci et
al., 2011) et son expression nous permet donc de déterminer la présence de cellules
entéroendocrines dans nos HIOs. Une baisse significative de CHGA est observée
dans les HIOs NGN3” (NGN3” vs CTRL : U=2, p=0,048), suggérant une diminution
du nombre de cellules entéroendocrines (Figure 48C). Cette observation pouvait étre
attendue puisqu’une diminution de 95 a 100% de I'’ARNm de ChgA est observée
chez la souris Ngn3“ (Mellitzer et al., 2010). De plus, une absence de cellules ChgA*
chez la souris déficiente pour Ngn3 au stade embryonnaire et adulte et dans le
modeéle de perte de fonction partielle de NGN3 dans les HIOs est observée (Spence
etal., 2011 ; Mellitzer et al., 2010 ; Jenny et al., 2002). La présence des autres sous-
types cellulaires de I'épithélium intestinal a été déterminée grace a I'expression de
marqueurs spécifiques. L'expression de FABP2 (FAPB2/IFABP, Intestinal-Fatty Acid
Binding Proteins), marqueur des entérocytes (Storch et Corsico, 2008), est similaire
dans les HIOs NGN3” et CTRL (U=5, p=0,086) (Figure 48D). Par contre, de maniére
surprenante, |'expression de LYZ (lysozyme) associée aux lysozymes sécrétés par les
cellules de Paneth et I'expression de MUC2 (mucine) associée aux mucines sécrétées
par les cellules @ mucus semblent étre diminuées dans les HIOs NGN3” (NGN3" vs
CTRL : LYZ : U=0, p=0,036 ; MUC2 : U=0, p=0,036) (Figure 48E-F). Cependant, la
variabilité inter-organoides et le faible effectif d’échantillons NGN3” ne permettent
pas de conclure quant a un réle plus large de NGN3 chez 'homme, a savoir une
implication dans la différenciation de toutes les lignées sécrétrices de |'épithélium
intestinal. Chez la souris déficiente pour Ngn3, les autres types cellulaires de
I"épithélium ne semblent pas affectés.

Seul le nombre de cellules a mucus est faiblement augmenté a des stades post-
nataux précoces (Jenny et al. 2002), mais cette observation n’est pas retrouvée chez
la souris Ngn3~t (Mellitzer et al., 2010). Le niveau d’expression trop faible voire non
détecté des génes codant certaines hormones dans les expériences de RT-qPCR
(GCG, GIP et CCK) nous empéche malheureusement de déceler une éventuelle
différence d’expression entre les HIOs NGN3* et CTRL. Une explication plausible a
cette absence d'expression serait que certains sous-types de cellules entéroendocrines
ne soient pas formés dans notre systeme in vitro, hypothése qui a déja été émise,
puisqu’une absence de cellules exprimant I'hormone CCK a été mise en évidence
dans les HIOs (Sinagoga et al., 2018). Il se peut que la différenciation de certains

91



Résultats

lignages entéroendocrines se produise plus tard dans le développement ou nécessite
des facteurs qui sont absents du systéme in vitro. Il est également envisageable que
le nombre de cellules de certains sous-types entéroendocrines soient trop faibles
pour détecter les transcrits des genes codant les hormones par RT-gPCR, d’autant
plus que la faible quantité de matériel analysée constitue une réelle limite dans notre
modeéle. Effectivement, les cellules entéroendocrines représentent seulement 1% de
I"épithélium intestinal in vivo et correspondent donc a un trés petit nombre de cellules
dans les HIOs. Pour contrecarrer ces limitations du systeme in vitro, une méthode de
transplantation des HIOs sous la capsule rénale de souris immunodéficientes a été
développée et permet aux HIOs une expansion et maturation additionnelles in vivo,
achevant ainsi la différenciation de tous les sous-types entéroendocrines (Watson et
al., 2014).

Toutefois, certains génes codant des hormones et enzyme de biosynthése de
celles-ci ont tout de méme pu étre analysés dans notre systéme, tels que SST et TPH1
(enzyme de biosynthése de |a sérotonine). Le niveau d’expression de TPH1 est diminué
de maniére significative dans les NGN3“ (NGN3” vs CTRL : U=0, p=0,012) (Figure
48H) comme c'est le cas chez la souris, alors que SST n’est pas différentiellement
exprimé (NGN3” vs CTRL : U=3, p=0,25) (Figure 48G), contrairement a |'absence
de SST observée chez les souris Ngn32nt (Mellitzer et al. 2010). Cette différence de
modulation de |'expression de SST entre le modeéle murin et les HIOs in vitro peut étre
directement causée par la nature de I'organisme étudié ou les contextes différents (in
vitro ou in vivo). Tout comme les génes codant les hormones, les génes codant les
facteurs de transcription connus pour étre impliqués dans la cascade de régulation
transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine chez la souris, sont faiblement
voire pas du tout exprimés dans les HIOs. PAX4, par exemple, n'est détecté dans
aucun HIO alors que ARX, facteur de transcription a l'action antagoniste de PAX4,
est exprimé dans les HIOs NGN3” et CTRL sans différence d’expression significative
(U=8, p>0,999) (Figure 48I). Chez la souris, Arx est impliqué dans la différenciation
des cellules L sécrétrices de GLP1 (Beucher et al., 2012) et son réle en aval de Ngn3
aurait ainsi pu expliquer un impact de I'inactivation de NGN3 sur ARX, dans le cas ou
leurs fonctions seraient similaires chez 'homme.

En conclusion, les HIOs semblent étre formés de tissu de nature épithéliale et
intestinale qui expriment des marqueurs des différents types cellulaires de I'épithélium.
Cependant, les génes codant certaines hormones et facteurs de transcription ne sont
pas détectés dans notre modeéle, a cause d'une quantité insuffisante de matériel ou
encore de I'immaturité des HIOs générés, qui sont de caractére feetal plutét qu’adulte
(Finkbeiner et al., 2015; Spence et al., 2011). Linactivation de NGN3, confirmée par
I'absence de transcrits NGN3 chez les mutants, semble affecter la différenciation
de certains sous-types de cellules entéroendocrines (baisse de CHGA et TPH1) et
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pourrait éventuellement avoir un réle dans la différenciation de I'ensemble des lignées
sécrétrices chez I'hnomme (baisse de LYZ et MUC2), inconnu a ce jour, mais qui reste

a confirmer.

1.2. Immunofluorescences in toto

Apres analyse comparative des transcrits des HIOs NGN3” et CTRL par RT-gPCR,
des immunofluorescences des marqueurs entéroendocrines ont été réalisées sur des
HIOs entiers (in toto), afin de confirmer la délétion de NGN3 et ses conséquences
au niveau protéique (Figure 49). Les marquages des hormones (GLP1, GIP et 5-HT/
sérotonine) n‘ont malheureusement pas fonctionné, peut-étre pour des raisons
techniques ou bien pour des raisons similaires aux RT-gPCR, c’est-a-dire a cause
du stade d'étude précoce (J28) et du caractere feetal des HIOs qui n'expriment pas

forcément toutes les hormones produites in vivo.

A

G g

SIS CHGA | Merge |

NGN3" clone 49Cd| NGN3” clone 2

Figure 49. Immunofluorescences du marqueur entéroendocrine CHGA et NGN3
sur les HIOs NGN3 et CTRL au stade J28

(A) Images prises au microscope confocal du double-marquage NGN3 et CHGA sur
un HIO CTFE)L entier représentatif (n=4). Les fleches indiquent deux cellules double-
positives NGN3* CHGA*. (B) Images prises au microscope a épifluorescence du
double-marquage NGN3 et CHGA sur un HIO NGN3" issu du clone 2 et un issu du
clone 49Cd (n=3 par clone). Les fleches indiquent deux cellules CHGA".

Les pointillés délimitent la structure des HIOs : partie droite sur le panneau A.
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Seule I'immunofluorescence sur NGN3 et le marqueur de cellules entéroendocrines
CHGA a pu étre exploitée. Celle-ci nous a permis de détecter des cellules qui
semblent co-exprimer NGN3 et CHGA, et un nombre important de cellules CHGA*
dans les HIOs CTRL (Figure 49A). L'absence de cellules NGN3* dans les HIOs issus du
clone 49Cd, du clone 2 (Figure 49B) et du clone 10 (non montré) confirme a priori la
disruption de la protéine causée par la délétion de I'exon codant de NGN3. Il faudrait
toutefois le confirmer par quantification du marquage sur un nombre plus importants
de HIOs. Dans le cas des clones 2 et 10, aucune cellule CHGA* n’a pu étre observée
dans plusieurs HIOs (n=3 par clone) dont un exemple représentatif est illustré en figure
49B. Cette absence de cellules entéroendocrines concorde avec I'importante baisse
du niveau de transcrits CHGA observée par RT-gPCR. Cependant, il subsiste quelques
cellules entéroendocrines dans les HIOs issus du clone 49Cd (Figure 49B), qui differe
des clones 2 et 10 de par son génotype, car il posséde une mutation nulle sur un allele
et une mutation menant a la perte partielle du domaine bHLH sur l'autre, qui pourrait
permettre une activité résiduelle de NGN3 en comparaison aux mutants nuls 2 et 10
pour lesquels aucune activité du facteur de transcription ne peut théoriquement avoir
lieu. Bien que le systeme de détection ne soit pas le méme (microscope confocal
ou microscope a épifluorescence), ces quelques cellules entéroendocrines restent
toutefois rares en comparaison a celles retrouvées dans les HIOs CTRL (Figure 49A).
L'abondance des cellules CHGA" dans les HIOs CTRL interroge sur la spécificité du
marquage mais dans tous les cas, la différence dans le nombre de cellules marquées
entre les mutants et CTRL reste flagrante. Il semblerait donc que les clones 2 et 10
soient bien des mutants nuls pour NGN3 et que son absence provoquerait une perte
totale de cellules entéroendocrines. A I'inverse, une activité résiduelle de NGN3, bien
que non détectée par le marquage par immunofluorescence, pourrait persister dans
le clone 49Cd puisqu’il semblerait qu’on y retrouve de rares cellules entéroendocrines
comme en témoigne le marquage de CHGA. D'aprés les travaux effectués chez la
souris, Ngn3 est indispensable a la formation de toutes les cellules entéroendocrines
(Mellitzer et al., 2010; Jenny et al., 2002), il est donc curieux que des cellules CHGA*
soient retrouvées dans des HIOs dans lesquels aucune cellule NGN3* n’est identifiée.
Une hypothese pouvant expliquer I'absence de marquage NGN3 dans ce clone serait
que l"anticorps utilisé pourrait reconnaitre une région de la protéine qui est perdue
ou bien que le niveau d’expression de NGN3 soit trop faible pour étre détecté par
immunofluorescence. Un argument pouvant appuyer cette derniére hypothése est le
nombre de cellules NGN3* qui parait trés faible en comparaison aux cellules CHGA*
dans les HIOs CTRL.
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1.3. Conclusion des analyses par RT-qPCR et immunofluorescences

En conclusion, I'ensemble des HIOs générés sont formés de tissu intestinal
exprimant des marqueurs de cellules épithéliales a des niveaux similaires
(CDX2, FABP2). Les différences observées pour les autres marqueurs sont donc
vraisemblablement causées par la mutation génétique NGN3” et non par des
problémes dans les expériences de différenciation. Par contre, il n'est pas certain
que le tissu formé soit entiérement de nature intestinale et il faudrait analyser des
marqueurs d'autres tissus pour déterminer si les HIOs sont constitués d’'un mélange
de tissus d'origines différentes. Les HIOs ne sont de toute fagon pas uniquement
composés de cellules épithéliales mais également de cellules mésenchymateuses,
dont des fibroblastes et cellules de muscles lisses (Spence et al., 2011), et il serait ainsi
intéressant d'évaluer la proportion de ces tissus par rapport a |'épithélium intestinal
et de déterminer si des tissus additionnels non attendus se forment. Ces analyses par
RT-gPCR et immunofluorescence nous permettent d'affirmer que les HIOs différenciés
a partir des clones 2 et 10 sont bien inactivés pour NGN3, puisqu’aucun transcrit n'est
détecté et qu’aucune cellule ne semble exprimer le facteur de transcription, ce qui est
en concordance avec le génotypage des clones par PCR et séquencage des produits
PCR (voir partie 2, 2.1.2.). De plus, I'expression de 'ARNm de CHGA est diminuée
dans ces HIOs et une perte de cellules entéroendocrines a été mise en évidence
par I'absence de cellules marquées CHGA". Il est surprenant d’observer une absence
totale de cellules CHGA" alors que son ARNm semble encore exprimé. Toutefois, il a
déja été mis en évidence que le niveau d'expression des ARNm n’est pas forcément
corrélé avec |'expression protéique des hormones (Beucher et al., 2012 ; Mortensen
et al., 2003). Il a été montré dans des études sur cellules entéroendocrines isolées,
par exemple, qu’une cellule entéroendocrine exprimant une ou deux hormones au
niveau protéique, est capable d'exprimer jusqu’a six transcrits d’hormones différentes
(Egerod et al., 2012).

Malgré le fait que la majorité des hormones n'aient pu étre détectées dans les
HIOs mutants et CTRL, le niveau d'expression de SST et TPH1 a pu étre quantifié par
RT-gPCR et a révélé une expression quasiment nulle de TPH1 dans les HIOs NGN3-
issus des clones 2 et 10 et une absence de différence d’expression de SST. L'expression
inchangée de SST est surprenante au vu de |'absence de cellules CHGA". De plus,
cette observation n’est pas concomitante avec |'altération de la différenciation de
toutes les cellules entéroendocrines observée chez la souris déficiente pour Ngn3,
puisque |'épithélium de ces souris est dépourvu de cellules ChgA* et |'expression
d'aucune hormone n’est détectée (Mellitzer et al., 2010; Jenny et al., 2002). Spence
et al. ont également mis en évidence une absence de cellules CHGA* dans des HIOs
dont I'expression de NGN3 a été altérée grace a des vecteurs lentiviraux exprimant
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des shRNAs dirigés contre NGN3 (Spence et al., 2011). Cette observation suggére
que la différenciation des cellules D sécrétrices de somatostatine n’est pas affectée
dans les HIOs NGN3-.

D'apres les RT-gPCR sur les HIOs NGN3, I'inactivation de NGN3 semble affecter
toutes les lignées sécrétrices, y compris les cellules de Paneth et les cellules & mucus.
Pourtant, l'inactivation de Ngn3 spécifiquement dans l'intestin n’a aucun impact sur
la différenciation des autres types cellulaires de I'épithélium chez la souris (Mellitzer
et al., 2010), a I'exception d'une légére augmentation des cellules & mucus chez la
souris Ngn3” (Jenny et al., 2002), bien qu'il a été suggéré que certains progéniteurs
exprimant Ngn3 pouvaient se différencier en cellules de Paneth et cellules & mucus,
correspondant ainsi a un progéniteur commun a tous les lignages sécréteurs (Schonhoff
et al., 2004). Nos observations sont toutefois a confirmer puisque cela reste des
résultats préliminaires sur un nombre d’échantillon limité.

Concernant les HIOs issus du clone 49Cd, aucune cellule NGN3* n’est présente
mais il subsiste quelques rares cellules entéroendocrines (CHGAY), possiblement di
a la mutation non nulle présente sur un des alléles. En effet, cette mutation pourrait
mener a la production d'une protéine dont seulement une partie du domaine bHLH
a été délétée, provoquant une activité résiduelle de NGN3 qui serait possiblement
suffisante a la différenciation de certains sous-types entéroendocrines. Ceci dit, la
présence de cellules CHGA' n’atteste pas forcément de la production d’hormones
mais uniquement de la présence de cellules endocrines possédant des granules
sécrétoires. Ainsi, il est possible que ce clone soit capable de former certains types
de cellules entéroendocrines mais qui n'expriment aucune hormone. Pour déterminer
si tel est le cas, il faudrait directement analyser I'expression et la production des
hormones. Le clone 49Cd ne possédant pas la mutation nulle attendue, il n'a pas
été pris en compte dans la suite des analyses, afin d'éviter d'inclure un phénotype
potentiellement incomplet.

2. Séquencage des ARNm (RNA-seq)

Afin d'étudier le transcriptome des HIOs NGN3” plus en détails et de valider nos
observations préliminaires, une expérience de RNA-seq a été réalisée et les génes
différentiellement exprimés ont été analysés. Chaque échantillon est constitué d'une
quinzaine d’organoides rassemblés et chaque génotype est représenté par deux
échantillons issus de deux différenciations indépendantes (Figure 50A). Les données
de RNA-seq ont été analysées par la bio-informaticienne de |'équipe Constance
Vagne. Les détails de la méthode d'analyse sont disponibles dans la section dédiée
du matériel et méthodes (voir 3.3.).
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2.1. Différence entre chaque échantillon

Tout d'abord, une analyse de la différence entre chaque échantillon, basée sur les
niveaux d'expression de I'ensemble des genes, a été réalisée (Figure 50). L'analyse en
composantes principales (PCA/ACP) met en évidence trois principaux regroupements,
I'un avec les HIOs issus du clone 49Cd, un deuxiéme avec les HIOs NGN3 issus des
clones 2 et 10 et le dernier avec les HIOs CTRL (Figure 50B).

A
i . i Nombre passage
N° échantillon| Génotype Nom clone .
clones hiPSCs
< |LNMR113 NGN3” clone 49Cd ~45
© |INMR114  |NGN3” clone 2 ~60
‘g |LNMR115  [NGN3” clone 10 ~60
o
S |LNMR117 NGN3” clone 49Cd ~45
€ |INMR118  |NGN3” clone 2 ~60
‘g [LNMR119  |NGN3” clone 10 ~60
o
B C

Figure 50. Analyse de la différence entre chaque échantillon des expériences de
RNA-se

(A) Tablcéau récapitulatif des échantillons dont ’ARNm a été séquencé : deux
expériences de différenciation distinctes ont été menées. Pour chaque expérience
les clones des différents génotypes ont été différenciés en HIOs. Les numéros
d’'échantillons sont associés au génotype et au clone correspondant. Le nombre
de passage des clones lors du début des expériences de différenciation est donné
a titre indicatif a = 2 passages. Gris foncé : CTRL, gris moyen : clone 49Cd, gris
clair : NGN3” clones ;et 10. (B) Analyse en composantes principales (PCA/ACP).
(C) Dendrogramme des échantillons en fonction du génotype et de I'expérience.
Condition: WT=CTRL, KO=NGN3"; Batch: exp1=expérience 1, exp2=experience 2.

97



Résultats

L'hétérogénéité des échantillons est également représentée par un dendrogramme
qui permet d'identifier leur regroupement selon |'expérience et le génotype. A priori,
il n"y a pas de regroupement des échantillons selon |'expérience et cet effet, appelé
communément batch effect, n'a donc pas été pris en compte dans la normalisation
des données de séquengage. Comme observé sur la PCA, les HIOs issus du clone
49Cd forment un groupe bien distinct, confirmant ainsi la différence entre HIOs issus
de ce clone et HIOs issus des clones 2 et 10, appuyant notre décision de ne pas
inclure ces échantillons parmi les HIOs NGN3” dans les analyses. Les HIOs issus du
clone 2 et des deux expériences différentes semblent former un groupe, de la méme
maniére que les HIOs issus du clone 10. Par contre, les HIOs CTRL ne se regroupent
pas entre eux (Figure 50C). Ces regroupements semblent cohérents puisque les
mutants forment des groupes par génotype, malgré une hétérogénéité entre les deux
échantillons HIOs CTRL.

2.2. Alignements des reads obtenus sur la séquence d’ADN codant
NGN3

Dans le but de confirmer a nouveau le génotype des HIOs NGN3" issus des
clones 2 et 10, les reads obtenus ont tout d'abord été alignés sur le génome de
référence humain Hg38. Les reads s’alignant sur la séquence d’ADN codant NGN3
ont été identifiés et leurs séquences extraites afin de les localiser précisément sur le
gene (Figure 51). Ceci nous permet de déceler d'éventuels reads salignant sur la
séquence codante de NGN3 qui est supposée étre délétée dans les HIOs NGN3™.
D'aprés le génotypage initial des clones 2 et 10, la délétion induite comprend toute
la séquence codante située sur la premiére partie de I'exon 2 du géne. L'alignement
créé a partir du logiciel IGV (Integrative Genomics Viewer, Robinson et al., 2011)
montre une absence de reads alignés sur la majeure partie de |'exon 2 du géne pour
tous les échantillons NGN3” (LNMR114, 115, 118, 119) par comparaison avec les
échantillons CTRL (LNMR116, 120), pour lesquels plusieurs reads s'alignent sur cette
région (Figure 51A). Les séquences des reads s'alignant sur I'exon 1 et une partie de
I"exon 2 ont été extraites pour les échantillons NGN3~-. Aucune séquence ne s'aligne
au niveau de la délétion attendue (Figure 51B) et cette observation démontre donc
de maniere fiable que les HIOs NGN3 issus des clones 2 et 10 sont bien déficients
pour NGN3 et I'analyse de I'expérience de RNA-seq de ces échantillons devrait donc

étre représentative de l'inactivation de NGN3 dans notre modéle humain in vitro.
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A ‘
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Figure 51. Alignement des reads sur NGN3
(A) Reads alignés sur NGN3 pour chaque échantillon. (B) Alignement des reads
obtenus pour les échantillons HIOs NGN3” apres extraction de leurs séquences
précises. Les barres noires représentent la localisation des reads extraits s'alignant sur
NGN3. La partie grisée représente la séquence codante, la partie en bleue représente
la séquence codant le domaine bHLH et les ciseaux délimitent la séquence délétée
dans les NGN3".

2.3. Nature intestinale et épithéliale des HIOs générés

Bien que les analyses précédentes par RT-gPCR et immunofluorescences indiquent
la présence de marqueurs intestinaux dans les HIOs générés, I'analyse des données
de RNA-seq autorise une étude plus fine et détaillée de I'expression de marqueurs
des différentes populations cellulaires de I"épithélium intestinal. L'expression des
génes caractéristiques des types cellulaires retrouvés dans |'épithélium intestinal a
été comparée dans les HIOs NGN3” et les HIOs CTRL pour déterminer la nature
intestinale des tissus et déceler les éventuelles conséquences de la mutation sur la
différenciation épithéliale intestinale (Figure 52). Les marqueurs utilisés pour identifier
ces cellules sont extraits de différents articles issus de la littérature récente, a savoir
d'une expérience similaire de RNA-seq sur des HIOs (Workman et al., 2016) et d'une
expérience de RNA-seq sur des cellules épithéliales isolées (single cell RNA-seq) a
partir d'intestin gréle et d’entéroides de souris, qui a permis d’identifier des marqueurs
spécifiques aux sous-types cellulaires de I'épithélium (Haber et al., 2017).
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Geénes Log2 FC P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne NGN3""

LGR5 -0,31 6,57E-01 3213 2594

OLFM4 0,48 2,85E-01 330 459

Cellules souches |ASCL2 -2,06 4,80E-02 49 11
BMI1 -0,26 7,63E-01 1293 1080

TERT -0,57 7,20E-01 92 62

LYz 0,65 4,84E-01 6110 9584

Cellules de Paneth DLL1 0,08 9,73E-01 2471 2614
DLL4 -0,31 6,79E-01 179 144

XBP1 0,31 4,79E-01 5099 6304

Muc2 1,02 1,53E-01 358 726

AGR2 0,27 8,93E-01 19428 23405

Cellules a mucus |KIT 0 1,00E+00 728 729
SPEDF -0,35 9,24E-01 75 59

TFF3 -0,53 9,05E-01 3734 2580

SLC2A2 0,96 4,07E-01 68 133

SLC26A6 -0,12 9,48E-01 1180 1088

SLC9A1 0,18 8,37E-01 1608 1820

Entérocytes ViL1 -0,61 6,08E-01 5661 3712
CBR1 0,13 9,15E-01 627 684

EPHX2 -0,15 9,44E-01 798 719

MEP1A -1,74 4,87E-03 744 223

LRMP 0,97 6,44E-01 7 14

DCLK1 -0,45 7,57E-01 3092 2267

Cellules en "touffes" |PTGS2 0,05 9,83E-01 305 315
HOPX 0,13 9,53E-01 218 238

EGFR 0,35 5,38E-01 3494 4467

Figure 52. Tableau récapitulatif de |'expression de marqueurs spécifiques aux
sous-types cellulaires de |'épithélium intestinal

Les génes sont regroupés Ear type cellulaire. Bleu foncé : lignage absorbant, bleu
moyen : lignage sécréteur, bleu clair : autres types cellulaires.

Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d'expression entre HIOs CTRL et
HIOs NGN3*. Une variation d'expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. La moyenne des reads normalisés est indiquée pour les CTRL
et les mutants NGN3”. En rouge sont indiqués les génes significativement sous-
exprimés dans les HIOs NGN3".

Dans les cryptes, sont localisées les cellules souches qui donnent naissance a tous
les types cellulaires de I"épithélium, dont deux types ont été décrits : celles localisées
entre les cellules de Paneth a la base des cryptes, appelées CBC (Crypt Base Columnar)
et exprimant Lgr5, et celles en position +4 exprimant BmiT aussi appelées LRC (Label-
Retaining Cells).

Ces deux marqueurs sont fortement exprimés dans nos HIOs et aucune différence
significative n’est observée entre les mutants et les CTRL. D’autres marqueurs,
comme Ascl2 et Olfm4 (Munoz et al., 2012) permettent |'identification des cellules
souches CBC et Tert permet celle des cellules souches LRC (Montgomery et al., 2011).
Ces marqueurs sont bien exprimés dans nos HIOs et ne sont pas différentiellement
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exprimés selon le génotype, hormis ASCL2, dont |'expression est diminuée chez les
mutants. Il est difficile de déterminer si ceci résulte d'une conséquence de la mutation
puisque le niveau d'expression de ce géne est assez faible. L'inactivation de NGN3 ne
semble globalement pas affecter la production des cellules souches.

Les cellules de Paneth sont les seules cellules différenciées des cryptes et
sécretent des peptides antimicrobiens (lysozymes) chargés de protéger les muqueuses
intestinales contre certains micro-organismes pathogeénes. Ainsi, |'expression du géne
LYZ codant les lysozymes est spécifique de ce type cellulaire. Ni I'expression de LYZ ni
celle des autres marqueurs DLLT, DLL4 et XBP1 (Workman et al., 2016 ; van Es et al.,
2012) n'est altérée dans les HIOs NGN3-. La différenciation des cellules de Paneth ne
serait donc pas dépendante de I'expression de NGN3, contrairement a ce qui a été
observé par RT-gPCR.

Parmi les cellules sécrétrices, on retrouve également les cellules a mucus dans
les villosités, qui sécretent un mucus jouant un réle dans la protection de I'épithélium
intestinal. Elles sont identifiables grace a I'expression de MUC2 codant la mucine 2,
membre de la famille des mucines, constituant principal du gel protecteur formé.
L'expression de ce géne, comme celle d'autres marqueurs tels que AGR2, KIT, SPEDF
et TFF3 (Workman et al., 2016 ; Bergstrom et al., 2014 ; Rothenberg et al., 2012), n’est
pas non plus affectée par l'inactivation de NGN3, suggérant 'absence d'implication
de NGN3 dans le lignage des cellules a mucus. Ces observations ne sont pas en
accord avec les résultats obtenus par RT-qPCR, puisque toutes les lignées sécrétrices
semblaient affectées par la mutation. Plusieurs hypothéses peuvent justifier ces
discordances : la premiere, et la plus probable, est que ces différences soient liées au
fait que les échantillons analysés par séquengage ne correspondent pas forcément
a ceux étudiés par RT-gPCR (Figure 48, points rouges), ou bien qu'une des deux
approches soit plus sensible en terme de détection du niveau d'expression des ARNm.

Les entérocytes, cellules absorbantes, sont les plus abondantes dans I'épithélium
intestinal et sont impliquées dans la digestion et notamment |'absorption des
nutriments. Le transport des nutriments est médié par des transporteurs présents a la
membrane de ces cellules, qui constituent ainsi des marqueurs de choix de ce type
cellulaire. Parmi ces transporteurs, les génes codant |'échangeur d’anions SLC26A6
(Solute-linked carrier 26),I"antiport Na*/H* SLC9A1 etle transporteur de glucose GLUT2,
codé par le gene SLC2A2, ont une expression similaire entre les différents génotypes.
C’est également le cas du marqueur de la villine VILT et des marqueurs d’entérocytes
de l'intestin proximal CBR1 et EPHX2 (Haber et al., 2017). Etonnamment, le marqueur
d’'entérocytes de l'intestin distal MEP1A est significativement sous-exprimé dans les
HIOs mutants. Il reste a déterminer si la diminution de ce marqueur provient d'une
nature moins distale du tissu formé dans les HIOs NGN3” ou d’une diminution du
nombre de ce type d’'entérocytes.
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Les marqueurs de cellules « en touffes » DCLK1, PTGS2, HOPX et EGFR sont bien
exprimés dans les HIOs et leur expression n’est pas modulée par la mutation. Ainsi, les
différents types de cellules sont bien formés dans les HIOs d'apres le séquengage et
NGN3 ne semble pas nécessaire a la spécification des cellules a mucus, des cellules de
Paneth, des cellules « en touffes » et des entérocytes, comme chez la souris (Mellitzer
et al., 2010 ; Jenny et al., 2002).

Ngn3 étant exprimé par des progéniteurs communs a tous les sous-types
entéroendocrines, il est attendu que son inactivation méne a la perte de ces cellules
dans les HIOs NGN3". Cependant, il faut garder a I'esprit que ces cellules constituent
seulement 1% des cellules épithéliales et qu'il n'est donc pas aisé de déceler des
changements d’expression de génes dans ces cellules et particulierement dans un tel
modéle.

2.4. Etude de l'expression de marqueurs généraux de cellules
entéroendocrines

Bien qu'il soit difficile de considérer ces cellules comme une population homogene,
certains marqueurs ont été décrits comme étant exprimés par |'ensemble des sous-
types entéroendocrines. C'est notamment le cas du marqueur générique CHGA, de
chromogranine C (SCG2) et de VGF (Nerve growth factor inducible), qui est connu
pour étre enrichi dans les cellules entérochromaffines de I'intestin gréle et du célon
(Roberts etal., 2018 ; Lund et al., 2018), dont I'expression est significativement altérée
dans les HIO NGN3” (Figure 53). Un certain nombre d'autres marqueurs de ces
cellules exprimés dans les HIOs ne semblent pas affectés chez les mutants : REG4
(Grln et al., 2015), CLDN4 (Nagatake et al., 2014), CHGB, SCG3, SCG5, SYP, PCSK1,
etc. (Roberts et al., 2018 ; Engelstoft et al., 2015). Il est donc possible que I'absence
de NGN3 ait un impact sur la différenciation de certains sous-types entéroendocrines
dans notre modeéle in vitro, mais pas de tous. Ces marqueurs ne permettent peut-étre
pas l'identification de I'intégralité des types de cellules entéroendocrines et peuvent
étre plus représentatifs d'un type de cellule précis, comme VGF par exemple, qui
est plus spécifiquement exprimé dans les cellules entérochromaffines (Lund et al.,
2018). Cette hypothése sera explorée par I'étude de I'expression des génes codant
les différentes hormones produites par les cellules entéroendocrines ou leur enzyme
de biosynthese.
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Génes Log2 FC P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne NGN3”’

CHGA -1,01 1,42E-04 1316 655
CHGB -0,62 4,49E-01 1143 742

. |REG4 -0,32 9,47E-01 94 76
£ |cLDNa -0,18 9,40E-01 10596 9360
§ SYP 0,3 8,71E-01 2026 1645
£ |scG2 -1,09 5,65E-02 2602 1219
§ SCG3 -0,59 5,07E-01 1118 742
S |scaGs 0,11 9,61E-01 790 730
é PCSKIN 0,37 7,96E-01 346 449
g |peski 1,1 1,69E-01 1052 491
PCSK2 0,2 9,40E-01 730 634
PCSK9 0,34 8,17E-01 2305 2916

VGF -1,17 8,59E-03 1223 544
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Figure 53. Expression de marqueurs généraux de cellules entéroendocrines
Panneaude lapartie haute: tableaulistantdes marqueursde cellulesentéroendocrines.
Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d'expression entre HIOs CTRL
et HIOs NGN3. Une variation d’expression est jugée significative si la p-valeur
ajustée est inférieure a 0,05. La moyenne des reads normalisés est indiquée pour
les CTRL et les mutants NGN3*. En rouge sont indiqués les génes significativement
sous-exprimés dans les HIOs NGN3~. Panneau de la partie basse: histogramme
représentant |'expression des marqueurs entéroendocrines dans les HIOs NGN3*"
(gris) et CTRL (noir).*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 Test de Mann-Whitney.
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2.5. Impact de l'inactivation de NGN3 sur la différenciation
entéroendocrine

2.5.1. Expression des génes codant les produits de sécrétion des cellules
entéroendocrines ou leur enzyme de biosynthése

L'expression des marqueurs entéroendocrines CHGA, SCG2 et VGF étantdiminuée
dans les HIOs NGN3”, I'expression des genes codant les produits de sécrétion des
cellules entéroendocrines (hormone, enzyme de biosynthése, neuropeptide...) a été
analysée afin de déterminer quels sous-types entéroendocrines sont affectés par
I'inactivation de NGN3. De facon trés inattendue, 'expression d’aucun des genes
codant les produits de sécrétion n’est affectée par la mutation (Figure 54). De fagon
similaire aux analyses par RT-qPCR, il estimportant de noter que le niveau d’expression
de certains génes est nul ou trés faible, empéchant I'éventuelle mise en évidence
d'une altération dans la formation de certains sous-types entéroendocrines. C'est
notamment le cas de GIF, GAST, INS et CCK qui ne sont pas du tout exprimés dans
nos HIOs.

Ces observations étaient en partie attendues puisque I'insuline n’est exprimée
que dans les cellules B des ilots pancréatiques et I'hormone gastrine n’est produite
que dans les cellules G de I"épithélium gastrique. Les génes codant les hormones
SCT, GHRL, MLN, GCG, PPY, TPH1 et VIP ne sont que faiblement exprimés, attestant
tout de méme de la présence des sous-types endocrines associés, mais ne permettant
pas d'exposer un potentiel effet de la mutation. En revanche, I'expression de SST,
NTS, NPY, PYY, TACT (précurseur de la substance P) et HNMT (enzyme synthétisant

I'histamine) ont un niveau d’expression élevé mais non différentiellement exprimé
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Figure 54. Niveau d’expression des génes codant les hormones produites dans
le tractus digestif ou leur enzyme de biosynthése
Le niveau d'expression des génes est comparé entre les HIOs NGN37 (gris) et les
HIOs CTRL (noir).
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entre les HIOs CTRL et NGN3". Pour ces génes, il est donc possible de conclure
de maniere plus assurée quant a une absence d’effet de la mutation de NGN3 sur
la différenciation des cellules productrices de ces hormones dans notre modéle.
De fagon surprenante, les genes les plus exprimés HNMT, TACT et SST sont plutot
exprimés dans la partie proximale du tractus gastrointestinal (Figure 16) (Chen et al.,
2009). L'ensemble de ces observations va a I'encontre des données de la littérature
concernant la fonction de Ngn3 dans la différenciation entéroendocrine chez la souris,
puisqu’une absence totale de cellules entéroendocrines avait été reportée chez la
souris déficiente pour Ngn3 (Mellitzer et al., 2010 ; Jenny et al., 2002). En revanche,
ces observations concordent avec nos résultats obtenus par RT-gPCR qui indiquaient
une absence d'effet sur I'expression de SST. Comme |'expression du marqueur général
de cellules entéroendocrines CHGA est affectée (diminution de I'’ARNm et absence
de la protéine), on peut imaginer que NGN3 contréle uniquement les programmes
génériques de la différenciation entéroendocrine et non la spécification des sous-types
qui produisent les hormones chez I'homme, ou au moins dans ce modele in vitro. Mais
ceci est en contradiction avec I'analyse des biopsies intestinales des patients porteurs
de mutation dans NGN3 qui présentent une absence de cellules entéroendocrines
et des hormones associées (Wang et al., 2006). Il est également possible que NGN3
soit seulement nécessaire a la différenciation de certains sous-types entéroendocrines
que notre approche transcriptomique n’a pas permis de mettre en évidence. Cette
hypothése peut étre propre au systéme in vitro, qui permet la génération de tissus
intestinaux de nature feetal et qui n‘ont pas toute la complexité de |'organe in vivo.
Cependant le réle de Ngn3/NGN3 semble pourtant conservé entre la souris et
I’'hnomme puisque les HIOs dont I'expression de NGN3 a été altérée avec des shRNAs
ne présentent pas de cellules entéroendocrines et des expériences d'induction de
I'expression exogéne de NGN3 dans des HIOs ont montré une augmentation du
nombre de cellules entéroendocrines mais également de I'expression des différentes
hormones (Sinagoga et al., 2018 ; Mudnera et al., 2017 ; McCracken et al., 2014).
Les raisons pouvant expliquer nos résultats surprenants et les hypothéeses abordées
constitueront des éléments de discussion par la suite.

2.5.2. Expression des génes codant des facteurs de transcription régulant
la différenciation entéroendocrine

Ngn3 est inscrit dans une cascade de facteurs de transcription régulant la
différenciation entéroendocrine chez la souris. De plus, les HIOs dont I'expression
de NGN3 est altérée par des shRNAs ne présentant aucune cellule entéroendocrine
(Spence et al., 2011), il est attendu que cette régulation transcriptionnelle soit
perturbée par I'inactivation de NGN3 dans notre modéle également.
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Geénes Log2 FC | P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne NGN3”"
ATOH1/MATH1 0,55 9,16E-01 35 51
HES1 0,26 8,32E-01 1317 1580
NEUROD1 -0,2 9,54E-01 418 364
ARX 0,84 5,55E-01 94 168
NKX2-2 0,7 7,04E-01 60 98
PAX6 0,16 9,39E-01 717 804
PAX4 -2,24 NA 2,4 0,6
PDX1 1,02 5,27E-02
FOXA1 -0,18 9,05E-01 3073 2704
FOXA2 0,71 2,72E-01 617 1008
RFX6 -0,98 2,58E-01 99 50
INSM1 0,51 7,83E-01 590 841
ISL1 0,04 9,89E-01 832 859

Figure 55. Tableau récapitulatif de I'expression de facteurs de transcription
régulant la différenciation des cellules de |'épithélium intestinal

Le Log2(FC) (Fold Change) rePrésente la variation d'expression entre HIOs CTRL et
HIOs NGN3”. Une variation d'expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. En orange est indiqué un géne pour lequel I'analyse statistique
révéle une tendance a I'augmentation de |'expression. NA : expression du géne
insuffisante pour 'analyse statistique.

Des facteurs de transcription connus pour étre impliqués dans la différenciation
entéroendocrine chez la souris ont donc été analysés dans nos HIOs NGN3 (Figures
20 et 55).

Dans un premier temps, la différenciation des lignages sécréteurs (cellules de
Paneth, a mucus et entéroendocrines) a partir des cellules souches intestinales requiert
I'inhibition de la voie Notch et I'expression sous-jacente de Math1/Atoh1 (Shroyer et
al., 2007 ; Yang et al., 2001 ; Jensen et al., 2000), tandis que Hes1 est exprimé dans les
progéniteurs du lignage absorbant, les entérocytes (Sikandar et al., 2010 ; Fre et al.,
2005). Tous deux possedent une expression similaire dans les HIOs NGN3”- et CTRL,
coincidant avec I'expression inchangée des marqueurs des entérocytes, des cellules
a mucus et des cellules de Paneth (Figure 52). La différenciation des cellules souches
en progéniteurs des lignées sécrétrices et en progéniteurs des entérocytes ne semble
donc pas affectée par |'absence de NGN3 d'apres |'analyse des marqueurs de ces
types cellulaires et des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de leur
différenciation.

Plusieurs facteurs de transcription agissent en aval de Ngn3 pour réguler la
différenciation des sous-types entéroendocrines mais les mécanismes moléculaires

précis ne sont pas bien connus.
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Une des principales cibles de Ngn3 est Neurod1, dont |'expression est importante
dans la différenciation des cellules sécrétrices de Cck et Sct (Rindi et al., 1999). Dans
notre modele d'étude, les génes codant les hormones CCK et SCT sont peu ou
pas exprimés et I'expression de NEUROD1, bien que présente, n'est étonnamment
pas différentiellement exprimés entre les HIOs NGN3” et CTRL. Les facteurs de
transcription Arx, Pdx1, Nkx2.2, Pax4, Insm1 et Paxé sont eux aussi impliqués dans
la formation des sous-types entéroendocrines au niveau proximal et distal du tractus
digestif (Beucher et al., 2012 ; Chen et al., 2009 ; Desai et al., 2008 ; Gierl et al., 2006
; Larsson et al., 1998). ARX, NKX2.2 et PAX6 sont exprimés dans les HIOs NGN3" a
un niveau similaire aux HIOs CTRL, alors que PAX4 n’est exprimé dans aucun des
HIOs. Concernant PDX1, une forte tendance a lI'augmentation est observée chez les
mutants. Les souris déficientes pour Pdx1 spécifiquement dans l'intestin présentent
une diminution du nombre de transcrits Sst dans |'intestin gréle proximal, sans pour
autant affecter le nombre de cellules D associées (Chen et al., 2009). Par contre, la
diminution des transcrits Gip dans l'intestin de ces souris est associée a un nombre
de cellules K moindre (lkeguchi et al., 2018). Dans notre cas, GIP n’est pas exprimé
mais '’ARNm de SST est détecté dans les HIOs et n’est pas différentiellement exprimé
chez les mutants. Il ne peut étre exclu que 'augmentation de PDX1 provoquée par
I'inactivation de NGN3 induise une modification de la spécification des lignages
entéroendocrines, notamment des cellules K, mais cela reste a déterminer. De plus,
son augmentation peut probablement expliquer |'absence d’effet sur SST. D’autres
facteurs comme Foxal et Foxa2 ont été mis en évidence chez la souris comme
régulateurs de la différenciation des cellules L (Glp1, Glp2, Pyy) et D (Sst) dans
I'intestin gréle (Ye et al., 2009), mais ne sont pas différentiellement exprimés dans
les HIOs NGN3. Il semblerait donc que la différenciation des cellules D ne soit pas
dépendante de NGN3, de méme que la différenciation des cellules L, bien que ces
observations doivent étre confirmées. Le réle de Insm1 et Isl1 dans la différenciation
des sous-types entéroendocrines en aval de Ngn3 a également été démontré (Terry
etal., 2014 ; Gierl et al., 2006), alors que leur expression est inchangée dans nos HIOs
mutants par rapport aux HIOs CTRL. Cette absence d’effet de I'inactivation de NGN3
sur ces facteurs de transcription est vraiment surprenante compte tenu de la littérature
existante. D'autant plus qu’une étude trés récente de surexpression de NGN3 dans
les HIOs a montré I'augmentation d’expression des facteurs de transcription régulant
la différenciation entéroendocrine comme NKX2.2, PAX4, RFX6, PAX6, ARX et
NEUROD1 (Sinagoga et al., 2018), qui sont des cibles directes de NGN3 initialement
identifiées dans le pancréas (Smith et al., 2010, 2004, 2003 ; Watada et al., 2003,
Huang et al., 2000). La encore ces observations sont en faveur d'un réle conservé de
NGN3 dans la différenciation entéroendocrine, qui n’est pas mis en évidence dans
notre modele.
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De maniére intéressante, |'unique régulation transcriptionnelle observée est
I"augmentation de I'expression de PDX1, qui est plutét exprimé dans l'antre de
I'estomac et la partie proximale de l'intestin gréle (Willet et Mills, 2016). Cette
observation peut étre mise en relation avec la diminution d'expression du marqueur
distal d’entérocytes MEP1A observée précédemment (Figure 52). Ceci suggeére une
identité régionale différente entre les HIOs mutants et CTRL qui doit étre approfondie
et qui pourrait expliquer |'absence du phénotype attendu.

2.6. Geénes les plus différentiellement exprimés de maniére significative
dans les HIOs NGN3"

Apres avoir analysé les genes d'intéréts prédéfinis et afin de comprendre |'absence
du phénotype attendu, les genes les plus différentiellement exprimés ont été passés
au crible afin d'identifier ceux potentiellement impliqués dans le développement et la

physiologie intestinale (Figure 56).
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Figure 56. Génes les plus différentiellement exprimés dans les HIOs NGN3"
Les genes les plus sous-exprimés dans les HIOs NGN3 sont indiqués par des points
rouges et les plus surexprimés, par des points verts. Le nom de certains genes
d'intérét est indiqué sur le nuage de point.
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2.6.1. Geénes les plus sous-exprimés de maniére significative dans les HIOs
NGN3"

De maniére intéressante, un certain nombre de génes les plus significativement
sous-exprimés appartiennent a la famille de génes HOX, qui jouent un réle dans
le développement du tractus digestif, notamment dans la mise en place de I'axe
proximo-distale (Figure 57).

C'est le cas des genes HOXA10, A11, A13, D8, D9, D10, D11, D13 et C10, dont
une partie est décrite en figure 7, connus pour leur implication dans les interactions
entre I'endoderme et le mésoderme au cours du développement. Leur expression
précoce dans le mésoderme est nécessaire a la morphogenése et a la régionalisation
intestinale. Par la suite, ces interactions endoderme-mésoderme sont importantes
pour la différenciation épithéliale (Le Guen et al., 2015). Il a été mis en évidence chez
la souris et le poulet que I'ensemble des génes Hox a un patron d'expression tres
spécifique le long de I'axe proximo-distal de I'intestin au cours du développement.
On ne peut cependant affirmer avec certitude dans quelle région précise sont
exprimés ces génes chez I'homme puisqu’une variabilité inter-espéce importante a
été rapportée (Yuasa et al., 2003 ; Beck et al., 2000).

Dans notre cas, les genes HOX sous-exprimés semblent plutdt correspondre a
ceux retrouvés dans la partie distale du tube digestif (gros intestin, colon, rectum). En
effet, les HOXA10, A11, A13, D10, D11 et D13 sont utilisés dans |'identification de
I'intestin distal et notamment pour déterminer la nature distale des HIOs (Munera et
al., 2017). De plus, HoxD8 et HoxD? sont exprimés dans le caecum et le célon chez la
souris (Kawazoe et al., 2002).

Genes Log2 FC | P-valeur ajustée | Moyenne CTRL| Moyenne NGN3"
HOXA13 -8,13 4,99E-10 84 0,2
HOXD13 -6,77 5,57E-08 81 0,8
HOXD11 -6,46 8,45E-06 44 0,6
HOXD10 -6,24 3,41E-15 113 1,6
HOXA11 -5,5 7,64E-27 265 5,8
HOXA10 -3,36 2,36E-43 1035 101
HOXD9 -2,96 1,36E-24 320 41
HOXC10 -2,25 1,53E-11 803 168
HOXDS8 -1,54 1,72E-11 346 119
WNT5A -1,48 5,08E-12 4292 1537
Figure 57. Tableau présentant des génes significativement sous-exprimés dans
les HIOs NGN3-
Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d’expression entre HIOs CTRL et
HIOs NGN3. Une variation d'expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05.
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Par contre, le réle de HoxC10n'est pas bien décrit dans la littérature. La diminution
de I'expression de ces génes de spécification de la régionalisation distale du tube
digestif semble donc indiquer une nature plutét proximale des HIOs NGN3” par
rapport aux HIOs CTRL, hypothése déja émise plus tot puisque PDX1 (marqueur
proximal) est surexprimé et MEP1A (marqueur distal d’entérocytes) est sous-exprimé
chez les mutants. Pourtant, I'expression de Ngn3 est restreinte aux progéniteurs
entéroendocrines chez la souris et de ce fait, aucune altération du développement et
de la régionalisation intestinale n’est attendue en I'absence de NGN3.

WNT5A, un ligand de la famille des Wnt, fait également partie des génes les plus
significativement surexprimés et est essentiel dans le développement et I'élongation
de l'intestin gréle chez la souris. Effectivement, I'intestin gréle des souris déficientes
pour Wnt5a est dramatiquement raccourci (Cervantes et al., 2009). Il a également été
montré qu'il favorise la régénération des cryptes dans le célon par I'intermédiaire de
la signalisation TGF-B apres dommage (Miyoshi et al., 2012). Ceci suggére, la aussi,
que les HIOs NGN3" formés semblent de nature plus proximale en comparaison aux
HIOs CTRL. Afin de confirmer cette hypothese, I'expression de marqueurs des régions
proximales a été analysée et est présentée dans la partie suivante.

2.6.2. Etude de la nature proximale des HIOs

L'expression de plusieurs marqueurs de |'intestin proximal est listée dans la figure
58. La cathepsine E, codée par le géne CTSE, est un marqueur de différenciation
gastrique (Konno-Shimizu et al., 2013) et s'avere étre surexprimé dans les HIOs
NGN3. C'est également le cas de GATA4, requit pour la différenciation de |'épithélium
gastrique (Jacobsen et al., 2002).

Génes Log2 FC | P-valeur ajustée | Moyenne CTRL| Moyenne NGN3”"
% |CTSE 1,99 2,23E-03 938 3734
©
£ lGaTAs 1,34 9,32E-04 596 1508
S |mrR 1,38 8,26E-03 2206 5747
£ |MucsAc 1,98 2,74E-01 725 2867
S |muce 1,71 3,98E-01 85 278
g CAPNS 1,05 8,93E-02 1015 2099
TFF2 2,13 1,25E-01 1153 5056

Figure 58. Tableau représentant le niveau d'expression de certains marqueurs
proximaux du tube digestif

Le Log2(FC) (Fold Change) rePrésente la variation d'expression entre HIOs CTRL et
HIOs NGN3*. Une variation d'expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. En bleu sont indiqués les genes significativement surexprimés
dans les HIOs NGN3.
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Figure 59. Heatmap représentant la différence de nature proximo-distale des
HIOs NGN3” en comparaison aux CTRL
Les différents marqueurs utilisés sont issus de Munera et al., 2017 et Tsai et al., 2017.

Afin de compléter l'analyse, des marqueurs des différents types cellulaires
de I'épithélium gastrique, qui sont notamment utilisés dans la validation de la
différenciation in vitro d'organoides gastriques, ont été étudiés (McCracken et al.,
2014). L'expression du marqueur de cellules a mucus TFF1 est significativement
augmentée chez les mutants et les autres marqueurs de ces cellules, MUC5AC et
MUCS, présentent également une augmentation du niveau d’'expression, bien que
non significative. CAPN8 est aussi un marqueur des cellules @ mucus de |'estomac
(Engelstoft et al., 2015) et présente une augmentation presque significative de son
expression dans les HIOs NGN3*. Le marqueur de cellules glandulaires de |'antre,
TFF2, est également surexprimé mais de maniére non-significative. Manifestement,
tous les marqueurs analysés sont surexprimés chez les mutants méme si pour certains,
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la différence d’expression n’est pas significative entre les HIOs NGN3” et CTRL. Ces
observations sont concomitantes avec |'augmentation de PDX1 mise en évidence
précédemment, puisqu'il est notamment exprimé dans 'antre de |'estomac et la
partie proximale de l'intestin (Willet et Mills, 2016).

Une analyse plus globale de marqueurs proximaux et distaux, représentée sous
forme d'une heatmap (figure 59) confirme assez clairement la nature proximale des
HIOs NGN3” en comparaison aux HIOs CTRL.

2.6.3. Perturbation de la régulation de la prolifération cellulaire dans les
HIOs NGN3"

Un certain nombre de génes sous-exprimés dans les HIOs NGN3” ont un
réle connu dans la prolifération des cellules de I'épithélium intestinal (Figure 60).
Par exemple, NKX2.3 est exprimé dans le mésenchyme de l'intestin gréle mais sa
délétion chez la souris provoque une hyperprolifération des cellules dans les cryptes
intestinales et une formation altérée des villosités (Pabst et al., 1999) et SOCS3 est un
suppresseur de tumeur qui limite la prolifération des cellules épithéliales intestinales
(Shaw etal., 2017). Il a également été mis en évidence dans des entéroides murins que
Myb est impliqué dans la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire de
I"épithélium intestinal (Germann et al., 2014). FOXF1 participe aussi a ces processus.
En effet, les souris déficientes pour FoxF1 présentent un axe crypte-villosité perturbé,
caractérisé par une prolifération excessive (Madison et al., 2009). Le long ARN non
codant FENDRR associé a FOXF1 (FOXF1 adjacent non-coding developmental
regulatory RNA) est également lié a la prolifération et l'invasion cellulaire dans des
cancers gastriques (Luo et al., 2018).

Geénes Log2 FC P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne NGN3”"
NKX2.3 -2,42 5,89E-06 387 72
SOCS3 -1,69 9,01E-05 2590 802
MYB -1,49 1,42E-03 188 67
FOXF1 -1,28 9,13E-03 2607 1073
FENDRR -1,88 5,25E-03 1315 357

Figure 60. Tableau représentant |'expression de génes impliqués dans la
régulation de la prolifération cellulaire de I'épithélium intestinaf

Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d'expression entre HIOs CTRL
et HIOs NGN3~. Une variation d’expression est jugée significative si la p-valeur
ajustée est inférieure a 0,05. En rouge sont indiqués les genes significativement
sous-exprimés dans les HIOs NGN3".
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Ces observations sontd'autant plus intéressantes puisque les souris dans lesquelles
Ngn3a été spécifiquementinactivé dans|'intestin, possedent des cryptes élargies dues
a une prolifération aberrante mais également des villosités plus courtes a cause d'une
augmentation du renouvellement cellulaire (Mellitzer et al., 2010). Les HIOs NGN3-
- présentent une diminution de |'expression de géenes impliqués dans la régulation
de la prolifération cellulaire. En effet, les modéles murins déficients pour ces génes
présentent un phénotype avec une altération de la prolifération cellulaire comparable
a ce qui est observé chez les souris Ngn3“™. Ngn3 pourrait donc avoir un réle dans la
morphogenese de I"épithélium intestinal, comme c’est le cas lors du développement
pancréatique (Magenheim et al., 2011), et qui serait potentiellement conservé dans
le développement intestinal chez 'homme, d’apres nos observations dans les HIOs
NGN3”. Il se pourrait que l'altération de la prolifération soit inderctement due aux
conséquences de la perte de NGN3.

2.6.4. Geénes les plus surexprimés de maniére significative dans les HIOs
NGN3"

Les génes les plus différentiellement surexprimés ont également été passés au
crible afin d'identifier ceux potentiellement impliqués dans le développement et la
physiologie intestinale. La figure 61 présente une liste de génes parmi ceux les plus
surexprimés dans les HIOs NGN3 de fagon significative.

On retrouve parmi eux BARXT, qui est exprimé dans le mésenchyme gastrique
et est essentiel dans le développement de I'estomac a partir de I'endoderme
intestinal. En outre, une approche permettant la différenciation des cellules souches
embryonnaires en tissu gastrique en induisant |'expression de BARX1 a été développée
(Noguchi et al., 2015). D'autres génes exprimés dans les régions proximales du tube
digestif sont surexprimés, comme NKX6.2 qui est exprimé dans le mésenchyme du
duodénum (Nelson et al., 2005) et VSIGT qui code une protéine d'adhésion requise
pour le développement de la partie glandulaire de I'estomac (Oidovsambuu et al.,
2011). ANXA10 est un marqueur de la muqueuse gastrique et des glandes de Brunner
localisées dans la sous-muqueuse du duodénum (Lu et al, 2011). De plus, PAXT et
PAX? sont également impliqués dans le développement de l'intestin primitif antérieur
(Muller et al., 1996). Par ailleurs, I'acide rétinoique (AR) joue un réle crucial dans le
développement des organes dérivés de l'intestin primitif antérieur etil est utilisé dans le
protocole de différenciation des organoides gastriques dans I'étape de régionalisation
postérieure des sphéroides (McCracken et al., 2014). Sa distribution est étroitement
controlée par les génes codant les synthétases ALDH1As et les enzymes métaboliques
CYP26s (Xi et al., 2015). Ces genes définissent donc |'exposition tissulaire a I'acide
rétinoique et sont essentiels pour la morphogenése des organes. Parmi ceux-ci, les
génes ALDH1A3 et CYP26C1 sont surexprimés dans les HIOs NGN3.
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Genes Log2 FC P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne NGN3”
CYP26C1 6,26 4,87E-03 1,4 110
BARX1 5,25 5,86E-05 51 193
PHOX2B 4,32 2,36E-07 9,1 181
NKX6.2 3,26 6,71E-08 45 430
FOXG1 2,51 3,02E-09 55 316
VSIG1 2,43 5,96E-09 1453 7851
ANXA10 1,62 2,88E-03 1223 3759
PAX1 1,51 2,81E-07 151 430
PAX9 1,51 8,81E-06 123 352
ALDH1A3 1,07 1,93E-04 859 1809
SOX9 0,74 6,28E-03 2642 4426

Figure 61. Tableau présentant des génes significativement surexprimés dans les
HIOs NGN3-"

Le Log2(FC) (Fold Cha'ng‘e) rePrésentQ la variation d’.expressjon entre HIOs CTRL El
HIOs NGN3~. Une variation d'expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05.

Ces observations confirment donc encore une fois notre hypothése du caractere
plus proximal des HIOs NGN3” par rapport aux HIOs CTRL.

SOX9, lui, est corrélé a la voie de signalisation Wnt et joue un réle important dans
les cryptes intestinales en régulant notamment la prolifération cellulaire (Bastide et al.,
2007) ce qui renvoie une fois de plus a I'hypothese de dérégulation de la prolifération
cellulaire vue dans la partie précédente (voir 2.6.3).

De maniére inattendue, le géne PHOX2B qui est exprimé dans les progéniteurs du
systeme nerveux entérique (ENS) (Buehler et al., 2014) et FOXG1, également impliqué
dans la différenciation neuronale (Pancrazi et al., 2015), font partie des génes les plus
surexprimés dans les HIOs NGN3™. Il est alors envisageable que du tissu nerveux
soit formé dans nos HIOs et que la différenciation neuronale soit exacerbée chez les

mutants NGN3 pour une raison inconnue.
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2.7. Conclusions et points de discussion relevés

En conclusion de I'analyse des HIOs NGN3, il peut étre affirmé de maniére certaine
que les clones hiPSCs 2 et 10 sont bien déficients pour NGN3, comme en atteste le
génotypage des hiPSCs par PCR et par séquengage des produits PCR et les différentes
analyses sur les HIOs dérivés de ces clones : RT-gPCR, immunofluorescences, ainsi que
RNA-seq. Le clone 49Cd, par contre, semble avoir une activité résiduelle de NGN3 et
n'est donc pas considéré comme déficient pour NGN3 et n'a pas été pris en compte
dans I'analyse de |'expérience de RNA-seq. Il faudra établir une caractérisation plus
fine pour déterminer s'il pourrait étre incorporé dans |'analyse en tant que clone
hétérozygote possédant un alléle fonctionnel et un alléle tronqué.

L'analyse par RT-gPCR montre une diminution significative de LYZ et MUCZ2 dans
les HIOs NGN3”, respectivement marqueur des cellules de Paneth et cellules a mucus,
alors qu’aucune différence n’est observée dans les résultats de RNA-seq. Ceci peut
s'expliquer par I'effectif réduit des NGN3” (n=3) dans le cadre des RT-qPCR. Un seul de
ces échantillons a été analysé par RNA-seq, ainsi que des échantillons supplémentaires
issus d'une différenciation indépendante. L'ajout d’échantillons permet d’amoindrir |a
variabilité et améliore donc la fidélité de I'analyse. Cette observation n’est donc pas
tres fiable et il faudrait réaliser des immunofluorescences de ces marqueurs sur les
HIOs pour déterminer si un nombre plus faible de cellules de Paneth et cellules a
mucus est effectivement recensé.

L'inactivation de NGN3 ne provoque pas le phénotype attendu, c’est-a-dire la
perte de toutes les cellules entéroendocrines observée chez la souris (Mellitzer et
al., 2010 ; Jenny et al., 2002), dans le modele de HIOs dans lequel I'expression de
NGN3 a été altérée via des shRNAs (Spence et al., 2011) et chez les patients porteurs
de mutations ponctuelles dans NGN3 (Wang et al., 2006). L'absence d’expression
des hormones produites par les différents types cellulaires, ainsi que la dérégulation
transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine mises en évidence dans les
modeéles murins, n'ont pas été retrouvées dans les HIOs NGN3*. Il y a bien une forte
diminution des marqueurs de cellules entéroendocrines généraux CHGA et SCG2,
mais a cause de la faible expression voire de |'absence d'expression de la plupart
des hormones, les sous-types entéroendocrines affectés n‘ont pas pu étre mis en
évidence.

Toutefois, il semblerait que la différenciation des cellules D sécrétrices de SST
ne soit pas affectée puisque le gene codant cette hormone est bien exprimé et de
maniére similaire dans les HIOs NGN3~ et CTRL, ainsi que le facteur de transcription
FOXAT1, impliqué notamment dans la différenciation de ces cellules. L'augmentation
de PDXT1 pourrait expliquer |'expression inchangée de SST.
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A l'inverse, il se pourrait que la différenciation des cellules entérochromaffines
(EC) soit altérée puisqu'il y a une diminution significative de |'expression de CHGA
et une absence de cellules marquées CHGA*. Or, il a été montré que CHGA n’est
pas forcément un marqueur générique de cellules entéroendocrines mais plutot
un marqueur de cellules entérochromaffines (Engelstoft et al., 2015). De plus, une
diminution significative de VGF, géne connu pour étre enrichi dans les cellules
entérochromaffines de l'intestin gréle et du colon (Lund et al., 2018) est observée.
TPH1 code l'enzyme de biosynthése de la sérotonine, qui est produite par les
cellules entérochromaffines, et présente une baisse d'expression dans les RT-qPCR.
Cette observation n'a pas été confirmée par I'approche de RNA-seq mais le niveau
d’'expression trés faible de ce géne pourrait expliquer |'absence de différence entre
les HIOs NGN3” et CTRL.

Les groupes de genes significativement sous-exprimés sont majoritairement
des marqueurs des régions distales du tractus gastro-intestinal et des génes
impliqués dans des processus de régulation de la prolifération cellulaire. Les génes
significativement surexprimés sont impliqués dans le développement des régions
proximales ou participent a des régulations développementales de |'estomac et
des parties proximales de l'intestin. Nos observations quant a la régulation de la
prolifération cellulaire coincident avec la réduction des villosités et |'élargissement du
compartiment des cryptes di a une hyperprolifération et un renouvellement aberrant
des cellules dans I"épithélium intestinal des souris Ngn32™ (Mellitzer et al., 2010).

Les analyses des données de RNA-seq sont assez probantes concernant le fait que
les HIOs NGN3” étudiés soient constitués de tissu intestinal de nature plus proximale
que les HIOs CTRL. En effet, les HIOs NGN3” possedent un niveau d’expression
plus élevé de marqueurs d'intestin proximal et un niveau d’expression moindre des
marqueurs distaux. Ceci pourrait s'expliquer par |'absence de NGN3 et donc un
effet propre au génotype, qui favoriserait la formation d'intestin proximal. Un réle de
Ngn3 dans le développement de I'estomac est envisageable, puisque des souriceaux
Ngn3” présentent un estomac de taille réduite et une muqueuse plus épaisse dans
la partie proximale de l'intestin (Jenny et al., 2002; Lee et al., 2002). Cependant, il est
également envisageable que ces observations soient indépendantes de la mutation
et provoquées par une variation de la durée d'exposition des hiPSCs au cocktail FGF4
+ CHIR99021 durant la formation de l'intestin moyen au cours de la différenciation
intestinale in vitro. En effet, il a été montré que plus cette exposition est longue, plus
les HIOs adoptent une nature proximale (Tsai et al., 2016).
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La nature proximale du tissu généré dans les HIOs NGN3” pourrait expliquer
I'absence du phénotype sévere attendu. En effet, Ngn3 n’est pas indispensable
a la différenciation de tous les sous-types endocrines dans I'épithélium gastrique,
contrairement a I'épithélium de l'intestin gréle. La délétion de Ngn3 empéche la
formation des cellules G sécrétrices de gastrine et D sécrétrices de somatostatine dans
I"estomac chez la souris, alors que les cellules a sérotonine et ghréline sont toujours
formées (Jenny et al., 2002 ; Lee et al., 2002). L'hétérogénéité dans les tissus formés
et le caractére proximal des HIOs NGN3” pourraient masquer d'éventuels effets de
I'inactivation de NGN3. Des immunofluorescences sur des marqueurs proximaux et

distaux pourraient confirmer la nature des tissus générés selon le génotype.

D’autre part, les HIOs NGN3" ont été générés avec des clones d’un nombre de
passage plus élevé (P60) que les HIOs CTRL (P30). Aucune donnée ne permettent
d'affirmer que la qualité de la différenciation dépend du nombre de passage des
cellules de départ mais c’est une hypothése non négligeable puisque I'accumulation
des passages peut provoquer des altérations du caryotype des cellules et en affecter
leur pluripotence. De plus, contrairement aux hiPSCs utilisées dans la différenciation
des HIOs CTRL, les clones NGN3" sont des cellules nucléofectées qui peuvent étre
affectées par cette manipulation, notamment par la possibilité d'introduction de
mutations aléatoires qui peuvent également provenir de coupure non-ciblée dans
I’ADN via le systeme CRISPR/Cas9. De nouveaux clones NGN37, ainsi que des
controles isotypiques ayant également subi la nucléofection, ont été récemment
générés avec des hiPSCs d'un nombre de passage peu élevé (P20) pour pallier a ce
probléme.

La potentielle présence de tissus neuronaux ou autres tissus non-intestinaux, qui
est accrue dans les HIOs NGN3", pourrait également influencer la pertinence des
analyses en masquant les effets propres au tissu intestinal. Effectivement, bien que non
décrit dans la littérature, il est possible que certains expérimentateurs obtiennent une
différenciation importante de tissus nerveux qui expriment également des marqueurs
endocrines. Des immunofluorescences sur des marqueurs neuronaux pourraient étre
envisagées pour déterminer la présence de tissu nerveux. Enfin, il a été observé chez
la souris que le fond génétique utilisé pouvait influer sur le phénotype provoqué par
certaines mutations génétiques induites. De ce fait, I'absence du phénotype attendu
suite a la délétion de NGN3 pourrait étre propre a notre lignée de cellules hiPS utilisée.
Il faudrait donc réaliser les mémes expériences avec une autre lignée de cellules hiPS
pour vérifier cette hypothése.
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Partie 4. Etude des conséquences de l'inactivation
de RFX6 sur la différenciation entéroendocrine chez
I'homme

En parallele de I'étude des HIOs NGN37, les HIOs RFX6” ont également été
analysés de maniere similaire, a savoir par RT-gPCR et immunofluorescences sur des
marqueurs spécifiques de I'épithélium intestinal, afin de valider le caractére intestinal
des tissus générés et confirmer le génotype des clones. Puis, une expérience de RNA-
seq a été réalisée pour identifier les genes différentiellement exprimés dans les HIOs
RFX67 par rapport aux HIOs CTRL. Des données similaires issues d’expériences sur
des embryons de souris au stade embryonnaire E18 déficients pour Rfxé (Rfxé67 E18)
et sur des souris adultes déficientes pour Rfx6 spécifiquement dans l'intestin (Rfxé44dm)
ont été générées par I'équipe (Julie Piccand, Anthony Beucher, Aline Meunier et
Adeéle de Arcangelis). Ces données font I'objet d'un manuscrit qui est actuellement en
préparation. L'ensemble des résultats d'analyses des HIOs RFX67 sera comparé a ces
données issues de modeles murins. Considérant |'absence de données concernant
le réle de Rfxé dans l'intestin dans la littérature, des données issues du manuscrit
en préparation sont présentées dans un premier temps afin d’introduire les données

obtenues dans notre modeéle in vitro.

1. Etudes des modeles murins déficients pour Rfxé (Piccand
et al., manuscrit en préparation)

Rfx6 est d'abord exprimé pendant le développement embryonnaire dans
I'endoderme de l'intestin primitif postérieur et son expression devient peu a peu
restreinte a |'estomac, I'endoderme intestinal et le pancréas. Dans le pancréas en
développement, il est exprimé dans le lignage endocrine ou il co-localise avec une
population de cellules Ngn3*, puis son expression est maintenue dans les cellules
endocrines adultes (Piccand et al., 2014 ; Smith et al., 2010 ; Soyer et al., 2010). Un
patron d’expression similaire est observé dans l'intestin puisque |'expression de Rfxé
apparait sporadique au sein de |'intestin de souris au stade embryonnaire E15 (Figure
62A) et que I'on retrouve a la fois des cellules doublement marquées pour Rfxé et
Ngn3 dans les cryptes (Figure 62B-D), ainsi qu’une co-localisation de Rfxé avec les
hormones entéroendocrines Glp1, Gip et 5-HT (sérotonine) dans l'intestin de souris
adulte (Figure 62E-G).

Les expériences de RNA-seq sur les embryons Rfx6” a E18 ont mis en évidence
une absence d’expression de la majorité des génes codant les hormones ou enzyme
de biosynthese de celles-ci (Figure 62H).
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Figure 62. Etude de I'expression de Rfx6 et des conséquences de son inactivation
sur la différenciation entéroendocrine chez la souris

Données aquises par J. Piccand, A. Beucher, A. Meunier et A. De Arcangelis.

(A-G) Expression de Rfx6 par immunofluorescence sur des cryosections d'intestin
gréle de souris : (A) Rfxé (rouge) dans l'intestin de souris a E15.5, (B-D) Co-localisation
de Rfx6 (vert) avec Ngn3 (rouge) dans des cryptes intestinales de souris adulte,
(E-G) Co-localisation de Rfx6 (rouge) avec les hormones Glp1, Gip et 5-HT (vert)
dans l'intestin gréle de souris adulte. (H-1) Variation de I'expression des génes (Fold
Change) codant les hormones/enzymes de biosynthése entéroendocrines et des
facteurs de transcription régulant la différenciation épithéliale intestinale entre les
souris déificientes pour Rfxé et les souris contréles (WEI)'): (H) Rfx67 E18, (I) Rfx62Adint,
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Une diminution de I'expression de Sct est observée, ainsi qu’une baisse non
significative de Pyy. De maniére surprenante, seule |'expression de ChgA ne change
pas par rapport aux souris controles et une augmentation de Tph1 (enzyme de
biosynthése de la sérotonine) et de Tacl (codant notamment la substance P) est
observée chez les mutants (Figure 62H). Concernant les souris Rfx6244", |es analyses
ont été faites 11 semaines apres l'injection de tamoxiféne qui permet I'induction de
la délétion de Rfxé spécifiquement dans |'intestin chez la souris adulte. Un phénotype
similaire aux embryons de souris Rfx6”- a été mis en exergue chez les souris adultes
Rfxé44dnt puisque I'expression de la majorité des genes codant les hormones est
absente ou drastiquement diminuée et |'expression de Tph1 est augmentée. Cette
fois, I'expression de ChgA est également augmentée de maniére significative chez les
mutants (Figure 62I).

L'expression des facteurs de transcription régulant la différenciation des cellules
épithéliales intestinales et notamment la différenciation entéroendocrine a été
étudiée. Chez les embryons Rfx67, la majorité de ces facteurs de transcription ont
une expression non significativement différente (Figure 62H). Nkx6.3 (impliqué dans
la différenciation des cellules G sécrétrices de gastrine ; May et Kaestner, 2010), Arx
(impliqué dans la différenciation des cellules L sécrétrices de Glp1 ; Beucher et al.,
2012) et en moindre mesure Pdx1 (impliqué dans la différenciation des cellules G et
des cellules K sécrétrices de Gip ; Ikeguchi et al., 2018), ont un niveau d’expression
moindre chez les mutants et au contraire, Lmx7a (impliqué dans la régulation de la
biosynthése de sérotonine ; Gross et al., 2016) et Ngn3 sont augmentés (Figure 62H).
Chez les souris adultes Rfx6*49", une baisse de I'expression de Is/1 (impliqué dans la
différenciation des cellules a Glp1, Gip et Cck ; Terry et al., 2014), Paxé (impliqué dans
la différenciation des cellules a Glp1 et Glp2 ; Hill et al., 1999) et Arx est observée
(Figure 62I). Comme chez les embryons, Lmx7a est augmenté, ainsi que Ngn3. De
plus, une augmentation de NeuroD1 (impliqué dans la différenciation des cellules
sécrétrices de Sct et Cck ; Naya et al., 1997), Nkx2.2 (impliqué dans la régulation de la
biosynthése de sérotonine ; Gross et al., 2016) et Pax4 (impliqué dans la différenciation
des cellules D sécrétrices de somatostatine) est provoquée par |'absence de Rfx6 chez
les souris adultes (Figure 62l). En résumé, ces données indiquent un réle essentiel de
Rfx6 dans la différenciation entéroendocrine embryonnaire et adulte chez la souris. |l
semblerait qu’il agisse en aval de Ngn3 et en amont de Arx et que la différenciation
des cellules a sérotonine soit indépendante de Rfxé. Les processus de régulation de la
différenciation entéroendocrine semblent relativement conservés entre I'homme et la

souris et un role similaire de Rfxé est donc attendu dans notre modéle humain in vitro.
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2. Analyse par RT-gPCR et immunofluorescences

2.1. RT-qPCR

Les HIOs différenciés a partir des clones RFX67 1, 14 et 18 ont été récoltés au
stade J28 de plusieurs expériences de différenciation indépendantes et I’ARN en a
été extrait afin d’analyser les différents HIOs par RT-qPCR (Figure 63). Pour évaluer le
caractere épithélial et intestinal des tissus générés, |'expression du marqueur CDX2 a
été étudiée. Il n'y a pas de différence significative entre 'ARNm de CDX2 des HIOs
RFX67 et CTRL (test de Mann-Whitney U=35, p=0,96) et I'expression de CDX2 semble
étre caractéristique des HIOs puisqu’elle est absente dans les cellules indifférenciées
(hiPSCs) (CTRL vs hiPSCs : U=0, p=0,0004 ; RFX6" vs hiPSCs : U=0, p=0,0007) (Figure
63A), comme décrit dans |'analyse des HIOs NGN3 (Figure 48A). L'inactivation de
RFX6 a été confirmée puisque son expression est absente dans les HIOs RFX67 (RFXé-
’~vs CTRL : U=0, p=0,036) (Figure 63B). De plus, une baisse significative de CHGA
est retrouvée dans les HIOs RFX6” (RFX67 vs CTRL : U=6, p=0,045), suggérant une
diminution du nombre de cellules entéroendocrines (Figure 63C). Chez la souris adulte
déficiente pour Rfx6 spécifiquement dans I'intestin (Rfx6244"), une augmentation de
ChgA associée a une augmentation de Tph1 est observée (Figure 62I) (Piccand et
al., manuscrit en préparation). A l'inverse, lors d'études préliminaires dans un modele
in vitro d’entéroides dérivés des cryptes intestinales de ces souris, établi par A. De
Arcangelis au laboratoire, une baisse de ChgA associée a une baisse de Tph1 a été
mise en évidence. Il est donc probable que les différences observées dans la variation
de I'expression de ChgA entre les différents modéles soient liées au caractere in vitro
ou in vivo des expériences. L'expression de ChgA semble systématiquement varier
dans le méme sens que celle de Tph1, suggérant que ChgA marque préférentiellement
les cellules a sérotonine (EC).

La présence des autres sous-types cellulaires de |'épithélium intestinal dans nos
HIOs a été déterminée grace a I'expression de marqueurs spécifiques. L'expression
de FABPZ (entérocytes) (RFX67 vs CTRL : U=8, p=0,73) (Figure 63D) de LYZ (cellules
de Paneth) (RFX67 vs CTRL : U=7,5, p=0,34) (Figure 63E) et de MUC2Z (cellules a
mucus) (RFX67 vs CTRL : U=12, p=0,66) (Figure 63F) ne semblent pas modifiée dans
les HIOs RFX67. En accord avec les observations faites lors de I'analyse des HIOs
NGN37, il y a une trés grande variabilité au sein des HIOs de méme génotype et le
niveau d’'expression faible voire nul de certaines hormones en RT-gPCR (GCG, GIP et
CCK) ne permet pas de déceler une différence d’expression entre les mutants et les
CTRL (non montré).
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Figure 63. Analyse des HIOs RFX6” au stade J28 par RT-qPCR sur divers
marqueurs intestinaux d’intérét

hiPSCs : cellules indifférenciées (controle négatif), CTRL: HIOs LV37 a J28 (contréle
positif), RFX67 : HIOs RFX6” clones 1, 14 et 18 a J28. Chaque point représente
un regroupement d’une quinzaine d'organoides. Les points rouges représentent les
échantillons dont I'’ARNm a été séquencé. (A) CDX2: marqueur général d'épithélium
intestinal, (B) RFX6, (C) CHGA: cellules entéroendocrines, (D) FABPZ2 : entérocytes,
(E) LYZ : cellules de Paneth, (F) MUCZ2 : cellules a mucus, (G) NKX2.2 : régulation
biosynthése sérotonine, (H) LMX1A : régulation biosynthése sérotonine, (I) TPH1 :
sérotonine, (J) SST: somatostatine, (K) NGN3: progéniteurs entéroendocrines, (L)
ARX: progéniteurs des cellules L. Normalisation ﬁar le géne de référence RPLPO.
*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 Test de Mann-Whitney.
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Néanmoins, certains génes codant les hormones ou leur enzyme de biosynthéese
ont tout de méme pu étre analysés, comme SST ou bien TPH1, dont |'expression n’est
pas significativement modifiée dans les HIOs RFX67 (RFX67 vs CTRL : U=16, p=0,10)
(Figure 63l), contrairement a ce qui a été précédemment montré dans les modéles
murins. Quant a I'expression de SST, une tendance a I'augmentation est observée
dans les HIOs mutants (RFX67 vs CTRL : U=1, p=0,071) (Figure 63J). Au contraire, les
analyses sur les souris Rfx6244"t et embryons Rfx6”- ont mis en évidence une diminution
des transcrits Sst (Figure 62H-I) (Piccand et al., manuscrit en préparation), ce qui
suggere un effet propre au modeéle in vitro humain. Chez la souris, la biosynthése
de la sérotonine (5-HT) dans l'intestin est régulée par |'expression des facteurs de
transcription Nkx2.2 et Lmx1a (Gross et al., 2016). Dans le modéle d’entéroides dérivés
de cryptes intestinales Rfx6249™, |'expression de Lmx1a est significativement diminuée,
ce qui est en accord avec les baisses associées de Tph1 et ChgA. Chez les souris
Rfxé44dmt, e niveau d'expression des génes codant ces deux facteurs de transcription
est augmenté, en lien avec I'augmentation de Tph1 et ChgA. C'est pourquoi leur
expression a été analysée dans les HIOs RFX6” et a révélé une augmentation
non significative de NKX2.2 (RFX6” vs CTRL : U=13, p=0,18) (Figure 63G) et une
augmentation significative de LMXT1A (RFX67 vs CTRL : U=4, p=0,019) (Figure 63H).
Pourtant, ces augmentations ne sont pas associées a une augmentation de TPH1 et
CHGA dans les HIOs RFX67. Ainsi, il se pourrait que la régulation transcriptionnelle
de la biosynthése de sérotonine ne soit pas conservée entre les modéles murins et
notre modéle in vitro humain.

Comme pour les RT-gPCR sur les HIOs NGN37, les genes codant des facteurs
de transcription connus pour étre impliqués dans la cascade de régulation
transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine chez la souris sont faiblement
voire nullement exprimés. Parmi ceux détectés, NGN3 est surexprimé mais cette
différence d'expression n’est pas significative (RFX67 vs CTRL : U=25, p=0,20) (Figure
63K), alors que ARX est significativement surexprimé dans les HIOs RFX67 (RFXé
~vs CTRL : U=2, p=0,0006) (Figure 63L). En revanche, Arx a une expression plus
faible chez les mutants dans les modéles murins et Ngn3 est augmenté de maniére
significative dans les modéles murins in vivo et non significative dans les entéroides. En
conclusion de ces analyses par RT-gPCR, les HIOs semblent formés de tissus de nature
épithéliale et intestinale et expriment des marqueurs des différents types cellulaires
de I'épithélium, comme cela a été montré dans le cadre des analyses des HIOs NGN3-
”. Les clones 1, 14 et 18 différenciés en HIOs semblent bien déficients pour RFX6 et
cette délétion a |'air d'affecter la formation de certaines cellules entéroendocrines. Les
génes codant certaines hormones et facteurs de transcription ne sont pas détectés
dans notre modeéle, possiblement a cause d’un manque d’effectif d'échantillons et de
quantité de matériel et/ou de I'immaturité des HIOs générés.
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Toutefois, la surexpression de ARX et la surexpression de NKX2.2 et LMX1A
non associée a une surexpression similaire de CHGA et TPH1, pourrait traduire
d'un réle différent de ces facteurs de transcription chez la souris et chez I'homme.
Ces observations, en contradiction avec les effets observés chez la souris, restent a
confirmer par immunofluorescence et grace a I'approche par RNA-seq.

2.2. Immunofluorescences in toto

Apres 'analyse des ARNm des HIOs RFX6" et comparaison avec les modeles
murins, des immunofluorescences des marqueurs entéroendocrines ont été réalisées
sur des HIOs entiers (in toto), afin de confirmer nos observations au niveau de
I"expression protéique. De la méme fagon que les immunofluorescences sur les HIOs
NGN3", les marquages des hormones (GLP1, GIP et 5-HT) n’ont pas fonctionné (non
montré). De plus, il nous a été impossible de réaliser des marquages RFX6, malgré
plusieurs tentatives. Ceci peut s'expliquer par un protocole inadapté a I'anticorps
utilisé ou bien par une absence d'expression de RFX6 dans les HIOs et ce, quel que soit
leur génotype. Il sera alors supposé que RFX6 présente le méme patron d’expression
dans les HIOs que ce qui a été montré chez la souris (Figure 62A-G).

Néanmoins, les cellules entéroendocrines ont pu étre marquées par |'expression
de CHGA dans les HIOs RFX6” et CTRL avant d'étre transparisés pour étre imagés
dans leur intégralité. Etant donné que les HIOs sont trés hétérogenes en taille et
en forme, il est parfois difficile de les imager en intégralité. En effet, on se heurte
souvent a une zone opaque causée par la structure tridimensionnelle volumineuse
des HIOs, qui peut empécher une observation fiable du marquage. Pour contrecarrer
ce probleme, la technique de transparisation appelée SeeDB (Ke et al., 2013) a été
utilisée sur les HIOs RFX67- et CTRL.

Avant transparisation (fructose) Apreés transparisation (fructose)

Figure 64. Transparisation au fructose des HIOs CTRL aprés immunofluorescence
sur CHGA
Les images ont été acquises avec un microscope biphotonique et représentent la
Erojection des intensités maximales.

anneau de gauche : HIO marqué (DAPI + CHGA) et imagé avant transparisation.
Panneau de groite : HIO marque (DAPI + CHGA) et imagé aprés transparisation.
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Figure 65. Immunofluorescences du marqueur entéroendocrine CHGA sur les
HIOs entiers RFX67- et CTRL au stade J28

(A) Images ]E)rises au macroconfocal du marquage CHGA sur un HIO CTRL entier
représentatif (n=4) et un HIO RFX67 dérivé du clone 1 représentatif (h=2). Les images
représentent la projection des intensités maximales. (B) Images prises au microscope
a épifluorescence du marquage CHGA sur un HIO RFX6” issu du clone 14 et un issu
du clone 18 (n=2 par clone). Les pointillés délimitent la structure des HIOs.
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Ce protocole a initialement été décrit sur des cerveaux de souris fixés mais
s'applique a divers échantillons et tissus. Il consiste a incorporer des solutions de
fructose a concentration croissante dans I'échantillon. Les solutions sont composées
uniquement de fructose et de a-thioglycérol qui prennent la place des acides gras
présents dans I"échantillon et le rendent transparent. Le a-thioglycérol permet d'éviter
la réaction de Maillard causant une autofluorescence et une coloration brune (Hou
et al., 2015). C'est une méthode somme toute simple, compatible avec |'utilisation
de fluorochromes et ne modifiant pas la morphologie du tissu. Ce protocole reste
le plus économique et le moins nocif mais est plutét adapté pour les échantillons
de plus petite taille en comparaison aux méthodes modernes plus sophistiquées qui
permettent la transparisation d’organes entiers de souris comme le cerveau (CLARITY,
DISCO, etc.) (Wan et al., 2018). L'opacité des HIOs a ainsi pu étre outrepassée de
maniére partielle, voire totale pour certains HIOs, et cela nous a donc permis d'imager
a travers les HIOs entiers. Effectivement, comme en témoigne le marquage des cellules
entéroendocrines (CHGA") et des noyaux (DAPI) sur des HIOs CTRL, la morphologie
tridimensionnelle des HIOs apparait de fagcon bien plus détaillée, notamment pour
les structures s'apparentant aux cryptes intestinales (Figure 64). De plus, les cellules
CHGA* semblent plus abondantes apres transparisation, ce qui laisse penser que
I"absence de transparisation pourrait étre source d'erreur dans la quantification de
cellules positives. La transparisation des HIOs est donc une technique robuste qui,
a terme, nous permettra une quantification précise et rapide des cellules marquées.
Cependant, il reste des optimisations a réaliser, car certains HIOs sont de taille trop
importante pour étre entiérement transparents a la suite de ce traitement.

Des images prises au macroconfocal d'un HIO RFX6” issu du clone 1 et d'un HIO
CTRL sont présentées en figure 65A et sont représentatives de I'ensemble des HIOs
observés (CTRL : n=4 ; RFX6” clone 1 : n=2). Ici encore, la transparisation permet
une meilleure interprétation des détails morphologiques des HIOs et le marquage
CHGA met en évidence un nombre de cellules entéroendocrines qui semble étre
largement accru dans les HIOs CTRL en comparaison aux HIOs mutants (Figure
65A). Cette observation est également faite sur les HIOs RFX67 dérivés des clones
14 et 18, comme en atteste les images prises au microscope a épifluorescence.
Les images apparaissent floues, car ce microscope n’est pas adapté a |'observation
tridimensionnelle des tissus (Figure 65B). Contrairement aux HIOs NGN3" issus des
clones 2 et 10, il persiste des cellules CHGA" dans les HIOs RFX67 et qui semblent
notamment plus nombreuses que ce qui était observé dans le cas des HIOs NGN3-
" dérivés du clone 49Cd. RFX6 ne semble donc pas essentiel a la différenciation de
tous les sous-types de cellules entéroendocrines, mais pourrait étre important pour la

différenciation de certains d’entre eux dans notre modéle in vitro humain.
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2.3. Conclusion des analyses par RT-qPCR et immunofluorescences

Les premieres conclusions sont semblables a celle faites dans I'analyse
préliminaire des HIOs NGN3” dans la mesure ou les HIOs ont été générés de la
méme maniere et correspondent a du tissu intestinal exprimant des marqueurs de
cellules épithéliales intestinales (CDX2, FABP2, LYZ et MUC2). Ces marqueurs sont
exprimés a des niveaux similaires et les différences d'expression d'autres génes sont
donc vraisemblablement causées par la mutation génétique RFX6” et non a des
problémes dans les expériences de différenciation. Ces analyses par RT-qPCR nous
permettent d'affirmer que les HIOs différenciés a partir des trois clones différents sont
bien inactivés pour RFXé, puisqu’aucun transcrit n'est détecté. De plus, |'expression
de 'ARNm de CHGA est diminuée dans ces HIOs, ce qui coincide avec la diminution
de cellules entéroendocrines mise en évidence par le marquage de CHGA. Bien que
la majorité des hormones n'aient pu étre détectées dans les HIOs mutants et CTRL,
le niveau d'expression de SST et TPHT a pu étre quantifié par RT-qPCR et a révélé
une expression inchangée de TPH1 et une augmentation presque significative de SST
dans les HIOs RFX67-. Une augmentation de TPH1 et CHGA aurait pu étre attendue
puisque Nkx2.2 et LmxTa contrdlent la régulation de la biosynthése de sérotonine
chez la souris (Gross et al., 2016) et dans notre cas, I'expression de LMX1A est
significativement accrue dans les HIOs RFX6” et I'expression de NKX2.2 présente
également une augmentation non significative. Bien que |'expression de TPH1 soit
inchangée, la diminution de I'expression de CHGA associée a |'augmentation de
I"expression de LMX1A et NKX2.2, laisse supposer une régulation différente de la
biosynthése de sérotonine chez la souris et dans les HIOs.

Bien que non significativement, I'expression de NGN3 semble augmentée dans
les HIOs RFX67-, comme c’est le cas dans les modeéles murins in vivo. Des expériences
de ChIP et de transactivation ont révélé une répression de |'activité du promoteur
de Ngn3 par Rfxé chez la souris (Piccand et al., manuscrit en préparation). Rfxé
cible directement Ngn3 et la répression de Ngn3 qui en découle est requise pour la
différenciation entéroendocrine. Chez les souris Rfx644", Ngn3 n’est plus réprimé par
Rfxé et ceci induit un nombre accru de progéniteurs Ngn3*. Cette activité répressive
de Rfxé sur Ngn3 semble potentiellement conservée dans nos HIOs. Par contre, une
forte augmentation du niveau d'expression de ARX a été mise en évidence dans
les HIOs RFX67, contrairement aux résultats obtenus dans les modéles murins pour
lesquels une absence ou une forte diminution des transcrits Arx est observée (Figure
62) (Piccand et al., manuscript en préparation). Ceci indique possiblement un role
différent de RFX6 sur ARX chez I'homme. Nos observations sont toutefois a confirmer

puisque cela reste des résultats préliminaires sur un nombre d'échantillon limité.
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3. Séquencage des ARNm (RNA-seq)

Afin d'étudier le transcriptome des HIOs RFX67 plus en détails et de confirmer
nos observations préliminaires, une expérience de RNA-seq a été réalisée et les génes
différentiellement exprimés ont été analysés. Chaque échantillon est constitué d'une
quinzaine d'organoides rassemblés. Les HIOs RFX6” dérivés de chacun des clones
sont représentés par deux échantillons issus de deux différenciations indépendantes.
Les HIOs CTRL sont représentés par trois échantillons qui sont issus d'une méme
différenciation (expérience 1) (Figure 66A).

Les données de RNA-seq ont été analysées par la bio-informaticienne de I'équipe,
Constance Vagne. Les détails de la méthode d’analyse sont disponibles dans la section
dédiée du matériel et méthodes (voir 3.3.).

3.1. Différence entre chaque échantillon

Tout d'abord, une analyse de la distance entre chaque échantillon, basée sur
les niveaux d'expression de |'ensemble des génes, a été réalisée (Figure 66B-C).
L'analyse en composantes principales (PCA/ACP) met en évidence trois principaux
regroupements, |'un avec les HIOs RFX67 de |'expérience 1, un deuxiéme avec les
HIOs RFX67 dérivés des clones 1 et 14 de |'expérience 2 et un troisieme avec les
HIOs CTRL de 'expérience 1, bien que I'un des échantillons soit quelque peu éloigné
des autres (LNMR96) (Figure 66B). Cependant, |'échantillon LNMR104 (HIOs RFX67
dérivés du clone 18) qui devrait théoriquement former un groupe avec les autres HIOs
RFX67 de I'expérience 2, est associé aux HIOs CTRL et a donc été exclu des analyses.

L'hétérogénéité des échantillons est également représentée parun dendrogramme
qui permet d'identifier leur regroupement selon I'expérience et le génotype (Figure
66C). A priori, il semble y avoir principalement un regroupement des échantillons
selon I'expérience. En effet, les HIOs RFX67 et CTRL de I'expérience 1 sont associés,
de méme que les HIOs RFX67 de I'expérience 2 le sont entre eux. Ce batch effect
(effet de I'expérience) a donc été pris en compte dans la normalisation des données
de RNA-seq. Cette fois, et contrairement a |'analyse en composantes principales,
I"échantillon LNMR96 (CTRL) est associé aux autres HIOs CTRL et n'a ainsi pas été jugé
assez différent pour étre exclu de I'analyse. Ces regroupements semblent cohérents
puisque les mutants forment des groupes entre eux et les CTRL également.
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N° échantillon| Génotype Nom clone Nombre p,assage
clones hiPSCs

LNMR93 RFX67 clone 1 ~90

LNMR94 RFX67 clone 14 ~90

LNMR95 RFX6™" clone 18 ~90
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Figure 66. Analyse de la différence entre chaque échantillon des expériences de
RNA-seq

(A) Tableau récapitulatif des échantillons dont '’ARNm a été séquencé : deux
expériences de différenciation distinctes ont été menées. Les numéros d’échantillons
sont associés au génotype et au clone correspondant. Le nombre de passage des
clones lors du début des expériences de différenciation est donné a titre indicatif a
+ 2 passages. Gris foncé : CTRL, gris moyen : échantillon exclu de I'analyse du RNA-
seq (LNMR104), gris clair : RFEX67 clones 1, 14 et 18. (B) Analyse en composantes
principales (PCA/ACP). (C) Dendrogramme des échantillons en fonction du génotype
et de 'expérience. Condition: WT=CTRL, KO=RFX6é"; Batch: exp1=expérience 1,
exp2=expérience 2.

3.2. Alignements des reads obtenus sur la séquence d’ADN codant
RFXé6

Dans le but de confirmer le génotype des HIOs RFX67 issus des clones 1, 14 et
18, les reads obtenus ont tout d'abord été alignés sur le génome de référence humain
Hg38. Les reads s'alignant sur la séquence d’ADN codant RFX6 ont été identifiés et
leurs séquences extraites afin de les localiser précisément sur le géne (Figure 67).
Ceci nous permet de déceler d'éventuels reads s'alignant sur la séquence codante de
RFX6 qui est supposée étre délétée dans les HIOs RFX67.
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Figure 67. Alignement des reads sur RFX6

(A) Reads alignés sur les différents exons du géne RFXé pour chaque échantillon.
L'encadré ind?que la région délétée comprenant I'exon 1 et 2. (B) Alignement des
reads obtenus dans les échantillons HIOs RFX67 sur les exons 1 et 2 théoriquement
délétés, apres extraction de leurs séquences précises. La barre noire représente la
localisation des reads présents dans les HIOs RFX6” dérivés du clone 1 (LNMR93
et 102) et I'échantillon LNMR104 (exclu de |'analyse). La barre rouge représente
la localisation des reads présents dans I'échantillon LNMR104 (exclu de |'analyse).
La partie grisée représente une partie de la séquence codante, la partie en bleue
représente la séquence codant une partie du domaine winged helix et les ciseaux
délimitent la séquence délétée dans les RFX6™.
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D'apres le génotypage initial des clones RFX67, la délétion induite comprend les
exons 1 et 2, incluant le codon d'initiation ATG. L'alignement créé a partir du logiciel
IGV (Integrative Genomics Viewer, Robinson et al. 2011) montre une absence de reads
alignés sur ces deux exons pour les échantillons LNMR%4, 95 et 103 (clones 14 et 18).
Par contre, les échantillons LNMR93 et 102 (clone 1) présentent des reads s'alignant
sur I'exon 1 mais en trés faible quantité. Seuls les échantillons CTRL présentent des
reads sur les deux exons (Figure 67A). Les séquences des reads s'alignant sur I'exon
1 et une partie de I'exon 2 ont été extraites pour les échantillons RFX6™.

Dans les échantillons LNMR93 et 102, deux et trois reads s'alignant sur I'exon
1 sont respectivement retrouvés. L'échantillon LNMR104 présente des reads sur les
deux exons, validant notre décision de ne pas I'inclure dans les analyses des données
de RNA-seq (Figure 67B). Comme la quantité de reads s'alignant sur I'exon 1 de RFX6
est négligeable dans les échantillons LNMR93 et 102, une contamination avec des
échantillons contréles est envisageable, ce qui ne remet pas en question le génotype
des clones RFX67, considérés comme déficients pour RFX6. L'analyse du RNA-seq de
ces échantillons devrait donc étre représentative de |'effet de l'inactivation de RFX6
dans notre modéle humain in vitro.

3.3. Nature épithéliale et intestinale des HIOs générés

Bien que les analyses précédentes par RT-gPCR et immunofluorescences sur
les HIOs NGN3” et RFX67, ainsi que I'analyse des données de RNA-seq des HIOs
NGN3”, indiquent la présence de marqueurs intestinaux dans les tissus générés,
I"expression de marqueurs des différentes populations cellulaires de I'épithélium
intestinal a également été analysée d'apres |'expérience de RNA-seq des HIOs RFXé-
”. L'expression de ces génes a été comparée entre les HIOs RFX6” et les HIOs CTRL
afin de déceler les éventuelles conséquences de la mutation sur la différenciation
épithliale intestinale (Figure 68).

Les marqueurs de la population de cellules souches CBC LGR5, OLFM4 et ASCL2
sontexprimés a un niveau similaire dans les HIOs RFX67- et CTRL. Le marqueur de |'autre
population de cellules souches « +4 » (LRC) BMI n’est également pas différentiellement
exprimé. Par contre, TERT, autre marqueur de ces cellules, est significativement sous-
exprimé dans les HIOs RFX6". Globalement, I'inactivation de RFXé6 ne semble pas
provoquer d'altération majeure dans la production et la maintenance des cellules
souches.

L'expression des génes LYZ, DLL4 et XBP1, marqueurs des cellules de Paneth, est
inchangée, alors que DLLT présente une tendance a I'augmentation dans les HIOs
RFX67. DLL1T est exprimé dans les cellules de Paneth mais également par de rares

cellules progénitrices descendant des cellules souches CBC LGR5* (Van Es et al.,,
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2012). Les cellules de Paneth ne semblent donc globalement pas étre affectées par
I"absence de RFX6, cependant, il se pourrait qu’elle affecte des cellules progénitrices
localisées dans le compartiment des cellules en voie de différenciation.

Les cellules @ mucus ne semblent pas non plus affectées puisque I'expression
des marqueurs MUC2, AGR2 et KIT est similaire dans les HIOs mutants et CTRL. Seul
TFF3 est significativement sous-exprimé dans les HIOs RFX67, ce qui est surprenant
puisqu'’il est co-exprimé avec MUC2 dans les cellules @ mucus et que |'expression
de ce dernier est inchangée (Aamann et al., 2014). L'absence de RFX6 ne semble
vraisemblablement pas altérer la formation des cellules @ mucus. Ces observations
sont en accord avec les résultats obtenus par RT-qPCR.

Parmi les marqueurs d’entérocytes, les génes SLC26A6, SLCPA1 et les marqueurs
d’entérocytes de l'intestin proximal CBR1 et EPHXZ2 ont une expression inchangée
entre les HIOs RFX67 et CTRL. Par contre, SLC2A2 codant le transporteur de glucose
GLUT2 et le marqueur des villosités VILT ont une expression moindre dans les HIOs
RFX67, mais ceci n'est pas nécessairement di a une altération dans la formation des
entérocytes puisque ce ne sont pas les seules cellules épithéliales a exprimer ces deux
genes.

En effet, la villine marque toutes les microvillosités de la bordure en brosse et le
transporteur GLUT2 est également exprimé a la surface des cellules entéroendocrines
(Ussar, 2017 ; Mace etal., 2012). Le marqueur distal d’entérocytes MEP1A est également
significativement sous-exprimé dans les HIOs mutants mais il reste a déterminer si la
diminution de ce marqueur provient d’une nature moins distale du tissu formé dans
les HIOs RFX67, comme c’est le cas dans les HIOs NGN37, ou d'une diminution du
nombre d’'entérocytes au niveau distal.

Concernant les marqueurs de cellules « en touffes », LRMP, PTGS2 et HOPX sont
exprimés a des niveaux similaires dans les HIOs RFX67 et CTRL, alors que DCLK1
est significativement surexprimé et EGFR légérement sous-exprimé dans les HIOs
RFX67. Il semble que DCLKT ne soit pas forcément un marqueur spécifique des
cellules en touffes mais est aussi impliqué dans I'état quiescent et pluripotent des
cellules et marquent notamment les cellules souches tumorales caractérisées par une
prolifération aberrante (Chandrakesan et al., 2015 ; Nakanishi et al., 2013).

En résumé, de fagon générale et malgré des dérégulations de |'expression de
certains marqueurs, il ne semble pas qu'un de ces types cellulaires en particulier soit
affecté par la délétion de RFX6. Ces observations sont en accord avec les modeles
murins puisque la différenciation des cellules de Paneth, des cellules a mucus et des
entérocytes n'est pas affectée chez les souris Rfx6*49" (Piccand et al., manuscrit en
préparation).
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Génes Log2 FC P-valeur ajustée | Moyenne CTRL | Moyenne RFX6""
LGR5 -0,13 8,14E-01 1391 1721
OLFM4 0,06 8,57E-01 405 421
Cellules souches |ASCL2 -1,09 9,25E-02 55 26
BMI1 -0,15 8,13E-01 587 761
TERT -1,75 1,83E-03 117 30
LYz -0,22 9,02E-01 16971 9439
Cellules de Paneth
DLL4 0,16 7,41E-01 110 109
XBP1 0,15 5,96E-01 7228 6178
MuC2 0,43 7,76E-01 678 557
AGR2 -0,53 4,03E-01 39158 19485
Cellules a mucus |KIT -0,68 9,55E-02 490 398
SPEDF ND ND ND ND
TFF3 -1,81 2,44E-03 14541 2867
SLC26A6 -0,69 1,39E-01 1280 699
SLCIA1L 0,3 2,87E-01 1481 1472
Entérocytes  |VIL1 -1,39 2,33E-03 12013 3213
CBR1 -0,34 2,09E-01 570 538
EPHX2 -0,52 1,61E-01 1439 755
MEP1A 2,72 1,65E-02 5432 594
LRMP 0,13 9,29E-01 18 17
DCLK1 1,41 3,23E-05 422 2331
Cellules en "touffes" [PTGS2 0,53 2,46E-01 325 312
HOPX -0,08 9,41E-01 250 242
EGFR -0,64 4,36E-02 4754 2841
Figure 68. Tableau récapitulatif de I'expression de marqueurs spécifiques aux
sous-types cellulaires de |'épithélium intestinal
Les génes sont regroupés par type cellulaire. Bleu foncé : lignage absorbant, bleu
moyen : lignage sécréteur, bleu clair : autres types cellulaires.
Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d’expression entre HIOs CTRL et
HIOs RFX67. Une variation d’expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. La moyenne des reads normalisés est indiquée pour les CTRL
et les mutants RFX6”. En rouge sont indiqués les génes significativement sous-
exprimés dans les HIOs RFX67, en bleu: genes significativement surexprimés, en
orange: tendance a I'augmentation ou diminution de |'expression.

3.4. Etude de l'expression de marqueurs généraux de cellules
entéroendocrines

Bien qu'il soit difficile de considérer ces cellules comme une population homogene,
certains marqueurs ont été décrits comme étant exprimés par |'ensemble des sous-
types entéroendocrines. Les marqueurs analysés dans cette partie sont les mémes
que dans le cadre de I'analyse des HIOs NGN3™" et sont tirés de la littérature récente
(Haber et al., 2017 ; Workman et al., 2016). La majorité des marqueurs des cellules

entéroendocrines semble avoir une expression modifiée par I'inactivation de RFX6
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(Figure 69). En effet, le marqueur générique de cellules entéroendocrines CHGA,
REG4, ainsi que la convertase de prohormone PCSK9 sont significativement sous-
exprimés dans les HIOs RFX67. A contrario, un certain nombre de marqueurs sont
surexprimés chez les mutants, comme les génes codant les protéines vésiculaires
CHGB, SCG2, SCG3, SCG5, VGF, SYP et les génes codant les convertases des
prohormones PCSK2 et PCSK1N. Ceci peut s’expliquer par le fait que ce ne sont pas
forcément des marqueurs généraux de cellules entéroendocrines mais ils peuvent

étre plus ou moins exprimés dans certains sous-types entéroendocrines.

Bien qu'il soit difficile d'établir une conclusion a ces résultats a priori
contradictoires, ces observations semblent étre en faveur d'un remaniement des
sous-types entéroendocrines di a |'absence de RFX6. Il est donc vraisemblable que
I"absence de RFX6 ait un impact sur la différenciation et/ou la fonction des cellules
entéroendocrines dans notre modéle in vitro. Cette hypothese sera explorée par
I"étude de I'expression des genes codant les différents produits de sécrétion (ou leur
enzyme de biosynthése) des cellules entéroendocrines et des facteurs de transcription
régulant leur différenciation chez la souris.

3.5. Impact de l'inactivation de RFX6 sur la différenciation
entéroendocrine

3.5.1. Expression des génes codant les hormones ou leurs enzymes de
biosynthése exprimées par les cellules entéroendocrines

L'expression des marqueurs entéroendocrines étant grandement affectée dans
les HIOs RFX6™, I'expression des genes codant les hormones a été analysée afin
de déterminer quels sous-types entéroendocrines sont altérés par I'inactivation de
RFXé (Figure 70). De fagon similaire aux analyses des HIOs NGN3*, les génes GIP,
GAST, INS et CCK ne sont a nouveau pas détectés dans les HIOs. Il est donc possible
de conclure que ces hormones ne sont tout simplement pas exprimées dans les
HIOs générés dans nos conditions expérimentales. Bien que les genes SCT, GHRL,
MLN, GCG, PPY, TPH1, PYY, NPY PYY2 et VIP ne soient que faiblement exprimés,
une diminution de |'expression de MLN, GHRL et SCT a pu étre mise en évidence
dans les HIOs mutants, ainsi qu’une augmentation de VIP. Les niveaux d’expression
de SST, NTS, HNMT et TAC1 sont importants dans les HIOs et parmi eux, seul le
géne codant I'enzyme de biosynthése de I'histamine HNMT est significativement
sous-exprimé dans les HIOs RFX67. De plus, une diminution non-significative de
NTS et une augmentation presque significative de I'expression de TAC1 (p=0,06) et
SST (p=0,064) est observée chez les mutants. Ceci est en accord avec la tendance a

I"augmentation du niveau de transcrit SST montrée en RT-qPCR.
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Génes Log2 FC | P-valeur ajustée | Moyenne CTRL| Moyenne RFX6""
CHGA -1,33 3,93E-03 1224 635
CHGB 1,42 2,13E-02 173 918
" REG4 -1,69 2,69E-02 840 242
_E CLDN4 0,21 7,10E-01 10614 7813
§ SYp 2,09 3,99E-02 211 1554
5 SCG2 1,86 8,16E-06 264 1603
o
~§ SCG3 2,02 2,04E-03 106 877
& |[scGs 0,93 1,87E-03 292 795
(7]
% PCSK1IN 1,83 4,07E-04 127 741
§ PCSK1 1,03 1,26E-01 146 543
PCSK2 2,09 1,32E-04 73 486
PCSK9 -0,94 2,04E-02 4504 1843
VGF 2,68 4,55E-13 96 697
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Figure 69. Expression de marqueurs généraux de cellules entéroendocrines
Panneaude lapartie haute: tableaulistantdes marqueursde cellulesentéroendocrines.
Le Log2(FC) (I?old Change) représente la variation d’expression entre HIOs CTRL et
HIOs RFX67. Une variation d’expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. La moyenne des reads normalisés est indiquée pour les CTRL
et les mutants RFX6”. En rouge sont indiqués les génes significativement sous-
exprimés dans les HIOs RFX67 et en bleu sont indiqués les génes significativement
surexprimés dans les HIOs RFX6”. Panneau de la partie basse: histogramme
représentant |'expression des marqueurs entéroendocrines dans les HIOs RFX6"
(gris) et CTRL (noir). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Auvu de I'ensemble de ces résultats, I'inactivation de RFX6 semble avoir un impact
sur les cellules entéroendocrines d'apres les modifications de I'expression des géenes
codant les hormones, mais |'étude doit étre approfondie pour mettre en évidence
un effet de l'inactivation de RFXé spécifiquement sur un ou plusieurs sous-types
entéroendocrines. Dans ce but, I'expression de facteurs de transcription régulant la
différenciation entéroendocrine chez la souris a été analysée dans les HIOs, afin de
déterminer les voies de différenciation affectées et de caractériser plus en détail le
réle de RFX6 dans la différenciation épithéliale intestinale chez I'hnomme.
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Figure 70. Niveau d’expression des génes codant les hormones produites dans
le tractus digestif ou leur enzyme de biosyntheése
Le niveau d’expression des génes est comparé entre les HIOs RFX67 (gris) et les
HIOs CTRL (noir). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

3.5.2. Expression des génes codant des facteurs de transcription régulant
la différenciation entéroendocrine

Rfxé est inscrit dans une cascade de facteurs de transcription, en aval de Ngn3,
régulant la différenciation de sous-types entéroendocrines chez la souris (Piccand et al.,
manuscrit en préparation). Il est ainsi attendu que cette régulation transcriptionnelle
soit perturbée par l'inactivation de RFX6 dans les HIOs. Les facteurs de transcription
impliqués chez la souris ont donc été analysés dans nos HIOs RFX6” (Figure 71).
ATOH1/MATH1 est exprimé dans des progéniteurs précoces des lignées sécrétrices
et semble surexprimé dans les HIOs RFX6”. Au contraire, HEST qui est exprimé
dans les progéniteurs des entérocytes, est significativement sous-exprimé chez les
mutants. || semblerait donc que I'inactivation de RFX6 favorise la différenciation des
cellules souches en progéniteurs des lignées sécrétrices plutdt qu’en progéniteurs
des entérocytes. Cependant, une altération dans la différenciation de la majorité de
ces lignages cellulaires n'a pas été mise en évidence par |'analyse des marqueurs des
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différents types cellulaires de I"épithélium et suggére ainsi une implication de RFX6
restreinte a la spécification des progéniteurs et/ou a la différenciation des cellules
entroendocrines (Figures 68 et 69). Une telle fonction de RFX6 dans la spécification
des cellules souches en progéniteurs des lignages sécréteurs ou absorbants n'a pas été
décrite dans les modéles murins, ou |'expression des marqueurs de ces progéniteurs
n'est pas affectée (Figure 62).

Dans l'intestin de la souris adulte, Rfx6 est exprimé dans les progéniteurs
entéroendocrines Ngn3*, puis son expression estmaintenue dans les cellules sécrétrices
d’hormones (Figure 62B-G). Plusieurs facteurs de transcription agissent en amont et/
ou en aval de Rfxé pour réguler la différenciation des sous-types entéroendocrines
mais les mécanismes de signalisation précis ne sont pas bien connus et la position
exacte de Rfxé dans cette cascade de régulation reste indéterminée. L'équipe a mis
en évidence une augmentation des transcrits Ngn3 chez les souris Rfx6244, due a une

accumulation des progéniteurs Ngn3* dans les cryptes, liée a la perte de Rfxé.

Génes Log2 FC |P-valeur ajustée | Moyenne CTRL| Moyenne RFX6""
HES1 -1,13 5,28E-04 2389 1128
NEUROD1 2,11 6,22E-03 32 325
ARX 2,22 6,65E-03 10 176
NKX2-2 1,99 5,04E-01 6,2 132
PAX6 0,83 6,01E-01 58 487
PAX4 0,61 ND 1,6 1,6
PDX1 -0,87 5,14E-01 1031 387
FOXA1 -0,27 5,96E-01 2743 1947
FOXA2 -0,09 8,61E-01 932 698
NGN3 1,4 2,95E-01 3,5 28
INSM1 2,33 1,91E-08 65 600
ISL1 0,36 6,45E-01 261 759
LMX1A 2,96 2,73E-04 7,4 87
Figure 71. Tableau récapitulatif de I'expression de facteurs de transcription
régulant la différenciation des cellules de I'épithélium intestinal
Le Log2(FC) (Fold Change) représente la variation d’expression entre HIOs CTRL et
HIOs RFX67. Une variation d’expression est jugée significative si la p-valeur ajustée
est inférieure a 0,05. En rouge est indiqué un gene significativement sous-exprimé
dans les HIOs RFX67, en orange est indigué un géne pour lequel I'analyse statistique
révéle une tendance a I'augmentation de I'expression et en bleu sont indiqués les
genes significativement surexprimés. ND : non déterminé, car |'expression du gene
est insuffisante pour |'analyse statistique.

137



Résultats

Rfx6 est nécessaire en aval de Ngn3 pour induire les programmes de différenciation
des sous-types entéroendocrines par des mécanismes impliquant la répression directe
de Ngn3 chez la souris (Piccand et al., manuscrit en préparation). Dans nos HIOs RFXé-
", le niveau d'expression de NGN3 est augmenté de maniére non significative. Cette
observation peut s'expliquer par un effectif d’échantillon trop réduit pour mettre en
évidence une réelle différence, une expresson trop faible au sein des HIOs ou bien un
réle ou une interaction différente entre les deux facteurs de transcription chez I'hnomme
et chez la souris. Dans les HIOs RFX67, I'expression de NEUROD1, principale cible de
NGN3 et impliqué dans la différenciation des cellules sécrétrices de CCK et de SCT, est
augmentée de maniere significative, ce qui favorise I'hypothese d’'une augmentation
de NGN3 masquée par |'un des parametres cités. NeuroD1 est également surexprimé
dans le célon des souris Rfx6%44" mais pas dans la partie plus proximale de l'intestin
(Piccand et al., manuscrit en préparation). Il est donc plausible que les tissus formés in
vitro soient de nature plus distale ou bien que cette régulation ne soit pas restreinte au
cblon chez 'homme. Le niveau des transcrits ARX est significativement et fortement
augmenté dans les HIOs RFX67, alors qu'il est diminué dans les modeles murins. Par
contre, Pax4/PAX4, qui est augmenté chez la souris Rfx6249" n’est pas suffisamment
exprimé dans les HIOs pour déceler une différence dans son expression. Ainsi, il est
envisageable que la balance ARX/PAX4, qui régule la différenciation de certains sous-
types entéroendocrines (Beucher et al., 2012), soit inversée dans les HIO RFX67 en
comparaison au souris Rfx64dnt,

Insm1 est impliqué dans la différenciation des cellules sécrétrices de Nts et de
substance P et de la méme maniére que Neurod1, son expression n’est pas affectée
dans le jéjunum mais légérement augmentée dans le c6lon des souris Rfx6244" (Piccand
et al., manuscrit en préparation). Dans nos HIOs RFX67, INSM1 est surexprimé, ce
qui pourrait renforcer I'hypothése de la formation de tissu plus distal ou celle d'une
fonction de INSM1 et NEUROD1 non restreinte au célon chez 'homme. Chez les
souris déficientes pour Rfxé, la différenciation de toutes les cellules entéroendocrines
est affectée, hormis les cellules entérochromaffines productrices de sérotonine.
L'expression insuffisante de TPH1 dans les HIOs ne nous permet pas d’établir une
analogie entre la souris et 'homme. Comme observé par RT-gPCR, |'expression de
LMX1A est augmentée dans les HIOs RFX67 et une augmentation non significative
de NKX2.2 est également observée. Ces deux facteurs de transcription régulent la
biosynthése de sérotonine dans les cellules entérochromaffines chez la souris (Gross
et al., 2016) et bien que cela ne puisse étre Vvérifié, il serait donc théoriquement
attendu que l'augmentation de |'expression de ces facteurs de transcription provoque
une expression accrue de sérotonine. Mais tout comme dans les analyses par RT-
gPCR, I'expression de CHGA, marqueur entéroendocrine préférentiel des cellules

entérochromaffines, est diminuée, suggérant plutét une diminution de sérotonine.
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Les autres facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des sous-
types de cellules sécrétrices d’hormones PDX1, PAX6, FOXAT, FOXAZ2 et ISLT ne sont
pas différentiellement exprimés entre les HIOs RFX67 et CTRL. Les observations faites
en RT-gPCR ont été confirmées par I'expérience de RNA-seq mais comme mentionné
précédemment, le nombre d’'échantillon limitant la détection de potentiels effets de la
mutation d'un point de vue statistique, il faudrait réitérer |'expérience pour augmenter
'effectif.

3.6. Comparaison des variations d’expression des génes d’intérét
entre les HIOs RFX67 et les modéles murins

Les résultats obtenus dans les HIOs pour I'ensemble des genes d'intérét, c'est-
a-dire les genes codant les hormones ou leur enzyme de biosynthese et les genes
codant des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la différenciation
entéroendocrine, ont été comparés a ceux générés précédemment dans les différents
modeles murins (Figure 72). Il y a une relative hétérogénéité dans les variations
d'expression génique selon les modéles étudiés. En effet, en fonction des génes
considérés, les variations d’expression peuvent étre caractéristiques de |'organisme
(souris’lhomme), du contexte (in vivo/in vitro) ou encore de la nature du tissu (foetal/
adulte). Arx/ARX par exemple, est significativement sous-exprimé dans les modéles
murins etsurexprimédansles HIOs RFX67. L'expression de ChgA/CHGA estaugmentée
chez les souris Rfx6*¥" ou inchangée chez les embryons Rfx67, alors qu'elle est
significativement diminuée dans les modeéles in vitro. Concernant Tac1/TAC1, une
tendance a la diminution d’expression est observée dans les modéles d’origine feetal
(embryons E18 et HIOs), tandis que son expression n’est pas modulée dans les autres
modeéles. L'expression de certains génes est modulée de maniére similaire entre tous
les modeles, comme c’est le cas pour Ghrl/GHRL et Sct/SCT. D'autre part, certaines
modulations semblent propres a notre modéle humain, comme |'augmentation de
SST, VIE ARX, ATOH1 et INSM1, ainsi que la diminution de MLN, HNMT et HEST.
Ces spécificités pourraient étre attribuées a un réle spécifique de RFX6 chez 'homme
mais il faudrait confirmer ces observations par d'autres approches complémentaires.
Globalement, la dérégulation de |'expression d'un nombre important de génes
d'intérét dans les différents modeéles étudiés suggere un réle crucial de RFX6 dans
la différenciation des sous-types entéroendocrines chez 'homme, comme chez la
souris. Néanmoins, I'hétérogénéité des résultats obtenus par |'analyse des HIOs ne
permet pas de conclure quant a sa fonction exacte dans ces processus. Malgré la
conservation d’une part importante des mécanismes régissant le développement
et la différenciation intestinale entre la souris et 'homme, il est probable que des
différences fines existent entre ces deux especes et se révelent en partie au travers de

nos analyses.

139



Résultats

Souris in vivo Souris in vitro | Humain in vitro

Rfix6™"™ | Rfx6” E18 |Entéroides Rfx6” | HIOs RFX6”
CHGA A = N\ N\
TPH1 A A N =
SST N N N/A A (p=0,064)
CCK N N N N/D
NTS N N N =
GIP N N = N/D
GHRL N N N/A N\
MLN N/D N/D N/A N
GCG N N\ N/A =
PYY = N/A
HNMT = = N/A N
VIP = = N/A A
TAC1 = A (p=0,063) N/A A (p=0,06)
SCT N N = N
NKX2.2 A = N/A =
LMX1A A A N A
ARX N\ N N A
NGN3 A A = =
ATOH1 = = A (p=0,054)
HES1 = = N
NEUROD1 A = N/A A
PAX4 A = A N/D
INSM1 = = N/A A
PDX1 = N N/A
PAX6 N = N =
FOXA1 = A =
FOXA2 A =
ISL1 N = N

Figure 72 . Tableau comparatif des phénotypes entéroendocrines observés dans
di?férents modeles déficients pour Rfx6/RFX6

Les modeéles murins in vivo regroupent les souris Rfx67-a E18 et les souris Rfx624dnt
et les entéroides Rfx6”- constituent le modéle murin in vitro. Notre modele in vitro
HIOs RFX6” représente le seul modéle humain existant. Les génes comparés
consistent en les genes codant des hormones ou leur enzyme de biosynthése et les
génes codant des facteurs de transcription régulant la différenciation des cellules
entéroendocrines. N/A: non analysé, N/D: non getecté, \: expression diminuée chez
les mutants (rouge), ~: expression augmentée chez les mutants (vert), =: expression
inchangée.
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3.7. Analyses fonctionnelles des résultats de RNA-seq

Afin de caractériser plus en détails les conséquences de |'inactivation de RFX6, les
génes les plus différentiellement exprimés ont été étudiés (Annexe 4), notamment
par des analyses fonctionnelles. Celles-ci permettent de déterminer si ces génes
sont impliqués dans des voies ou fonctions communes. Les informations relatives aux
méthodes d'analyse sont disponibles dans la section dédiée du matériel et méthodes
(voir 3.3.). Parmi les groupes de génes identifiés lors de I'analyse fonctionnelle
sont retrouvés «Morphogenése cellulaire impliquée dans la différenciation»,
«Développement du systeme digestifs, «Métabolisme des lipides», «Métabolisme
du tryptophane», «Glycolyse et gluconéogenése», «Activité canaux cationiques» et
«Signalisation synaptique».

3.7.1. Geénes impliqués dans le développement, la morphogenése et la
différenciation de l'intestin

Dans le cas de la pathologie de Mitchell-Riley causée par des mutations de
RFX6é, le diabéte néonatal est associé a de séveres malformations du tractus gastro-
intestinal, comme |'atrésie, la sténose et la malrotation intestinale (Smith et al., 2010).
De plus, une accumulation de progéniteurs exprimant Ngn3 est retrouvé dans les
cryptes des souris Rfx6”, témoignant d’une prolifération accrue au niveau de I'iléon et
du colon (Piccand et al., manuscrit en préparation). RFX6 étant exprimé précocement
au cours du développement du tractus digestif dans I'endoderme intestinal, il n'est
pas surprenant d'observer de tels défauts anatomiques en I'absence de ce facteur de
transcription.
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Figure 73. Genes différentiellement exprimés dans les HIOs RFX67 et impliqués
dans la morphologie cellulaire et dans le développement du systeme digestif
GO: Gene Ontology

141



Résultats

Dans ce contexte, il est intéressant de voir que les groupes fonctionnels
«développement du systeme digestifs et «morphogenése cellulaire impliquée
dans la différenciation» apparaissent lors de l'analyse fonctionnelle des génes
différentiellement exprimés (Figure 73).

Parmi ces génes impliqués dans le développement intestinal et sous-exprimés
dans les HIOs RFX67 figure PKDCC, qui est exprimé pendant I'embryogenése mais
aussi dans certains tissus adultes. Les embryons de souris Pkdcc” ont des anomalies
morphologiques diverses, dont un rétrécissement de l'intestin (Imuta et al., 2009).
C’est également le cas pour les souris mutantes pour Cdknlc, géne codant une
protéine qui cause 'arrét du cycle cellulaire en phase G1, qui présentent des anomalies
du tube digestif allant jusqu’a I'absence des segments intestinaux jéjunum et iléon
(Yan et al., 1997) et dont I'expression est significativement diminuée dans les HIOs
RFX67. En rapport avec I'augmentation du nombre de progéniteurs Ngn3* associée
a une augmentation de la prolifération au sein des cryptes dans le modéle murin
Rfx67, il est intéressant d’observer la présence d'une diminution de NKX2.3 dans les
HIOs RFX6™, puisque ce géne est exprimé dans le mésenchyme de l'intestin gréle
et sa délétion chez la souris provoque une hyperprolifération des cellules dans les
cryptes intestinales (Pabst et al., 1999). D'autres genes de ce groupe fonctionnel sont
surexprimés, tel que le serum response factor (SRF), qui est un facteur de transcription
régulant I'expression de plusieurs genes impliqués dans la prolifération, migration,
différenciation et apoptose cellulaires. En effet, une surexpression de ce facteur,
notamment dans I'épithélium gastrique, entraine une prolifération cellulaire accrue
(Modak et al., 2010). Ces observations suggeérent un défaut dans la prolifération
cellulaire similaire au phénotype des souris Rfx67, ainsi que de potentielles anomalies
morphologiques dans les HIOs RFX6” en lien avec celles observées au niveau du tube
digestif des patients souffrant du syndrome de Mitchell-Riley.

Il serait alors intéressant de réaliser des analyses histologiques des HIOs, ainsi que
des analyses de la prolifération cellulaire, par immunomarquage sur le marqueur de
prolifération Ki67, par exemple.

3.7.2. Génes impliqués dans le métabolisme et la physiologie des cellules
épithéliales intestinales

Le maintien de |'expression de Rfx6 a I'dge adulte dans les cellules endocrines
laisse présager d'un réle dans la régulation de la fonction physiologique de ces
cellules. Dans les cellules B du pancréas chez la souris, Rfx6 contréle 'homéostasie
du glucose et maintient |'état différencié des cellules en activant la voie de sécrétion
de l'insuline (Piccand et al., 2014 ; Chandra et al., 2014). De plus, les souris Rfxé4dnt
présentent une malabsorption des lipides et une homéostasie du glucose perturbée,
probablement causées par |'absence presque totale des sous-types de cellules

142



Résultats

entéroendocrines (Piccand et al., manuscrit en préparation). Bien que le réle de
Rfxé dans les cellules entéroendocrines ne soit pas décrit a I'heure actuelle, il est
envisageable qu'il soit également impliqué dans des fonctions métaboliques similaires
a ce qui est observé dans les cellules B. Dans ces conditions, il est intéressant de
noter que les groupes fonctionnels «glycolyse et gluconéogenese», «métabolisme
des lipides» et «métabolisme du tryptophane» émergent de |'analyse fonctionnelle
des génes différentiellement exprimés dans les HIOs RFX6” (Figure 74).

L'analyse fonctionnelle met en avant des génes engagés dans la régulation du
métabolisme du tryptophane. Le tryptophane est un précurseur de la sérotonine et de
la mélatonine qui sont toutes deux synthétisées dans les mitochondries des cellules
entérochromaffines de I'épithélium intestinal (Keszthelyi et al., 2009). Cette voie
métabolique implique différentes enzymes catalysant un certain nombre de réactions
chimiques aboutissant a la biosynthése de sérotonine et mélatonine (Hanson et al.,
2014). Dans nos HIOs RFX67, la majorité des génes codant ces enzymes sont sous-
exprimés, comme par exemple WARS2, DDC, MAOA, MAOB et ALDHZ2. De plus, les
cellules entérochromaffine-like (ECL) localisées dans |'épithélium gastrique produisent
de I'histamine et HNMT, géne codant I'enzyme de biosynthese, est également
sous-exprimé dans les HIOs RFX6”. Ces observations suggerent une diminution
du nombre de cellules productrices de sérotonine (EC) et productrices d'histamine
(ECL), ou une diminution de l'activité de biosynthése et de sécrétion de celles-ci.
Ceci indique également que les HIOs sont notamment formés de tissu épithélial
d’origine gastrique. L'hypothese d'un nombre réduit de cellules EC et ECL est d’autant
plus crédible qu'une baisse d'expression de CHGA, marqueur de ces cellules, est
observée dans les HIOs RFX67. L'observation d'une baisse de HNMT est également
intéressante, puisqu’elle suggere une implication de RFX6 dans la différenciation du
lignage endocrine gastrique.

— GO_Métabolisme des lipides KEGG_Métabolisme du tryptophane KEGG_Glycolyse et gluconéogenése
1et054 - AP 16405 2 o R le+05- - GAPDH
P g 2 o
- ALDOA
PGK{' 7
,-c;za | I : arl Sl Uora :
EHDY; ik v 5 g ‘_.:“/ADHA 7 - ADHS -\
aopi % A : o2 PDHAT _'¥ ‘;FKL
\ - PCSK9. 8 o A ] o
\iO cavi AoARe é\;-a‘:-g i ¢ 5 » »A;LDNZ 3 ALDH‘\A.G o \\sz
< | 16403 . o ey 16403 - ol f : le403- . o mphZ . PGMI
o :‘;ﬁ%:irm1 . , £ TN » ’ oy ML
AT oo, . 4 3 N 7 ENO3- D
LDLRAP} % NﬁsAz\NmHs 14 L NP el
D - OGDHL .-~ . - -
. SUPe, “ACADS . ¢ N\ WARS2
x100 wedle TN | x100 » TS ot »
pcoxs; MRt ‘ L o o
N ALDH3B1 *
g EHHADH .
’\Pcm
or. X10 o 5 . lovo1- X109
1ex08 1ex05 ' ' 105 16401 10403 16405
\ CTRL \

Figure 74. Génes différentiellement exprimés dans les HIOs RFX67 et impliqués dans le
métabolisme des lipides, le métabolisme du tryptophane et la glycolyse et gluconéogenése
GO: Gene Ontology, KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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Figure 75. Génes différentiellement exprimés dans les HIOs RFX67 et impliqués
dans le métabolisme du glucose et la sécrétion hormonale par les cellules
entéroendocrines

(A) Modele des mécanismes moléculaires impliqués dans la sécrétion des hormones
incrétines par les cellules entéroendocrines (Adapté de Ezcurra et al., 2013) (haut),
tableau présentant |'expression de génes codant des constituants impliqués dans
ces mécanismes (bas).

(B) Machinerie moléculaire impliquée dans la glycolyse (Adapté de Trabelsi et al.,
2015) (haut), tableau présentant I'expression de genes codant les enzymes impliquées
dans la glycolyse (bas).

Rouge: genes/constituants/enzymes sous-exprimés, bleu: génes/constituants/
enzymes surex]orimés, orange: gene/constituant présentant une tendance a la
diminution de 'expression.

144




Résultats

La présence du groupe fonctionnel «glycolyse et gluconéogenese» peut paraitre
surprenante puisque la gluconéogenése est classiquement attribuée aux cellules
hépatiques et musculaires. Pourtant, bien que cela soit tres peu décrit, l'intestin
contribue a I'homéostasie du glucose par sa grande capacité glycolytique et par la
gluconéogenése intestinale, notamment en cas de jeline quand la production de
glucose hépatique est limitée (Penhoat et al., 2014 ; Mithieux, 2009). Ainsi, il est
envisageable que dans les cellules entéroendocrines différenciées, RFX6 soit impliqué
dans la régulation du métabolisme du glucose, comme c’est le cas dans la cellule B
pancréatique, notamment par un réle dans la régulation de la synthese des hormones
incrétines (GLP1 et GIP). En effet, le glucose induit |'expression du géne codant le
proglucagon par la voie de la glycolyse dans les cellules L, promouvant la production
de GLP1. De plus, la glycolyse augmente la concentration d’ATP cytosolique et induit
la sécrétion de GLP1 (Trabelsi et al., 2015). De nombreux génes impliqués dans ces
régulations du métabolisme et de la réponse au glucose sont différentiellement
exprimés dans les HIOs RFX67, comme illustré en figure 75. En effet, des génes
codant des enzymes impliqués dans la glycolyse et/ou la néoglucogenese sont
différentiellement exprimés dans les HIOs RFX67. C’est notamment le cas de PGK1
qui code I'enzyme glycolytique phosphoglycérate kinase catalysant la conversion du
1,3-diphosphoglycérate en 3-phosphoglycérate, dont |'expression est diminuée. PCK1
et PCK2, genes codant lesisoformes de I'enzyme phosphoénolpyruvate carboxykinase,
qui catalyse la réaction limitante de la gluconéogenése, sont tous deux sous-exprimés
dans les HIOs RFX67. D'autre part, des génes codant des récepteurs et transporteurs
notamment localisés a la surface des cellules entéroendocrines et impliqués dans les
mécanismes de sécrétion de GLP1 en réponse au glucose s'avérent différentiellement
régulés (Figure 75).

3.7.3. Génes codant des éléments initialement attribués au systéme nerveux

De maniére surprenante, I'analyse fonctionnelle dégage un certain nombre de
génes codant pour des protéines constituantes des canaux ioniques, des vésicules
exocytiques et des protéines notamment impliquées dans la signalisation synaptique,
qui sont autant de fonctions généralement attribuées au systeme nerveux (Figure
76). Néanmoins, |'expression de certains de ces genes a également été mise en
évidence dans le tractus digestif. C'est notamment le cas de HAP1 qui, en plus de son
réle dans le cerveau, est impliqué dans le transport vésiculaire dans certaines cellules
endocrines, particulierement celles dont les hormones produites sont dérivées des
acides aminés, telles les cellules EC (Liao et al., 2005). La synaptotagmine 5 (SYT)5) est
également une protéine régulant I'exocytose vésiculaire a la fois dans les neurones et
les cellules endocrines (Dlugosz et al., 2014). La syntaxine 1 (STX1A) est exprimée dans
I"épithélium intestinal et dans le cerveau et joue un réle essentiel dans I'exocytose des
hormones incrétines telles que le GLP1
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Figure 76. Génes différentiellement exprimés dans les HIOs RFX67 et impliqués
dans |'activité des canaux cationiques et dans la signalisation synaptique
GO: Gene Ontology

Dans le diabete de type 2 par exemple, |'expression de cette protéine est diminuée
dans les flots pancréatiques provoquant l'insuffisance sécrétoire de I'insuline (Liang et
al., 2017). En plus de ces protéines impliquées dans la régulation du trafic vésiculaire,
I"expression d'un nombre important de canaux ioniques est augmentée dans les
HIOs mutants. Effectivement, des constituants des canaux calciques, sodiques et
potassiques connus pour leur expression dans le systéme nerveux sont aussi exprimés
dans les cellules de I'épithélium intestinal ou les équilibres ioniques régulent un certain
nombre de fonctions cellulaires dont I'exocytose des granules de sécrétion contenant
les hormones. Bien que les cellules entéroendocrines soient excitables électriquement,
il est généralement pensé que ces cellules communiquent indirectement avec les
fibres nerveuses via la sécrétion d’hormone. Pourtant, il a récemment été montré
que certaines cellules entéroendocrines possédent des extensions de leur surface
basolatérale, appelés neuropodes, qui pourraient servir d'intermédiaire dans la
communication entre ces cellules et le systéme nerveux innervant l'intestin gréle et le
célon (Figure 15) (Bohorquez et al., 2015). En résumé, bien que surprenante de prime
abord, la présence de groupes de génes attribués au systéme nerveux renforce |'idée
des conséquences de l'inactivation de RFX6 sur les cellules entéroendocrines.

L'analyse transcriptomique globale des HIOs RFXé” donne un grand nombre
d'indications quant a des fonctions possibles de RFX6, mais dont il est difficile de tirer
des conclusions directes.
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3.7.4. Analyse comparative des données transcriptomiques issues des
différents modéles d'inactivation de Rfx6/RFX6

Afin d'identifier les pistes les plus pertinentes, les données issues de |'analyse des
HIOs RFX67 ont été comparées a deux jeux de données de transcriptomique générés
par |"équipe dans des modéles murins déficients pour Rfx6 : analyse sur puces Agilent
d'intestin gréle d’embryon de souris E18.5 Rfx6” et analyse de RNA-seq sur ['iléon
de souris adulte dont la délétion de Rfx6 a été spécifiquement induite dans I'intestin
adulte (Rfx6*d). L'équipe a tout d'abord étudié l'inactivation de Rfxé grace a un
modeéle de souris Rfx67 qui ont été analysées au stade embryonnaire E18, car des
analyses de stades ultérieurs n'étaient pas possible, étant donné que les souriceaux
ne survivaient pas a la mutation. C'est pour cette raison qu’un modéle de souris avec
une délétion de Rfxé inductible au tamoxiféne a été étudié dans un second temps.
Ainsi, les genes différentiellement exprimés dans les trois analyses ont été confrontés
et le nombre de génes régulés communs aux différentes expériences est indiqué dans
un diagramme de Venn et des génes d'intérét particulier sont listés dans un tableau
récapitulatif (Figure 77). Il y a 45 genes différentiellement exprimés en communs
entre les trois jeux de données, dont la liste est disponible en annexe 5. Parmi eux,
11 génes d'intérét sont listés dans le tableau de la figure 77.

RfX6AAd|nt * # +

HIOs RFX67 Rfx67E18

Figure 77. Comparaison des geénes différentiellement exprimés entre les
ditférents modeéles d'inactivation de Rfx6/RFX6

Panneau de gauche: Diagramme de Venn représentant le nombre de génes
différentiellement exprimés communs aux différents modéles. Panneau de droite:
Tableau listant des génes d'intérét différentiellement exprimés communs aux trois
modeles (rose/*), communs aux HIOs RFX6” et souris Rfx6”- E18 (orange/#) et
commun aux HIOs RFX6” et souris Rfx6*44" (bleu/+). En bleu sont représentés les
génes surexprimés en commun, en rouge: les génes sous-exprimés en commun, en
orange: les génes dont la modulation d’expression est similaire dans les modeles
murins mais pas dans les HIOs, en noir: les genes dont la modulation d’expression
est différente entre les différents modeles.
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L'expression de GHRL et SCT, par exemple, est diminuée dans les trois modeles,
suggérant ainsi un réle incontestable de Rfx6/RFX6 dans la différenciation des sous-
types entéroendocrines sécréteurs de ghréline et de sécrétine et/ou dans I'expression
des génes codant ces hormones. Lmx1a/LMXTA est surexprimé dans les trois modeles
et peut donc étre une cible directe réprimée par Rfx6/RFX6, qu'il serait intéressant
de confirmer. Le marqueur entéroendocrine Reg4/REG4 est surexprimé dans les
modeéles murins et sous-exprimé dans les HIOs RFX67, indiquant probablement un
remaniement des sous-types entéroendocrines différent suite a I'inactivation de Rfx6/
RFX6 chez la souris et chez 'homme. Scn3a/SCN3A est lui, surexprimé dans les trois
modeéles, et code les canaux sodiques NaV1.3 qui sont importants dans |'excitabilité
des cellules entérochromaffines et dans la sécrétion de sérotonine (Strege et al.,
2017), traduisant |a encore d’'un possible réle de RFXé dans la différenciation des
cellules entérochromaffines et/ou dans la sécrétion de sérotonine. Slc12a5/SLC12A5,
qui est différentiellement exprimé dans chacun des modeéles, code le co-transporteur
neuronal K*Cl- 2, ayant pour fonction de moduler la sécrétion d'insuline dans les
cellules B (Kursan et al., 2017) et qui est également exprimé dans d'autres cellules
endocrines, laissant imaginer |a encore, un réle dans la sécrétion d'autres hormones
dans les cellules entéroendocrines.

Au vu de la présence de ces génes différentiellement exprimés communément
aux trois modeles étudiés, il semble prudent d'affirmer que RFX6 joue un réle dans la
différenciation entéroendocrine comme c’est le cas chez la souris, et/ou dans la fonction
entéroendocrine chez 'homme. Parmi les genes communément régulés dans les HIOs
et les souris Rfx6” E18, on retrouve les marqueurs de cellules entéroendocrines SYP/
Syp et SCG2/Scg2 qui sont |égerement sous-exprimés chez les souris Rfxé6” E18, alors
gu’une augmentation importante est retrouvée dans les HIOs. C’est également le cas
dans I'analyse comparative des HIOs et des souris Rfx6244", dans laquelle le marqueur
entéroendocrine CHGB/ChgB est communément surexprimé, alors que CHGA/ChgA
n‘est sous-exprimé que dans les HIOs. Ces observations sont également en faveur
d'un remaniement des sous-types entéroendocrines différents chez I'homme et la
souris, provoqué par |'absence de RFX6/Rfx6. De maniere intéressante, NEUROD1/
NeuroD1 est surexprimé a la fois dans les HIOs RFX67 et les souris Rfx6*44™. || y a donc
un réel impact de l'inactivation de RFX6 sur les cellules entéroendocrines, méme si
de fagon surprenante, les modulations de I'expression des différents marqueurs sont
souvent opposées entre les différents modeles. Une explication possible serait que
les sous-types affectés par la mutation soient différents entre 'homme et la souris et
que certains marqueurs généraux des cellules entéroendocrines soient en réalité plus
spécifiques de certains sous-types et permettent donc de mettre ces différences en
évidence. La différence de contexte (in vitro/in vivo et foetal/adulte) peut également
étre la cause de telles divergences.
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En conclusion, plusieurs génes sont communément affectés par |'inactivation
de RFXé/Rfx6 dans les différents modéles et bien que |'expression de certains
d'entre eux ne soit pas régulée dans le méme sens dans les modéles murins et
les HIOs, il semblerait que certaines cibles de RFX6/Rfxé soient conservées d'une
espece a l'autre. D'aprés I'ensemble des génes dont 'expression est modulée par
I'inactivation de RFX6/Rfx6 dans les différents modeles, les pistes évoquées quant a
un roéle de RFX6 dans la différenciation entéroendocrine et dans la fonction de ces
cellules semblent pertinentes. Toutefois, il est important de noter que les données
comparées sont a la fois des expériences de RNA-seq et des données de puces a
ADN (Agilent), ce qui peut biaiser le nombre de génes différentiellement régulés en
commun dans certaines comparaisons. De plus, les modeles murins sont des modéles
in vivo, a l'inverse de notre systéme qui est un modéle humain in vitro, dépourvu de
contexte physiologique (circulation sanguine, systéeme nerveux, microbiote, systeme
immunitaire, alimentation) qui peut grandement influencer le transcriptome et ainsi,
expliquer certaines des différences observées entre les modéles.

3.8. Conclusions et points de discussion relevés

En conclusion, les HIOs RFX67 et CTRL expriment des marqueurs d'épithélium
intestinal a des niveaux similaires, attestant de la nature des tissus générés apres
différenciation in vitro des hiPSCs. Les différents clones RFX67 générés semblent
bien déficients pour RFXé et donc propices a I'étude du réle de ce géne dans le
développement intestinal. Un résultat majeur de cette expérience est que I'inactivation
de RFX6 induit des modifications importantes de I'expression d'un grand nombre de
marqueurs entéroendocrines. Ces changements dans la régulation transcriptionnelle
semblent relativement spécifiques aux cellules entéroendocrines, bien que le faible
niveau d'expression de la plupart des hormones nous empéche de déterminer les
types cellulaires précis affectés par la mutation. L'expression de CHGA, par exemple,
est drastiquement réduite chez les mutants et est associée a la diminution de REG4.
Effectivement, il a été montré que REG4 et CHGA co-localisent avec la sérotonine
dans tous le tractus gastro-intestinal (Heiskala et al., 2013). La faible expression de
TPHT ne nous permet pas de conclure quant a une diminution de sérotonine ou
du nombre de cellules entérochromaffines sécrétrices de sérotonine. Par contre, un
certain nombre de génes impliqués dans le métabolisme du tryptophane, précurseur
de la sérotonine et de la mélatonine, sont sous-exprimés dans les HIOs mutants. De
plus, le géne codant I'enzyme de biosynthése de I'histamine HNMT, produite par les
cellules ECL de I'épithélium gastrique, est fortement sous-exprimé. Il semble donc
que 'absence de RFXé pourrait avoir un impact particulier sur les cellules EC et ECL

et que du tissu gastrique soit notamment formé dans nos HIOs.
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Etrangement, beaucoup de marqueurs entéroendocrines (granines, convertases
de pro-hormone...) ainsi que des facteurs de transcription impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de certains sous-types entéroendocrines sont surexprimés dans les
mutants, indiquant une augmentation potentielle du nombre de cellules de ces sous-
types entéroendocrines ou de la production de leurs hormones associées. En accord
avec la souris Rfx6*", |'augmentation de I'expression de INSM1, NEUROD1 et
NGN3 est également observée, suggérant une certaine conservation de |'interaction
de RFX6 avec ces facteurs de transcription entre 'homme et la souris. A contrario,
ARX est drastiquement surexprimé dans les HIOs RFX6” tandis qu'il est absent chez
les souris mutantes. Il se pourrait donc que la « balance » ARX/PAX4 ne soit pas
régulée par RFX6 de la méme maniére chez I'homme et chez la souris. Pourtant, des
expériences de RT-qPCR sur des HIOs dont |'expression de ARX a été altérée grace a
des vecteurs lentiviraux exprimant des shRNAs dirigés contre ce gene, ont démontré
un role conservé de ARX chez I'homme et la souris (Du et al., 2012). Evidemment, nos
résultats ne sont qu’hypothétiques et il faudra amplifier I'effectif des échantillons, ainsi
que confirmer ceci par d'autres techniques complémentaires a |'expérience de RNA-
seq (Immunofluorescences, RT-qPCR...) afin de décortiquer le réle précis de RFX6
dans la différenciation entéroendocrine chez 'homme.

L'expression de RFX6 est conservée dans les cellules entéroendocrines chez la
souris a I'dge adulte et ceci pourrait expliquer un réle dans la fonction de ces cellules,
comme c'est le cas dans les cellules B pancréatiques. L'analyse fonctionnelle des
résultats de RNA-seq semble mettre en évidence un réle de RFX6 dans la régulation
du métabolisme, en particulier du glucose, important pour la sécrétion des hormones.
Toutefois, il estimportant de rappeler que les cellules entéroendocrines ne représentent
que 1% des cellules de I'épithélium intestinal et qu'il est donc difficile de détecter des
variations d’expression génique. Ainsi, |'ampleur de l'altération du métabolisme du
glucose observée suggére que ces voies métaboliques sont affectées dans plusieurs
types cellulaires. Or, cela semble peu probable au vu de I'expression restreinte de
Rfxé dans les cellules entéroendocrines chez la souris. Il est alors indispensable de
réussir a identifier la localisation de son expression au sein des HIOs.

D’aprés nos expériences, RFX6 semble donc essentiel a la différenciation des
cellules entéroendocrines puisque son absence provoque un remaniement des
sous-types entéroendocrines, partiellement conservé entre I'hnomme et la souris et
avec des spécificités apparentes dans notre modele in vitro. Un réle dans la fonction
des cellules entéroendocrines est aussi envisageable puisque la délétion de RFX6
provoque une perturbation de certaines voies métaboliques, dont celle du glucose,

notamment importante a la sécrétion des hormones incrétines.
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1. Discussion des résultats expérimentaux

1.1. Génération des modeles de perte de fonction dans les hiPSCs :
difficultés et limites

Récapitulatif des clones générés par les deux stratégies CRISPR/Cas9

En résumé, trois lignées cellulaires respectivement déficientes pour les genes
NGN3, RFX6 et ARX ont pu étre générées par la technologie CRISPR/Cas?, tandis
que l'inactivation de PAX4 n’a pas fonctionné. Les raisons pour lesquelles aucun
clone PAX4" n'a pu étre obtenu ne sont pas clairement identifiées. La différence
majeure entre ce gene et les trois autres réside dans sa complexité, en effet, il en
existe plusieurs isoformes (Figure 41D), ce qui peut compliquer la mise en place de
la stratégie CRISPR/Cas9. Une autre hypothése serait que |'absence de PAX4 soit
|étale pour les hiPSCs, bien que cela n'ait jamais été mis en évidence. Il est néanmoins
intéressant de noter qu’aucune lignée de cellules souches avec perte de fonction de
PAX4 n'a été décrite dans la littérature, posant la question de la faisabilité de cette
approche, d'autant plus qu’a l'inverse, plusieurs études de gain de fonction de PAX4
ont été réalisées dans des cellules souches embryonnaires de souris et humaines
(Gage et al., 2014 ; Blyszczuk et al., 2003).

Le clone hétérozygote ARX*" (clone 2), le clone ARX” (clone 3), ainsi que les clones
RFX67 (clones 1, 14 et 18) et les clones NGN3” (clones 2 et 10) ont été obtenus
par |'approche CRISPR/Cas9 visant la délétion de larges portions des génes par
I"'utilisation de la Cas9 sauvage. Seul le clone NGN3 49Cd, dont la perte de fonction
semble partielle, a été généré avec I'approche CRISPR/Cas? de double-nickase. Ainsi,
dans le cadre de nos expériences, la stratégie provoquant la délétion d’exons entiers
des génes s'est avérée plus efficace que I'approche de double-nickase et a rendu
I'identification de clones mutants plus aisée.

Limites de la technologie CRISPR/Cas9

Bien qu'il ait été décrit que les effets non-ciblés de la technique CRISPR/Cas9
étaient plus limités avec I'approche de double-nickase qu’avec la stratégie utilisant la
Cas? sauvage, des mutations a des loci non-ciblés sont envisageables dans tous les
cas (Ran et al., 2013). C'est donc avec précaution que les clones générés doivent étre
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analysés. Une publication récente a mis en évidence les conséquences importantes
des mutations non-ciblées, qui conferent de réelles limites a ce systeme (Kosicki et
al., 2018). En effet, en plus des mutations aléatoires dans le génome précédemment
reportées (Boroviak et al., 2017 ; Canver et al., 2014), des mutations non souhaitées
a proximité du locus cible ont été décrites. Ces dommages a I'’ADN pourraient
avoir d'importantes conséquences sur I'intégrité du génome. Dans ce contexte, il
serait judicieux de procéder a une caractérisation compléte du génome des clones
mutants générés avec CRISPR/Cas?, notamment en analysant leur caryotype et en
réalisant un séquengage complet, afin de s’assurer de |'absence d'effets non-ciblés
potentiellement délétéres.

1.2. Phénotype des HIOs NGN3"

Les HIOs NGN3’ ne présentent pas de cellules CHGA*

La délétion de NGN3 semble avoir un impact sur la différenciation entéroendocrine
puisqu’aucune cellule CHGA* n'est détectée, et une diminution de plus de 50% du
niveau de transcrit est observée. Bien qu'il soit surprenant de constater une absence
totale de cellules CHGA* alors que son ARNm semble encore exprimé, il a déja été
mis en évidence que le niveau d’expression des ARNm n’est pas forcément corrélé
avec |'expression protéique des hormones (Beucher et al., 2012 ; Mortensen et al,,
2003). L'absence de cellules CHGA* est en accord avec |'étude sur les HIOs exprimant
des shRNAs dirigés contre NGN3, et dans laquelle ils concluent a une absence
totale de cellule entéroendocrine (Spence et al., 2011). De plus, une absence de
cellules entéroendocrines a également été notée chez la souris déficiente pour Ngn3,
coincidant avec la perte d'expression des hormones intestinales (Mellitzer et al., 2010
; Jenny et al., 2002; Lee et al., 2002). Le modéle murin présentant une délétion de
Ngn3 spécifiquement dans l'intestin (Ngn34™) reproduit partiellement la pathologie
humaine causée par des mutations ponctuelles dans la séquence codant le domaine
de liaison a 'ADN de NGN3, qui se caractérisent par la perte totale des cellules
entéroendocrines menant a une malabsorption intestinale et une diarrhée chronique
(Hancili et al., 2018; German-Diaz et al., 2017; Sayar et al., 2013; Pinney et al., 2011,
Rubio-Cabezas et al., 2011 ; Cortina et al., 2007; Wang et al., 2006). L'absence de
cellules CHGA" et la diminution d’expression des marqueurs entéroendocrines SCG2,
VGF et CHGA dans les HIOs NGN3” suggérent un impact de l'inactivation de NGN3
sur les cellules entéroendocrines et est en accord avec les observations faites sur les
biopsies des patients atteints de diarrhées malabsorptives congénitales causées par
une mutation dans NGN3, montrant |'absence totale de cellules entéroendocrines

sécrétrices d’hormones.
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L'expression des facteurs de transcription et hormones entéroendocrines ne
semble pas affectée dans les HIOs NGN3”

Etrangement, dans notre modeéle in vitro, I'expression des génes codant les
hormones, du moins ceux qui ont pu étre détectés, ne semble pas affectée par la
mutation de NGN3. ll estégalement surprenantde constater que |’'expression des genes
codant des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la différenciation
entéroendocrine n’est pas affectée dans les HIOs NGN3”-. Une hypothése envisagée
est que le niveau d'expression des génes codant les hormones soit trop faible pour
décelerune différence d’expression entre lesmutants etles contréles, mais cecin’est pas
vrai dans le cas des facteurs de transcription, dont I'expression est largement détectée
dans les HIOs. Puisque le niveau des transcrits CHGA n’est pas complétement nul
mais qu’aucune cellule CHGA" n’est détectée, on peut envisager un schéma similaire
concernant les génes codant les hormones qui sont détectés, a savoir qu‘elles ne sont
pas produites mais que les cellules contiennent tout de méme les transcrits. En effet,
il a été montré dans des études sur des cellules entéroendocrines isolées, qu’une
cellule entéroendocrine exprimant une ou deux hormones est capable d'exprimer
jusqu'a six transcrits d’hormones différentes (Egerod et al., 2012). Pour évaluer cette
hypothése, il sera indispensable de réussir a imager |'expression hormonale par
immunomarquage, ce que nous n'avons pas réussi a faire a I'heure actuelle dans nos
conditions expérimentales. Il est envisageable que les anticorps utilisés ne soient pas
assez sensibles ou que le protocole ne soit pas optimal. Ainsi, il serait intéressant de
tester des anticorps différents et/ou d'appliquer des techniques d’amplification de
signal comme le TSA (Tyramide Signal Amplification) par exemple, afin de détecter
I"expression hormonale dans nos HIOs.

Implication de NGN3 dans le lignage sécréteur ?

D'apres les analyses par RT-gPCR, il semblait que toutes les lignées sécrétrices
soient affectées par la mutation (diminution significative de I'expression de CHGA,
LYZ et MUC2), ce qui est contredit par les données de RNA-seq puisque |'expression
des marqueurs des cellules de Paneth et des cellules a mucus n’est pas altérée
par la mutation. Ces différences peuvent étre liées au fait que tous les échantillons
analysés par séquencage ne sont pas ceux étudiés par RT-qPCR et/ou qu‘une des
approches soit plus sensible en terme de détection du niveau d'expression des ARNm
que l'autre. Il serait alors intéressant d'analyser |'expression de ces marqueurs par
immunofluorescence et de quantifier le nombre de cellules des différentes lignées
cellulaires pour déterminer si NGN3 a un role dans la différenciation du lignage
sécréteur ou non. Toutefois, au vu de la littérature, un tel phénotype n’est pas
attendu. En effet, les modeles murins déficients pour Ngn3 et les patients présentant
des mutations de NGN3 ne présentent globalement pas d'altérations de ces types

cellulaires.

154



Discussion

Compensation partielle de I'absence de NGN3 ?

Contrairement a la souris, ou Ngn3 contréle la différenciation endocrine dans le
pancréas (Gradwohl et al., 2000), Ngn3 n’est pas exprimé dans le pancréas du poisson-
zebre et le contréle de cette différenciation est assuré par les facteurs de transcription
Ascl1b et NeuroD1 (Flasse et al., 2013), tous deux exprimés dans nos HIOs. Ngn3
n‘est donc pas I'unique déterminant des lignées endocrines chez les vertébrés et
il peut alors étre envisagé que d'autres facteurs de transcription puissent réguler la
différenciation des cellules entéroendocrines chez I'homme et ainsi, partiellement
compenser la perte de NGN3. De plus, il a été montré que les facteurs de transcription
a bHLH Ngn3 et NeuroD1 possedent une redondance de fonction (Huang et al., 2000)
qui pourrait ainsi expliquer le maintien de |'activation des cascades de régulation
transcriptionnelle en aval de NGN3 malgré I'inactivation de celui-ci dans nos HIOs.
Cette hypothése semble toutefois peu probable au vu du phénotype présent chez les
patients porteurs de mutation dans NGN3.

Les clones NGN3" se différencient en tissu épithélial intestinal de nature proximale
plutét que distale

L'hypothese privilégiée pour expliquer I'absence du phénotype attendu est en
faveur d’'une différenciation en tissu de nature plus proximale (épithélium gastrique
et/ou intestinal proximal) des clones NGN3” en comparaison aux contréles.
Premiérement, une augmentation presque significative de PDX1 (p=0,052) est
observée chez les mutants, géne qui est plutdt exprimé dans les parties proximales
du tube digestif : le pancréas, I'estomac et le duodénum (Guz et al., 1995). De plus,
d'apres les analyses de 'expérience de RNA-seq, un certain nombre de genes parmi
les plus significativement sous-exprimés appartiennent a la famille de genes HOX
qui jouent un réle dans le développement du tractus digestif, notamment dans la
mise en place de I'axe proximo-distal (Zorn et Wells, 2009). Dans notre cas, les génes
HOX sous-exprimés (HOXA10, A11, A13, D10, D11 et D13) semblent correspondre
a ceux exprimés dans la partie distale du tube digestif (gros intestin, célon, rectum),
favorisant potentiellement le développement des parties proximales (Munera et
al., 2017). L'analyse comparative des marqueurs proximaux et distaux a permis de
valider cette observation (Figure 59). La nature proximale des tissus générés dans
les HIOs NGN3” pourrait ainsi expliquer |'absence du phénotype attendu, puisque
Ngn3 n’est indispensable qu’a la différenciation des cellules G sécrétrices de gastrine
et D sécrétrices de somatostatine dans |'estomac des souris (Jenny et al., 2002).
Effectivement, dans les HIOs, comme chez la souris, I'expression de HNMT (géne
codant I'enzyme de biosynthése de I'histamine) n'est pas affectée par l'inactivation
de NGN3. Toutefois, I'expression de SST est inchangée dans les HIOs mutants, ce
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qui suggere tout de méme une fonction différente de NGN3 chez I'homme, bien
qu’il soit encore nécessaire de vérifier I'expression de la protéine associée (Figure
78). L'hypothese de la formation de tissu plus proximal exige une confirmation
de I'expression des marqueurs proximaux observés en RNA-seq, par RT-gPCR et
immunofluorescence. Méme si ces observations venaient a étre confirmées par les
autres approches, un lien de causalité avec la mutation dans NGN3 resterait a établir.
Pour cela, il serait nécessaire de rétablir la fonction de NGN3 dans les clones hiPSCs
NGN3" afin de vérifier que cela annule le phénotype « proximal » des HIOs générés.
Toutefois, comme cette observation est propre aux HIOs NGN3”, la plupart des
marqueurs proximaux et distaux ne présentant pas de variation d’expression dans les
HIOs RFX67 (données non montrées), I'hypothése d'un effet du génotype NGN3 sur
la régionalisation du tissu formé, reste probable.

Sous-types endocrines gastriques

Cellules G Cellules D Cellules EC Cellules X/A Cellules ECL
Gastrine Somatostatine Sérotonine Ghréline Histamine
Ngn3 /\ /R 7 /‘/\

Progéniteurs Autres types
entéroendocrines de cellules gastriques

\@ﬂ

Cellules souches

Epithélium gastrique

Figure 78. Rdle de Ngn3 dans la différenciation endocrine de I'épithélium
gastrique chez la souris

Ngn3 est nécessaire a la différenciation des cellules G sécrétrices de gastrine et
D sécrétrices de somatostatine dans |'épithélium gastrique de souris, alors que la
différenciation des cellules a sérotonine, histamine et ghréline semble dépendante
d’un autre facteur encore inconnu. A contrario, l'inactivation de NGN3 dans les HIOs
ne semble pas altérer la différenciation des cellules a somatostatine (encadré vert).
Encadrés verts: expression de SST et HNMT (enzyme de biosynthése d’histamine)
inchangés. (Adapté de Jenny et al., 2002 ; Lee et al., 2002)
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Le nombre de passage des hiPSCs, un potentiel biais expérimental ?

Bien qu’aucune donnée ne permette d'affirmer que la qualité de la différenciation
dépende du nombre de passage des cellules de départ, il est important de noter
que les HIOs NGN3” ont été générés avec des clones d'un nombre de passage
plus élevé (P60) que les HIOs CTRL (P30). L'accumulation des passages peut
provoquer des altérations du caryotype des hiPSCs et en affecter leur pluripotence.
L'expression de marqueurs de pluripotence a été vérifiée par RT-gPCR sur les clones
NGN3" et RFX6” et aucune différence d’expression n’'a été observée avec les
hiPSCs contrles. Le nombre de passage des cellules ne semble donc pas influer sur
I'expression de ces marqueurs. Seul le caryotype des hiPSCs controles a été analysé
et il faudrait également analyser celui des clones mutants. Dans ce contexte, en vue
d’analyses futures, de nouveaux clones NGN3” ont été générés a partir de cellules
d'un faible nombre de passage (P25), ainsi que dans une autre lignée cellulaire afin de
vérifier la reproductibilité de nos observations.

Prolifération cellulaire aberrante et anomalies morphologiques associées a la
mutation ?

De maniere intéressante, l'analyse fonctionnelle des génes différentiellement
exprimés dans les HIOs NGN3”, révéle la présence de genes impliqués dans les
processus de développement et morphogenése de I'intestin et dans la prolifération
cellulaire. L'altération de leur expression provoque des anomalies morphologiques du
tube digestif et une prolifération cellulaire accrue que I'on peut associer au phénotype
observé chez les souris déficientes pour Ngn3 spécifiquement dans l'intestin, qui
possedent des cryptes élargies dues a une prolifération aberrante mais également
des villosités plus courtes a cause d'une augmentation du renouvellement cellulaire
(Mellitzer et al., 2010). De plus, l'intestin gréle de certains patients possédant une
mutation dans NGN3 présente une atrophie des villosités et une hyperplasie des
cryptes (Pinney et al., 2011). Il serait donc intéressant d'étudier |'expression de

marqueurs de prolifération, comme Ki67, mais également d’étudier la structure
histologique des HIOs NGN3™.

De facon générale, les altérations observées sont moindres en comparaison a
ce qui était attendu au vu de la littérature existante. Il ne peut étre exclu que ces
différences soient dues a un certain nombre de limitations techniques et inhérentes au
modele qui seront discutées par la suite. Une limite évidente de cette étude est le faible
effectif d’échantillons, notamment des contrdles sauvages et la possible présence de
tissus de nature autre qu'intestinale (tissu gastrique, mésenchyme, etc.) qui pourraient

masquer de potentiels variations d'expression des génes au sein du tissu intestinal.
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Enfin, nous ne disposons malheureusement pas de données de séquengage d’ARN sur
d'autres modeéles inactivés pour NGN3 qui permettraient d'établir une comparaison
de génes différentiellement exprimés.

1.3. Potentiels roles de RFX6 dans les cellules intestinales chez I’lhomme

La régulation de la différenciation entéorendocrine est affectée par la perte de
RFX6

L'expression de la plupart des marqueurs généraux de cellules entéroendocrines
est affectée suite a la délétion de RFX6. Comme pour les analyses des HIOs NGN3,
il est frustrant de voir que I'expression de beaucoup de génes codant les hormones
ou leur enzyme de biosynthése est tres faible, empéchant ainsi de déterminer avec
précision les sous-types entéroendocrines affectés par la mutation.

Néanmoins, dans les HIOs RFX67, I'expression de HNMT, MLN, GHRL, SCT et
dans une moindre mesure NTS est diminuée par rapport aux HIOs CTRL. En revanche
I"expression de VIP est augmentée, ainsi que celle de TACT (p=0,06) et SST (p=0,064).
Concernant la régulation transcriptionnelle de la différenciation entéroendocrine,
I'expression de NEUROD1, ARX, INSM1 et LMX1A est augmentée chez les mutants.
Bien qu'il soit difficile de mettre en relation ces observations avec la littérature
existante, il semble évident que la régulation de la différenciation entéroendocrine
soit affectée par la mutation. L'ensemble des génes d'intérét affecté par la perte de

RFX6 est représenté sur le schéma récapitulatif en figure 79.

RFX6 semble affecter la différenciation et/ou fonction des cellules
entérochromaffines et entérochromaffines-like

La diminution de |'expression de génes codant des enzymes impliquées dans
le métabolisme du tryptophane, précurseur de la sérotonine, suggére un impact
particulier de la mutation de RFX6 sur les cellules entérochromaffines (EC) productrices
de sérotonine. Cette hypothese est renforcée par la diminution de I'expression de
CHGA et la baisse non-significative de TPH1, observée seulement par RT-qPCR, le
niveau d'expression étant tres faible dans les expériences de RNA-seq. Ces résultats
sont inattendus puisque dans le modéle murin in vivo I'ensemble des sous-types
entéroendocrines est affecté par la mutation de Rfxé, a I'exception des cellules EC.
Bien que ces résultats soient préliminaires, ils semblent correspondre aux observations
faites dans I'analyse du modele murin in vitro, qui présentent une diminution de Tph1
etde ChgA (Figure 72). En regard de ces observations, il est surprenant d’observer une
augmentation de I'expression de LMX1A, ainsi qu’une augmentation non-significative
de NKX2.2. En effet, ces facteurs de transcription régulent la différenciation des
cellules EC et leur niveau d’expression est positivement corrélé avec |'expression de
Tph1 et ChgA chez la souris (Gross et al., 2016).
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D'autre part, la forte augmentation de 'expression de I'enzyme de biosynthése
de I'histamine HNMT indique un effet de la mutation sur la formation des cellules
ECL. Ces cellules étant normalement retrouvées dans I'épithélium gastrique, il
semblerait que les HIOs soient notamment formés de tissu épithélial gastrique.
Pourtant, a l'inverse des clones NGN3", les clones RFX6” ne se différencient pas
en tissu de nature plus proximale que les hiPSCs contréle puisque les marqueurs
proximaux et distaux ont une expression similaire entre les génotypes (non montré).
Cette observation est donc plutét en faveur de la présence d'un mélange de tissu
épithélial mixte (estomac, intestin gréle et gros intestin) dans les HIOs formés dans
nos conditions expérimentales. De plus, la possible incidence de la mutation sur la
différenciation des cellules ECL indiquerait un réle de RFX6 dans la différenciation des
cellules endocrines de I'épithélium gastrique.

Le réle précis de RFX6 dans la différenciation entéroendocrine reste a déterminer

La fonction de Rfxé dans la différenciation entéroendocrine n’est pas décrite
dans la littérature et seule son implication dans la régulation de |'expression et de la
sécrétion de GIP par les cellules K a été mise en évidence dans une lignée cellulaire
intestinale de souris STC-1 (Suzuki et al., 2012). Le gene codant GIP n’étant pas
détecté dans notre modeéle, il nous est impossible de confirmer cette interaction dans
les HIOs. Il semblerait tout de méme y avoir des fonctions conservées de Rfx6/RFX6
entre I'homme et la souris puisque les génes codant les hormones GHRL et SCT, par
exemple, ont une expression diminuée par la mutation dans les modéles murins et
les HIOs. Au vu des analyses des HIOs RFX67, la différenciation entéroendocrine est
incontestablement affectée par la mutation. Malheureusement, il n’est pas possible a
I'neure actuelle de connaitre le role exact de RFXé dans ce processus chez 'homme.
Comme mentionné précédemment, cela nécessite des expériences supplémentaires
de marquages des hormones par immunofluorescence par exemple, mais également
d'augmenter les effectifs analysés pour consolider les données acquises. Il est aussi
primordial de réussir a mettre au point un protocole d'immunomarquage permettant
la visualisation de |'expression de RFX6 au sein des HIOs, afin de ne pas se limiter a
une transposition des données obtenues chez la souris. Les limites de ces analyses
relatives au modeéle d’'étude seront évoquées dans une partie dédiée.

Implication de RFXé6 dans la formation des progéniteurs sécréteurs et
absorbants ?

De facon inattendue, la différenciation des progéniteurs du lignage sécréteur et du
lignage absorbant parait affectée puisque |'expression de MATH1/ATOH1, marqueur
des progéniteurs de toutes les lignées sécrétrices est augmentée et |'expression de
HES1, marqueur des progéniteurs des entérocytes est diminuée.
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Figure 79. Schéma récapitulatif des conséquences de l'inactivation de RFX6 sur
la différenciation endocrine au sein des HIOs

L'inactivation de RFXé dans les HIOs affecte les niveaux d’expression de nombreux
génes codant des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des
cellules endocrines productrices d’hormones, qui sont indiqués de fagon non-
exhaustive sur ce schéma. Les cellules endocrines de I'estomac et/ou de l'intestin
roximal sont indiquées.

leu: génes surexprimés dans les HIOs RFX67, rouge: genes sous-exprimés, noir:
non d%férentiellement exprimés; fleches en pointillés: voies de différenciation dont
les facteurs de transcription n’ont volontairement pas été représentés.
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Cependant, une altération dans la différenciation de ces lignages cellulaires n'a
pas été mise en évidence par |'analyse des marqueurs des différents types cellulaires
de I"épithélium, bien que certains marqueurs d’entérocytes soient significativement
sous-exprimés. Ceci suggere une implication de RFX6 restreinte a la spécification
de ces progéniteurs. Une telle fonction de Rfxé n'a pas été décrite dans les modéles
murins, ou |'expression des marqueurs des progéniteurs sécréteurs et absorbants
n'est pas affectée. Cependant, il est intrigant de voir que dans les cryptes intestinales
de souris, |'expression de Rfxé6 n’est pas restreinte aux cellules Ngn3*, suggérant
une possible expression de Rfxé dans d'autres progéniteurs (Figure 62B-D). Ainsi, il
faudrait confirmer nos observations par des expériences additionnelles permettant,
par exemple, de quantifier le nombre de progéniteurs MATH1* et HES1* apres

immunomarquage, et déterminer une éventuelle co-localisation avec RFX6.

Vers un réle de RFX6 dans la fonction des cellules entéroendocrines ?

Pendant I'embryogenése chez la souris, Rfx6 est exprimé dans |'endoderme
intestinal au stade embryonnaire E9,5, puis son expression est restreinte aux
progéniteurs pancréatiques et endocrines, et il est ensuite exprimé dans les cellules
endocrines matures de I'embryon mais également a I'age adulte (Soyer et al., 2010).
Ce patron d’expression lui conféere une implication dans le développement intestinal,
qui a été étudié dans un modeéle de souris déficiente pour Rfxé (Piccand et al.,
manuscrit en préparation) et dont les résultats ont servi de support de comparaison et
de discussion dans I'analyse des HIOs RFX67-, mais suggére également un réle au sein
des cellules entéroendocrines différenciées. Les analyses fonctionnelles des données
de I'expérience de RNA-seq sont en faveur d'un tel réle et plus spécifiquement dans
la régulation du métabolisme énergétique. En effet, des génes dérégulés dans les
HIOs RFX6” sont impliqués dans le métabolisme des lipides, ce qui peut étre mis en
lien avec la malabsorption des lipides identifée chez les souris Rfx6244" (Piccand et al,
manuscrit en préparation), ainsi que dans des cas humains du syndrome de Mitchell-
Riley (Smith et al., 2010).

De plus, plusieurs genes impliqués dans le métabolisme du glucose (glycolyse et
gluconéogenése intestinale) et associés a la régulation de la sécrétion d’hormones
incrétines ont une expression affectée par la mutation de RFX6. Cette hypotheése est
d'autant plus probable qu'il a récemment été montré par |'équipe, que Rfxé joue
un role crucial dans le controle de I'homéostasie du glucose et le maintien de |'état
différencié des cellules B du pancréas par I'activation de la sécrétion d'insuline chez la
souris (Piccand et al., 2014). Les cellules entéroendocrines et les cellules B possédent
un nombre important de constituants et de mécanismes cellulaires communs
permettant d'aboutir a I'exocytose des granules sécrétoires contenant les hormones
(Figure 80). On peut alors imaginer que RFX6 ait un réle similaire dans la fonction des
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cellules entéroendocrines, en plus de son réle dans la différenciation de ces cellules.
Cependant, il est important de noter que les variations dans |'expression génique
de la machinerie métabolique observées, sont slirement le résultat d'une altération
commune a plusieurs types cellulaires puisque celles-ci sont massives au regard de la
faible proportion théorique de cellules entéroendocrines dans les HIOs. Cette idée
est crédible en regard de la variation d’expression des marqueurs des progéniteurs
des lignages sécréteurs et absorbants, et la diminution de certains des marqueurs
d’'entérocytes. Cette hypothése renforce la nécessité de localiser I'expression de RFX6
dans les HIOs. Comme il a été démontré que les HIOs ont la capacité de sécréter des
hormones en réponse aux nutriments (Zietek et al., 2015), il serait pertinent de réaliser
des tests ELISA de sécrétion hormonale en réponse au glucose dans les HIOs, afin
d'explorer la fonction de RFXé dans la physiologie des cellules entéroendocrines.
Cependant, cette approche nécessite |'obtention de HIOs matures qui produisent

I'ensemble des hormones entéroendocrines.
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Figure 80. Similitudes des mécanismes de sécrétion hormonale en réponse aux
nutriments entre les cellules 3 pancréatiques et les cellules entéroendocrines
(A) Mécanisme de sécrétion de l'insuline dans les cellules B du pancréas en réponse
au glucose et réle de Rfxé dans leur fonction (inspiré de Piccand et al., 2014). (B)
Mécanisme de sécrétion hormonale par les cellules entéroendocrines en réponse
a divers nutriments et potentiel role de RFX6 dans leur fonction. (Inspiré de
Anandhakrishnan et al., 2016)
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La mutation de RFX6 est associée a des anomalies morphologiques du tube
digestif

L'analyse fonctionnelle des génes différentiellement exprimés dans les HIOs
RFX67, révéle la présence de genes impliqués dans des processus de morphogenése
intestinale, dontla déficience estassociée a desanomaliesintestinales morphologiques
et cellulaires. Ces observations sont particulierement intéressantes puisque dans le
cas de la pathologie de Mitchell-Riley causée par des mutations de RFXé, le diabete
néonatal est associé a de séveres malformations du tractus gastro-intestinal, comme
I"atrésie, la sténose et la malrotation intestinale (Smith et al., 2010). RFX6 étant exprimé
précocement au cours du développement du tractus digestif dans I'endoderme
intestinal, il n'est pas surprenant d'observer de tels défauts anatomiques intestinaux
en I'absence de ce facteur de transcription. Chez les patients souffrant du syndrome de
Mitchell-Riley, ces malformations sont parfois associées a des hétérotopies gastriques,
consistant en la présence de tissu gastrique dans l'intestin gréle (Skopkova et al.,
2016 ; Sansbury et al., 2015). Des marqueurs de tissu gastrique sont retrouvés dans
les HIOs quel que soit le génotype et leur expression ne varient pas dans les HIOs
RFX67, suggérant plutot une différenciation in vitro d'un tissu qui ne correspond pas
strictement a de l'intestin gréle mais a un mélange de tissu proximal et distal.

Des marqueurs de tissus nerveux sont détectés dans les HIOs et semblent affecter
par la mutation de RFX6é

De fagon intéressante, I'analyse fonctionnelle dégage un certain nombre de
geénes codant pour des protéines constituantes des canaux ioniques, des vésicules
exocytiques et des protéines notamment impliquées dans la signalisation synaptique,
qui sont autant de fonctions généralement attribuées au systéeme nerveux. Ceci
peut néanmoins traduire la présence et la modification par la mutation de RFX6 de
la machinerie moléculaire permettant aux cellules entéroendocrines de sécréter les
hormones par exocytose des vésicules mais également de communiquer avec le
systéme nerveux. Bien que le systéme nerveux entérique soit théoriquement absent
dans les HIOs, il a récemment été montré que certaines cellules entéroendocrines
possedent des extensions de leur surface basolatérale, appelés neuropodes, qui
pourraient servir d'intermédiaire dans la communication entre ces cellules et le systéeme
nerveux (Figure 15). De plus, par leur lien étroit avec le systeme nerveux entérique,
ces cellules possedent les éléments nécessaires a la neurotransmission en exprimant
notamment des génes codant des protéines pré et post-synaptiques (Bohdrquez et
al., 2015). Les travaux récents de Brokhman et al. (2018) ont mis en évidence que le
systéme nerveux entérique se développe a partir des crétes neurales mais également

de I'endoderme. Ainsi, il est possible que du tissu nerveux soit involontairement formé
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lors de nos expériences de différenciation in vitro. Cette hypothese renforce I'idée
que les HIOs sont constitués de plusieurs tissus d’origine endodermique (estomac,
intestin proximal et distal et tissu nerveux ?).

Conclusion et perspectives quant au réle de RFX6 dans l'intestin

L'analyse transcriptomique globale des HIOs RFXé6” donne un grand nombre
d'indications quant a des fonctions possibles de RFX6, mais dont il est difficile de
tirer des conclusions directes. La comparaison de ces données avec celles générées
dans les modéles murins in vivo a permis d'identifier les pistes les plus pertinentes
en déterminant les génes communément régulés par Rfx6/RFX6 dans les différents
modeéles. Parmi les génes dont I'expression est affectée a la fois dans les HIOs et un
ou plusieurs modeles murins in vivo, sont retrouvés les marqueurs entéroendocrines
CHGA, CHGB et REG4, les genes codant les hormones ghréline et sécrétine, ainsi
que les génes codant les facteurs de transcription LMX1A, ARX et NEUROD1. Au
vu de ces résultats, il semble manifeste que la différenciation entéroendocrine soit
affectée par I'inactivation de RFX6. Néanmoins, son réle exact au sein de la cascade
de régulation de la différenciation entéroendocrine reste a déterminer par des études
ultérieures.

Par ailleurs, on retrouve également des genes comme TXNIP, NR1H4, PGK1,
ABCC8 et CASR, codant des récepteurs, enzymes et effecteurs, notamment impliqués
dans la physiologie des cellules entéroendocrines. Ainsi, en plus de son réle dans la
différenciation entéroendocrine, il semblerait que RFX6 ait un réle dans la fonction de
ces cellules, ce qui coincide avec la persistance de son expression dans les cellules
entéroendocrines matures chez la souris.

Cependant, les modeéles murins sont des modéles in vivo, a l'inverse de notre
systeme qui est un modele humain in vitro, dépourvu de contexte physiologique,
qui peut grandement influencer le transcriptome et ainsi expliquer certaines des
différences observées entre les modeles.

Afin de caractériser le réle de RFX6 chez 'homme et notamment les spécificités
de la différenciation intestinale humaine, il faudra dans un premier temps confirmer
I'ensemble de ces observations, mais également les reproduire sur des HIOs plus
matures, comportant I'ensemble des sous-types entéroendocrines et exprimant toutes
les hormones. Aussi, il est essentiel de caractériser le patron d’expression spatio-
temporel de RFX6 au sein des HIOs, par des approches d'immunomarquages ou de
tracage cellulaire, afin de confirmer le maintien de son expression dans les cellules
entéroendocrines différenciées. De plus, pour identifier les cibles directes de RFX6
parmi les génes différentiellement exprimés dans les mutants, des expériences de
ChlIP pourraient étre menées, de méme que des expériences de transactivation afin
de déterminer si RFX6 régule leur transcription.
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2. Limites du modéle HIOs

2.1. Variabilité de la proportion épithélium/mésenchyme au sein des
échantillons

Bien que l'analyse transcriptomique des HIOs nous ait permis de révéler
des différences dans |'expression des génes dans les HIOs mutants NGN3" et
RFX67 en comparaison aux HIOs CTRL, elle a également pointé du doigt une certaine
variabilité de |'expression des marqueurs des tissus formés au sein des expériences de
différenciation in vitro. En effet, les RT-gPCR ont mis en évidence une hétérogénéité
dans |'expression des marqueurs d'épithélium intestinal au sein des HIOs de méme
génotype, qui a ensuite été retrouvée dans les analyses de RNA-seq. L'expression
de marqueurs d'épithélium a été analysée plus en détail et démontre une variabilité
d'expression entre les différents échantillons (Figure 81). Les HIOs sont entourés
d'un mésenchyme qui contient des myo-fibroblastes, des cellules endothéliales et
des cellules musculaires lisses (Watson et al., 2014), et qui est déterminant dans la
morphogenése, I'hnoméostastie et |'identité régionale de I'intestin (Kedinger et al.,
1998). Une variabilité d’expression de marqueurs décrits comme étant spécifiquement
exprimés dans le mésenchyme a également été mise en évidence entre les différents
échantillons. Outre la variabilité inter-échantillons, un certain nombre de marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux sont différentiellement exprimés entre les HIOs
mutants et CTRL (Figure 81). Il est donc probable que I'efficacité de différenciation
entre les clones mutants et CTRL ne soit pas similaire, pouvant ainsi biaiser |'analyse
sous-jacente mais également influencer l'identité régionale et le développement de
I'endoderme.

2.2. Variabilité dans la morphologie des HIOs

L'hétérogénéité décrite par I'analyse de |'expression des génes est également
traduite par des variations morphologiques (taille, forme, densité) entre les HIOs.
Des HIOs de méme génotype peuvent adopter différentes formes, avec des
protubérances plus ou moins marquées, qui sont forcément influencées par leur
composition cellulaire (Figure 82). Méme si chaque échantillon analysé est composé
d'une quinzaine de HIOs, il semblerait qu’un tel effectif ne suffise pas a neutraliser
cette variabilité, qui pourrait masquer des différences induites par le génotype. Cette
variabilité est vraisemblablement inhérente au protocole de différenciation in vitro,
dont l'efficacité dépend de différents parametres, comme I'aspect, la densité et la
qualité des hiPSCs lors de l'initiation du protocole, mais également du timing des
changements de milieu ou encore des propriétés intrinséques des réactifs utilisés.

165



Discussion

A B
31 e CTRL 29 e CTRL
e RFX6™ e NGN3*

22_ ° [ o ° °
c ° c Y ol L)
:‘.:.’_ o X o’ :‘:.’_1' -I- {.;1 ° }' e &
% o . ° . ° % o | o °
it P EET RECEE E E } :
2 |les * ‘e . z |31 . .
c .o ° °® {. ... : L4 ° ° i c o} i- -}

.fo {-. i ; { 1- o ‘ ° ° ©
L T S L &. % Y& g &Iz

Epithélium Mésenchyme Epithélium Mésenchyme

Geénes Log2(FC) P-valeur ajustée Geénes Log2(FC) | P-valeur ajustée

CDX2 -0,62 2,35E-01 CDX2 -1,04 5,28E-02
DSC2 -0,96 4,95E-03 DSC2 0,05 9,83E-01
CDH1 -0,77 1,01E-02 CDH1 0,1 9,61E-01
RAB13 -0,43 1,20E-01 RAB13 -0,05 9,75E-01
VILL -0,97 1,69E-01 VILL -0,61 6,08E-01
DPP4 -1,36 1,85E-02 DPP4 -1,42 4,77E-03
ACTA2 -0,9 1,63E-02 ACTA2 -1,29 5,05E-02
VIM 0,49 1,99E-01 VIM 0,23 7,77E-01
FN1 -0,05 9,20E-01 FN1 0,31 4,17E-01
FOXF1 -0,88 2,29E-02 FOXF1 -1,28 9,13E-03
DES 0,88 3,11E-02 DES 0,28 7,69E-01

Figure 81. Variabilité de la proportion d'épithélium et de mésenchyme entre les
dlgférents échantillons

(A-B) Analyse des marqueurs d'épithélium et de mésenchyme dans les échantillons
d'aprés les expériences de RNA-seq: représentation graphique illustrant la
variabilité de ces marqueurs dans les dhaérents échantillons et tableau représentant
les variations d'expression de ces marqueurs entre les mutants et CTRL:
(A) HIOs RFX67 (B) HIOs NGN3.

Rouge : génes significativement sous-exprimés dans les mutants, bleu : génes
s%nificatlvement surexprimés dans les mutants, orange : génes a tendance
différentiellement exprimés.

(Marqueurs issus de: McCracken et al., 2014; Bondow etal., 2012; Mani et al., 2009;
Nokes et al., 2008; Funakoshi et al., 2008; Darmoul et al., 1994)

Malgré I'application stricte de toutes les étapes du protocole visant a limiter autant
que possible la variabilité, celle-ci semble inévitable et il serait alors intéressant de
développer des outils bio-informatiques de normalisation permettant d'en tenir
compte lors de I'analyse transcriptomique de ce type d'échantillons. Un autre moyen

pour limiter les conséquences de cette variabilité est de travailler avec des effectifs

importants.

166



Discussion

HIOs LV37 (CTRL) J28

500 pm

Figure 82. Hétérogénéité morphologique des HIOs

Images de microscopie optique a lumiére transmise représentant la variabilité de la
forme, taille et aspect des HIOs CTRL au stade J28. Cette variabilité est également
observée chez les HIOs mutants. L'échelle est représentée par la barre noire
correspondant & 500 um.

2.3. Effectifs limités et rareté des cellules entéroendocrines

Dans le cadre de notre étude par RNA-seq, les effectifs étudiés étaient trés limités,
entre 2 et 5 échantillons par condition (mutants vs CTRL) et il serait donc nécessaire
de les augmenter, afin de limiter le poids de I'hétérogénéité des HIOs dans |'analyse
statistique. Il est probable qu’avec des effectifs plus importants, un grand nombre de
génes qui n"apparaissaient pas différentiellement exprimés dans notre analyse, le soit
en réalité. Une autre limite de nos analyses est représentée par le fait que nos cellules
d'intérét soient une population rare au sein de I'épithélium intestinal. En effet, les
cellules entéroendocrines ne représentent que 1% des cellules épithéliales, ce qui ne
constitue qu‘un trés faible nombre de cellules au sein des HIOs. Il est donc difficile de
déceler un effet des mutations sur cette population précise de cellule et il ne peut étre
exclu que I'absence des effets attendus sur la différenciation entéroendocrine soit due
a la faible quantité de cellules entéroendocrines dans les échantillons.

Dans le but de pallier au trés faible nombre de cellules entéroendocrines présentes
dans les HIOs et ainsi faciliter leur étude, diverses approches ont récemment été
développées. En effet, N. Petersen a montré une augmentation du nombre de
cellules L sécrétrices de GLP1 dans des entéroides murins et organoides humains ex
vivo, en réponse a |'application soit d'acides gras a chaines courtes (SCFA), soit par
le blocage de la signalisation Notch par la dibenzazépine (inhibiteur de la gamma
sécrétase) ou encore par utilisation d'inhibiteur de ROCK (Y27632) (Petersen et al.,
2018 ; 2015 ; 2014). Basak et al. (2017) ont démontré que I'induction de la quiescence
des cellules Lgr5 par blocage de la voie EGF et MAPK induisait la différenciation
en cellules entéroendocrines, permettant ainsi de générer des entéroides enrichis
en tous les sous-types entéroendocrines. Enfin, Sinagoga et al. (2018) ont mis en
évidence qu’une surexpression induite de NGN3 pendant 8h dans les HIOs, permet
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la formation d’organoides contenant jusqu'a 25% de cellules entéroendocrines,
sécrétant I'ensemble des hormones et répondant a l'injection de glucose. Ces
nouvelles découvertes pourraient étre appliquées lors de prochaines expériences de
différenciation de nos clones mutants, afin de mettre en évidence les variations géniques
propres a la population de cellules entéroendocrines. Afin d'étudier spécifiquement
cette population en s'affranchissant des autres types cellulaires épithéliaux, il est
possible d'avoir recours a des méthodes de tri cellulaire sur les HIOs. Les cellules
entéroendocrines peuvent étre triées grace a I'expression de marqueurs de surface
spécifiques, tels que CLDN4 (Nagatake et al., 2014). Une autre méthode consisterait
a modifier génétiquement les hiPSCs, afin de marquer les cellules entéroendocrines
avec un fluorochrome, dont I'expression permettra de réaliser un tri cellulaire au FACS.

2.4. Maturité des HIOs

L'analyse a uniquement été réalisée sur des HIOs du stade J28, or il a été mis en
évidence que I'expression de certains génes est variable selon le stade de croissance
étudié (Figure 39B). Ainsi, afin d'avoir une vision plus complete de l'impact des
mutations générées sur le programme transcriptomique au cours du développement,
il serait nécessaire d'élargir I'étude a d'autres stades de croissance des HIOs. D’autant
plus qu’il a été montré que les HIOs gagnent progressivement en maturité, exprimant
ainsi davantage de marqueurs de cellules différenciées de I'épithélium intestinal avec
une compartimentalisation crypte-villosité plus marquée (Spence et al., 2011). Le
stade précoce choisi pourrait donc expliquer I'absence d’expression des génes codant
certaines hormones. Pour pallier a cette limite du modele d'étude, il est possible de
transplanter les HIOs générés sous la capsule rénale de souris immunodéficientes,
afin de permettre une maturation et expansion des tissus formés in vitro. En effet,
les HIOs ainsi maturés, sont plus volumineux et expriment I'ensemble des hormones

entéroendocrines (Watson et al., 2014).

2.5. Considérations méthodologiques concernant la culture cellulaire
des hiPSCs

Les hiPSCs utilisées pour générer les clones mutants sont les LV37, qui sont dérivées
d'une lignée de fibroblastes CPRE2 reprogrammée a I'aide de lentivirus portant un
géne monocistronique codant le cocktail de Thomson OCT4, NANOG, SOX2 et
LIN28 (ONSL). Cette lignée CPRE2 a été reprogrammée de différentes maniéres
pour obtenir une reprogrammation la plus efficace possible et |'utilisation d'une
cassette polycistronique portée par des rétrovirus s'est avérée étre la combinaison la
plus performante (Jung et al., 2014). Ainsi, la lignée LV37 qui a été utilisée dans nos
expériences ne semble pas étre la plus appropriée a la différenciation in vitro et il serait
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alors intéressant d'établir des clones dans une lignée qui a été reprogrammée de la
maniére la plus efficace. Si la différenciation in vitro peut étre affectée par la nature
des cellules utilisées, il se pourrait également que le nombre de passage de celles-ci
puisse affecter I'efficacité de la différenciation. En effet, lors d’'une communication
personnelle avec le Dr. Mahé, il a été suggéré que le nombre de passage des hiPSCs
ne devait excéder 60, sous peine d'affecter la différenciation dirigée des cellules.
Dans notre cas, les clones NGN3 sont a environ 60 passages et les clones RFX6” a
90 passages, alors que les hiPSCs CTRL sont a 30 passages. En plus des mutations
volontairement induites, il se pourrait donc que le nombre de passage élevé des
mutants puisse affecter la différenciation et créer des différences dans |'expression
des génes qui ne seraient pas dues a l'inactivation des facteurs de transcription.
Effectivement, on peut penser que les manipulations répétées des cellules aient un
impact sur le génome des hiPSCs et notamment sur leur caryotype. Il est vrai que
le caryotype des LV37 a été analysé et jugé normal, mais ceci sur des cellules d’un
nombre de passage faible (P25) et n’ayant subi aucune manipulation de transfection.
Il faudrait donc aussi analyser le caryotype des clones mutants afin de déterminer si
les manipulations répétées de culture cellulaire et la transfection des cellules n'ont eu
aucun impact. En conclusion, pour éviter tout effet qui pourrait parasiter les analyses
transcriptomiques, il est nécessaire de réitérer les expériences avec des clones mutants
générés a partir de cellules plus « jeunes » et d'inclure des contréles isotypiques,
c'est-a-dire du méme nombre de passage et qui aurait subi les mémes manipulations
de transfection que les mutants. C'est dans cette optique que de nouveaux clones
NGN3 ont été obtenus en transfectant des hiPSCs a P20.
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Discussion

3. Les HIOs, un modeéle pertinent ?

Les limites techniques décrites ci-avant sont propres a nos expériences et analyses
mais on peut également se poser la question de la pertinence et de la prédictivité du
modeéle de différenciation in vitro a partir de cellules souches pluripotentes. Il permet
certes de récapituler les grandes étapes du développement intestinal embryonnaire
humain mais avec un manque de contexte physiologique certain. Un organe fonctionnel
dans un organisme n’est pas simplement un groupe de cellules isolé mais est en
interaction constante avec son environnement. Dans |'intestin, ces interactions se font
notamment avec le systeme nerveux entérique (ENS), le microbiote, les glandes de
Brunner, le systeme vasculaire et le systéme immunitaire (Dickson et al., 2018 ; Carabotti
et al., 2015). Ce sont autant d’éléments qui manquent dans les HIOs générés et qui
influencent, sans nuls doutes, la fidélité des résultats. Il a par exemple été montré que
les cellules entéroendocrines sont étroitement liées aux neurones du systeme nerveux
entérique par des prolongements cytoplasmiques appelés neuropodes, permettant la
transmission synaptique entre les cellules entéroendocrines et les neurones (Bohorquez
et al., 2015).

De plus, les preuves de I'importance primordiale du microbiote intestinal dans le
fonctionnementnormal et pathologique du corps humain, sontde nos joursirréfutables.
Effectivement, les dysbioses provoquées par des altérations dans la diversité ou la
structure du microbiote intestinal peuvent affecter les activités métaboliques, menant
a des pathologies comme |'obésité et le diabete (Faith et al., 2013). Il est également
admis que des modifications dans le régime alimentaire peuvent drastiquement
affecter la différenciation et la fonction des cellules entéroendocrines, puisque celles-
ci sont hautement sensibles aux nutriments (Richards et al., 2016). Ces changements
a long terme n’influencent pas seulement la transcription des hormones au sein
des cellules entéroendocrines mais modifient également le nombre des sous-types
cellulaires intestinaux (Ritze et al., 2015). Ces découvertes, parmi d’autres, permettent
de rendre compte de I'importance des tissus et facteurs environnants et mettent en
lumiére 'absence de ceux-ci dans des modéles in vitro tels que les HIOs.

Pour pallier a ce manque et améliorer ce modéle d'étude, I'équipe de J. Wells qui
a établi le protocole de différenciation des hiPSCs en HIOs in vitro, a généré des HIOs
innervés (HIO+ENS) en combinant des cellules de la créte neurale vagale dérivées des
hiPSCs avec des sphéroides intestinales (Workman et al., 2016). La maturation in vivo
des HIO+ENS leur permet de développer des caractéristiques similaires au systeme
nerveux entérique humain, comme les faisceaux neuronaux alignés sur les couches
musculaires stratifiées et une activité de type péristaltique suite a une stimulation
(Workman et al., 2016).
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Discussion

Récemment, de nouveaux systémes in vitro d'intestin sur puce utilisant la culture
cellulaire en microfluidique et qui modélisent la structure, la fonction, la physiologie
et potentiellement les pathologies intestinales humaines ont été développés. Ces
systémes permettent de simuler |'interaction entre le tissu intestinal et le microbiote,
ainsique le systeme immunitaire. Par contre, il ne permet pas|'étude du développement
embryonnaire puisque les cellules intestinales utilisées sont des cellules épithéliales
différenciées (Bein et al., 2018).

En plus de I'absence des tissus avoisinants, les HIOs sont considérés comme foetaux
et contrairement aux entéroides, ils ne reproduisent pas la spécificité des segments
intestinaux mais forment une population mixte de cellule de nature proximale et
distale (Spence et al., 2011). Or, des études ont montré une répartition dépendante
de |'axe proximo-distal des différents sous-types entéroendocrines (Adriaenssens et
al., 2018), ce qui a été confirmé par des travaux réalisés par des membres de I'équipe
(A. Beucher et F. Blot). Par ailleurs, la nature des types cellulaires présents au sein des
HIOs et la reproductibilité de leur production n’est pas avérée. C'est pourquoi des
expériences de RNA-seq et RT-qPCR par |'approche en cellules uniques (single cell)
se développent sur les HIOs, fournissant ainsi une plus grande sensibilité d'analyse de
I'hétérogénéité cellulaire (Camp et al., 2017). Ces nouvelles approches, notamment
entreprises au sein du laboratoire, permettront dans un futur proche une meilleure
compréhension de la composition et des relations entre les types cellulaires dans les
HIOs, afin d'étudier les mécanismes sous-tendant |'organogenése chez 'homme.
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ANNEXES

Annexe 1: Tableau récapitulatif des phénotypes
observés dans les modéles déficients pour nos genes
d'intérét (Ngn3, Arx, Pax4), décrits dans la littérature
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Annexe 2: Protocole de différenciation
intestinale in vitro



In vitro Generation of Intestinal Organoids from
Human Pluripotent Stem Cells
(Adapted from Munera and Wells, 2017)

I. hiPSC culture

1. Appropriate Matrigel-coated dishes can be ordered from cell culture facility
and kept at 4 °C for up to 1 week (BD Matrigel hESC-qualified Matrix
#354277).

Note: Order Matrigel-coated dishes at least one day prior to the planned date
of passaging, as the Matrigel-coated dish can be used the next day only after
coating.

2. Grow hiPS cells in 2 mL. mTESR1 medium on hESC-qualified
Matrigel coated P35 dishes.

3. Check cells daily for differentiation and remove differentiated colonies if
necessary.

4. Replace medium daily and passage cells after 5-6 days.

5. An hour before passaging the cells, take out Matrigel-coated dishes,
DMEM-F12 and an aliquot of dispase and keep them at room temperature
(inside flow hood).

6. Passage cells by aspirating medium and washing once with DMEM-F12.
7. Aspirate DMEM-F12 and add 1 mL of dispase solution.

8. Place plates in a 5% CO, incubator at 37 °C for 4 min. After 4 min observe
for folding of the edges of colonies.

Note: While your cells are being incubated, replace Matrigel with 2ml of
mTESR 1 medium in the dishes in which cells will be seeded.

9. Aspirate dispase and wash 3 times with DMEM-F12.



10. Aspirate DMEM-F12 and add 1 mL of mTESRI.
11. Use a cell scraper to lift colonies off the plate.

12. Add 2 mL mTESR1 and break colonies into small chunks by pipetting up
and down 3 times while holding pipette against the side of the plate (use a 5
mL-pipette). Observe under microscope to ensure that no large clumps
remain.

13. Plate cells into new Matrigel-coated P35 by dispensing 250 pL of cells
into each P35 containing 2 mL of mTESRI1.

14. To ensure even dispersal of cells in the plates, shake carefully the plates.
Check cells the next day and repeat steps 1-13 as needed.

I1. Single-cell plating of hiPSCs

1. Grow hiPS cells to 70-80% confluence and remove differentiated cells
before starting. Wash cells once with 2 mL. DMEM-F12.

2. Add 1 mL of Accutase and place in incubator for 6—7 min (until cells
detach).

3. Add 2 mL of DMEM-F12 and pipette up and down using a 1000 pL pipette
to detach adherent cells.

4. Pool cells into a 15-mL Falcon tube and mix by pipetting up and down to
break cells into single cells.

5. Spin down cells at 200 x g for 4 min.

6. Remove supernatant without disturbing pellet and resuspend in 1 mL
mTESRI1 supplemented with 10-uM Y-27632 ROCK inhibitor. Mix cells well
and take out small aliquot (50ul) in one well of 96 well plate for cell
counting.



7. Count cells in Neubauer improved counting chambers:

- Mix 10pl of cell suspension and 10l of trypan blue in a well of 96-well
pate. Load 10pl of this in top grid of the counting chamber. Again, Mix 10ul
of cell suspension and 10l of trypan blue in another well of 96-well plate.
Load 10pl of this in bottom grid of the counting chamber.

Count cells
here

Count 1 |

Count 2

- Count cells in both top (count 1) and bottom (count 2) chambers inside the
red square. Calculate mean of two counts.
Cell concentration = mean cell count X dilution factor X 10*cells/ml

8. Plate 52 600 cells/cm?*: 100,000 cells per well or 420 000 cells per P35
dish. Add 2 mL of mTESR1 supplemented with 10-uM Y-27632 ROCK
inhibitor if using P35 or 500 pL if using 4-well plates.

9. To ensure even dispersal of cells in the plates, shake carefully the plates.
Allow cells to reach a 90-95% confluency (2 to 3 days) and start
differentiation.

II1. Definitive endoderm induction

1. Replace medium with Day 1 medium : RPMI 1640; L-glutamine 2 mM;
Activin A 100ng/ml.

2. After 24 h in Day 1 medium, cell death should be evident. Aspirate Day 1
medium and replace with Day 2 medium : RPMI 1640; L-glutamine 2 mM;
Activin A 100ng/ml; dFBS 0.2%.

3. After 48 h cell death should still be evident. Aspirate Day 2 medium and
replace with Day 3 medium : RPMI 1640; L-glutamine 2 mM; Activin A
100ng/ml; dFBS 2%.



IV. Mid-hindgut formation

1. Aspirate Day 3 medium and replace with mid-hindgut (MHG)
differentiation medium : RPMI 1640; L-glutamine 2mM; CHIR99021 3 uM;
FGF4 500ng/ml; dFBS 2%. Change medium every 24 h for a total 4 days.

2. After 48 h floating three-dimensional spheres will already be present (very
few and occasionally may not be present as well). Collect spheroids (see steps
4-8) and replace MHG medium.

Optional step: if you have small spheroids, filter them through a 70 ym cell
strainer to collect only bigger spheroids.

3. After 72 h more floating spheres should be evident. Replace MHG
medium. After 96 h hundreds of floating spheres should be evident. If
spheroids remain attached to the cell layer: pick them carefully with a needle
+ syringe.

4. Pre-warm 4-well Nunc plates or P35 dishes by placing them in the
incubator. Thaw on ice as many Matrigel aliquots you need (Corning®
Matrigel® Growth Factor Reduced Basement Membrane Matrix, Phenol Red-
Free, *LDEV-Free #356231)

5. Collect spheroids in maximum 25 xL and put them into an aliquot of 50 L
Matrigel. Mix by slowly pipetting up and down 3-5 times. Be careful not to
introduce bubbles.

Optional step: if you have small spheroids, filter them through a 70 ym cell
strainer to collect only bigger spheroids.

Notes: to take as less medium as possible during spheroid collection, first
collect the medium with floating spheroids in a new P35 dish and let
spheroids settle at the bottom of the dish. Swirl it in order to move spheroids
to the center of plate and collect them.

6. Plate spheroids by putting the 75 u1 at the bottom of a new 4 well Nunc
plate in the middle of the well to form a dome of matrigel + spheroids. Adapt
volumes if you are using P35 dishes.



7. Place plates for 10 min back in the incubator to allow Matrigel to solidify
(being careful not to disturb the Matrigel droplets).

8. Add 500 ul per well of intestine differentiation medium (IDM) : Advanced
DMEM F12; B27 (1/50); R-Spondinl 500ng/ml; Noggin 100ng/ml; EGF
50ng/ml; HEPES 15mM; P/S (1/100).

V. Organoids splitting

1. After approximately 14 days, organoids will have degraded the Matrigel
droplet. To allow further expansion, replate at a lower density (5-10
organoids per well) into fresh Matrigel.

2. Cut the tip of a 200 uL pipette to increase the bore size of the pipette.
Pipette the Matrigel bead containing organoids using the cut 200 pL tip and
put them into a 10 cm petri dish with 10 mL of warm Advanced DMEM-F12.

3. Using a sterile disposable scalpel and a forceps, dislodge any large pieces
of Matrigel which are still attached to the organoids.

4. Collect 5-10 organoids in as little medium as possible and replate them as
it was done in steps 5-8 (part IV).

5. Place plates containing organoids back into the incubator and grow tissue
for an additional 14 days.

6. After 14 days, organoids need to be splitted in two. Proceed as in steps 2-5
and cut organoids in two halves at step 3.

7. Replace medium every 4 days and split organoids every 14 days.



Annexe 3: Liste des potentiels sites de fixation
non-spécifique des sgRNAs



sgRNA#17

chr, strand, position, sequence, n_mismatches, score, ontarget, gene

chr5, 1, 165008607, TGTCCAAGTGACCCGTGAGATAG, 0, 100.0, True, None

chr18, -1, 40150892, TAACCAAGTGACCCGTGAGGAGG, 3, 1.47120112994, False, None

chrX, 1, 88148873, TGAACAACTCACCCGTGAGAGGG, 4, 1.25880452335, False, None

chr2,1,152095136, AATCCAAGTGACCCCTGAGATGG, 3, 0.844444444444, False, None

chrg, -1, 70952361, GGGACAAGTGCCCCGTGAGATAG, 4, 0.795717091837, False, None

chr22, -1, 27046038, CATCCCTGTGACCCGTGAGAGAG, 4, 0.564014727011, False, None

chr8, 1,109717202, TGGCCCTTTGACCCGTGAGATGG, 4, 0.547724279009, False, None

chr12, -1, 102497469, GGGCCTAGGGACCCGTGAGAGGG, 4, 0.513225057065, False, None

chr9, -1, 5831777, TGGCTTAGGGACCCGTGAGATAG, 4, 0.497494020833, False, None

chr7, -1, 50413964, TGTTCAAGGGACCCGAGAGAAGG, 3, 0.312480125196, False, None

chr2, 1, 26985173, TGCCCAAGTGACACTTGAGAGAG, 3, 0.304071290141, False, None

chr21, -1, 39446141, TGTCCCAGAGACCCATGAGATAG, 3, 0.271613746032, False, None

chrX, -1, 141160847, TGAACATGTGACCCATGAGAAAG, 4, 0.27129321962, False, None

chrl, -1, 81652697, TGACCAAGGGACCAGTGAGATAG, 3, 0.259592789346, False, None

chrl4, 1, 28360257, AGTTCAAGAGACCCCTGAGATAG, 4, 0.254738973799, False, None

chrl4, 1, 40557725, TCTCAGAGTGACCCATGAGAGAG, 4, 0.247907188841, False, None

chr3, -1, 190155920, TGTCCAAGTGTCACGTGAGCAAG, 3, 0.245561551948, False, None

chrll, 1, 33866282, TGCCTAAGGGACCCATGAGATGG, 4, 0.242694227215, False, None

chr10, 1, 44089095, TGTCCTAGTCACCAGTGAGAAGG, 3, 0.221863200422, False, None

chr22, 1, 30460143, TGGCCCAGTTACCCATGAGAGGG, 4, 0.221326410598, False, None

chrl2, -1, 72754425, TGGCAAAGTGTCCCCTGAGAAAG, 4, 0.220450566456, False, None

chr5, 1,108551197, TGTCCAAGGCACCAGTGAGACAG, 3, 0.208247249804, False, None

chrg, 1, 135352740, TGGCCTTGTGACCCGTGACACAG, 4, 0.20688363887, False, None

chr13, 1, 40275095, TATCAAAGTCACCTGTGAGACAG, 4, 0.206277768987, False, None

chr5, -1, 100621234, AGTCGAAGTGAGCCATGAGAGGG, 4, 0.205125327511, False, None

chrl5, -1, 28117586, TCTGCAAGTGAACCCTGAGATGG, 4, 0.201603862661, False, None

chrll, 1, 90410318, TGTCAAAGTGAGCAGTGAGATAG, 3, 0.200988744589, False, None

chr6, 1, 143649208, TGACCAACTGACTCGTGACATGG, 4, 0.193758620192, False, None

chr7, -1, 33722355, TCTCCAAGTTATCCCTGAGAGAG, 4, 0.185677157511, False, None

chr2, -1, 114700881, TGAGCAAGTGACCCTTGAGGTAG, 4, 0.180901806221, False, None

chr6, 1, 93489630, TGTGCAAGTCAGCCTTGAGATAG, 4, 0.179513600415, False, None

chr10, -1, 85598737, GGTCCAACTGCCCCGTGGGAAGG, 4, 0.178584677419, False, None

chr3, -1, 192269924, TCTCCATGAGACCCTTGAGAGGG, 4, 0.170999822639, False, None

chrl7,1, 80698201, AGTACAAGGGACCCGAGAGAAGG, 4, 0.166395666667, False, None

chr3, -1, 176783898, TGGCCAAGTGACAAGTGAGAGGG, 3, 0.164422928767, False, None

chrl2, -1, 84274867, ATTCCAAGTGAGCCGTGGGAAAG, 4, 0.158312903226, False, None

chr2, 1,59231969, TGTTCATGTGTCCCATGAGAAGG, 4, 0.150171082469, False, None

chrll, -1, 78182855, TCTCCAAGTGCCGCGTGAGCAAG, 4, 0.149801193222, False, None

chr5, -1, 76276236, TGTCCATGAGCCCCGTGAGCTAG, 4, 0.147669193853, False, None

chrl7,1, 5623458, TGTCCAGCTGTCCCATGAGATGG, 4, 0.143048343379, False, None

chr2, 1, 96151255, TCTCCGAGTGGCCCATGAGACAG, 4, 0.137588489807, False, None

chr4, 1,171024333, TCACCCAGTGACCTGTGAGACAG, 4, 0.133605730222, False, None

chrll, 1, 57346558, TGGCCAGGTGATCCATGAGAGGG, 4, 0.133476264053, False, None

chrl0, -1, 69672729, TGGACAAGAGACCAGTGAGAAAG, 4, 0.132691231276, False, None

chrl9, -1, 38614234, TCTGCAAGTGACCCGAGAGCGGG, 4, 0.119960915493, False, None

chrl, -1, 113026614, TGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAG, 4, 0.119090998755, False, None

chrl2,1, 62618471, TGTCAGAGTTACCTGTGAGAGAG, 4, 0.11878368637, False, None

chr2, 1, 99413592, TGCCCAGGTGCCCCGTGGGACAG, 4, 0.11598959393, False, None

chr3, -1, 186919732, TGCCCAGGTGCCCCGTGGGATGG, 4, 0.11598959393, False, None

chr7,-1,7101178, TGTCGATGGGACCCGAGAGAAAG, 4, 0.106103128942, False, None

chrl7,1, 79556774, GATCCAAGTGACCTGTGAGGAGG, 4, 0.105908522727, False, None

chrl7, -1, 14426322, TGACCCAGTGACCCTTAAGAAGG, 4, 0.0957518566539, False, None

chr2, 1, 13694554, TGACCAAGTGAGCCCTGAGTAAG, 4, 0.0890036886608, False, None

chr8, 1, 93974695, TGTTCAAATGACCAGTAAGATAG, 4, 0.087709361588, False, None

chr2, -1, 144946470, TGTTCAAGTGCCACCTGAGAAGG, 4, 0.0850896177386, False, None

chrl4, -1, 40910614, TGAGCAAGTGACTGGTGAGAAGG, 4, 0.0840450188278, False, None

chrl2,1, 122755017, TGTCCTAGAGGCCCATGAGACAG, 4, 0.0786646994955, False, None

chrg, -1, 142048980, CTTCCAAGTGACCTGTGAAAGAG, 4, 0.0785004401408, False, None

chrl7,1, 21466699, TGTCCAAATGTGCCGTGTGAAAG, 4, 0.0778221, False, None

chr7, -1, 87112734, TGTACAAGTGAACCATAAGAAAG, 4, 0.0776174871245, False, None




sgRNA#22



Annexe 4: Geénes les plus différentiellement exprimés
dans les HIOs RFX6™
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Annexe 5: Geénes différentiellement exprimés
communs aux 3 modeles: Rfx67- E18, Rfx62Adnt et
HIOs RFX6™



Rfx™9n  Rfx6™™ | Rfxe/E18  Rfx6" E18 |HIOs RFX67 HIOs RFX6”
Nom Géne Nom gene vs WT vs WT vs WT vs WT vs CTRL vs CTRL

Homme Souris (LFC) (adj. P-value) (LFC) (adj. P-value) (LFC) (adj. P-value)
SCT Sct -0,90 1,78E-05 -1,46 2,51E-03 -1,79 4,16E-02
SNX10 Snx10 -0,39 2,15E-03 0,37 1,76E-02 -1,44 2,75E-08
PRPF6 Prpf6 -0,15 4,58E-02 -0,61 1,70E-03 0,46 6,54E-04
MAPRE1 Maprel -0,12 1,56E-02 -0,14 2,16E-02 0,72 5,89E-04
TSPAN12 Tspanl2 -0,51 1,31E-02 0,29 2,31E-02 -0,99 4,49E-07
CHKA Chka 0,45 3,71E-05 -0,38 2,49E-02 0,82 1,60E-02
UHRF1BP1L |Uhrflbpil 0,22 1,13E-02 0,28 2,19E-02 -0,91 3,74E-10
AIM1 Aiml -0,35 3,49E-03 1,00 4,96E-02 -1,68 3,38E-04
ADGRG6 Gprl26 -0,79 7,34E-05 0,94 1,92E-02 -1,33 1,26E-08
BCHE Bche 0,71 2,89E-03 -0,60 2,41E-02 -0,82 3,02E-02
RGS2 Rgs2 0,40 7,48E-03 0,33 8,43E-03 0,69 1,25E-04
AGMAT Agmat 0,39 2,81E-02 -0,43 3,98E-02 1,11 2,34E-02
LPGAT1 Lpgatl 0,44 1,61E-08 -0,66 9,87E-03 -0,68 1,29E-02
SLC12A5 Slc12a5 1,38 1,31E-06 1,26 3,07E-02 1,29 4,12E-03
ID1 Id1 -0,49 1,56E-03 0,67 3,47E-02 -1,03 6,99E-03
TSPANS Tspan8 -0,22 1,55E-04 0,49 3,60E-02 -0,99 1,88E-02
UBE4B Ube4b 0,33 7,12E-04 -0,64 3,17E-03 -0,99 4,24E-08
REG4 Reg4 1,48 6,12E-06 0,36 2,46E-02 -1,69 2,69E-02
LPIN1 Lpinl 0,33 3,41E-02 -0,53 3,93E-02 0,45 1,14E-02
NT5E Nt5e 1,80 1,71E-11 1,11 1,76E-02 -0,79 1,95E-02
FAM13A Fam13a 0,47 3,65E-02 -0,87 1,86E-03 -2,53 8,16E-07
MYOM3 Myom3 -0,68 3,90E-03 0,42 2,20E-02 -2,10 1,38E-03
SLC17A4 Slc17a4 0,95 2,08E-04 0,48 1,70E-02 -3,07 3,40E-06
PRSS23 Prss23 0,59 3,43E-02 0,35 1,57E-02 0,60 1,68E-02
ME3 Me3 0,75 1,32E-03 0,76 2,91E-02 -0,63 4,39E-02
PTPRR Ptprr -0,49 4,56E-02 0,79 2,68E-02 -1,30 1,96E-03
SCN3A Scn3a 0,99 2,97E-18 0,36 4,90E-02 0,89 4,92E-02
DBI Dbi 0,36 2,98E-04 -0,56 2,51E-03 -0,46 2,96E-02
GHRL Ghrl -3,33 6,68E-23 -6,24 2,62E-04 -2,37 4,16E-03
SLC25A34 Slc25a34 0,91 1,37E-04 -0,42 2,56E-02 1,38 1,08E-02
LMX1A Lmx1la 1,60 4,10E-11 0,80 1,50E-02 2,96 2,73E-04
SERINCS Serinc5 0,31 1,56E-02 0,52 1,83E-02 -1,79 6,42E-07
PACSIN3 Pacsin3 0,48 1,02E-02 0,74 3,37E-02 -0,48 2,02E-02
TMEM135 Tmem135 0,23 7,00E-03 -0,34 3,72E-02 -0,90 8,80E-07
ACAA2 Acaa2 0,67 6,84E-05 -0,55 1,76E-02 -0,54 8,00E-03
PXDC1 1300014106Ri 0,85 4,47E-07 -0,66 1,37E-02 1,21 4,80E-06
SLC38A11 Slc38al1l 1,73 7,59E-08 0,72 3,58E-02 -1,27 5,95E-03
CYCS Cycs -0,25 2,56E-03 -0,51 2,66E-02 0,94 4,30E-03
MBOAT1 Mboatl -0,79 1,74E-04 0,95 2,29E-02 -1,58 3,40E-06
TMEM139 Tmem139 0,65 9,19E-04 -0,52 4,22E-02 -1,56 5,87E-03
DNAH2 Dnahc2 0,79 7,84E-04 -0,67 3,55E-02 2,15 9,00E-04
GCNT1 Gentl -1,30 1,20E-04 0,50 2,51E-02 -1,43 8,96E-08
RYR1 Ryrl -0,89 1,70E-03 -0,91 2,87E-02 1,34 1,41E-02
SEPP1 Seppl 0,71 1,89E-02 0,41 1,39E-02 -1,05 9,60E-03
TXNIP Txnip 0,41 4,97E-02 0,62 4,48E-02 -2,28 2,15E-06
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Etude de la régulation transcriptionnelle de la
différenciation des cellules entéroendocrines dans un
modele d’organoide intestinal humain

Résumeé

Les cellules entéroendocrines sécrétrices d’hormones représentent 1% de
I'épithélium intestinal mais sont des régulateurs essentiels du métabolisme
énergétique et l'altération de leur différenciation provoque de graves pathologies
métaboliques. Leur différenciation est régie par une cascade de régulations
transcriptionnelles qui est encore peu décrite, particulierement chez I'homme.
L’objectif de ce projet de thése était d’évaluer I'implication de plusieurs facteurs de
transcription préalablement identifiés chez la souris (NGN3, RFX6, ARX, PAX4) dans
la différenciation entéroendocrine humaine. Pour ce faire, ces génes ont été inactivés
par la techniqgue CRISPR/Cas9 dans des cellules souches pluripotentes induites
humaines (hiPSCs), qui ont ensuite été différenciées in vitro en organoides intestinaux
(HIOs). Les analyses des HIOs déficients pour NGN3 ne permettent pas de conclure
quant a un réle dans la différenciation entéroendocrine mais indiquent une altération
de la régionalisation du tissu formé chez les mutants. RFX6 semble important pour la
différenciation et/ou la fonction des cellules entéroendocrines, bien que sa fonction
précise n’ait pas pu étre déterminée.

Mots-clés : Différenciation entéroendocrine, hormones, hiPSCs, organoides
intestinaux, facteurs de transcription

Summary

Hormone-producing enteroendocrine cells represent 1% of the intestinal epithelium
but are key regulators of the energetic metabolism and alteration of their
differenciation is associated with severe metabolic disorders. Enteroendocrine
differenciation is governed by a transcriptional regulatory cascade that is poorly
described, especially in humans. This thesis project aimed to evaluate the implication
of several transcription factors, previously identified in mice (NGN3, RFX6, ARX,
PAX4), in human enteroendocrine differentiation. To do so, these genes were
disrupted with the CRISPR/Cas9 system in human inducible pluripotent stem cells
(hiPSCs), wich were then differentiated in intestinal organoids (HIOs). Preliminary
analysis of NGN3-deficient HIOs did not allow a firm conclusion regarding NGN3
implication in enteroendocrine differenciation but showed a tissue regionalization
alteration. RFX6 seems important for the differentiation/function of enteroendocrine
cells, although its precise function is still to be determined.

Keywords : Enteroendocrine differentiation, hormones, hiPSCs, intestinal organoids,
transcription factors
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