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Mon travail de recherche doctoral vise a démonteerrble des laminines, et plus
particulierement de la chaireb de laminine, dans le développement et les pagiedo
intestinales. Les laminines, éléments de la matag&acellulaire, sont a la fois des
régulateurs de l'adhésion cellulaire et des médiatales voies de signalisation via des
récepteurs spécifiques. Leur importance physiologigst démontrée par le fait que des
mutations de certaines de ces laminines conduigentes pathologies telles que des
épidermolyses bulleuses ou des myopathies contgnighd que linvalidation de la plupart
des chaines de laminine dans les modéles muringimat de graves défauts de
développement aboutissant la plupart du temps latddité. L’épithélium intestinal est un
modele trés intéressant de renouvellement celulaontinu a partir de cellules souches
multipotentes, et d’équilibre entre deux fonctionajeures : prolifération et différenciation.
Ces deux phénomeénes ont lieu respectivement dansyptes/glandes coliques et dans les
villosités/épithélium de surface de l'intestin gré&t du célon. Une rupture de 'lhoméostasie
de I'ensemble de ces mécanismes est centrale dgmedression tumorale. L’homéostasie
intestinale est dérégulée dans les maladies infetmines chroniques de I'intestin (MICI) qui,

dans une certaine proportion, peuvent dégénérearmer colorectal.

Bases du projet et objectifs du travail de thése

Apres avoir effectué mon stage de Master (Biologellulaire intégrée, parcours
développement) dans I'équipe du Dr. Gérard Gradwdhinité INSERM U-682, j'ai rejoint
I'équipe du Dr. Patricia Simon-Assmann pour ma fation doctorale. A mon arrivée dans
cette équipe, un travail visant a identifier lesegode signalisation induites par la chairte

de laminine ainsi que ses genes cibles dans |d'@uicider les bases moléculaires du réle de
cette chaine dans le développement et la fonctivé@rdge I'intestin normal et pathologique
avait eté démarré par Léa Ritié-Pertusa. Mon traleathése, qui s’est inscrit dans un premier
temps dans le prolongement direct de ce projefs pegsenté dans mon manuscrit en 3
parties:

Mon équipe d’accueil a pu établir que le phépetintestinal des embryons invalidés pour
la chainea5 de laminine était paralléle a une modificationcdetains genes de la voie Whit.
Pour ce faire, I'expression génique d’intestins grabnaires invalidés pour la chaiab a été
comparée a celle d’intestins contrbles. Parmi leseg déregulés révélés par I'analyse
transcriptomique se trouvent de nombreux géenedsralix voies Wnt et PI3Kinase. Dans un

premier temps, j'ai donc contribué a la vérificatie la dérégulation de certains de ces genes,

13



puis j'ai participé a la démonstration d’un lienistant entre la voie Wnt et la chaio& de
laminine (Manuscrit 1 en soumission).

Les souris invalidées pour la chaim®g de laminine présentent une |étalité embryonnaire
aux alentours du stade E17. Afin d’avoir la podséd’étudier la fonction de la chainé de
laminine dans des étapes plus tardives de la mggnese intestinale et en particulier dans
l'intestin adulte, j'ai utilisé une stratégie d’iaNdation conditionnelle mettant en jeu des
souris floxées pour le gehamab et des souris exprimant la recombinase Cre sounséde
d’'un promoteur spécifique de I'épithélium intestinge promoteur villine. La description du
modele et I'analyse phénotypique des intestinstasluihvalidés pour la chaires seront
détaillés en résultats complémentaires. L'ensentdeces données feront I'objet de la
premiere partie de ce manuscrit :

Partie 1 : Etude du role de la chainen5 de laminine dans lintestin au cours du

développement et dans I'organe mature

Concernant la possible implication de la chaiBalans les pathologies intestinales, peu de
travaux ont été publiés jusqu’a présent, et lesides ne sont que parcellaires et descriptives.
La question se pose de savoir s'il existe une ptessntervention des chaines de laminines
dans la pathologie et la progression des MICI. &ldeurs, une certaine proportion de ces
maladies peut dégénérer en cancer colorectal,est iintéressant de définir le réle potentiel
des laminines, et en particulier des chaioéset a5, dans ce phénoméne. Grace a une
collaboration avec les services de gastroentémlagi d'anatomopathologie de I'Hépital
Universitaire de Strasbourg-Hautepierre, jai dspal’exéreses chirurgicales coliques de
patients atteints de maladies inflammatoires clogues de l'intestin. Les données de ce
travail sont résumées dans le manuscrit 2 quisareis a publication et feront I'objet de ma
deuxieéme partie incluant également des résultatgplEmentaires :

Partie 2 : Dérégulation des laminines dans les mal&s inflammatoires chroniques

de l'intestin

Peu aprés le début de mon doctorat, notre écuifusionné avec celle du Dr. Gertraud
Orend, qui s’intéresse au microenvironnement tumaa plus particulierement aux
ténascines. J'ai pu participer a un travail deatmtation visant a caractériser la matrice
extracellulaire dans un modéle murin d’'insulinonges surexpriment la TNC. Les résultats
gue j'ai acquis dans ce travail seront présengg@sieaent dans une troisieme partie :

Partie 3: Caractérisation du microenvironnement dinsulinomes murins

surexprimant la TNC

14
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l. L'intestin

l.1 Anatomie et histologie de l'intestin

L'intestin est la partie la plus longue du tractligestif. Il fait directement suite a I'estomac
par la jonction duo-pylorique et comprend deuxipart I'intestin gréle, lui-méme subdivisé
en trois (duodénum, jéjunum et iléon) et le graedgtin composé du caecum (auquel est
rattaché I'appendice), du cblon (divisé en 4 sedmele cdlon ascendant ou droit, le cblon
transverse ou horizontal, le c6lon descendant aatgaet le cdlon sigmoide), et du rectum.

célon transverse

intestin gréle
(jejunum, iléon
cblon ascendant

caecum

cdlon descendant
cblon sigmoide
Figure 1: anatomie de l'intestin. Adapté de 'atlas d’amte humaine Netter

Transversalement, I'intestin se compose de 4 t@wsiguinsi, a partir de la lumiére intestinale
s’enchainent la muqueuse, la sous-muqueuse, laueuse et la séreuse.

muqueuse
« épithélium

«lamina propria
*muscularis mucosae

sous-muqueuse

musculeuse
musculaire inferne
musculaire externe

Figure 2: les tuniques intestinales. Adapté detp://app-asap.over-blog.com/categorie-11150228.ht

[.1.1. Muqueuse intestinale
La muqueuse est composée d'un épithélium de sutbacdant la lumiére, d’'un chorion
conjonctif oulamina propria et de la musculaire muqueuse (wuscularis mucosae). Au
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niveau de lintestin gréle, elle forme des villesitaugmentant la surface d’échange de
I'épithélium de surface. Entre les villosités, dideme des invaginations qui composent les
cryptes de Lieberkiihn. Au niveau du duodénum, lacha des villosités représente environ
les 2/3 de la hauteur totale de la muqueuse. Lesit@s sont comparativement plus longues
dans le jéjunum et plus courtes dans l'iléon. Aweau du célon, la surface de la muqueuse
est plane, dépourvue de villosités. L’épithéliumsdéeface s’invagine pour former des glandes
longues et non ramifiées.

villogité |yt
mugquieuse i cryptesde g LY.

Lieberkiihn

glandes :
Sous-mugueuse Brunmer iy " : ‘;‘.'..; follicule
) e AR lymphaide
couches musculaires
circulaire
/inﬁﬂu
musculeuse _— longitudinale

B R b
R e
= i W

duodénum Jjéjunum-iléon c6lon

séreuse

Figure 3: évolution de I'histologie intestinale selon l@proximo-distal

Au niveau de l'intestin gréle, I'épithélium jouesestiellement un réle absorptif, tandis qu’au
niveau du gros intestin, il tient un réle de bagiéet contribue a la régulation de la
composition hydro-électrolytique du bol alimentairges fonctions d’absorption y sont
limitées. L’épithélium intestinal est composé de types cellulaires principaux : les
entérocytes, les cellules a mucus et les celluie&r@endocrines qui migrent le long de I'axe
des villosités pour étre éliminées dans la lumietdes cellules de Paneth, qui restent au fond
des cryptes. On trouve également au niveau dergptes des cellules souches qui assurent le
renouvellement épithélial. Il existe par ailleussdccellules M, qui facilitent le transfert des
antigénes intestinaux vers le systeme lymphoide.

2\
Le chorion oulamina propria contient des filets — &f{
nerveux amyeéliniques qui ont perforé la musculaire ™estnsle | 1
muqueuse. Dans chaque Vvillosite, la circulation ’:\tf:
sanguine s’organise autour d’une artériole, qui dai .;H{“‘ij_}
réseau sous-muqueux, perfore la musculaire muqueuse J”“‘j

xus d'lsisawa =
e

pour perdre sa média (la tunique moyenne ou couch
musculeuse) a la base de la villosité. Au sommdade
villosité, le vaisseau se divise en capillaires goint
redescendre dans le chorion en s’anastomosa
richement entre eux. L'axe de la villosité est quepar
un capillaire lymphatique borgne a l'extrémité de |
villosité, le chylifere. Autour de celui-ci, queles /
cellules musculaires lisses parcourent l'axe de jl
villosité depuis la musculaire muqueuse. On trouy .
dans ce tissu conjonctif de nombreuses cellulesdjb L e
quelques polynucléaires éosinophiles, des macrgshagies: &
des lymphocytes et des plasmocytes, ainsi que cd

follicules lymphoides, qUi, se g'roupent da}qs les|yis Figure 4: innervation et vascularisation
de Peyer (fortement représentées dans l'iléon). des villosités (N. Vacheret, UCB Lyon)
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[.1.2. La sous-muqueuse

A la mugueuse succede une sous-muqueuse, sépatdeglkes par lanuscularis mucosae,

qui chez 'homme est constituée de deux coucheseflales musculaires lisses, et qui
participe a la structure des valvules conniventes.sous-muqueuse est constituée d’une
couche conjonctive dense et riche en fibres élastigservant de support aux réseaux
artériels, veineux et lymphatiques. Au niveau dodiinum, elle est occupée par les glandes
de Brunner, qui sont des glandes muqueuses tulaslelusurs sécrétions participent, avec les
liquides bilio-pancréatiques, a la neutralisationclyme acide gastrique.

I.1.3. La musculeuse

La musculeuse est composée de deux couches dé&esathusculaires lisses : la circulaire
interne et la longitudinale externe. La muscules&paissit au fur et a mesure de la
progression du tractus du duodénum vers le célafinH’intestin est entouré d’'une séreuse
tres fine.

1.2. Principales populations cellulaires de I'épi@ium intestinal

L’épithélium digestif est caractérisé par un rerglément constant et permanent. Au niveau
de l'intestin gréle, il se compartimentalise enpteg, ou I'on trouve les cellules souches, les
cellules progénitrices et les cellules de Panetherevillosités ou se trouvent 3 types de
cellules différenciéesHgure 5). Dans le célon, les villosités ont disparu esdant place a
des glandes coliques.
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Figure 5 : les principales populations cellulaires de [fBglium intestinal. &) Les cellules souches, situées au
fond des cryptes, vont donner naissance aux 4 tgpesellules intestinales de lintestin gréle. leedlules
endocrines, les entérocytes et les cellules catitiés (cellules & mucus) vont migrer vers le hast cyptes
puis le long de la villosité, tandis que les celtutle Paneth vont rester au fond des cryptes. éshafet, UCB
Lyon). (B) Marquage immunohistochimique des populationsealieles épithéliales intestinales : a. coloration a
I’hématoxyline éosine présentant les cryptes etvikhssités d’'un duodénum de souris, b. marquadadcde
périodique de Schiff des cellules a mucus, c. maggqudes cellules entéroendocrines par un antiairjge
contre la synaptophysine, d. marquage des celidgeBaneth par un anticorps dirigé contre le lysazwine.
marquage des entérocytes par un anticorps dirigéecda phosphatase alcaline (van der Flier and/eCée
2009).
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I.2.1. Les cellules souches

Ce sont des cellules proliferatives -

s’autorenouvellent et produisent des celluless "4 position” model

progénitrices qui sont capables de générer t &y P Wiaww IS
les cellules intestinales matures. Elles ¢ iy 7
localisées au fond des cryptes, et leur pos
exacte a été I'objet de nombreuses polémir
Deux modéles ont ainsi été déecritgans les anné
50 a été proposé le modele «»*4u les cellule £
souches prennémplace juste au dessus des cell
de Paneth, situées elles dans le fond de la c _
Un autre modele a été présenté dans les anné Pansth
ou l'observation de cellules columnaires au 1 I
des cryptes (CBC columnar crypt based cel
intercalées entre decellules de Paneth laissal e .05 .
penser qu’il s'agissait des véritables cell
souches intestinales. L’identification du marqu mamssamine -

Lgr5 a permis de valider réecemment ce mo ;
controversé (Bazyk et al., 2010; Barker et ¢ = T S )
2007) Les cellules de ces deux modeéles expril 94’3) A
également le marqueur de cellules soudiasashi dos J ﬁ

1 (Potten et al., 2003)Les cellules +4, q Paneth  CBC

expriment le marqueur Bmil, seraient des cel

quiescentes tandis que les cellules CBC sel Figure 6: les deux possibles modeles de
continuellement actives (Li and Clevers, 201@calisation des cellules souches intestinales
Ces cellules souches peuvent également de (Barkeretal., 2008)

des cellules souches cancéreuses, et expi

alors des marqueurs spégiies comme

prominine-1 (ou CD133(Zhu et al., 009'.
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[.2.2. Les entérocytes

Ce sont des cellules de forme cylindrique qui daurestt pres de 90% de la population des
cellules intestinales de l'intestin gréle. Leur @&lpical est caractérisé par la présence de
nombreuses microvillosités formant une bordure msde, dont le réle est d’absorber et de
transférer les nutriments grace aux enzymes peEse@haque microvillosité est formée par
une évagination en doigt de gant de la membranempdme apicale, maintenue par un
cytosquelette spécialisé composé principalementpidéines telles que la villine. Les
nutriments absorbés sont ensuite libérés au nideapdle basolatéral ou ils sont pris en
charge par les vaisseaux sanguins du chorion. hiésoeytes se raréfient progressivement le
long de I'axe antéro-postérieur de l'intestin. Aiwvaau du coélon, les colonocytes sont les
équivalents des entérocytes. On les trouve au soasegglandes ou ils forment un plateau.

1.2.3. Les cellules caliciformes ou cellules & mwscu

Elles constituent environ 5% de I'épithélium inteat du gréle. Leur fonction est de protéger
la muqueuse intestinale et de faciliter le tradsitbol alimentaire, grace a la présence a leur
pble apical de gouttelettes de mucus libérées pacygose. Au niveau de lintestin gréle,
elles sécrétent des mucines acides, le plus sousiahtiées. Leur population relative
augmente progressivement le long de l'intestin paitgindre leur maximum au niveau du
cblon et du rectum ou elles sécretent des muciredes incluant des sulfomucines
normalement absentes de lintestin gréle.
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I.2.4. Les cellules entéroendocrines

Cette population ne représente qu’l% des cellypgbdiales intestinales, mais il en existe
une dizaine de types différents, sécrétant cha@mtbrmones distinctes. Ces hormones
jouent un réle essentiel dans ’lhoméostasie imtakdj modulant les sécrétions des organes du
tractus digestif, différents aspects de la digeséibde la prolifération cellulaire. Ces cellules
ont un aspect pyriforme, et leurs granules de séaréont stockés au podle basal afin d’étre
déversés dans la circulation sanguine. Elles séparties le long de lintestin selon un
gradient proximo-distal décroissant.

I.2.5. Les cellules de Paneth

Elles sont localisées dans la partie profonde dggtes et constituent environ 4% de la
population des cellules épithéliales intestinal€e sont des cellules pyramidales, a
cytoplasme abondant tres éosinophile, spécialidaas la sécrétion de substances a action
anti-bactérienne, comme le lysozyme et les défessilles assurent ainsi la protection de la
muqueuse intestinale et plus précisément des eglkduches dont elles sont voisines. Elles
sont encore présentes en petit nombre dans le débitrmais disparaissent ensuite.

|.2.6. Les cellules M

Les cellules M (« microfold ») sont situées daépithélium intestinal au niveau des plaques
de Peyer. Elles incorporent par endocytose legams endo-luminaux puis les transferent
aux cellules dendritiques qui les présentent amplyocytes B.

|.3. Développement intestinal

Le tube digestif primitif s’établit vers 18 jour du développement chez la souris. Il est
composeé par une couche interne d’endoderme enpauréne couche de mésenchyme. Le
développement de lintestin se déroule selon texigs : un axe temporel, un axe cranio-
caudal (de la bouche vers I'anus) et un axe cryplositaire (de la séreuse vers la lumiere
intestinale) Figure 7).

[.3.1. Développement selon I'axe cranio-caudal

Le développement du tractus digestif est initi& Ide la gastrulation, par deux invaginations
de I'endoderme, qui forment l'intestin antérieur l@mtestin postérieur. Ces deux tubes
borgnes sont fermés a l'avant par la membrane phawyne qui se percera pour former le
stomodeum (future bouche), et a l'arriere par lanim@ne cloacale qui se rompra afin de
former le cloague. Les deux invaginations vont pgegivement se rejoindre vers le milieu de
I'embryon, au niveau du canal vitellin, et donneaissance a l'intestin moyen.

L’intestin antérieur donne naissance a I'cesophade, trachée et aux bronches, ainsi qu'a
I'estomac et a la partie du duodénum située en adehabouchement des voies biliaires. De
plus, le foie, le pancréas et les voies biliairegléveloppent a partir de bourgeons provenant
du duodénum. Le duodénum sera formé par la patieinale de I'intestin antérieur et la
partie craniale de I'intestin moyen.
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Le développement rapide de l'intestin moyen résetida formation d’'une anse intestinale
primitive, qui communique a son sommet avec lactdsiombilicale par I'intermédiaire du
canal vitellin. La branche craniale de cette armendra le segment distal du duodénum, le
jéjunum et une partie de Il'iléon, tandis que lanble caudale donnera la partie inférieure de
I'iléon, le caecum et I'appendice, le cblon ascendzt les deux tiers proximaux du célon
transverse. Au court du développement, I'anse timi@s primitive va effectuer une rotation
autour de l'axe de l'artere mésentérique supérjepeemettant au jéjunum et a l'iléon de
former des flexuosités, les anses intestinalesgros intestin va quant a lui s’allonger en
restant rectiligne. Ces anses intestinales s’afibhgrapidement, et créent durant le
développement une hernie ombilicale physiologiqwant de réintégrer la cavité abdominale
vers le stade E15 de développement chez la souris.

L’intestin postérieur va donner naissance au tdistal du cdélon transverse, au cdlon
descendant, au sigmoide et au rectum, ainsi qudartée supérieure du canal anal.
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Figure 7 : les différents stades de développement de stimteprimitif. Adapté d’ « Embryologie médicale »
Langman et Sadler; 8 édition, éditions Pradel.

1.3.2. Développement selon I'axe crypto-villositair

L’axe crypto-villositaire va faire intervenir lesnteractions entre lI'endoderme et le

mésoderme. L’épithélium intestinal s’initie a padiune couche pseudostratifiée d’origine

endodermique qui prolifere activemerfigure 8). Chez la souris, il est converti en

épithélium simple autour du 9% jour de développement, alors que les cellules
mésenchymateuses commencent a s’agréger et a emdeyeprojections vers la lumiéere,

provoquant ainsi '’émergence des villosités intedés.

22



Figure 8: développement selon Il'axe
crypto-villositaire.  Au  cours  du
développement, I'épithélium pluristratifé
i devient un épithélium simple, et des
Tl villosités vont progressivement émerger
s dans les stades tardifs. Les cryptes vont
= progressivement se creuser peu apres la
naissance (Sancho et al., 2004)

1.3.2.1. Différenciation de I'endoderme en épithéln intestinal

Chez la souris, & partir du % jour de développement, 'endoderme va commencse a

différencier Figure 19). Il est tout d’abord converti en épithélium simg@vec des cellules

indifférenciées. Ces cellules vont se différenpiegressivement et se polariser en exprimant
a leur pble apical des enzymes digestives et dessporteurs et a leur pble basal des
récepteurs pour les éléments de la lame basaleeh&socytes sont les premiers types
cellulaires spécialisés a eémerger, suivi par ldiiles entéroendocrines et a mucus. Les
cryptes font leur apparition vers le °T9 jour de développement, en paralléle a la

différenciation des cellules de Paneth.

morphogenesis

enterocytes

endodermal
cells

» endocrine and mucus cells

undifferentiated q

Paneth cells

onset of epithelial cell types

Figure 9 : mise en place de la morphologie de I'épithéliintestinal et apparition des types cellulaires
spécialisés selon I'axe temporel (Simon-Assmannkadinger, 1993)

A cette différenciation morphologique s’associfiession des enzymes digestives comme
la lactase par exemple, qui peuvent servir de neangude différenciation. Chez la souris,
I'épithélium intestinal atteint son architecturesat fonctionnalité mature 4 semaines environ

apres la naissance.
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Les cellules mésenchymateuses vont également cooemiur différenciation vers le 9%
jour de développement. Certaines cellules vontemittmergence des villosités en envoyant
des projections vers la lumiére afin de formelataina propria, et elles se différencieront en
fibroblastes de la muqgueuse et en myofibroblastéscnyptaux. Les autres cellules
mésenchymateuses se différencieront en cellulescutaiies lisses, et vont exprimer
progressivement les marqueurs spécifiques quelaal@smine ou i-actine de muscle lisse
par exemple (Sancho et al., 2004; Simon-AssmanrKaddger, 1993).

1.3.3. Les principaux facteurs de transcription irfiqués dans le développement
et 'lhoméostasie de l'intestin

Le développement de l'intestin est soumis a deasses de facteurs de transcription : ceux
qui interviennent dans le développement structetateux qui régulent la cytodifférenciation
fonctionnelle des cellules.

Le développement structural est principalementgdirpar les facteurs de transcription
homéotiques Hox (pour revues, voir Grapin-Bottod aelton, 2000; McLin et al., 2009).
De nombreux facteurs de transcription sont nécessspour établir la complexité cellulaire de
I'intestin mature. Ces facteurs sont spécifiquesitigue segment intestinal. Ainsi, au niveau
terminal de l'intestin antérieur et du début datBistin moyen (partie qui donnera naissance a
'estomac, au pancréas et au duodénum) on trowdesafacteurs de transcription tels que
Pdx1, Pax4 et 6, Nkx2.2, I1sl-1 et NeuroD. Chez les vertébrés, au niveau de lintestin
postérieur qui donnera une partie de l'intesti@ayet le gros intestin, ce sont essentiellement
les genes homologues du gene de drosophildal (Cdxlet Cdx2) et les génes du cluster
Hoxd qui gouvernent le développement.

Afin d’étudier I'effet exact de ces différents géramur le développement, des souris invalidées
pour la plupart d’entre eux ont été crées. Par @kentes souris invalidées poBdxl n’ont

pas de pancréas ni certains types de cellules gndscdans I'estomac et le duodénum
(Offield et al., 1996). Le géene homeéotiqQex2 est exprimé dans les structures postérieures
comme le cblon. Les souris invalidées pour ce gaearent au stade embryonnaire E3,5
(Chawengsaksophak et al., 1997). Pour pallier détaité, une approche d’invalidation
conditionnelle a montré que la perte de Cdx2 damestin gréle conduit celui-ci & adopter
une identité stomacale (Grainger et al., 2010).dfbeurs, cette déficience en Cdx2 affecte
également l'organisation du cytosquelette d’actitess microvillosités, conduisant a une
sévere atrophie des microvillosités ; Cdx2 régularpolarité des cellules épithéliales (Gao
and Kaestner, 2010). Les mutationsQix2 entrainent chez ’homme et la souris une perte du
controle de la croissance de lintestin ainsi gaddrmation de tumeurs coliques (Simon-
Assmann et al., 2010a; Wicking et al., 1998).

L’identité particuliere des cellules ainsi que ldvoméostasie et la régulation des cellules
souches sont quant a elles régulées par les vaeshNWnt, PI3K (phosphatidylinositol-3-
kinase), BMP (bone morphogenetic protein) et Hedgefpour revues voir, Crosnier et al.,
2006; Scoville et al., 2008).
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Figure 10: les différentes voies de signalisation implicuéans la régulation et 'homéostasie des celldéss
cryptes intestinales (Scoville et al., 2008).

La voie Notch (Figure 10) est particulierement importante dans la régufatae la
prolifération ainsi que dans la détermination dumdige dans l'intestin. Lors de son activation,
son ligand principal, Delta, se fixe sur le récaptdlotch qui est alors clivé par une
sécrétase et se transloque dans le noyau pourenkiexpression de son effecteur Hesl qui
est un facteur de transcription bHLH (basic hetimg-helix) et qui va activer des génes cibles
qui régulent la prolifération et la difféerenciatioRar exemple, une mutation causant un
activation constitutive de cette voie entraine pede de tout le lignage sécrétoire (Fre et al.,
2005).

La voieWnt (Figure 10) joue un réle majeur dans le développement et lewezllement de
I'épithélium intestinal (Clevers, 2006) : elle peande maintenir ’lhoméostasie des cellules
souches/progénitrices en controlant le cycle aale) en inhibant la différenciation et en
controlant la migration des cellules le long dexdarypto-villositaire. L'activation de la voie
Wnt se présente selon un gradient décroissantvaaunide I'axe crypto-villositaire. Il existe
deux voies Wnt : la voie canonique et la non-camosi La voie canonique est la voie la
mieux décrite dans lintestin. En absence de siyvial, la 3-caténine cytosolique (qui n’est
plus impliquée dans le complexe de jonction intéutagre) est séquestrée par un complexe et
sera détruite via le protéasome. Ce complexe eaposé du suppresseur de tumeur APC
(adenomatous polyposis coli), d’axine, de caséinade | et de glycogéne synthase kinase
3B. Lors de l'activation de la voie Wnt, 'un des fi§ands Wnt décrits va se lier sur le
complexe formé par le récepteur Frizzled et unémmpteur de type LRP (lipoprotein-related
protein). Le complexe qui séquestre normalemeftdaténine sera alors inactivé, a priori via
le facteur Disheveled qui recruterait 'axine avesiu du récepteur Frizzled. I[Bacaténine
pourra alors passer dans le noyau et lier le facteuranscription TCF/LEF (pour lymphoid
enhancer factor) en remplacant le co-répressewrdBm Le complexe ainsi formé va pouvoir
activer les genes cibles de la voie Wnt, comme gx@ample des genes activateurs de la
prolifération. La voie Wnt contr6le ainsi la pr@ration des cellules dans les cryptes et on
comprend qu’une dérégulation de I'un de ces compses@met en cause un équilibre qui
pourra alors basculer dans un processus tumonalmeoc’est le cas par exemple lors des
mutations du gene APC qui sont les causes lediglgsentes de cancer colorectal.
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La voiePI3K joue un réle important dans la survie cellulaiaeprolifération et la croissance
cellulaire (ainsi que dans la tumorigenegagre 10). L’activation de cette voie va entrainer
la phosphorylation de son principal effecteur Althe serine/thréonine kinase. L'activation
d’Akt est inhibée par la protéine PTEN (Phosphatasd TENsin homolog). Akt a de
nombreuses cibles ayant des effets anti-apopt@jqueaugmentant la survie cellulaire : par
exemple, Akt peut activer Mdm2, ce qui a pour effetdiminuer le niveau de p53, élément
clé de la régulation du cycle cellulaire (Scovéleal., 2008). Par ailleurs, de nouvelles études
tendent a montrer que la voie PI3K pouvait convekges la voie Wnt. En effet, la forme
activée d’Akt peut induire la phosphorylation deptzaténine (He et al., 2004; He et al.,
2007), et cette phosphorylation pourrait se coondoravec le signal Wnt pour augmenter
I'activité nucléaire de I@-caténine.

La voie BMP fait partie de la famille des T@Htransforming growth factds) et va inhiber

la formation des cryptesigure 10). L’activation de cette voie entraine une phosplation
des protéines effectrices Smad. Une fois phosp&erya protéine Smadl, 5 ou 8 s’associe
avec Smad4 pour former un complexe hétérotrimérguera pouvoir se transloquer dans le
noyau et activer la transcription. C’est une vaig \¢p réguler I'épithélium intestinal a partir
du mésenchyme : les effecteurs, comme par exemp4B sont exprimés dans le
mésenchyme et régulés positivement par la voie efenlyy tandis que leurs récepteurs sont
exprimés dans les cellules épithéliales (Crosnieal.e 2006). L'activation de cette voie est
forte au niveau de I'épithélium des villosités,denqu’elle est réprimée par son antagoniste
noggin dans la région des cryptes. La voie BMP janerdle important au niveau de la
différenciation terminale du lignage seécrétoiren effet, des souris invalidées pour le
récepteur BMP de type 1A présentent des défaulta diéférenciation terminale des cellules
du lignage sécrétoire, mais pas de défauts dendiétetion du devenir cellulaire (Auclair et
al., 2007).

La voie Hedgehogpermet quant a elle de démarquer les villosit&sodgptes. L'expression
des deux ligands Sonic Hedgehog (Shh) et Indiargetealy (Ihh) est restreinte a I'épithélium
et se concentre progressivement a la région itiesitaire au fur et & mesure de la
progression de la morphogenése. Les récepteurstidevoie sont les molécules patched 1 et
2 ; ils se trouvent au niveau du mésenchyme saesjade méme que les effecteurs Gli. La
voie de signalisation Hedgehog est d’'une part atecpour un développement correct du
mésenchyme autour du tube formé par I'endodermés également pour le comportement
des cellules épithéliales. En effet, une inhibitid& cette voie conduit a une absence de
villosités et a la persistance d'un épithélium stiteal fortement prolifératif et parfois
pseudostratifié, avec une activation accrue de de&e wWVnt et un déficit de cellules
différenciées (Madison et al., 2005).

1.3.4. Les interactions épithélio-mésenchymateukss du développement (pour
revue, voir Simon-Assmann et al., 2010a)

Les interactions entre I'endoderme et le mésenchyomé particulierement importantes lors
du développement. En effet, la spécification dad®derme intestinal primitif se fait grace
aux interactions avec le mésoderme latéral. Lesdntions entre ces deux feuillets se font
via la lame basale, par le biais de récepteurgsiia partie basale des cellules épithéliales et
au niveau de la membrane des cellules du mésenchyme

Pour comprendre le role respectif de I'endodernduanésenchyme dans la morphogenése et
la différenciation intestinale, des modéles de ttacaiin vitro et d’associationsn vivo (le

plus souvent inter-especes) ont été développéso(BAssmann et al., 2009; Yasugi and
Mizuno, 2008). Ainsi, des expériences de recomboratissulaire entre de I'endoderme et du
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mésenchyme d’intestins foetaux provenant de diffésemspéces (poulet, souris, rat) ont pu
montrer le role permissif du mésenchyme intestgual la morphogenése et I'implantation
villositaire. Ce mésenchyme peut également jouerdlm instructif puisqu’un mésenchyme
d’intestin gréle associé a de I'endoderme coligaeinduire la production de saccharase-
isomaltase, enzyme pourtant spécifique de I'integtéle (Kedinger et al., 1998). Par ailleurs,
la recombinaison entre du mésenchyme intestindegtcellules intestinales épithéliales des
cryptes indifférenciées et greffée a la souris ampe de montrer que le mésenchyme était
capable dinduire la morphogenese de Vvillositéslumat tous les types de cellules
épithéliales ; ceci prouve en outre que des callgeuches pluripotentes présentes dans
certaines lignées établies ont besoin d'un microenmement adéquat (matrice
extracellulaire, cytokines...) pour se différencikedinger et al., 1986).

l.4. Fonction digestive de l'intestin

La fonction premiére de lintestin est la digestigui permet de dégrader les aliments en
nutriments utilisables par I'organisme. Cette ddgtion se fait par des moyens mécaniques
et par des enzymes sécrétées tout au long du tiglestifl Trois étapes caractérisent la
digestion : tout d’abord une étape « motrice » esl dliments subissent des modifications
mécaniques et sont mélés aux sécrétions digestivis,une étape « d’absorption » ou les
nutriments seront acheminés de la lumiere digestve le milieu intérieur, et enfin une étape
« d’excrétion » ou les déchets seront éliminés.

[.4.1. Digestion enzymatique et absorption des magnts

L'intestin est le siége principal de I'absorptioaschutriments. Le duodénum recoit le chyme
gastrique contenant les enzymes digestives corgetiares la salive et I'estomac. Il sécrete
des hormones telles que la sécrétine, qui va resatral’acidité du chyme, et la
cholécystokinine (CCK) qui stimule I'activité dunpaéas et de la vésicule biliaire. Au niveau
du duodénum, le bol alimentaire est mélangé avesderétions pancréatique et biliaire. Les
enzymes produites par ces deux organes s'ajoutanstau chyme dans le duodénum. Parmi
les enzymes pancréatiques, la trypsine et la chypgihe agissent sur la digestion des
protéines, I'amylase pancréatique sur la digedties sucres et la lipase sur la digestion des
graisses. Les sucres sont ainsi transformés enctliaades, les protéines en peptides de plus
en plus petits et les lipides en micelles.

L’étape d’absorption a lieu au niveau des entéexyfigure 11). Grace aux enzymes
présentes au niveau des microvillosités, les disates sont réduits en monosaccharides par
les disaccharidases (comme la saccharase-ison)altase monosaccharides ainsi obtenus
entrent dans la cellule par transport actif pugssérsent la membrane basale des cellules
intestinales, puis celle des capillaires sanguinsttbrion et seront transportés jusque dans le
foie. Des oligopeptidases transforment les peptiteacides aminés. Les micelles contenant
des acides gras (a chaines courtes) et des moeadlg passent dans les cellules intestinales
par diffusion et seront resynthétisés au niveavétinulum endoplasmique en triglycérides et
phospholipides qui seront enveloppés par des lgiépres pour former des chylomicrons.
Ceux-ci sont expulsés de la cellule par exocytoses acides gras a chaines longues sont
quant a eux pris en charge par des transportearsmrembranaires et ensuite par des
transporteurs cytosoliques de type FABPs (FattylBtnding Proteins) chargés de les diriger
vers les sites de stockage ou d’oxydation. L'absampa lieu tout au long de l'intestin gréle
mais est particulierement active au niveau du jéjuret de I'iléon ou la surface d’échange est
la plus grande.
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Figure 11: schéma illustrant I'absorption des nutriments [gs entérocytes (tiré de Tortora et Grabowski,
Principes d’Anatomie et de Physiologie, édition DeBk). Les mono et disaccharides ainsi que leseacid
aminés et les peptides requiérent un transpoftfaiant appel a des ions Nau H'. Les acides gras a chaines
courtes ou sous forme de micelles entrent dansllale par diffusion simple. Les nutriments absarkértent
ensuite de la cellule pour étre transportés vefsideau moyen des capillaires sanguins contenns avillosité
(saccharides et peptides/acides aminés) ou duféteylcentral vers des vaisseaux lymphatiques pbauta
dans le conduit thoracique (vaisseau lymphatiqaient la majorité de la lymphe du corps) poumkgeure
partie des acides gras et du glycérol.

[.4.2. Elimination des résidus et réabsorption dedu

Le cblon a quant a lui principalement un role d@psion de I'eau et des électrolytes pour la
partie proximale, et de stockage et d’éliminaties déchets pour la partie distale.

1.4.3. Contréle endocrinien de la digestion

Les cellules entéroendocrines de lintestin séotéties hormones qui vont entre autres
contréler la digestion. Il existe 15 types de deBuendocrines actuellement décrites dans
I'épithélium intestinal. Parmi elles, on trouve lEdlules a sérotonine (contraction du muscle
lisse, réle dans le péristaltisme), a entérogluoago gastrine (stimulation de la sécrétion
pancréatique, contraction du muscle lisse), a sustatine, a sécrétine, ou a cholécystokinine
(stimulation des sécrétions pancréatiques et @B

1.4.4. La flore digestive

Dans la fonction digestive de l'intestin, on notBirmportance de la flore microbienne. On y
trouve en effet 99% des bactéries de I'organisinequ’a 1 million dans le gréle, 1 milliard
par ml dans le caecum et mille milliards dans lewcedauche (Macfarlane et al., 2009). Ce
sont des germes majoritairement anaérobies quadégt les peptides endogénes issues de la
desquamation cellulaire grace a des peptidasegrimauies ; elles permettent également la
dégradation en acides aminés et la désaminatiordé@marboxylation avec production
d’ammoniaque ou d’amines volatiles (r6le dans dghicité de la muqueuse du cdlon). Les
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bactéries présentes dégradent également par fertioenties glucides non absorbés par
l'intestin gréle.

1.5. La barriére intestinale muqueuse

[.5.1. Généralités

L’épithélium intestinal forme une barriere essdigipour la muqueuse. En effet, la barriére
doit protéger la muqueuse des aliments et de lanzomauté bactérienne présents dans la
lumiere de l'intestin. Chaque type cellulaire, akdlentéroendocrine, cellule a mucus, cellule
de Paneth, entérocyte ou cellule M contribue aeckhction de barriere. Comme nous
I'avons vu précédement, I'épithélium intestinal isulm renouvellement rapide et perpétuel :
ce renouvellement se fait a partir de cellules Besaenultipotentes qui expriment Lgr5 et sont
localisées au fond des cryptes de Lieberkihn (Bagkeal., 2007; Sato et al., 2009). Les
cellules ainsi formées vont migrer le long des desdvillosités et étre éliminées par apoptose
et desquamation dans la lumiére intestinale. Cegsgus de renouvellement continu se fait
sans interruption fonctionnelle des jonctions deteellule. L'intégrité de ces jonctions est
particulierement importante pour 'lhoméostasie gist&ame immunitaire, car de nombreux
microbes et antigénes alimentaires se trouvent Bahsniere intestinale a la surface de la
barriere muqueuse. Le film muqueux sécrété pacddales caliciformes est un élément clé
de la barriére. Il forme & la fois un filtre physegmais également un filtre chimique contre les
pathogenes car il contient des peptides anti-miernsb(McGuckin et al., 2009). Mais c’est
également une source de nutriment et un microhapdar les bactéries du microbiome
naturellement présent dans la lumiére intestinale.
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Figure 12: représentation de la barriere intestinale mugee de la microflore (Garrett et al., 2010).

[.5.2. Microbiome et altération de la barriere muguse

La barriere muqueuse permet d’empécher les bastéammensales et les pathogenes de
pénétrer dans la muqueuse intestinale. Au nivediintiestin gréle, on trouve essentiellement
des streptocoques, des staphylocoques et desdaited. La flore colique est quant a elle
extrémement variée et abondante : on trouve deteRédes, des Bifidobactérium ou des
Clostridium ainsi que des Entérobactéries (E.¢tlpteus, Klebsielle...), des Entérocoques et
des Staphylocoques. Cette flore est habituellerataiile et limite l'implantation d'espéces
pathogenes telles que Salmonelle, Shigelle ou Ckbagter. En effet, il a été décrit qu'une
dérégulation de la flore intestinale peut participeles pathologies digestives, et notamment a
I'entretien de l'inflammation dans les maladieslanimatoires chroniques de lintestin
(Swidsinski et al., 2009). Les liposaccharides clexgs qui forment la membrane externe
des bactéries Gram négatives sont fortement imneaumresg et peuvent pénétrer la barriere
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intestinale si celle-ci est altérée, exposant aiadiamina propria, ce qui peut soit initier
I'inflammation, soit contribuer a I'entretenir (Miaclane et al., 2009).

Les pathogenes profitent de toutes les opportupieés franchir la barriere au travers des
jonctions cellulaires. Par exemple, les adénovieisient & un récepteur CAR (Coxsackie B
and adenovirus receptor) qui co-localise avec latémme de jonction serrée ZO-1
(Raschperger et al., 2006). Les entéropathogémameoSalmonella typhimurium altérent la
barriere en sécrétant des toxines qui ciblent lesémes de jonction ou le cytosquelette
associé aux jonctions. Les cytokines inflammatopesvent moduler le renouvellement de
I'épithélium pour stimuler la défense. NMB, I'un des régulateurs majeurs de la réponse
immunitaire, fonctionne de fagon basale pour a&sum continuel remplacement épithélial et
l'intégrité de la barriere. Sous certaines condgianflammatoires, il peut accélérer le
renouvellement comme mécanisme de défense. Unaeatéfe d’NFkB chez la souris résulte
en une expression réduite de peptides anti-micngbé en une augmentation de I'apoptose
des entérocytes, ce qui conduit a une brechelddyasriére muqueuse et a des translocations
bactériennes (Nenci et al., 2007). Chez la souns augmentation de la perméabilité
intestinale peut précéder le développement d’infteations intestinales (Olson et al., 2006).

|.5.3. Réle du mucus et des mucines

Le mucus sécrété par les cellules caliciformes janerdle important dans la barriere

intestinale et dans la lubrification de I'épithé@liull permet de piéger les pathogénes, et il a
été démontré une augmentation de ses composastddatertaines affections bactériennes.
Chez le rongeur, des expériences d’imagerie omhigedle mesurer I'épaisseur de la couche
muqueuse au niveau du célon : elle mesure envi@fu®, et se compose d'une couche
d’environ 100um trés adhérente, directement auacorides cellules épithéliales, et d’'une
couche de 700um moins dense et moins adhérentméA¢tial., 2001). La couche interne est
plus ou moins stérile (Swidsinski et al., 2007).

Les principaux composants de la couche de mucusle®mucines. Ce sont des protéines
glycosylées qui entrent dans la composition du reuElles sont codées chez 'homme par 19
géenes. MUC2 est la mucine la plus abondante du snid¢estinal. Les souris invalidées pour
MUC?2 développent spontanément des inflammationsnitpues dans la partie distale de leur
intestin, mimant les rectocolites hémorragiques$tdemain (Van der Sluis et al., 2006). De
plus, ces souris génétiguement déficientes pour Mdé&eloppent également des tumeurs au
niveau de lintestin gréle, du célon et du rectuensvi’age de 6 mois (Velcich et al., 2002).
Velcich et collegues (2002) ont également pu démeomjue ces souris présentaient des
altérations de la prolifération, de la migrationdetI’apoptose : en effet, la prolifération et la
survie des cellules épithéliales sont augmentées de la perte de MUC2, ce qui peut
provoguer comme conséquence directe une expositiorue des cellules au contenu de la
lumiére intestinale et peut ainsi présenter un renmiement favorable a linitiation et la
progression de tumeurs.

Le patron d’expression des mucines est organe dépeénomme décrit dans fableau 1:
ainsi, MUC 2 est spécifique de l'intestin gréledatcélon, et MUC5AC et MUC6 sont plutot
restreints a I'estomac. Il existe plusieures clagskemucines : neutre (détectée en histochimie
par I'acide périodique de Schiff), acide (sialonmggi détectée en histochimie par le bleu
alcian a pH2,5) et acide sulfaté (sulfomucine, dét par le bleu alcian a pHO,J)apleau

2).
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Mucines Localisation
estomac intestin gréle cblon et rectum
surface | glandes cellules caliciformes glandes dmier | cellules caliciformes
MUC1 + + +/ - +/-
MUC?2 - - + - +
MUC3 - - + - +
MUC4 - - +/- - +
MUCS5AC + - - - -
MUC5B + - +/- + +/-
MUC6 - + - + -

Tableau 1: distribution des mucines le long du tractus difeadapté de « Gastroentérologie » édition Ediip
G Cadiot, JP Galmiche, C Matuchansky et M Mignon.néter que les mucines 12, 13, 17 et 20 (non
représentées dans le tableau) sont présentesuseiiddongueur du tractus.

Mucines Localisation
estomac intestin gréle cblon
fundus antre| duodénum jéjunumiléon| cdlon rectum
neutres + + - - - - -
sialomucines| +/- +/- + + + + -
N-acétylées
sialomucines| +/- +/- + - + + +
O-acétylées
sulfomucines +/- +/- - - + + T

Tableau 2: distribution des principales classes de muciteslong du tractus digestif, adapté de
« Gastroentérologie » édition Ellipses G CadiotG#miche, C Matuchansky et M Mignon.

Il. Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l'Intestin

[1.1. Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de l'inte§ilICI) ne sont plus des maladies rares,
elles touchent en effet plus d’'un sujet sur 1000fffe de 2005) dans les pays occidentaux
comme la France, ou l'incidence de la maladie deh@rnotamment pédiatrique, ne cesse
d’augmenter.

Les MICI regroupent la maladie de Crohn et la realite hémorragique. Ces deux maladies
different par leur distribution, leurs caractéqsis macroscopiques et histologiques et leur
facteur de risque. Néanmoins, la distinction entedadie de Crohn et rectocolite n’est pas
toujours évidente, et environ 10% des patientsinistede MICI ont une colite dite
indéterminée, malgré I'apport des nouveaux marguetilisés pour le diagnostic différentiel.
L’origine des MICI n’est pas encore totalement déiaée ; il s’agit d'une anomalie de la
réponse immunitaire au niveau de l'intestin visim-de composants de la flore bactérienne
survenant chez des sujets génétiguement prédisposéecherche a permis de déterminer
des genes de susceptibilité de la maladie de Crehr2001 le genBlOD2/CARD15 a été le
premier a étre identifie comme un facteur de risqli€eode pour une molécule du systéme
immunitaire inné impliguée dans la reconnaissanee Ithdéte de signaux bactériens,
confirmant I'importance du role de la réponse imitaire dans ces maladies (Hugot et al.,
2001). D’autres génes ont depuis été ajoutés, desmtgenes qui codent pour des molécules
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exprimées dans I'épithélium intestinal, a I'intexéaentre la flore bactérienne et la muqueuse.
La maladie de Crohn serait donc une pathologiediriére intestinale.

Les MICI évoluent habituellement de facon interamite, avec des périodes de rémission plus
ou moins prolongées. Les phases inflammatoiremalté donc avec des périodes d’accalmie.
Rarement, la maladie évolue de fagcon quasi contfoneparle alors de formes « chroniques
actives »), en laissant toujours place a des pé&sidthccalmie relative. L’expression clinique
des MICI est dans la plupart des cas essentielledigastive, et la localisation des Iésions
intestinales conditionne l'allure générale des symmes : les douleurs abdominales sont
prédominantes dans les atteintes digestives halgdsa maladie de Crohn, alors que les
diarrhées sont en général au premier plan au aegsmaladies de Crohn coliques ou des
rectocolites. Les manifestations extra-digestivess dMICl sont communes aux deux
pathologies : elles accompagnent souvent les pesisaslammatoires et se présentent sous
forme d’atteintes articulaires périphériques (ezesdire touchant principalement les
membres), de lésions dermatologiques ou de Iésicuiaires. Elles peuvent dans certains cas
constituer de véritables maladies associées évioludeur propre compte (par exemple un
rhumatisme axial, c'est-a-dire touchant la coloweetébrale et les articulations sacro-
iliaques).

Les principaux traitements des MICI sont 'admirdagbn de salicylés, de corticoides,
d’antibiotiques, d’anti-TNE (tumor necrosis factpet d'immunosuppresseurs. Les salicylés
sont principalement représentés par des dérivésAlBA (acide 5-aminosalicylique) comme
la mésalazine. lls exercent une action anti-inflaxtoine locale directe sur les muqueuses de
l'intestin gréle et du célon des patients. Les icoftles ont également une action anti-
inflammatoire. Les antibiotiques permettent deeluttontre I'éventuelle cause bactérienne de
la poussée. L'un des anti-THe plus utilisé est I'infliximab. C’est un anticaghimérique
(mi-humain, mi-souris) dirigé contre le THFélément clé du processus inflammatoire. Dans
les cas les plus séveres ne répondant pas aumeaitenédicamenteux, seule la chirurgie
permet de soigner le patient par résection desszalwgrées (pour revues voir, Beaugerie,
2005; Lemann and Allez, 2005).

[I.2. Caracteres distinctifs de la maladie de Croh(MC) et de la
Rectocolite hémorragique (RCH)

MALADIE DE CROHN

La maladie de Crohn est une MICI qui peut toucher=z:... E’
I'ensemble du tube digestif, de la bouche & I'amag, =" ™" TS
des lésions de types discontinues. 3 segments sont’ . \
toutefois plus souvent atteints : liléon termindd, /10 &
cblon et la région du rectum et de I'anus. Lesolési
intéressent I'ensemble de la paroi intestinales{@e st
dire qu’elles peuvent étre transmurales), impliguan ?, / \

coon

survenue fréquente d'une sténose (rétrécissement du
tube intestinal, de type inflammatoire lors des |
poussées, en général secondaire a l'cedéme pariétal
local, ou de type cicatriciel, résultant alors ddilbrose
des couches atteintes) et de fistules (communitzatio
anormales entre deux canaux, ou entre un cana et |
peau). La rectocolite hémorragique, quant a ake,
caractérise par une atteinte continue de la mugueus
digestive dans la région co6lon/rectum/anus, leuract e
étant toujours atteint. Dans cette affection, téaases TN, G e
sont rares et on ne trouve pas de fistule. Figure 14 : organes touchés par les formes
digestives de MC et RCH

" RecTocoLITE
HEMORRASIQUE
RECTUM-cOLON
LESIONS CONTINUES,
MUQUEUSE
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11.3. Physiopathologie

[1.3.1. Réponse immunitaire

Dans ces deux maladies, on observe une inflammatanmalement intense et prolongée
témoignant d’'un emballement de la réponse immunit&ette réponse anormale aboutit a la
sécrétion inappropriée de tres grandes quantitésytikines pro-inflammatoires dont le
TNFa et I'interleukine-PB (IL1[3). La cause de cette hyperactivation du systeme imitaice
reste inconnue. Une des hypothéses qui pourraligergp cette hyperactivation serait une
réaction inappropriée a la flore intestinale (Pekipl 2002). Diverses especes bactériennes
ont été incriminées, mais aucune ne semble powenire compte de I'ensemble des cas. La
défense immunitaire est défaillante a deux nivedams les MICI : d’'une part la barriere
mugueuse épithéliale est affaiblie, et d’autre fEatréponses des immunités innée et acquise
de I'hote sont altérées.

La perméabilisation de I'épithélium intestinal aupeonséquence l'augmentation des contacts
entre les bactéries de la flore commensale etd&gye immunitaire muqueux. L'excés de
telles interactions serait a I'origine d’'une ped tolérance a la flore commensale, ce qui
activerait les cellules sentinelles de l'immuniténée : les cellules dendritiques de la
muqueuse. Ces cellules sont a l'interface entrecéliles épithéliales intestinales et les
lymphocytes T. Elles présentent les antigénes gmphocytes T auxiliaires dont elles
favorisent la différenciation en lymphocytes T régeurs. En cas d’infection, les cellules
dendritiques activées par leurs récepteurs TLR-I(k&l receptor) et NOD2 produisent des
cytokines pro-inflammatoires et favorisent la diéiéciation en lymphocytes T effecteurs, ce
qui amorce une inflammation locale persistante.das MICI, une activation excessive des
cellules dendritiques est observée au niveau des siflammatoires. Il en résulte une
différenciation massive des lymphocytes effectertraine abolition des lymphocytes qui
permettent la tolérance des bactéries commensaétte rupture de tolérance perpétue alors
'inflammation. La sur-activation des cellules detiques est trées souvent la cause de
mutations causant des dysfonctionnements des B2ospILR ou NOD2.

Quand les MICI sont en phase active, il y a un qéiére entre le nombre de lymphocytes T
effecteurs et de lymphocytes T régulateurs. Ceplyuytes T effecteurs produisent des
cytokines pro-inflammatoires qui contribuent a etdnir I'inflammation. Elles vont entre
autres provoquer un afflux anormal de cellules imitaires au niveau de la muqueuse
intestinale. Les MICI sont également caractérigéms une infiltration de lymphocytes B
plasmatiques. La sur-activation de ces lymphocBtentraine une forte production d’auto-
anticorps muqueux de type agressifs IgG dirigésredas antigénes bactériens commensaux,
tandis que la concentration d’IgA sécrétoires g tyrotecteur est diminuée, entretenant ainsi
I'inflammation de la muqueuse.

[1.3.2. Prédisposition génétique
Ces deux maladies bénéficient probablement d’uédigposition génétique. Cependant, cette
prédisposition semble moins nette pour la recttediémorragique que pour la maladie de
Crohn, méme s'il existe également des antécédemtslidux pour cette affection, ainsi
gu’'une plus grande concordance de la maladie @dsepimeaux homozygotes que dizygotes
(Binder and Orholm, 1996). Il s’agit de maladiesrfgénétiques ; il existe donc certains loci
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communs aux deux maladies, et d’autres spécifigaeeiune ou de I'autre. De nombreuses
études tentent d’identifier les genes qui causetaa favoriseraient les MICI. Parmi eux, les
plus prometteurs sont les génes qui codent poupdgines permettant la reconnaissance et
la présentation des antigénes bactériens (autophamnplexe majeur d’histocompatibilité) et
la coordination des réponses innée et adaptativeyshéme immunitaire (Cho, 2008). Ainsi,
outre le gene NOD2/CARD15, des génes codants pmimderleukines (IL3, 4, 5, 10 ...) ou
pour le TNF semblent impliqués.

11.3.3. Facteurs environnementaux

Enfin, les facteurs environnementaux influencerlé&gent ces pathologies : le tabac joue un
réle aggravant dans la maladie de Crohn, a l'irevels la rectocolite hémorragique ou il

semble avoir une influence « bénéfique ». Les iafftsmmatoires non stéroidiens favorisent

la survenue des poussées et doivent donc étres emieun facteur alimentaire spécifiqgue n'a

pu a ce jour étre clairement associé a la survelase MICI ou des poussées. Bien que
toujours discuté, le stress semble étre un faegtggravant ou pouvant provoquer la survenue
d’'une poussée. Enfin, le réle que pourrait jouefldee intestinale dans I'apparition de ces

maladies est étayé par le fait qu'une appendiceetonotivée par une infection protegerait

les sujets adultes de la survenue d’'une MICI.

II.4. Les voies de signalisation impliguées dansinflammation
intestinale

Lors des maladies inflammatoires chroniques deteldtin, de nombreuses voies de
signalisation impliguées dans les processus déafinmation sont dérégulées. Dans cette
partie seront présentées les voies majeures [panicé ce processus.

[1.4.1. Voie TGF-f/Smad

Le TGF{ (transforming growth factoB) est le ligand d’'un récepteur sérine/thréonine lénas
Il a deux effets distincts : il joue un réle daaspfolifération et la réparation des tissus (Faler
et al., 2006), et d’autre part il stimule la protloic de la matrice extracellulaire, notamment
des collagénes, des protéoglycanes et des glyémpestd’adhérence (Hocevar and Howe,
2000). Les souris présentant une invalidation deporte lequel des trois génes du TGF-
B meurent d’'une inflammation de multiples organes dué& prolifération excessive des
lymphocytes. Une expression inadaptée du PaIst fortement liée a la fibrose anormale des
organes touchés par 'inflammation (pour revuer Rmhlers et al., 2009). La surproduction
de matrice extracellulaire est une caractéristigpenmune a de nombreuses maladies

inflammatoires.
Inflammation intestinale

fibrose intestinale

accumulation de la matrice

: prolifération et migration
—— des fibroblastes

différenciation des
myofibroblastes

Figure 13: action du TGH3 dans l'inflammation intestinale (adapté de Pohégral., 2009).

L’activation du récepteur du TGE-conduit & une coopération de ses sous-unités auti v
activer des facteurs de transcription cytoplasnsques Smad. Il existe 3 classes de Smad :
les Smad régulées (R-Smad) tels que Smad 2 et Sheact3 Smad Smad4 et enfin les Smad

34



inhibiteurs (comme Smad7). Le récepteur activé h@pporyler les R-Smad qui vont former
un hétérodimere actif avec le co-Smad qui va aergansloquer dans le noyau. La fonction
des Smads est principalement de réguler les gemaoniréle de la prolifération et de la
différenciation cellulaire.

Dans l'intestin, le TGH est exprimé de facon constitutive par les celldpghéliales, les
fibroblastes et les cellules mononuclées (Babyatstkyl., 1996). Son rble critique dans
I’'homéostasie intestinale comme régulateur deldimimation a été bien établi. Des études sur
des souris invalidées pour Smad3 montrent que aeuatient un role essentiel en tant que
médiateur de la réponse anti-inflammatoire médigele TGFB (Yang et al., 1999)Les
patient atteints de maladie de Crohn montrent umendtion de phospho-Smad3 dans la
muqueuse (bien qu’ayant une expression abondantesif3), comparé aux contrdles ainsi
gu’une diminution du complexe formé avec Smad4.i Qeat étre du a I'induction et a la
surexpression de Smad7 dans la muqueuse de cestpaiMonteleone et al., 2004). Ce
méme groupe a démontré qu’il existe des interastamire la voie de signalisation Smad et
I'activation du NFkB dans l'intestin inflammatoire : alors que le TGE-est un inhibiteur
potentiel du TNFa induit par I'activation de NkB dans l'intestin normal, il n’a aucune
activité dans l'intestin inflammatoire, ce qui pétite attribué a une surexpression de Smad?7 ;
en effet, un traitement des cellules provenant dhiastin inflammatoire avec un siRNA
Smad7 permet au TGt de réduire rapidement I'activation du MB- (Monteleone et al.,
2004).

[1.4.2. Voie NF-kappaB

Le facteur de transcription NiEB joue un rdle pivot dans la réponse cellulairendgrand
nombre de situations de stress, comme par exempdede I'exposition a des produits
microbiens ou a des cytokines pro-inflammatoiresf&tteur, qui joue €galement un role pro-
inflammatoire, tient également une grande placesddroméostasie visant a maintenir
I'intégrité du tissu pendant lI'inflammation.

La famille des facteurs de transcription KB-est composée de 5 membres. Ces protéines
forment des homo- ou des hétéro-dimeres qui peundinencer le niveau d’expression de
génes possédant des siteB dans leur région promotrice. Les dimeres hB--sont
normalement retenus dans le cytoplasme par des raende la famille des protéines
inhibitrices dexB (IkB). Les signaux de stress vont induire la dégradalies protéinexB,

qui vont alors relarguer le NikB et permettre sa translocation dans le noyau (efayahd
Ghosh, 2008). L'activation de la voie NdB consiste en I'activation du complexe IKK (pour

| kappa B Kinase), composé des deux sous-unit@dytigties IKK1 et 2 et d’'une sous-unité
régulatrice NEMO. Une fois activé, ce complexe taagphoryler les protéinegB qui seront
alors ubiquitinylées et dégradées par le protéasome

Les cellules possedent deux types de récepteurablesp de reconnaitre les éléments
bactériens de la microflore intestinale ; il s’adés « Toll-like » récepteurs et des « NOD-
like » récepteurs. Ces deux types de récepteursnnia voie de signalisation qui conduit a
I'activation du NFkB et donc a une réponse inflammatoire. Les TLRt gomtés par les
cellules immunitaires, mais certains sont égalenpartés par la membrane apicale des
cellules intestinales épithéliales comme c’estds pour le TLR4 et le TLR2 (Otte et al.,
2004). Des souris invalidées pour le TLR4 ont m®nine sensibilité accrue aux colites
induites par le DSS (Fukata et al., 2005), ce gantre é€galement le rbéle de la voie de
signalisation NFkB dans le maintien de l'intégrité tissulaire durtinflammation.
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11.4.3. La voie JAK/STAT, les interleukines et le NFa: des cytokines
impliquées dans l'inflammation

Les cytokines sont une famille variée d’hormondygeptidiques et de facteurs de croissance
qui régulent de nombreux processus cellulaireesEdont principalement produites par les
cellules immunitaires et facilitent la communicatimter-cellulaire. Ainsi, les interleukines
modulent les cellules du systéme immunitaire etlegations de leurs récepteurs provoquent
une immunodéficience. Les récepteurs des intemeski possedent deux domaines
fibronectine 1l extracellulaires qui lient le ligd. Les domaines cytoplasmiques sont
dépourvus d’activité enzymatique, mais lient un@gine kinase appelée JAK (just another
kinase ou Janus kinase). JAK va s’activer par plaosphorylation réciproque, et va ainsi
pouvoir phosphoryler des facteurs de transcripB®AT (signal transducers and activators of
transcription), qui vont migrer vers le noyau pgueguler I'expression des genes. Parmi ces
facteurs STAT, STAT3 régule des genes impliquéss dapoptose, la prolifération et la
migration. Il joue un réle important dans de nomoises maladies liées au systeme
immunitaire comme les maladies inflammatoires cliywes de I'intestin, et permet de réguler
la réparation de la muqueuse dans les colites €Riek al., 2009). De nombreuses études ont
décrit une activation de STAT3 dans les MICI awealy des macrophages et des lymphocytes
T, mais pas des neutrophiles (Sugimoto, 2008).

Lors d’'une inflammation dans l'intestin, les cedlsldendritiques activées et les macrophages
sécretent des cytokines qui vont activement rédaleéponse inflammatoire. Elles vont ainsi
provoquer la différenciation de nombreuses celldle@ui reconnaissent les antigenes de
cellules étrangéres : bactéries, cellules cancésguin d’induire une réponse immunitaire
adaptée. Dans les MICI, on observe une déréguldiones cellules T qui seront alors sur-
produites, entrainant une réponse immunitaire dEptionnée. De la méme facon, de
nombreuses cytokines seront dérégulées.

Il existe des cytokines ayant un role pro-inflamonat, et des cytokines ayant un réle anti-
inflammatoire. Ainsi, dans les MICI, les cytokingffet pro-inflammatoire comme le TNF-
a, les interleukines IL-6 et ILB-sont classiguement augmentées. Les souris invaliéer
I'IlL-10 (cytokine a effet anti-inflammatoire) sooh modele génétique classique d’étude des
maladies inflammatoires chroniques de l'intestinii et al., 1993).

[I.5. Cancers associés aux maladies inflammatoirehroniques de
I'intestin

Depuis la derniere décennie, une connexion entriéalmmation et la tumorigenése a été bien
établie grace a des preuves issues de la génétigd&tudes épidémiologiques (pour revue,
voir Terzic et al., 2010). Les patients atteints M&I présentent un risque accru de
développer un cancer colorectal. Les mécanismegéaumlaliires selon lesquels l'inflammation
favoriserait le développement du cancer sont eno@ateconnus.

Le cancer colorectal est |&™ cause de mortalité par cancer dans le monde (Zemes
Dunlop, 2009). Seulement 20% de ces cancers ctdareont une origine familiale (Rustgi,
2007), les autres étant reliés a des facteurs@meamentaux qui provoquent des mutations.
Parmi les génes impliqués, le gene APC est celuiegule plus frequemment muté. Ces
risques incluent des mutagénes transmis par leseals, des pathogénes intestinaux et
I'inflammation chronique, qui précede le développetde tumeurs. Les cancers associés aux
colites (ou CAC pour « colitis-associated cancesont le sous-type de cancers colorectaux
qui découlent des MICI. lIs sont difficiles a teit et ont un fort taux de mortalité (Feagins et
al., 2009). Plus de 20% des patients atteints del Méveloppent un cancer dans l'intervalle
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de 30 ans de maladie, et plus de 50% de ces matient en mourir (Lakatos and Lakatos,
2008). Il existe des similitudes entre les canoaisrectaux et les CAC. Par exemple, les
voies de signalisation impliquées dans les carsmmectaux comme la voie Wfttaténine,

la voie K-Ras ou la voie p53 sont également altedsns les CAC. Par contre le moment
d’altération de ces voies differe : c’est en elfejéne p53 qui le premier gene muté dans les
CAC (Figure 15) (Itzkowitz and Harpaz, 2004).

+TNF
+IL-17
+IL-23
A1IFN-y \ génes de|

+IL-6 | |réparation W NF—<B +APC
de I'ADN [+K-Ras| : K3p
cancer \ mwmaeEe  [rmea] st il bt
i réparations ’ Ze i 7
m&s?:%fi%‘és i 4Stat3 | iﬁ-calenlnl |COX 27 ‘

Agents
Cancer mutagénes

Mutations
héréditaires

colorectal

+[-catenin

Figure 15: résumé des altérations génétiques et environmigihes qui contribuent au développement du cancer
associé aux MICI et du cancer colorectal. La paetéonction d’APC est un événement précoce dansaesers
colorectaux sporadiques, tandis que dans les carasociés aux colites, c’est I'altération de pbHiB ept
I'événement précoce. (Adapté de Terzic et al., 2010

Les patients atteints de MICI et qui ont des amténés familiaux de cancer colorectal
présentent un risque 2 fois plus élevé de développe cancer, ce qui suggere un
recouvrement des mécanismes qui gouvernent le aenent d'un cancer colorectal ou
d’'un CAC (Askling et al., 2001).

[1.5. Modeles animaux d’étude des colites

De nombreux modeles animaux d’inflammation intedéront été développés. Leur nombre
et la diversité des mécanismes a l'origine d’urfleummation intestinale illustre la complexité
a modéliser de telles maladies. Dans la plupart mesléles d’inflammation murins,
I'inflammation se limite au colon et ne touche 1&@stin gréle que plus rarement. Il existe trois
types de modeles: les modeles spontanés, linfatom induite a l'aide de produits
chimiques et l'inflammation reproduite grace a dssuris génétiguement modifiées
(surexpression ou invalidation d’'un géne impligaé@sl’inflammation).

[1.5.1. Modeles spontanés

Certains fonds génétiques de souris développenttapédment des colites. C’est le cas par
exemple des souris C3H/HejBir, qui développent inflemmation dans la partie droite du
colon a partir de 1a°8° semaine de vie et qui disparait vers 18"68emaine (Sundberg et al.,
1994). Ces souris développent des ulcéres et d&ss alvyptiques ; par contre il n'y a pas
d’épaississement des parois de l'intestin. Lesis@&MP1/Yit développent quant a elles des
iléites (Matsumoto et al., 1998).
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[1.5.2. Modéles induits chimiqguement

Ces modeles sont les plus couramment utilisés @ogier I'inflammation intestinale chez la

souris. Les inducteurs les plus classiques sonNBS (2,4,6-trinitro benzene sulfonic acid),

I'oxazolone et le dextran sulfate de sodium (DS2)s modeles sont utiles pour étudier les
voies de signalisation qui pourraient étre implepéans linflammation, ou pour tester

I'effet favorisant ou au contraire protecteur centmflammation d’'une protéine, en traitant

des souris invalidées ou surexprimés pour le géneét.

Ce sont des molécules de faible poids moléculaoe Mmmunogéenes par elles-mémes,
comme le TNBS ou I'oxazolone. L’administration daudose non toxique d’hapténe dans le
cblon entraine la formation d’'un complexe entrapitene et certains acides aminés contenus
dans les protéines du contenu et des parois calige complexe est a l'origine d’'une
réponse immunitaire ; on peut donc parler de modi@dammation « immunologique ». Les
colites causées par l'oxazolone miment la recttedtiéemorragigue humaine, avec une
inflammation du colon plus distal que par inductpar le TNBS (Boirivant et al., 1998).

L’administration orale dans I'eau de boisson de D@&Séser la paroi intestinale. La colite
apparait rapidement apres administration (envirgaugs) et conduit a des lésions souvent
séveéres par altération de la barriere intestinalienget en contact la flore et 'immunité
intestinale sous-jacente. Le recrutement de cellutddlammatoires concourt a entretenir
I'inflammation et les Iésions. Les symptémes obésmhez les souris sont une perte de poids,
du sang dans les sels, un raccourcissement deskint des ulceres muqueux et des infiltrats
de neutrophiles. Il existe de nombreux protocolesimppliquent des concentrations et des
temps de traitement différents (Wirtz et al., 2007)

[1.5.3. Modéles génétiques

Ces modeles consistent a invalider chez la soessgénes ayant un role actif dans les MICI.
Parmi ceux-ci, le modéle de souris KO pour I'irteitine-10 (IL-10) est sans doute le plus
classique. L’IL-10 est produite par les celluleder cellules B, les macrophages, les cellules
du thymus et les kératinocytes. Cette cytokinesaaliets anti-inflammatoires. Les souris IL-
10" développent une inflammation spontanée dans toutaltus intestinal (Kuhn et al.,
1993). Comme nous l'avons vu précédemment, lesissawalidées pour le gene MUC2
développent également des colites spontanées (®fa8ldis et al., 2006). Elles présentent en
effet un épaississement de la muqueuse, une augtioentde la prolifération et des érosions
superficielles. Le phénotype observé est aggravésssouris sont en plus traitées par un
inducteur chimique.

Des modeles de souris surexprimant des moléculasimatoires développent également des
colites. C’est le cas par exemple des souris temgges surexprimant l'interleukine-7 (IL-7)
ou l'interleukine-18 (IL-18) (Ishikura et al., 200gui développent des colites plus séveres
sous induction chimique.
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11.5.4. Modeles de cancer associé aux colites

Ce modele est obtenu par traitement des sourisazodyméthane (AOM) qui est un
carcinogene chimique, puis par un traitement clgusiau DSS, alternant les semaines de
traitement par le DSS avec des semaines de « tigpasaavec de I'eau normale. L’AOM
permet de générer des mutations au niveau de I'A@Nalkylant TADN ce qui facilite les
mésappariements (Papanikolaou et al., 1998) desb@&ss mutations seront les évenements
précoces de la cancérogenése, amplifiés et eniiefr une inflammation chronique induite
par la répétition des cycles d’administration dul)8leufert et al., 2007).

II. Eléments de la matrice extracellulaire

lll.1. La lame basale, spécialisation de la matei@xtracellulaire

Le tissu conjonctif se compose de cellules et demsemble de macromolécules

extracellulaires qui forment la matrice. Cette ncatextracellulaire comporte diverses classes
de macromolécules ; on trouve principalement: deflagénes, les protéoglycanes, les
glycoprotéines adhérentes, les ténascines ettitdagiui permettent de conférer a la matrice
des formes et des propriétés mécaniques trés satiéxiste pour ces molécules différentes
isoformes ayant des configurations spatiales visala matrice extracellulaire peut donc

étre adaptée a chaque tissu concernant ses exsgimgionnelles spécifiques comme par
exemple I'élasticité de la peau et des vaisseaamlmeuses fibres d’élastine), ou la force de
traction des tendons (collagénes).

La lame basale est une spécialisation de
la matrice extracellulaire. C’est un
feuillet composé dun réseau de
laminine et d’'un réseau de collagene }\V(
interconnectés entre eux par des g
molécules de nidogene et de perlecan: !
Elle souligne les épithéliums, les
endothéliums et la plupart des cellules
musculaires, adipeuses et nerveuses et
assure ainsi un role de soutien, ainsi
gu’un réle plus actif dans les processus
de morphogenése, de prolifération et de
différenciation.

= NIDOGENE

@~ PERLECAN

o==-=-%w LAMININE

———__ _—® CouLacENE IV
Figure 16: structure tridimensionnelle de la lame basale
(adapté de « Molecular Biology of the Cell, 4th titah)

[11.2. Les principaux composants de la lame basaf¥urchenco and
Patton, 2009)

Les molécules qui composent la lame basale sorétéés par les cellules environnantes. On
distingue deux couches en microscopie électronaj@insmission : léamina densa, plus
sombre, qui va conférer a la lame basale une pertabilité mécanique, etlamina lucida,
couche claire proche du pdle basal des cellules. deux réseaux de laminines et de
collagenes IV vont se former de fagon indépendamiis, seront interconnectés.
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Le collagene de type IVest formé de 3 chainespolypeptidiques qui s’enroulent en hélice.
En tout, il existe 6 chaines difféerentes de collagéne IV chez I'humain ; l'isohe al,a2

[IV] étant lisoforme majoritaire des lames basalé€3e réseau de collagene IV est
indispensable a lintégrité de la lame basale, cenbenmontre la létalité embryonnaire de
souris invalidées pour les génes codant pour lathebal eta2 du collagene de type IV ;
par contre il n'est pas nécessaire a l'initiatien’dssemblage de la lame basale (P6schl et al.,
2004).

Le nidogene(que I'on peut également trouver dans la littéetous le nom d’entactine) est
une glycoprotéine sulfatée contenant 3 domaineButpres qui permettent la liaison aux
laminines et au collagéne 1V et apporte ainsi wereame stabilité a la lame basale, importante
lors de I'exposition a des stress mécaniques (pemple dans le muscle squelettique). Il
existe 2 membres de la famille du nidogene, le gede-1 et le nidogene-2, qui semblent
pouvoir se compenser l'un l'autre. Cependant, abléition conjointe des deux types de
nidogene n'empéche pas d'établir l'architecture dissus durant I'organogenése, elle
engendre une létalité post-natale chez la souwnis,addes défauts de la lame basale dans le
poumon et le tissu cardiaque (Bader et al., 2005).

Le perlecanest un protéoglycane qui porte 3 chaines d’hépasaliate. Il lie le nidogéne via
sa partie protéique, et le collagéne IV et les tan@s par ses chaines de
glycosaminoglycanes. 40% des souris invalidées fogeneHspg2 meurent a E10.5 d’'un
défaut de développement cérébral, tandis que 60%edesouris meurent juste aprés la
naissance avec des défauts craniofaciaux et/odydgdasies du squelette (Arikawa-Hirasawa
et al., 1999; Costell et al., 1999).

Enfin, leslaminines, sur lesquelles’est focalisé mon travail de thése, sont des gisatéines
hétérotrimériques composées de I'association spéeitde chaines, 3 ety afin de former 15
isoformes. Ces isoformes sont exprimées de facétifgpie suivant le temps et le tissu. Elles
participent aux voies de signalisation en se léades récepteurs comme les intégrines, pour
agir sur la prolifération ou la différenciation desllules. Elles seront décrites plus en détalil
ci-apres.

[11.3. Les laminines

[11.3.1. Structure (Tunggal et al., 2000)

Les laminines (LM) sont des molécules de haut pomdéculaire. Les 3 chaines qui les
composent sont codées par des génes distinctgssbesient en une structure ayant le plus
généralement une forme de croix avec 3 bras cquitportent les parties NHerminales et
un bras long formé par I'association en triple ¢eliles parties COOH-terminales. Le nom de
chaque isoforme de laminine est défini par sa caitipa en chaines (Aumailley et al.,
2005) Figure 17) ; par exemple, I'association des chaiagsf1 etyl forme la laminine-511
(LM-511).

Plusieurs domaines ont été décrits sur les lamsningremiérement ldomaine G qui est
composeé par la partie COOH-terminale des chainest se subdivise en 5 sous-domaines
LGl a LG5. Ce domaine G permet la liaison aux riszeg des laminines comme les
intégrines, la-dystroglycan ou le Luthéran pour la chain®, récepteurs qui seront
développés plus loin. On trouve ensuitedemaines | et Il qui correspondent a la région de
connexion en hélice des 3 chaines composant liisefoPrés du centre de la croix, des ponts
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disulfures stabilisent la molécule. Pour I'heureulsle réle structural de ces domaines est
connu. Lesdomaines Il et V se situent sur les bras courts des lamininesratsmmposes
d’une série allant de 3 a 8 modules EGF-like (ldgj, different des modules EGF classiques
par I'ajout de 2 résidus cystéines supplémentalresft™® module LE du domaine Il de la
chaineyl de laminine est directement impliqué dans ladiaiau nidogene~{gure 17). Le
domaine IV est un domaine globulaire. Il est également stude bras court des chaines de
laminine, mais la chaine en posséde 2 appelés IVa et IVb. La fonction ddareaine n'a
pas encore pu étre totalement établie ; une matdiéoce domaine dans la chatriehumaine

a éeté observée dans des formes modérées de dystropbkculaire (Allamand et al., 1997).
Enfin, ledomaine VI représente le domaine globulaire terminal du boast des chaines de
laminine. C’est la partie la plus conservée de laléoule et elle joue un rble dans
'assemblage des laminines en lame basale. Ellgpodm également, pour la chaiag un
domaine de liaison aux intégrines.

A B

N Composition Ancienne

om en chaines | nomenclature
LM-111 | alplyl LM-1
LM-121 | alp2yl LM-3 L2
LM-211| o2B1yl LM-2 gy
LM-213 | a2ylB3 LM-12 ‘"*égff"ie)" REcePTEURS
LM221| o2B2y1 LM-4 ¥
LM-311| a3plyl LM-6 o N 3
LM-321 | 32yl LM-7 3 }"iv{'? g > P 13 a%. 2
LM-332 | a3p3y2 LM-5 Y .9 L2 ¥ W@ L'~ B3

N J | "'I. ‘*':] ¥

LM-411 |  odB1yl LM-8 Brz g M3 X \
LM-421 | a4B2yl LM-9 \ % 3
LM-423 |  a4B2y3 LM-14 § : N 3
LM-511 | o5p1yl LM-10 - F——— s 8
LM-521 | a5B2y1 LM-11 atboriie TNy dimains & %yﬁ u:‘r?
LM-522 o5B2y2 - 1u}:z,;riun dystroglycan
LM-523 GSBZﬁ LM-15 CRUCIFORME En My EN BAGUETTE

Figure 17: (A) présentation des 15 isoformes de laminines (LdMsi que B) des différentes formes que
peuvent adopter les laminines (adapté de Miner8RQ@& forme cruciforme est la plus représentativpermet

la polymérisation en réseau. La forme en Y ne pélyse pas, tandis que la forme en baguette esteclpar
protéolyse pour étre spécialisé (ex: contributéonla formation des hémidesmosomes). Sont également
représentés les différents domaines qui compossrtHaines de laminine et les principaux sitesailoh soit

aux récepteurs soit aux autres composants de Ebasale. Les différents domaines des LM sont restéert.

[11.3.2. Origine cellulaire des laminines et des H&zules de la lame basale dans

I'intestin
Les mécanismes utilisés par les cellules pour dFpasmatrice extracellulaire ne sont pas
encore totalement compris. Plus de 10 génes diff@érele laminine contribuent a
'assemblage de la lame basale ; ils sont dépesdiuntstade et du tissu. La lame basale
intestinale sous-épithéliale est assemblée a pdeticomposants dérivés a la fois du tissu
épithélial et du tissu mésenchymateux. Pour détemniiorigine cellulaire de la lame basale,
une stratégie d'intestin « hybride », c'est-a-ditl@ssociation inter-especes faisant appel aux
interactions épithélio-mésenchymateuses a été&adiliPar la suite, I'utilisation d’anticorps
spécifiqgues des especes a permis de démontreeqiépbt de la lame basale résultait d’'une
collaboration entre les deux compartiments (Simesmann et al., 2009). Quel que soit le
stade, les chaingd etyl de laminines, qui sont les chaines les plus utaiges, ont une
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origine double, a la fois épithéliale et Association inter-espéces
mésenchymateuse, tandis que le perlecan

&= .
et le nidogéne ont une origine strictement - g, ?ﬁﬁ» A ,_Jf-
épithéliale ou mésenchymateuse, mém” &y " greffe
respectivement. Chaque chaine de intestin hybride
laminine a son origine particuliere, qui développement
peut varier suivant le stade (différents ~— eldueseitie stade | précoce plut ferait
stades embryonnaires/adulte). Par L | e ‘
exemple, lors des stades précoces du " -
développement et de la mise en place de la f __
lame basale intestinale, les chaimnds et =

a5 de laminine ainsi que le collagene IV o . )

sont dérivés de I'endoderme. Dans desF|gure 18: origine cel!ula|re qes mqlepule; de la Iame
. i basale par la technique d’association inter-espéces

stades plus tardifs, ces molécules sont(aclaloté de Simon-Assmann et al., 2010a)

également déposées par le mésenchyme

(Figure 18).

[11.3.3 Implication des laminines en pathologie

L’expression des laminines est spécifique du tisgis €galement du stade de vie. Cette
spécificité sous-entend un role particulier de ciegaghaine, qui a en partie pu étre mis en
evidence par I'étude de souris invalidées pouhkiree d’intérét. Dans la majorité des cas, la
délétion d’'une chaine de laminine entraine undit&tehez la souris, comme décrit dans le
tableau 3

Pathologie humaing
associée

Sous-unité de

P Distribution tissulaire Phénotype souris KO

embryon, membrane de Reichert, placenta,
al rein, glandes mammaires, ovaires, utérus, |étalité embryonnaire précoce non décrite
testicules, rétine, intestin, foie, poumong

trophoblaste, muscles squelettique et | .. ... . . . . dystrophie
; O - - | létalité & 5 semaines de vie post-natale, dystesphi .
a2 cardiaque, nerfs périphériques, intestin - musculaire
musculaires -
cerveau congénitale
épidermolyse
a3 peau et la plupart des LB sous-épithéliales |&pldst-natale. Décollement de I'épiderme bulleuse
jonctionnelle
muscles squelettiques, muscles lisses altérations des jonctions neuromusculaires : .
ad o . non décrite
endothéliums, moelle osseuse mouvements non coordonnés
. . . |étalité embryonnaire vers E16,5. Défauts de
reins, poumons, vaisseaux sanguins, moglle lacentation, défauts développementaux des
a5 osseuse, muscles et nerfs, la plupart des|LB p T - PP - non décrite
S . / poumons, des reins et de l'intestin. Syndactylie et
sous-épithéliales (intestin, poumon...) " )
excencéphalie.
non décrite

B1 ubiquitaire |étalité embryonnaire précoce

|étalité post-natale. Défauts d'ultrafiltration eda
B2 glomérules rénaux, vaisseaux sanguing et anomalie au niveau des jonctions
neuromusculaires, dysplasie rétinienne

syndrome de
Pierson

épidermolyse

B3 peau et la plupart des LB sous-épithéliales / bulleuse
jonctionnelle
yl ubiquitaire |étalité embryonnaire précoce non décri
eau et la plupart des LB sous-épithélialps'*2/1€ & 5 jours de vie post-natale. Decollenttent eptljdue”renacsﬂeyse
v P PP P 'épiderme. jonctionnelle
¥3 reins, pourré(;?jé:ﬁp%rt(ierl]legemtal, nerfs, dysplasie rétinienne non décrite

Tableau 3: récapitulatif de la distribution tissulaire desaines de laminine, ainsi que du phénotype dasssou
invalidées pour la chaine d'intérét et I'implicati@ventuelle de cette chaine dans une pathologisine.
(Adapté de Rozario and DeSimone, 2010; YurchendoPatton, 2009). LB = lame basale.
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Certaines délétions reproduisent parfaitement daesouris des pathologies humaines,
comme c’est le cas par exemple pour I'épidermolygieuse. On peut ainsi voir que chez la
souris, une invalidation soit de la chaim® soit de la chaing entraine un décollement de
I'épiderme du derme sous-jacent (Meng et al., 2603&n et al., 1999)

[11.3.4. Généralités sur les laminines présentes aiveau de l'intestin

Dans l'intestin, les lames basales sont présemtas &pithélium qu’elles séparent du tissu
conjonctif et elles entourent les cellules muscakailisses. Chez 'lhomme et la souris, 5
chainesa, 3 chaineg et 2 chainey sont exprimées dans l'intestin (Simon-Assmannl.et a
1998; Teller and Beaulieu, 2001).

La composition en laminines de la lame basale gpith€liale intestinale est spécifique selon
le temps (développement/adulte), la région dedstih (duodénum/célon) et la localisation
crypte/villosité. Par des expériences de co-marguag peut co-localiser les chaines de
laminine présentes dans l'intestin et émettre gpstheses sur les isoformes majoritairement
représentées dans l'intestin ; ce sont : la lareidihl (composée des chaliedflyl), qui est
fortement exprimée lors du développement et seeiastaux cryptes de l'intestin gréle au
stade adulte ; les laminine-211 et -221, qui salisent au niveau des cryptes, et les laminines
-332 et -511, présentes des les stades embryognairqui sont exprimées selon un gradient
croisant le long de I'axe crypto-villositaire.

dge chaines de laminine | intégrines

i

— rtegrine a3l (a3)
8 semaines chaine =3 eg

chaine o5

Integrine wBfid (f4)

—— Integrine a2f}1 (2)
w— Integrine a3fi1 {113,
— ntegrine a1 (w7B)

9-14 semaines chdine a3 = Integrine 64 (54)

chaine a§ =

[
région inter-villositaire |

Integnne w2{i1 {w2)
Integrine «3p1 (a3)
Integring a7l (a7B)

T .
chaine qf =

16-20 semaines chafne o3

chdine b = Integrine w64 (f4)
villogité |
cryphe .
—— Integring 211 («2)
— Integrine 31 (c3)
adulte — Integrine a7{}1 («7B)
chaine 02— Integrine objid (i4)
chalne o3 s—
chdine uf =

Figure 19: localisation des chaines de laminine (cadre) dans la lame basale sousédpith et de leurs
récepteurs intégrines le long de l'axe crypto-gillaire de lintestin gréle, en fonction du stade d
développement chez I'humain. (Adapté de Teller &@whulieu, 2001). Les chainesl, a3 et a5 sont
prépondérantes lors des étapes précoces du déeelepp la chaine2 n'apparait que plus tardivement en
méme temps que les cryptes, région d'expressioneltgl est restreinte. La chainel va disparaitre
progressivement au cours du développement, porgsseindre a la région des cryptes de l'intest&legchez
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I'adulte (Virtanen et al., 2000 et U682, donnéed’éguipe). Les intégrines présentées sur ce scheamant
décrites dans le paragraphe 111.6.1.

Les 5 chainest sont exprimées dans lintestin, soit au niveaulaldame basale sous-
épithéliale, soit au niveau des lames basales amtbles cellules musculaires. Les chaines
a5 etal seront présentées plus en détail dans les pgttidsur seront consacrees ci-apres.

Des expériences d’association inter-especes omtqmirer que la chaime2 était produite par

le mésenchyme (Lefebvre et al., 1999). En plusadbcalisation dans la lame basale sous-
épithéliale au niveau de la région des cryptesretrouve €galement cette chaine dans la
lamina propria, probablement pour délimiter les cellules muscetailisses. Comme cette
chaine apparait en méme temps que les cryptesinales, on pourrait envisager un réle de la
chainea2 dans la genése des cryptes, ou un rdle danslipation des cellules souches ou
la différenciation des cellules de Paneth. Cependsisouris invalidées pour la charne
montrent aucune perturbation de la formation degptes intestinales, et il n'y a pas
d’anomalies de la morphogenése de ces cryptes da cgodifférenciation des cellules de
Paneth (Simon-Assmann et al., 1994). Elle s’assm@bablement avec les chairfidsetyl,
ubiquitaires, pour former I'isoforme laminine-21ihgl qu'avec la chain@2, présente dans
les cryptes, pour former I'isoforme laminine-221.

Le patron d’expression de la chaim® de laminine est similaire a celui de la chaideau
niveau de la lame basale sous-épithéliale ; patre&oon ne la retrouve pas au niveau
musculaire. Elle peut s’associer avec les chaf@®sty2 pour former l'isoforme laminine-
332. En plus de développer des épidermolyses lalteat de mourir quelques jours apres la
naissance, les souris invalidées pour le gémea3 (codant pour la chaine3 de
laminine) présentent des défauts gastro-intestinawe réduction de la taille de I'estomac a
en effet été observée, et par voie de conséquancerdenu de celui-ci en lait (Ryan et al.,
1999).

La localisation de la chairet se situe au niveau du tissu mésenchymateuximaependant

le développement. Chez I'adulte, on la retrouveni@aau de ldamina propria et autour des
cellules musculaires lisses. Son origine est ekaugent mésenchymateuse (Lefebvre et al.,
1999). Les souris invalidées pour le géamad présentent de fortes hémorragies pendant le
développement (Thyboll et al., 2002), mais aucuénplkype intestinal n’a été décrit jusqu’a
présent, malgré la prédominance de cette chaineldamuscles lisses intestinaux, peut étre
du a des phénomenes de compensation par les eldéiees de laminine.

[11.4. La laminine-511

La laminine-511 se compose des chaimgs31 etyl. Les chaineBl etyl étant ubiquitaires

et pouvant s’associer avec d'autres chatnesest la chain@5 qui caractérise cet isoforme.
La chainea5 est la chaine de laminine la plus représentég ltanganisme. Elle joue un role
important a la fois lors du développement embrygenat reste largement exprimée dans les

tissus adultes (Miner, 2008). Elle peut également@nbiner avec les chaings ety2 pour
former au total 4 isoformes : laminine-511, lameBR21, laminine-522 et laminine-523.
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[11.4.1. Le gene lamab

Chez 'homme, la chain@5 est codée par le gehAMA5, qui a été localisé par hybridation
in situ sur le chromosome 20q13.2-q13.3 ; chesolais, il est codé par le gelama5, qui a
été localisé par analyse croisée sur le chromosd(urkin et al., 1997). Des analyses de
séquences ont montré qu’il y a une assez bonne Ibgreavec laminine A de drosophile,
suggérant que le géene ancestral de la crapessede plus de similitudes avec le gan®5
gu’'avec les génes codant pour les chaimgsa a4 (Miner et al.,, 1995). Des études de
promoteur de ce gene n’ont pas encore été puldiéegour.

[11.4.2. Expression de la chaineb de laminine

La chainea5 de laminine est exprimée chez la souris desatdestmbryonnaire E4,5 au stade
blastocyste, au niveau de la lame basale du trdastebet autour des cellules de la masse
cellulaire interne. Aprés implantation, elle espemée dans la lame basale embryonnaire qui
se situe entre I'ectoderme et I'endoderme visc@vier et al., 2004). Par la suite, apres la
gastrulation, elle est localisée dans les lameslémsneurectodermique, ectodermique et
endodermique. Apres fermeture du tube neural, gpression se restreint aux lames basales
situées sous I'ectoderme et sous I'endoderme (Mihat., 1998). La chaineb de laminine
est trés vastement exprimée a la fois dans le &ssuryonnaire et dans le tissu adulte ; elle
est représentée dans les lames basales associéeselales épithéliales, aux cellules
musculaires et aux cellules nerveuses, et a dwgyanes dont I'intestin (lame basale sous-
épithéliale muscularis mucosae, couches musculaires lisses).

111.4.3. Réles de la chainea5 de laminine

Des souris knock-out pour le gélmmab ont été réalisées par remplacement de 113 acides
aminés situés dans les exons 4 et 5 par une @dsatz/néo (Miner et al., 1998). Cette
invalidation engendre une I|étalité embryonnaire svel6,5 jours de développement
probablement due a des défauts séveres de plaoangata une exencéphalie (absence de
fermeture du tube neural). D’autres défauts sosendes chez ces embryons (Migure 20)

: une syndactylie (absence de séparation digitplejouche un a plusieurs membres selon la
gravité du phénotype, des yeux absents ou trepraé®y des défauts de morphogenése des
poumons, des reins et du cceur (qui présente umicrdat gauche de taille réduite). Les

embryons mutants peuvent présenter a stade égapldastypes plus ou moins séveres
(Miner et al., 1998).

embryon controle a5+* embryon mutant o5

Figure 20: phénotype des embryons invalidés ptama5 au stade E15,5. Tétes de fleche : excencéphalie ;
fleches : syndactylie (photos thése Léa Ritié-Rart@008)
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Exencéphalie: dans environ 60% des mutants examinés, Minee®tcellegues ont observé
que le cerveau était élargi et déformeé, et qudtait pas couvert par de la peau ou de l'os
cranien. Ce phénotype est di a une absence detfeendu tube neural antérieur. Cette
absence de fermeture pourrait étre due a la discitgt et a la finesse de la lame basale
ectodermique qui borde le neurectoderme, et qubkaait étre impliquée dans la génération
des forces permettant la fermeture du tube nehfialef et al., 1998).

antérieur ostérieur

Syndactylie: les embryonslama5” ne présentent pas d
séparations digitales qui doivent normalement afrarvers
le stade E12,5. Les membres antérieurs sont pugseséent =
atteints que les postérieurs, avec une fusion dakpges des u, . \ . , i N
doigts 2 et 3 et une absence de phalanges digialesles J \l
doigts 2,3 et 4. L'ectoderme de surface est épaissi est

recouvert par du derme issu de cellules mésencleyses

qui ont migré par des lacunes situés au niveavégalerme Figure  21: syndactylie

distal. membres antérieurs et posteneurs.

Fléches : fusion des doigts 2 et 3
(Miner et al., 1998)

Dysmorphogenese placentaire 'excencéphalie et la syndactylie ne sont prédralent pas
responsables de la mort des embryons mutants jffen dees mutants ne présentant pas
d’excencéphalie meurent tout de méme vers le adade développement. La membrane de
Reichert et le sac vitellin des embryons mutantg sonilaires aux controles, par contre le
labyrinthe placentaire semble clairement malforiveg.labyrinthe est la partie du placenta
dans laquelle les circulations embryonnaire et matke sont situées a proximité I'une de
l'autre et ou les échanges de nutriments peuvefidis Chez la souris, ce labyrinthe est
composé de cellules du trophoblaste et endothgligie dérivent toutes de 'embryon. De
plus, le labyrinthe est significativement plus petiez les embryons délétés pour la chafe
de laminine. La complexité du réseau vasculairdathyrinthe est réduite et les vaisseaux
sanguins présentent une augmentation de leur dian@&tci réduit la surface d’échange des
molécules entre la mére et 'embryon, ce qui canduine insuffisance placentaire chez le
mutant. De plus, chez le mutant, les deux couchescellules trophoblastiques et
endothéliales ne sont pas séparées par une laale Isas laquelle elles ne peuvent donc pas
adhérer. Cette séparation anormale des vaisseauguiga feetaux du trophoblaste a des
conséquences dramatiques sur la fonction du placenhiassocié aux défauts de complexité
vasculaire permet de proposer une explication s la létalité embryonnaire (Miner et
al., 1998).

Défauts de la glomérulogenese rénal@iner and Li, 2000): le développement du rein lioyse

de nombreuses ramifications et la conversion deentdyyme en épithélium. Il aboutit a la
formation d'un ensemble de sous-unités fonctioesedippelé néphron. Dans le néphron, les
glomérules, qui contiennent entre autre le flocamas de capillaires sanguins) sont chargés
de filtrer le plasma. La lame basale glomérulagieessentielle a la filtration rénale, et permet
également I'adhésion des cellules endothélialesbgudent les capillaires. Les embryons
invalidés pour la chain@5 présentent des défauts des la mise en placdatasrgles rénaux
liés a la rupture de la lame basale glomérulaparallélement, les cellules endothéliales
associées ne peuvent plus adhérer a la lame kgddece fait sont expulsées vers I'extérieur
du glomérule. De plus, certains embryons ne présému’un seul rein ou une absence de
rein, montrant un réle majeur de la chafrtedans la morphogenése rénale.
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Défauts du développement pulmonaire (Nguyen et al., 2002) : les souris invalidéesrpeu
genelama5 présentent un défaut architectural au niveau dumpm droit, la séparation
lobaire étant incomplete. Normalement chez la spulei poumon droit est divisé en 4 lobes
distincts, contrairement au poumon gauche qui niairg seul lobe. Cette anomalie est
probablement due a I'absence de chaiBelans la lame basale qui borde la plévre viscérale
c’est en effet la seule chailoequi y est présente et son absence n'est pas coépqar
d’autres chainest. Par contre, le développement des arcs bronchsaufait tout a fait
normalement, la chaireb n’étant pas ici compensée de facon moléculair@ipa expression
ectopique de la chaimet.

Défauts de migration des cellules de la créte nedea (Coles et al., 2006) : la chaie® de
laminine est trés fortement exprimée durant l'irtéhrede la créte neurale. Les soussas™

ont des voies de migration des cellules de la cné&terale plus étendues que les souris
sauvages. Ces données suggerent que la ch&ide laminine fonctionne comme un signal
qui guide et restreint la migration des celluledaleréte neurale, en délimitant leur voie de
migration.

Autres défauts de morphogenése des soutama5” : des défauts de morphogenése des glandes
salivaires ont également été décrites dans laditiee (Rebustini et al., 2007). En effet, les
souris invalidées pour la chaio® de laminine montrent un retard de croissance dgande
sous-maxillaire et une absence de formation deldadg sublinguale. Les ramifications
lobulaires sont réduites et forment des bourgeams desquels les cellules épithéliales sont
désorganisées et ou la lumiére est restreinte.

Au niveau des dents, une anomalie d’organisatiotiépéhélium a l'origine du bourgeon
dentaire a été observée chez les embryons mutaurkarfioto et al., 2006).

Enfin, la peau des sourlama5” ont deux fois moins de follicules pileux que lesirgs
sauvages (Li et al., 2003). Ce phénotype montrerenane fois I'importance de la chaing

de laminine dans des évenements de différenciaioreffet, des expériences de greffe de
peau d’embryonsama5’ au stade E16 & des souris nude ont montré qyibmait pas de
développement de pilosité, contrairement a ce @i abservé avec les greffes contréles. Ces
défauts seraient liés a des défauts d’assembladge ldene basale ainsi qu'a une diminution
des marqueurs précoces du développement pilewsauteSonic Hedgehog et Glil, ce qui
impliquerait que la chaine5 de laminine soit requise pour la morphogenésugd via la
voie de signalisation Sonic Hedgehog.

Un phénotype intestinal des souasna5™ a pu étre mis en évidence au laboratoire (Bolcato-
Bellemin et al., 2003). Les intestins embryonnairegants sont de taille réduite (prés de 2

fois comparés aux intestins sauvages) et préset¢embdmbreuses circonvolutions avec, dans
les cas les plus graves, soudure des ansesnialestpar fusion des couches musculaires. Par
ailleurs, une absence de séreuse et de mésergétenbservée. Le diametre de l'intestin est

quant a lui paradoxalement peu affecté.
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Figure 22 : phénotype morphologique intestinal des embryams5™ (Bolcato-Bellemin et al., 2003). Fléches :
soudure des anses intestinales, observées a ka lhinmpculaire et sur une coupe histologique

Les villosités intestinales se forment normalemerdis il semble également qu’elles soient
moins nombreuses que dans les intestins contiOlesie note pas de différences au niveau
des entérocytes, comme le confirme [I'observation raicroscopie électronique de
I'organisation de la bordure en brosse. De plusydequage spécifique des entérocytes par la
villine n’a pas montré de différences entre legstins contréles et mutants. Par contre, le
nombre de cellules & mucus est diminué chez lesyemélamas™.

Les embryons mutants5” présentent des défauts majeurs au niveau du mlissée En
effet, des observations au microscope électrongjti&nsmission ont pu confirmer que la
couche séreuse et les cellules mésenchymateusest gtlus ou moins dispersées dans les
mutants. L’'absence de chainé affecte les processus de différenciation desulesll
musculaires lisses comme ont pu le montrer des moimstochimies avec des anticorps
spécifiqgues du muscle lisse, en effet, on obsemeediminution d’expression de la desmine et
de l'a-actine de muscle lisse. Par ailleurs, le taux delifpration des cellules du
compartiment mésenchymateux est clairement dingheé les embryons mutants.
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Figure 23: phénotype histologique intestinal des embrylans5". L'observation au microscope électronique
a transmission ne montre pas de différences awamide la bordure en brosse des cellules épithglidle
nombre de cellules a mucus est diminué dans lestins mutants comme le montre le marquage a &acid
périodique de Schiff. On observe également desutifau niveau des cellules musculaires lisses mis e
évidence par I'absence de marquage desmine chemutsts ainsi qu'une baisse significative du naamibe
cellules en prolifération (marquage au Ki67) (BédeBellemin et al., 2003)

L’absence de chairos au niveau des lames basales intestinales sotligdes entraine des
expressions anormales des autres chaines de lasiia lame basale est en effet présente,
bien que montrant quelques irrégularités, commeponte montrer des marquages pour le
nidogene, le perlecan et le collagene de type & .dBntre, I'absence de la chaixg entraine

un dépbt ectopique de chaine® et a4 de laminine Figure 24), sécrétées par le
mésenchyme, qui entrent probablement dans un mueake compensation ; ce phénomene
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permettrait d’expliquer 'absence de défauts maele morphogenése des villosités. L'autre
conclusion majeure de cette étude est une rédudiexpression des lamining® et y2,
tandis que les chained, 31 etyl restent a un niveau d’expression inchangé. Rraient,

la perte de la chaineb aboutit également une baisse d’expression de2septeurs, que sont
les intégrines3B1 et le Luthéran.

LMOS LMo2 LMod Lutheran

Figure 24: Expression des chaines, a2, a4 de laminines et du récepteur Lutheran dans lesstins
embryonnairetama5™ (Bolcato-Bellemin et al., 2003)

Enfin, pour outrepasser la létalité embryonnaires dntestins embryonnaires de souris
invalidées pour le genemab et de souris contrdles ont été greffés sous la peasouris
nude. Une augmentation des chain2sta4 mais aussi de la chain& a été observée dans
la lame basale sous-épithéliale. Cette expressatopigue de la chainel compense
probablement 'absence de chatrieet permet d’expliquer que dans ces condition&iiste

pas de différences morphogéniques évidentes esdréntestins contrdles et mutants a ces
stades plus tardifs. En effet, les deux types @défas ont développé des villosités et des
cellules a mucus et les niveaux d’expressions dagueurs du muscle lisse ne présentent pas
de différences chez le greffon mutant par rappoctantréle.

[11.5. La laminine-111

La laminine-111 se compose des chainés1l etyl. Elle joue un rdle particulierement
important lors du développement embryonnaire oa et un composant essentiel de la
membrane de Reichert, membrane extra-embryonnginthétisée par les cellules du
trophoblaste et de I'endoderme pariétal jouant dle de protection contre I'organisme
maternel. Les souris invalidées pour le gkamsal meurent durant la période précoce de pré-
implantation (Alpy et al., 2005; Miner et al., 2Q00ét seront détaillées dans la section
111.5.3.1.

[11.5.1. Le gene lamal

Chez 'lhomme, le géneAMAL a été localisé sur le chromosome 18p11.3. Chsauss, il se
trouve sur le chromosome 17. Le promoteur de ce geété étudié en partie au laboratoire
(Piccinni et al., 2004) et a montré que dans lg®orés proximales des promoteurs des géenes
humain et murin se trouvent des séquences hauteroese¢rvées ; on ne trouve pas de boites
TATA ou CCAAT, phénomeéne également observé pouutdés génes de laminines. Le
promoteur du gene murin présente un motif richeésidus GC qui permet la liaison de
facteurs de transcription Spl (qui est un factesirtrdnscription général des eucaryotes
composé de 3 doigts de zinc se fixant sur les m@iE). Ce motif est crucial pour I'activité
transcriptionelle de base du promoteur. De pladeaégion proximale inclut un élément de
fixation « Krippel-like ». De facon intéressant&qlipe a pu démontrer que les facteurs
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KLF4 et KLF5 ont des effets régulateurs du promotamal dans les cellules intestinales :
KLF5 agit de facon positive tandis que KLF4 régnégativement ce géne. Par ailleurs, un
groupe japonais a identifi€¢ une séquence au nidmauda partie 5 du promoteur qui
favoriserait la difféerenciation de I'endoderme géal et serait régulée par les facteurs SOX7
et 17 (Niimi et al., 2003).

[11.5.2. Expression de la chainerl de laminine

L’origine cellulaire de la chainal de laminine a pu étre mise en évidence au lahiozat
comme nous l'avons vu précédemment par des expésed’intestins hybrides. Elle est
sécrétée a la fois par les cellules épithélialegagetles cellules mésenchymateuses (Simon-
Assmann et al., 2010a). L’expression de la chathequi débute des le stade 16 cellules, est
particulierement importante lors de I'embryogenesessi bien au niveau de I'embryon lui-
méme qu’'au niveau de ses annexes (Ekblom et ab3)2Qa chaineal est fortement
exprimée lors de la morphogenése de nombreux csga@oenme le rein, le poumon et la
glande mammaire. Dans l'intestin, elle est préseaigs la lame basale sous-épithéliale ou
elle se confine, au fur et a mesure du développgrada partie intervillositaire puis au fond
des glandes (voifigure 19). Chez I'adulte, son expression diminue et sdigera certains
organes, en particulier le rein et I'ceil (Virtaretral., 2000).

Au niveau de l'intestin, son expression est trégefoent réduite par rapport aux stades
embryonnaires. Dans l'intestin gréle, aussi bieazchhomme que chez la souris, elle se
confine dans la lame basale sous-épithéliale silaés la région des cryptes, et entourant les
glandes de Brunner du duodénum (Virtanen et aDpp@t U682, données personelles. Au
niveau du célon, elle n’est pas exprimée chez l'ammChez la souris, par contre, nous avons
observé au laboratoire que son expression dépeddafond génétique : I'expression est
absente ou tres faible pour les souris CD1 et Estepte dans le fond des glandes du célon
proximal pour les souris C57BI6. Il n'y a par c@nucune expression de cette chaine au
niveau du célon distal.

111.5.3. Réle de la chainenl de laminine

Au laboratoire, un modeéle de souris conditionneiaminvalidé pour la chainel a été
développé (Alpy et al., 2005) afin de pallier ltal&é embryonnaire. Pour ce faire, des souris
floxées pour le génkamal ont dans un premier temps été générées : ellesongent aucun
phénotype particulier. Ces souris sont ensuitesées avec des souris CMV-Cre (promoteur
du cytomégalovirus, qui est un promoteur fort @gutbaire) : leur descendance meurt vers le
stade E6,5 a cause d'une absence de la membrafReideert. L'une des causes de la
mortalité des embryons mutants est probablememuition de I'apoptose qui a pu étre mise
en évidence, alors que la prolifération ne semble gtérée. Ces embryons présentent des
défauts au niveau de la différenciation de I'endouepariétal et viscéral, caractérisés par une
expression altérée de la cytokératine 19 et de GATMTA4S est un facteur de transcription
exprimé par I'endoderme viscéral, tandis que laldtatine 19 est exprimée par I'endoderme
pariétal et les cellules trophoblastiques. Cheetabryons mutants, GATA4 est exprimé dans
moins de cellules et selon un patron d’expressiatalément désorganisé comparé au
contrdle, ce qui tend a montrer un déréglementeteldbderme viscéral.

Des expériences de culture cellulaire ont pu mormjue la chainel est impliquée dans la
différenciation des cellules épithéliales intediisa En effet, la culture de cellules Caco2
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(cellules humaines issues d’adénocarcinome cola@pables d’exprimer des marqueurs de
différenciation caractéristiques des cellules épidltes intestinales matures) sur laminine-111
montre une augmentation du niveau d’expressionetie ¢dx2, gene clé de la différenciation
cellulaire intestinale (Turck et al., 2006).

L’inhibition de la chainenl par des siRNA dans ces mémes cellules Caco2 &énone
sécrétion incorrecte des autres chaines formarananine-111 :31 et yl. De plus, le
collagéne de type IV n’'est pas correctement déposéplus, et les marqueurs fonctionnels
des entérocytes sont tres peu exprimés, voire ehfeea Arcangelis et al., 1996). Il a aussi pu
étre montré au laboratoire une corrélation positwnere le niveau d’expression des taux
d’ARNm de la chainexl et la saccharase-isomaltase, montrant le poteadlie de cette
chaine dans la différenciation des cellules intedtis (De Arcangelis et al., 1996).

Les souris floxées pour le getmmal générées par les Drs. Lefebvre et Alpy ont égaiéme
été croisées avec des souris Sox2-Cre, c'est-aydirexpriment la recombinase Cre sous le
contrle du promoteur Sox2. Le but de cette expéaéedtait d’invalider I'expression de la
chaineal de laminine dans I'embryon en conservant la mamdbide Reichert, Sox2 étant
exprimé dans I'épiblaste embryonnaire, duquel @fembryon, mais pas dans les annexes
extra-embryonnaires. Les souris issues de ce oneisesont parfaitement viables et fertiles,
bien qu’elles n’expriment absolument pas la chaiheCe phénotype pourrait s’expliquer par
des phénoménes compensatoires dans les divers fiasul’autres chaines de laminine. Ces
sourislamal floxées ont aussi été croisées avec des sourime/Cre, pour générer une
délétion au niveau de I'épithélium intestinal. Cegent, les analyses actuelles montrent
gu’aucun des parametres développementaux, histpiegiou fonctionnels ne sont affectés.

Dans certaines lames basales, la chaibede laminine n'est pas compensée par d’autres
chainesn. C’est le cas de la lame basale rétinienne. Nptvape a pu montrer que lorsque la
chaineal est délétée au niveau de cette lame basale toidstsa structure qui est altérée au
niveau de la membrane limitante interne, ce qui ananun nombre réduit de cellules
ganglionnaires et a une désorganisation des celijii@les. Il existe également des anomalies
au niveau du systeme vasculaire de la rétine ; al@iere intéressante, des tests optomoteurs
montrent que ces souris sont aveugles (Edwards,e2(40). Ces données suggerent que
certaines pathologies humaines oculaires pourréteatdues a des défauts d’expression de la
chaineal.

111.6. Récepteurs de la chaine5 de laminine

Les laminines agissent sur les cellules en activhwerses voies de signalisation. Elles
interagissent alors avec des récepteurs membran&iems cette partie seront succintement
décrits les principaux récepteurs qui lient la nobai5 de laminine (pour revue, voir Durbeej,

2010).

[11.6.1. Les intégrines (Barczyk et al., 2010; Ta#la et al., 2007)

Les intégrines sont des hétérodimeres composé® dhainen et d'une chain@® associées
de facon non-covalente. Chez les vertébrés, ondr@8 sous-unitég et 8 sous-unité@, qui
peuvent s’assembler en 24 hétérodimeres. La sdté&seudétermine en général la spécificité
du ligand.
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Figure 25 : activation des intégrines et présentation de filla des intégrines avec leur ligands (d’'aprés
respectivement Barczyk et al., 2010; Shattil et24110)

On peut distinguer plusieurs domaines sur les imég: le domaine cytoplasmique (partie
COOH-terminale) le domaine transmembranaire eblaaine extracellulaire qui consiste en
un domaine globulaire terminal permettant la linismux ligands. Dans sa conformation
inactive, I'affinité au ligand des domaines glolirda est faible. Le mécanisme d’activation
des intégrines reste controverseé ; deux typesgtegk ont ainsi été deécrits : de l'intérieur
vers I'extérieur (inside-out) et de I'extérieur sdiintérieur (outside-in). Dans le type inside-
out, une molécule cytoplasmique comme par exenaptaline (élément du cytosquelette) va
activer I'intégrine pour augmenter son affinité ptaumatrice extracellulaire et conduire ainsi
a des signaux permettant I'adhésion ou la migratitulaire, ou encore I'assemblage de la
matrice extracellulaire. Dans le processus invensiside-in, c’est la liaison a la matrice
extracellulaire, donc au ligand, qui va activentdgrine et permettre de médier un signal
conduisant a la survie ou a la prolifération ded#lule, ou encore a I'expression de genes
cibles. D’'un point de vue conceptuel, ces deux ¢uiés sont séparés mais en realité ils sont
tres liés : par exemple I'activation inside-out peaativer l'intégrine et ainsi augmenter son
affinité pour le ligand extracellulaire ce qui débbera sur un signal outside-in (pour revue
voir Shattil et al., 2010).

Les intégrines spécifiques des cellules épithdiale I'intestin sont présentéégure 19
(partie 111.3.4.). La chaine5 de laminine peut se lier dans l'intestin aux gnitées a3(31,
a6B1, a6p4 et a7B1 (Durbeej, 2010). Quelques modeles d’invalidatmn pu mettre en
évidence le r6le des intégrines dans la morphogengatestinale. Une invalidation
conditionnelle de la chaingl d’intégrine dans I'épithélium intestinal entrainee létalité
post-natale due a une sévere malnutrition (Joned.,e2006). Aucun défaut de I'adhésion
cellulaire ou de formation de la lame basale n&adliservé, mais de facon surprenante, ces
souris présentent une forte augmentation de laf@ration épithéliale. Ces données suggerent
gue la fonction principale de l'intégrirfl n’est donc pas lI'ancrage des cellules mais plutot
I'induction de la prolifération des cellules épiiaées régulée par la matrice extracellulaire.
L'intégrine a6B4 est exprimée dans les cellules intestinales éths tout le long de I'axe
antéro-postérieur de lintestin, aussi bien dars deyptes que dans les villosités; sa
localisation est baso-latérale. Des souris défieeipour les chaines ou 34 présentent un
décollement sévere de I'épiderme et une |étalit-patale (Georges-Labouesse et al., 1996;
Niessen et al., 1996). L'équipe du Dr. Georges-uasse a produit un modele de souris
invalidées pour la chaine6 d’intégrine spécifiquement dans I'épithélium Bsiteal. Ces
animaux développent des lésions intestinales imflatnires chroniques et un prolapsus
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rectal. A plus ou moins long terme, ces animawetifppent des tumeurs malignes (Georges-
Labouesse et al., communication présentée au CEXDBD a Strasbourg).

[11.6.2. Le dystroglycan et le Luthéran

Le dystroglycan se compose de deux sous-unitési-distroglycan est la partie
extracellulaire qui va se lier aux ligands de larina extracellulaire. Lg-dystroglycan est
transmembrannaire et relieatdystroglycan au cytosquelette d’actine via des énuaes
comme la dystrophine (Winder, 2001). Le dystroglypaut entre autres lier les chaiies

al eta2 de laminine (Durbeej, 2010). Son invalidation zlhe souris entraine une |étalité
embryonnaire due a I'absence de membrane de Re{dM#iiamson et al., 1997). Au niveau
de lintestin, le dystroglycan est exprimé danségion de la lame basale sous-épithéliale et
soulignant les muscles lisses (Durbegj et al., FRIBISERM U682, données de I'équipe).

dystroglycan Lutheran

Figure 26 : schéma représentant les récepteurs dystrogbtdamhéran (adapté de Durbeej, 2010)

Le Luthéran est une glycoprotéine transmembranappartenant a la superfamille des
immunoglobulines. Il est un récepteur exclusif thminines, et a priori il ne lie que les
laminines contenant la chaime (Kikkawa et al., 2002). Le Luthéran est exprintezx
I’'hnomme et la souris dans de nombreux tissus lordéeloppement et chez I'adulte, incluant
l'intestin : il est localisé au niveau basal dedlubes épithéliales et dans les cellules
musculaires en regard des lames basales contenamiinex5 de laminine (Eyler and Telen,
2006; Rahuel et al., 2008). Les souris invalidéearple Luthéran se développent
normalement, mais dans [lintestin les couches mnlases sont épaissies avec une
désorganisation des myofilaments et de la lamdddsa couches musculaires lisses (Rahuel
et al., 2008 et these de Léa Ritie-Pertusa, 2008).

[11.7. Les Ténascines

Les ténascines (TN) sont une famille de glycopna®iprésentes dans les tissus conjonctifs
de nombreux organes. Chez les vertébrés, on trduggnes codants pour 4 types de
ténascines : ce sont les ténascines-C, -R, -X etD&s ce mémoire, nous nous focaliserons
sur les isoformes TNC et TNW.

[11.7.1. Structure (Chiquet-Ehrismann, 2004; Hsiand Schwarzbauer, 2005)

Chaque molécule protéique contient des modules H®Fdes domaines fibronectine de
type Ill et un domaine globulaire terminal partagéec les fibrinogenes. Les différents
modules sont alignés en collier de perle, pour dowies molécules longues et étendues. Au
niveau de la partie Nferminale, chaque ténascine a un domaine d’oligsaigon, qui
permet, pour les isoformes -C et -W, la formatiamchexameéreKRigure 27). Dans le cas de
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la TNC, il peut y avoir un phénomeéne de spliciftgraatif, qui résulte en une multitude de
sous-unités de TNC qui different dans le nombrkidentité des répétitions de fibronectine
de type lIl.

W, P
F'v»..u-’_'qi'. ¢ I Al j!HE['&‘E"‘““" B.AD".AWI C D
; o | A/ >
S o @00 wAl2[E41E 61T e @

Vi TNW @ roiilZ]ewape miimpesis |51 @)
Figure 27: structure des ténascines-C et -W. (D’aprés Giighrismann, 2004)

[11.7.2. Expression (pour revues, voir Brellier etl., 2009; Jones and Jones,
2000)

Les ténascines sont principalement synthétiséeseparellules du tissu conjonctif. Chaque
isoforme a un patron d’expression qui lui est peojia TNC est fortement exprimée durant le
développement embryonnaire, puis son expressiote akftuse restreint chez l'adulte a des
organes speécifiques, comme par exemple au niveawsledes tendons ou des reins. Dans
I'intestin, elle est présente au niveau des mudddsss et de la région proche de la lame
basale (Probstmeier et al., 1990; Simon-AssmannKauihger, 1993). Son expression peut
réapparaitre ou s'intensifier dans les organes tlarspathologies comme les infections,
linflammation ou la tumorigenése. Un autre impattanécanisme d’induction est le stress
mécanique qui peut étre appliqué a des cellulesutnre ouin vivo (Chiquet-Ehrismann et
al., 1994)

Le terrain d’expression de la TNW est plus restreamparé a la TNC. On la trouve lors du
développement embryonnaire dans les os, le catilag ligaments et les muscles lisses. Elle
se cantonne chez I'adulte a I'os cortical, au cauyewux reins et a la rate. Elle est absente du
tractus digestif normal.

[11.7.3. Réle biologique

Les ténascines, contrairement a la plupart des aul@g de la matrice extracellulaire, ne
favorisent pas l'attachement des cellules, mais puatét un réle antiadhésif, comme le
démontre I'inhibition de I'adhésion de plusieurpéy cellulaires a la fibronectine par la TNC
(Orend and Chiquet-Ehrismann, 2000).

Durant 'embryogenése, la TNC est synthétisée panambreuses variétés de cellules. Elle
pourrait ainsi aider a orchestrer le développemantdéterminant si les cellules doivent
adhérer au substrat, ou au contraire migrer, gérdifcier ou se diviser (Jones and Jones,
2000). Dans les tissus adultes, I'expression d€ €htt induite lors de la néovascularisation,
ou la cicatrisation des tissus, ainsi que danstiesus qui sont soumis a des forces
biomécaniques - comme les tendons par exemple {3k Jones, 2000). Deux modeles de
souris déficientes pour la TNC ont été généréesipax laboratoires indépendants (Forsberg
et al.,, 1996; Saga et al., 1992). Elles présemtestanomalies du systéme nerveux, dont une
déficience de la plasticité synaptique de I'hippopa. De plus, ces souris montrent
également des défauts des processus de régéngcatiome par exemple une ré-innervation
anormale du muscle squelettique (Cifuentes-Diaal.e2002). Le phénotype finalement peu
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dramatique de ces souris invalidées pour une mielgrésente dans une grande majorité des
organes pendant le développement peut peut-ételisieer par des phénomeénes de

compensation moléculaire : en effet, la TNR et NMI sont également exprimées dans le

systeme nerveux, et la TNX est exprimée dans ¢esgiconjonctifs. Une autre possibilité est

que d’autres molécules de la matrice extracelle)ajui partagent des récepteurs communs
avec la TNC puissent également exercer un role easgioire (Jones and Jones, 2000).

Concernant la TNW, tout comme la TNC elle ne fas®pas I'adhésion des celluiesvitro.

Par contre, elle n'inhibe ni I'étalement des cetutancéreuses sur la fibronectine (Degen et
al., 2007), ni ne favorise leur prolifération (Sdberich et al., 2005). Dans les tissus normaux,
son importante expression dans les tissus osseleséndiquer un role dans I'ostéogenése.
Des études récentes ont entre autres pu montreteglaeTNW recombinante purifiée pouvait
promouvoir la migration des ostéoblastes et stimldeminéralisationin vitro (pour revue,
voir Martina et al., 2010).

[11.7.4. Implication dans les pathologies

Dans des conditions pathologiques, la ténascinstGoeivent augmentée. Cette surexpression
peut étre soit la cause, soit la conséquence gathlogie (Brellier et al., 2009). Un dépbt
anormal de TNC au niveau de la lame basale du powsbpar exemple caractéristique de
'asthme. Cette maladie est caractérisée par uflanimation chroniqgue du systéme
respiratoire avec une hypertrophie des musclegsligntourant les voies aériennes, une
hypersécrétion de mucus et une modification deolaposition en éléments de la matrice
extracellulaire. De fagcon intéressante, une cdiogigoositive entre I'épaisseur de la couche
de TNC et le nombre de mastocytes a été obsengzleb sujets allergiques (Amin et al.,
2000). Il a récemment été montré que les traitesnamti-asthme par inhalation de corticoides
régulaient négativement I'expression de TNC parfileoblastes du poumon, alors que la
fibronectine était activée (Degen et al., 2009).

Dans I'arthrite rhumatoide, la TNC est fortemenpraxée dans la région inflammatoire. Des
cultures de macrophages et de fibroblastes issua dgnovie de patients atteints de cette
pathologie ont permis de mettre en évidence unin@lecteur de la TNC sur la synthese de
cytokines pro-inflammatoires via l'activation du R (Midwood et al., 2009), ce qui
contribue a entretenir I'inflammation et la destroie des tissus.

Les molécules de TNC et TNW tiennent égalementdlm important dans les processus de
tumorigenése ; cet aspect sera développé danstia ihia8.2.2.

[11.8. Lien entre les molécules de la matrice ext@lulaire, les MICI et le
cancer colorectal

[11.8.1. Implication des molécules de laminines @& la TNC dans les MICI

Les MICI sont caractérisées par une successiorhdseg d’ulcérations suivies de phases de
réparations de la muqueuse. Durant ces deux étageilements de la matrice extracellulaire
sont soit dégradés, soit sollicités pour cicatritermuqueuse. L’épaississement de la
muqueuse et donc la fibrose est I'un des sympt@sssciés a ces maladies.

Quelques études ont décrit une augmentation dageaie de type IV et des laminines dans le
sérum de patients atteints de MICI (Heikius et2002; Koutroubakis et al., 2003). Une étude
récente a révélé un nouveau locus de susceptibillte rectocolite hémorragique dans une
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région du chromosome 7931, ou un candidat solidaitse géneLAMB1, codant pour la
chainef31 de laminine (Barrett et al., 2009). A ma conraisg, une seule étude a tenté
d’établir un patron d’expression de certaines atmite laminine dans la maladie de Crohn, et
cela uniqguement dans la maladie localisée au nidediintestin gréle. Ce travail a permis de
mettre en évidence une expression ectopique déseste8 eta5 (dans la publication il est
fait mention de la chainal, mais I'anticorps utilisé reconnait en faib) au niveau des
cryptes (Bouatrouss et al., 2000).

La ténascine-C peut étre surexprimée dans lesstisflammeés. Elle est en effet régulée par
des cytokines pro-inflammatoires et par des fastdercroissance. Les membres de la famille
du TGH sont d'importants régulateurs de la synthése dedtice extracellulaire, a la fois
durant le développement et les processus de rég@merlls sont produits par les cellules
épithéliales et mésenchymateuses, ainsi que palelescytes (Pohlers et al., 2009). Le
premier facteur de croissance décrit pour régubsitipement la TNC est le TG, qui est
lui-méme régulé par I'lL-1, pro-inflammatoire, ceigeut expliquer I'apparition précoce de
la TNC dans les phénomenes dinflammation (poumueewoir Chiquet-Ehrismann and
Chiquet, 2003). Plus récemment, d’'autres interleesiont été signalées comme stimulatrices
de la TNC. Il est cependant intéressant de noter |guTNC est aussi stimulée par des
cytokines dites « anti-inflammatoires » et on pelanc émettre I'hypothése que cette
molécule pourrait jouer un double réle en régul&tendue de I'inflammation. En accord
avec cette hypothése, il a été montré que la ThiDait I'adhésion des monocytes, ainsi que
I'activation des cellules Tnvitro (Ruegg et al., 1989). Le lien entre les voiesigeadisation
impliquant des cytokines et la TNC pourrait étrabétvia des facteurs de transcription
comme le NFB, qui sont capables de réguler I'expression dunpteur du gene codant
pour la TNC (Mettouchi et al., 1997). Dans les MI@ TNC est augmentée dans le sérum
des patients, ainsi que dans la muqueuse inflaniibwéeck et al., 1999; Riedl et al., 2001).

[11.8.2. Implication des laminines et des ténascmeéans le cancer colorectal

Des études ont pu montrer un réle des laminines e processus de tumorigenese (pour
revue, voir Patarroyo et al., 2002), comme par gterane forte expression de la chaj@e

au front d’'invasion (Tsubota et al., 2010). Noulerad ici nous concentrer sur le role que
pourraient jouer les chaina& eta5 de laminine dans le cancer colorectal.

Des études menées dans notre groupe ont permisttite en évidence le role de la chairie
dans la croissance tumorale. En effet, des celldl€29, qui sont des cellules issues de
cellules cancéreuses coliques et qui n'exprimestgahainal, ont été transfectées avec un
vecteur d’expression de la chaio&. Ces cellules transfectées injectées a des souds
produisent des tumeurs de tailles plus importactesparées aux tumeurs dérivant de cellules
non transfectées. Par ailleurs, les tumeurs provetes cellules surexprimant la chanke
sont plus richement vascularisées (De Arcangekd. e2001).

Par la suite, des études menées dans I'équipeesupr@lévements coliques humains ont
montré une augmentation de I'expression de la elwlina la fois par immunofluorescence et
par RT-gPCR (données non publiées, Dr Lefebvre®t Blasch figure 28). Par ailleurs, un
modeéle murin de surexpression de la chaidedans I'épithélium intestinal grace a un
promoteur villine a permis de confirmer que la deail favorisait la progression tumorale
(these Ivo Jivkov, 2008). Le mécanisme exact ewvtess de signalisation impliquées dans
I'action activatrice de la chairel de laminine dans la tumorigenése sont en codtsidg
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dans notre groupe. Toutefois, il est établi quelileage de la chaingl de laminine par des
métalloprotéases aboutit a la formation de pepijogsnt a la fois un réle dans 'activation de
'angiogenese, et dans la croissance tumorale (fmgband Kleinman, 2003; Simon-
Assmann et al., 2010b).

RT-qPCR immunofluorescence

#*

Figure 28: mise en évidence de la
surexpression de la chaind de laminine dans
les cancers colorectaux humains au niveau de
'ARN messager (RT-PCR et RT-gPCR) et au
niveau protéique (immunofluorescence)

N = normal T= tumeur. n=33, p<0,05

Fléches = lame basale

Données du Dr. Lefebvre et de'fIBiasch

|
| Etumeur
*| M normal

expression relative

Une hypothése supplémentaire pourrait étre quetleamsme d’action de la chaio& sur la
tumorigenése serait indirect. En effet, les étupeitées menées sur la chaimg ont
également montré que la surexpression de cettaechaitraine conjointement un dépoét
accentué de laminine-511 (De Arcangelis et al. 1200analyse préliminaire de I'expression
de la chainea5 dans 15 prélevements de carcinomes coliquesalmshtion avec la
tumorotheque du CHRU de Strasbourg) a révelé ume éxpression de cette chaine dans les
glandes coliques tumorales mais uniquement danszdees encore bien structurées et
différenciées (these de Léa Ritié-Pertusa). Aurainet au niveau des régions les plus altérées
des carcinomes coliques étudiés, une forte dinonutioire une absence de la chaibea été
observée, probablement due a son clivage par dedlopgotéases. De maniére intéressante,
le gene codant pour la chain® est localisé sur le bras long du chromosome ADest
amplifié dans une grande proportion des tumeulisjuwe$ (Durkin et al., 1997; Tsafrir et al.,
2006). L'ensemble de ces données suggéere fortemmendle des chainegsl et a5 de
laminine dans les processus de la tumorigenesecctéde.

La TNC est fortement exprimée dans le microenviesnent des tumeurs. Cette activation
d’expression suggeére fortement que la TNC est uarmknant clé du stroma tumoral. En
effet, de nombreuses études montrent I'implicatenla TNC dans la croissance tumorale,
I'angiogenese, l'inhibition de la surveillance imnitaire ou I'induction de métastases (pour
revues, voir Midwood and Orend, 2009; Orend andq@&t-Ehrismann, 2006). Parmi les
tumeurs étudiées, la TNC est fortement surexprida®s les cancers colorectaux, comme ont
pu le mettre en évidence des dosages de sérumatiesitp et des immunohistochimies
(Beiter et al., 2005; Dueck et al., 1999). La miégdodes études s’accordent pour dire qu’'une
surexpression de TNC dans les tumeurs coliguesdesinauvais pronostic (Orend and
Chiquet-Ehrismann, 2006).

Alors gu’elle est absente du tissu colique non taida TNW est activée dans le cancer
colorectal (Degen et al., 2008). Son expressiors deas tumeurs coliques est exclusivement
stromale, et elle pourrait jouer un role dans Igration des cellules tumorales ainsi que dans
'angiogenese (Martina et al., 2010).
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Résultats
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Partie 1 : Etude du role de la chaine
o5 de laminine dans lintestin au
cours du developpement et dans
'organe mature
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|. Recherche des genes cibles et des voies de digagon régulées
par la chaine a5 de laminine afin de deéterminer son rdle
biologique dans l'intestin

Lors de son travail de thése, Léa Ritié-Pertusecharché les génes cibles de la chamele
laminine au moyen d’'une hybridation différentiefier puces a ADNc. Elle a ainsi comparé
les transcriptomes d’intestins embryonnaires adestal5,5 de souris sauvages et de souris
invalidées pour la chaires. Une fois ces genes cibles identifiés, elle Aeexhé les voies de
signalisation induites par la chaiab. Ma participation & ce travail a consisté a confirme

la dérégulation de certains des genes cibles appatés a la voie Wnt et a démontrer le
lien entre I'invalidation de la chainea5 et cette voie de signalisatianL’ensemble de ces
travaux est résumeé dans la publication 1 (soumaebécation).

ll. Résumé des résultats de la publication 1

L'intérét de I'étude de la chaires de laminine et de la recherche des voies de Iggtian
gu’elle pourrait réguler est lié au fait que I'eepsion de cette chaine est modifiée dans les
pathologies intestinales humaines. En effet, dedyaes immunohistochimiques réalisées au
laboratoire ont montré que la chatr était fortement surexprimée dans la région dgstes

de prélevements d’intestins gréles et de cblonpalents atteints de maladies comme les
colites collagéneuses ou les diarrhées rebellésmfant (Figure 1, publication 1).

Il était donc intéressant d’étudier le réle spégcié de la chaine5 de laminine dans l'intestin
par une analyse transcriptomique de tissus dotaue endogene damab est altéré. Nous
avons démarré en réalisant cette étude sur des tissrins invalidés, souris qui nous avaient
été données en collaboration avec le Dr. Miner. léssiltats ont révélé une diminution de
'expression de génes de différenciation épithéletl musculaire en absence de chafele
laminine Eigure 2, publication 1). Le travail de thése de Léa Ritié-Pertusa a ede
confirmer le phénotype musculaire des intestinsal@islama5’ au niveau moléculaire au
vu de la diminution de I'expression de genes impg|dans les processus de différenciation
du muscle ou dactivation de sa contraction, teds desmine, le récepteur de la
cholécystokinine A et le neuropeptide Y. De plieshsence de la chaireb engendre une
sous-expression de génes liés a la fonction émteébomme ceux impligués dans le
meétabolisme des acides gras et du cholestérolesthmte d’expression de genes codant pour
les enzymes digestives, MéprinelA et Dipeptidyljuste 1V Figures 2 et 3, publication ).

Des génes impliqués dans deux voies de signalisais voies Wnt et PI3K/Akt ont été
trouvés déréegulés en absence de chafndans I'intestin. Comme mentionné précédemment,
mon investissement dans ce travail est plus pédrement lié a la voie Wnt. Ainsi, la
surexpression de I'inhibiteur Sfrp2 et de certa@jares cibles tels Pitx2, Msx1 et MyoD1 dans
les embryons invalidés pour la chain® de laminine a été confirmée par RT-gPCR,
hybridationin situ et immunofluorescenceFigure 4A et B, publication 1). Par ailleurs,
linvalidation de la chainen5 par des siRNA dans des cellules intestinales renipede
confirmer la dérégulation de MyoD1 mais égalementitkl, suggérant ainsi une régulation
directe entre la chaireb et ses genes cibleSigure 4D, publication 1). Afin d’étudier plus
directement le lien entre la chaie® de laminine et la voie Wnt, des cellules ont éte
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transfectées avec les plasmides du systéme TOPfggiorteur de l'activation de IB-
caténine. Cet outil a permis de montrer que larehab de laminine inhibait la voie Wnt
canoniquekigure 5, publication 1).

Concernant la voie PI3K/Akt, la laminine-511 stimlilexpression et I'activité du facteur de
survie Akt Figure 6, publication 1) mais uniquement dans les cellules épithéliales
intestinales. Cette activation se traduit par uangement morphologique des cellules. De
plus, l'absence de la chaire5 dans l'intestin embryonnaire entraine une dimdamut
d’expression de ce facteur ABpplementary figure 3, publication ). Des expériences
vitro ont pu démontrer que la laminine-511 protégeait dellules de I'apoptose via
lactivation d’Akt, et activait la prolifération eta migration des cellulesFigure 7,
publication 1).

Ces résultats mettent en évidence I'implicationalehainea5 de laminine dans différents
processus. La modulation des voies de signalisafiom et PI3K/Akt permet ainsi a la
laminine-511 de jouer un rdle important dans lalif@m@tion, la survie et la migration
cellulaire.

Les résultats de cette étude sont présentés dapsblecation 1. A la suite, un chapitre
présente les résultats complémentaires qui appl®ent ce travail par la recherche du role
de la chaine5 de laminine dans lintestin adulte, en utilisantmodéle murin d’invalidation
conditionnelle, et par I'établissement de lignépghéliales intestinales adultes invalidées
pour la chaineb.

* lll. Publication 1 : Abnormal Wnt and PI3Kinase signaling in the malformed
intestine of lamab deficient mice. Léa Ritié *, _Caroline Spenl& Joél Lacroute,
Anne-Laure Bolcato-Bellemin, Olivier Lefebvre, Cétine Bole-Feysot, Bernard Jost,
Michéle Kedinger, Dominique Bagnard, Gertraud Ordatricia Simon-Assmann. En
soumissionp. 65

* |V. Résultats complémentaires: modele murin d’invalidation conditionnelle et
établissement de lignées épithéliales intestinatkdtes invalidées pour la chaind
p. 97
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[11. Publication 1. Abnormal Wnt and PI3Kinase signaling in the
malfor med intestine of lamab deficient mice
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Background & Aims. Laminin-511 is a major component of the BM and plan
essential role during embryonic development ansliéshomeostasis. L& deficient mice
are embryonic lethal and exhibit a malformed intestLMa5 expression abnormalities are
also found in human pathologies of the gut. The afmhe study is to identify signaling
molecules downstream of laminin-511 and to decipieir role in gut homeostasis.

M ethods: We determined gene expression in intestinal tifsue LMa5 deficient embryos
by mRNA profiling. Gene function and signaling patys triggered by laminin-511 were
further analyzed by in vitro experiments includikigpck down oflama5 by small interfering
RNASs. Expression of LM5 was also determined in human gut tissue withgdagfical signs.
Results: The LMa5 chain is an important determinant of the embnydntestinal gene
expression signature. Lack of I8 results in downregulation of genes that are welin
differentiation of the intestinal endoderm and nueEso. Laminin-511 promoted cell
spreading and survival in a PI3K dependent mararet triggered migration and proliferation.
Laminin-511 repressed canonical Wnt signaling ittucad cells and was activated in the
LMa5 deficient intestine. Wnt signaling presumably haggered muscle differentiation
which could explain the muscle fusion phenotypthenLMa5 deficient intestine.
Conclusion: Our data suggest that conflicting signals arisgaénembryonic intestinal tissue
in the absence of the L& chain which presumably hamper proper signal natgmn at
tissue level and thus cause an abnormal intestingbhogenesis and embryonic lethality.

Key words: Laminin; Wnt and PI3Kinase signaling; intestipathologies; gene expression
signature
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I ntroduction

Development and homeostasis of the mammalian ineess a complex morphogenetic
process that requires sequential interactions legtwells and the extracellular matrix (ECM).
Inductive interactions between gut endoderm anduthderlying mesenchyme pattern the
developing digestive tract into regions with spiecrhorphology and functiorSpecification
into distinct regions involves transcription facosuch as the Hox and caudal family of
molecules:? Cellular proliferation and differentiation in thiatestine depends also on a
multitude of different signal$® In particular, the Wnt family of secreted growttors plays

a critical role in both normal development and tuigenesis of the intestirte’

ECM molecules and in particular BM components sh#pe sequential and reciprocal
interaction between the epithelium and the mesanehyrhe BM contains a combination of
permissive and inhibitory cues and is regulatesipiace and time. In the intestine, the laminin
family of glycoproteins represents a major componeinthe BM found in the interface
between endoderm and mesenchyme in the embryo etnwkdn epithelial cells and the
underlying connective tissue in the adult tis3Bi&aminins regulate processes including cell
adhesion, migration, angiogenesis, differentiatimmor growth and metastagit.aminins
contain a singlen-, 3- and y-chain that assemble into a cross-shaped trimerfamd 16
different isoform$ Laminin-511 (5B1yl) is the prominenta5-containing laminin isoform
in the epithelial BM of developing and adult organsluding intestine and is also found
around individual smooth muscle cell5: The effects of laminins on cellular behavior
depend on the receptors that participate in intidee signaling, namelyp1- and [34-
integrins, the dystroglycan complex and the Luthagycoproteir®

A mouse lacking expression of the ¥ gene is embryonic lethal (E17) which suggests an
essential role of laminin-511 in embryonic develemit’ Knock-out embryos exhibit
multiple tissue defects, including exencephaly,aabralities in craniofacial anatomy, lung,
kidney, tooth and hair follicle development as wal alterations in neural crest cell
migration!?*” In the intestine, we showed that the & chain plays a crucial role in the
process of embryonic intestinal folding, in the elepment of the musculature and mucus
epithelial cells"® More recently, using a knock-out and transgenscue strategy, Mahoney

et al’® showed that a reduced I8 expression and concomitant elevated expression of
laminins al ando4 in the subepithelial BM of the small intestine swéinked to
transformation of the small intestine into a tissesembling the colonic mucosa.

Our knowledge about the role of laminins in gastiestinal pathologies is very limited.
Alterations of laminin expression are detected he small intestine of Crohn’s disease
patients which is accompanied by a reorganizatfdhecrypt BM in the inflamed tisstfIn
Hirschsprung disease, a developmental disorder ithaissociated with failure of enteric
ganglia formation, an alteration in laminin expreesamong which the5 chain was noted in
both muscle layers and myenteric gangtian altered laminin expression was also observed
in intestinal biopsies taken from children affecteyd intractable diarrhea called tufting
enteropath¥ but to date it is unknown which laminin isoforme affected.

Thus it is possible that laminin-511, the may&-containing laminin isoform of the intestine,
is instrumental in activating signaling that is @al in development, tissue homeostasis and
human intestinal pathologies.
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Little is known about the downstream targets of E@Wmponents in vivo. Specific
inactivation of BM molecules in mice combined withicroarray analysis should help to
investigate the intracellular signal transductiasaades activated upon contact of cells with a
particular ECM molecule. The goal of our study waselucidate how the L®I5 chain
containing laminins affect intestinal organogenesisl cell behavior. For this purpose we
used the expression profiling technology to defsignaling pathways that underlie cell
adhesion to laminin-511 in its context of intestitissue organogenesi¥/e used a targeted
LM a5 knock-out mouse model and smialina5 interfering RNAs. We showed that laminin-
511 is essentially required for survival, epithlellorphogenesis and differentiation and
linked signaling by laminin-511 to activation of3RVAkt and modulation of Wnt signaling.

Materials and M ethods

Biological material and epithelial/mesenchymal intestinal dissociation

Snap-frozen bowel specimens from 6 children disptayufting enteropathy and from 4
control children were obtained at the hospital Nedknfants Malades (Paris, Frante3®
Colon specimen from a patient with collagenoustisolivas obtained at the Nice CHRU
(France, Dr A. Rampal).

Embryos of lama5-deficient micé® were removed by caesarean section. For
epithelial/mesenchymal dissociation, embryonic shte of 13.5-day old mice are treated
with a collagenase solutiGf. All experiments were performed in accordance wtiie
INSERM institutional guidelines for animal care.

Generation of cDNA microarray and data analysis

The microarrays used for the transcriptome analkysigained 10,752 murine cDNA clones
obtained from five different cDNA bank sourcescorresponding to 2150 genes. The
preparation of fluorescent probes, hybridizatioepstscanning and quantitative image
analysis are detailed in Supplementary MateriatsMathods.

RNA interference

RNA interference fodama5 was performed with siRNA sequeftand negative control
siRNA (Eurogentec, Seraing, Belgium, 5-CAGGACUGCGBAGACAdTAT). siRNA
were transfected using INTERFERIn (Polyplus-traciséa, lllkirch, France) as described by
the manufacturer. The plates were incubated at 3@fG2h. Total RNA was purified and
gene expression was measured by qRT-PCR (n=3).

Céll cultures, apoptosis, proliferation and migration assays

Immortalized mouse intestinal m<dGcells’”’, mesenchymal primary cultures from embryonic
intestinal tissue derived from wild-type or 0@ deficient micé® and muscle-derived
primary cell cultures were used. Cells were essabli and cultured as described in the
Supplementary Materials and Methods section. Salyproliferation and migration assays
were done on m-lgp cells as described in Supplementary Materials aethbts.

Akt activity assay

After an overnight serum starvation, me|and muscle-derived primary cells were plated on
tissue culture dishes with or without laminin matis previously described Control of Akt
activation was performed by adding EGF (0.02ug®ima) and insulin (5pg/ml; Sigma) to
the culture medium. In some experiments, wortmaraiRI3K inhibitor, was added at a final
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concentration of 1.5uM. Cell lysates were obtaiasdlescribed in Turck et ¥l Akt activity
is also determined on homogenized intestinal tisdud a5 deficient mice.

Plasmids, transfection experiments, and TCF/[3-catenin reporter assays

The TOPflash reporter vector was used to evaluatieity of Wnt signaling. HEK293 cells
were plated into 24-well plates coated or not \either laminin-111, Caco-2 derived laminin-
511 or recombinant human laminin-511 (BioLamina AByeden). Luciferase assays were
performed 24h later on cell lysates (Dual Luciferd@eporter assay system, Promega;
Lumistar luminometer, BMG Labtech, Germany).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the uepaBtudent’s test. For migration studies,
one way Anova test followed by Tukey's multiple gamson test served to verify
significance of the observed differences.

Results

Expression of the LM a5 chain ismodified in human intestinal pathologies

In normal human intestine, the Ld8 chain is found in both the subepithelial andrthescle
BM.%>* By immunodetection of the L5, we and others had demonstrated some major
modifications of the expression and localizationtluf chain in pathological tissue of the
intestine’®?* The normal gut mucosa displays a striking gradartMa5 expression along
the crypt villus axis with a high expression in #hilus and low expression in the crypt¥’
Examination of samples from the small intestine emidn of infants with tufting enteropathy,
an epithelial dysplasia, or from collagenous celigveals a strong up-regulation of &llin
the crypt regionKigures 1A and B). Such an altered expression of &slwas also noted in
Crohn’s disease small intestinal muco$d gnd our unpublished data) but not in celiac
intestinal mucos&: By staining with a Ki-67 antibody, we observedtttre proliferating cell
compartment accounts for nearly two thirds of thgtwhich suggests that the crypt region
had expanded in the intestinal mucosa of patieritstufting enteropathyHigure 1C). The
LMa5 chain is also found in the adult human colon@urding individual smooth muscle
cells. Bowel tissue samples from Hirschsprung péiereveal an increase of A8
immunostaining in the dilated muscle of the gangtdoowel upstream the distal aganglionic
region in a subgroup of patierfts.

Together this increase of L& expression in human intestinal tissue with sigrfs
pathologies point to an important role of this chiai intestinal physiology.

Lack of the LMa5 chain has a profound effect on the intestinal gene expression

signature

To address the role of the LB chain during organogenesis and cell interactians,
microarray analysis was performed. RNA was extrthdtem whole E-15.5 intestines of
LM a5-deficient and wildtype mice. Embryonic day 15.&swchosen since at this time point
villus morphogenesis is initiatédand differentiation of smooth muscle and mucussasl
largely affected in the absence of the dSkchain’®. Analysis of the RNA expression
profiling revealed that 192 genes are upregulatetll®4 genes are downregulated more than
2-fold in LMa5 deficient intestine in comparison to wild-typsstie Supplementary Figure

1). These differentially expressed genes were oddaoceording to their presumed functions
(Figure 2). Amongst the upregulated genes, 27% of geneg€bes) are involved in signal
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transduction such as the Wnt and PI3K/Akt pathwadsteover, 17% of genes (32 genes)

encode molecules implied in gene transcription veitime transcription factors relevant in

epithelial as well as in mesenchymal tissue devetyg and homeostasis. Furthermore, 4%
of genes belong to the adhesion receptor familjudiog three integrin subunitsi¢, aM and

B4) and the 67kd laminin-111 receptor. Amongst tbevregulated genes, again signaling
molecules are the most affected (17%). 14% of gé2iegenes) are associated with epithelial
or muscle cell differentiatior={gure 2, Supplementary Table 2).

Laminin-511 regulates expression of genesinvolved in cell adhesion and differentiation
Integrins and Lutheran are amongst the cell adhessgeptors that interact with Ldb-
containing trimeric matrix molecules. Here we fouat expression of thB4 integrin is
increased at mMRNAFRjgure 2) and protein levelSupplementary Figure 2). In contrasf31
integrin expression is already low in controls anglightly further decreased in the absence
of lama5 (Supplementary Figure 2). By tissue staining we saw that Lutherianstrongly
decreased in the intestine as well as in the luntpagen of LMx5 deficient mice
(Supplementary Figure 2).

Several genes encoding markers of epithelial diffeation are downregulated in the absence
of the LMa5 chain EFigure 2). These include molecules involved in lipid/choéesl
metabolism such as Fabpl and Fabp2, ApoAl and Apal HmgCs2. By semi-
quantitative RT-PCR we confirmed a decrease ofethiemnscripts in intestinal tissue from
LMa5 deficient mice in comparison to wildtype litterrea Figure 3A). The expression
levels (1.5 to 3.1-fold decrease) are similar wsthobtained by the microarray experiments.
The absence of the Livb chain also causes a reduced expression of gegeslieg brush
border enzymes such as the zinc metalloproteasd &@peprin) and the serine exopeptidase
DPP4(Figure 2).

In accordance with the observation that the dSVideficient intestine displays a smooth
muscle defect® we find a repression of genes regulating the nwsenal and muscle
compartment. In particular gene products regulagiuigmotility such as FHL1 (a regulator of
muscle cell differentiation), desmin as well as NR\d CCKAR are significantly
downregulated in LM5 deficient intestinal tissug~igure 2). This was confirmed by RT-
PCR for FHL1, NPY and CCKARHFgure 3B) and correlates with the already described
reduced protein levels of the muscle marker desmimtestine lackingi5 expressior®

Deregulated expression of Wnt signaling moleculesin the LM a5 deficient intestine
Expression of genes known to be expressed in theyemic murine intestine such as Wnt4,
Wnt5a and Wnt1*¥ is LMa5 chain-independent (not shown). But the absendaned5 had
an impact on the expression of other Wnt pathwayegesuch as axinl, Dvl2, Wnt 10b that
are downregulated. In contrast Dvll, Fzd2, sFRP wapregulated Higure 2). Also
expression of the Wnt target genes Msx1, MyoD1 RitxR is upregulated 3.1-, 2.2- and 2.1-
fold, respectively in intestinal tissue lackihgma5 (Figure 2). By real-time RT-PCR we
confirmed increased expression of Pitx2 and Sfrp2the a5 knock-out intestine in
comparison to the wild-type tissu&igure 4A). By in situ hybridization we confirmed
upregulation of the transcription factor Msx1 ire tandodermal compartment of the a®
deficient intestine Kigure 4B). Upregulation of MyoD1, a classical muscle-specif
transcription factor, was confirmed by immunostagnthat revealed a MyoD1-positive signal
in cultured intestinal mesenchymal cells deriveahfrLMa5 deficient embryonic intestines
(Figure 4B). In addition HIx1, implicated in epithelial-mesd#rymal interactions, is also
upregulatedRigure 4A).
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Expression of Hix1, Pitx2 and Sfrp2 was previoustported in the fetal intestiid.We
confirmed and extended these findings. Expressiaa @etermined by qRT-PCR on RNA
derived from physically separated embryonic intedtendoderm and mesenchynfieg(ire
4C). Although Pitx2 is expressed in both tissue compants it is mostly an endodermal
product. In contrast Sfrp2 and HIx1 are predomilyaot exclusively expressed in the
mesenchymal compartment. In the absence of tha3_khain, the ratio of gene expression
between mesenchyme and endoderm did not changécsigtly.

Repression of lamab by sSSRNA phenocopies expression of target genesin lamab deficient
intestinal tissue

To determine whether laminin-511 is necessary golete expression of the identified target
genes, we used siRNA to downregulia®a5 in wild-type embryonic mesenchymal cells and
adult intestinal smooth muscle cells, which react&&® and 68% repression in the
embryonic and adult cells, respectively as showng®T-PCR Figure 4D a, c) and
immunofluorescence~{gure 4D, b, d). Analysis of HIx1 gene expression by qRT-PCR and
of MyoD1 protein by immunofluorescence showed a-fald increase of HIx1 and the
appearance of MyoD1-positive nuclei upon silen@htamab in cells of embryonic and adult
origin (Figure 4D).

Laminin-511 inhibits canonical Wnt signaling

To examine whether laminin-511 directly influend&st signaling we used the TOPflash
reporter assay. As shown kgure 5, on a laminin-511 substratum TCF-dependent reporte
activity is repressed which is different to a lamifil1l coated surface where an activation is
seen. Laminin-511 dependent inhibition of the T@#l construct is also observed when cells
were transfected with plasmids encoding TCF4 aadilsted 3-catenin. These data suggest
that cell adhesion to a laminin-511 substratumatlyelocks Wnt signaling which may occur
through a mechanism downstreanfedatenin stabilization.

Laminin-511 stimulates expression and activity of the survival factor Akt

Expression of genes belonging to the PI3K/Akt siigigapathway such as Rasgrp2, Pik3cd,
Pikc2g, Akt2 Figure 2) is modified in the absence of the 9 chain. Considering the
central role of the serine-threonine protein kinAgein cell survival, we analysed regulation
of this enzyme by laminin-511. Western blot anaysivealed that Akt protein expression
and phosphorylation is lower in L& deficient intestines than in wild type controls
(Supplementary Figure 3A). In control intestine, expression levels of Akeé digher in the
mesenchyme than in the endodei®adplementary Figure 3B). In mesenchyme from the
LMa5 deficient intestine Akt expression is decreasétle this expression does essentially
not change for the endoderm in comparison to cbtissue Supplementary Figure 3C).
This result supports distinct roles of laminin-5@the endoderm and the mesenchyme of the
embryonic intestine.

To address the role of Akt, we investigated intedtcell behavior in response to laminin-511
upon inhibition of PI3K which is upstream of Aktc#vation of Akt was examined in the m-
ICci2 epithelial cell line and in intestinal muscle-dexd primary cells that were seeded on
laminin-511- or laminin-111-coated surfaces. Asveman Figure 6A, Akt is phosphorylated
in m-IC¢2 cells on laminin-511. But Akt lacks phosphorylation cells on laminin-111.
Addition of wortmannin, a specific inhibitor of {3 abolishes Akt phosphorylation in cells
cultured on laminin-511 or upon stimulation withogth factors. In contrast to epithelial
cells, laminin-511 does not stimulate Akt phospletign in muscle cells; yet, Akt can be

73



stimulated by EGF/insulindfgure 6B). Phase contrast microscopy revealed that lantfih-
stimulates spreading of epithelial and muscle celidistinguishably Eigure 6A, B).
Inhibition of Akt with wortmannin abolished spreadiof epithelial cells on laminin-511 as
evidenced by cell rounding-(gure 6A). This is in contrast to muscle cells, which remai
spread in the presence of wortmanrkig(re 6B). Altogether, our data provide evidence that
laminin-511 specifically activates Akt through tRE8K pathway in intestinal epithelial but
not in mesenchymal cells.

Interaction with laminin-511 protects against apoptosis, and activates proliferation and
migration of intestinal epithelial cells

Since adhesion is important for survit’ahnd laminin-511 supports adhesion of epithelial
cells and Akt phosphorylation, we triggered apoistdyy HO, and investigated survival in
the presence or absence of a laminin-511 substratwhupon treatment with wortmannin by
using the MTS assay. We observed that the presaintaminin-511 protects cells against
H.O.-induced apoptosis, where all cells survive, whgchifferent to the absence of laminin-
511 where 80% of cells died despite an indistingaide cell adhesion on both substrata.
Moreover, the apoptosis protecting effect of lamiBill is completely abolished by
wortmannin Eigure 7A).

Since we observed that genes involved in cell simissuch as cyclins, MAPKinases and
cullins are deregulated in L&¥6 deficient intestinal tissue (s&applementary Table 2), we
investigated whether adhesion to laminin-511 pa#ntinfluences cell proliferation. m-I§z
intestinal cells were seeded on laminin-511, intedbavith BrdU and proliferating cells were
detected with an anti-BrdU stainintpndeed, laminin-511 stimulates proliferatioRidure
7B).

Both laminin-511° and PI13K¥° play a role in cell migration, therefore we detered whether
laminin-511-specific migration is PI3K dependentl@g; epithelial cells were seeded at low
density on laminin-511- or laminin-111-coated soef& and motility was recorded by time-
lapse video microscopy. We found that the migraspeed is enhanced by laminin-511 as
compared to laminin-11IF{gure 7C). Cell trajectories and immunodection of the daluF-
actin cytoskeleton are similar on both substra@achot shown). But in contrast to cell
survival laminin-511-dependent migration is notRi@ependent, since wortmannin does not
affect random migrationHgure 7C). To confirm this observation we used an indepahde
assay where migration of m-+g epithelial cells on laminin-511 was determinedthe
presence or absence of wortmannin. Here, migrasomitiated upon changing the tilted
position of the dish into a horizontal position.ahg, cell migration is significantly increased
on laminin-511 in comparison to cells seeded ommeoated dish and this migration is not
inhibited by wortmanninKigure 7D). Our data show that laminin-511 triggers mignataf
intestinal epithelial cells in a PI3K independeragmer.

Discussion

The prominent expression of laminin-511 in the guggests that this laminin plays an
important role in intestinal tissue homeostasislebd, as shown here and by otH&f8?!
uncontrolled overexpression in pathological intestitissue or lack of L5 has a severe
phenotype and clearly demonstrates thatoliMn the epithelial and muscle BM is essential
for intestinal tissue morphogenesis. Gene ablatidhe mouse reveals that Id8 is essential
since LMu5 deficient mice are early embryonic letfaMoreover the intestine of these mice
is deranged and exhibits a muscle fusion phendfyfie. understand the role of laminin-511
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in intestinal homeostasis, we used RNA profilingeohbryonic intestinal tissue d&ama5
knock out mice combined with cell culture experinseto determine thkamab specific gene
expression signature in the developing intestireliik the results to either the endoderm or
the mesoderm we also separated both compartmetitareatyzed expression of candidates.
Our data provide a mechanistic link betweend9vigene deficiency and the physiological
phenotype. Two major results arise from the prestemty: loss of the L5 chain alters the
intestinal gene expression signature andoBMVis involved in regulating Wnt and PI3K
signaling causing distinct cell responses in thaoderm and mesoderm.

During intestinal morphogenesis a subset of mesenah cells differentiate into smooth

muscle cells. This differentiation is accompanigdnborphological alterations of the cells

such as elongation and alignment of mesenchymigl egld expression of smooth muscle cell
markers. In the absence of laminin-511 we obsemedltered expression of mesoderm
specific genes which are downregulated and indiGateabnormal differentiation and

function. Moreover, metabolic enzymes of the intedtepithelium as well as markers of the
brush border are also downregulated in the abseht@ma5 again suggesting an aberrant
differentiation.

Canonical Wnt signaling controls a variety of bgilmal processes including embryonic
patterning and colorectal cancer development. énddveloping fetal intestine Wnt activity
appears around E16 and in postmitotic c&llsNVe found that several Wnt signaling target
genes are induced in the absenckwB5, amongst them Pitx2 and Msx1 in the endoderm as
well as MyoD1 in the mesoderm. Activation of Wngrsaling in the absence d¢émab
suggests that Wnt signaling is repressed wiaemab is expressed. Indeed our cell culture
experiments provide evidence that a laminin-511ssalum represses canonical Wnt
signaling. Wnt signalingpotentially may promote proliferation and diffenation in the
lama5 deficient intestine. On the other hand severatsimal epithelial and mesodermal
markers are downregulated (s€g&gure 2) which could explain that differentiation is
incomplete and aberrant in both compartments. émntiesoderm the lack tdma5 may have
stimulated muscle differentiation which could paian explanation for the muscle fusion
phenotype observed lama5 deficient mice. It is intriguing to note that Wsignaling had
promoted survival and expansion of certain myobgmegenitor cells through Myo®. The
loss of LMo5 is incompatible with life. An aberrant ectopicpesssion of LMi5 is also
deleterious as we have seen in tufting enteropatidy Hirschsprung disease that elevated
LMa5 is linked to increased proliferation and tisskpamsiort >

In the laminin-511 deficient intestine we obsenadaltered expression of matrix adhesion
receptors. Whereas integriresr, aM, 4 and the 67kD laminin receptor are induced,
expression of Lutheran is inhibited. It is concéieathat the newly expressed adhesion
receptors as well as the lack of other receptachiding Lutheran causes signaling that is
profoundly distinct to that in dama5 expressing intestine and contributes to tissue
disorganization.

We also showed that intestinal epithelial cellseadron laminin-511 which provides them
with a PI3K dependent survival signal. This coukl felevant in the developing intestine
since loss of adhesion to an extracellular suhstraitauses anoikis, death due to
homelessness. Indeed, expression and activation of the PI3K dsiveam target Akt is

strongly reduced in the intestine d&ma5 deficient mice. Enhanced adhesion and
proliferation on laminin-511 has already been regabrfor keratinocytes, hematopoietic
progenitor cells and human colon adenocarcinoma.CélNow we demonstrate that laminin-
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511 prevents apoptosis via a PI3K dependent pathvayr data extend published
observations made in lung cancer ¢&lby demonstrating an important role of laminin-54.1
triggering survival of normal intestinal epithelieélls in a physiological setting. We also
observed that intestinal epithelial cells migrabgvdards laminin-511, but this occurs in a
PI3K-independent manner. The described role of dawbll in cell migration is in
agreement with previously published dafd and may support its important role in
metastasié’

We conclude that conflicting signals are elicitacdthe absence ¢damab, that alter adhesion
and migration, induce differentiation and finallygger anoikis. Integration at tissue level
may cause abnormal intestinal tissue morphogenésfsat do we learn about the
physiological role oflama5 from these experiments? We demonstrated thatregfionses
toward a laminin-511 and laminin-111 substratum alearly distinct. A laminin-511
substratum prevents chemical-induced apoptosiseslsea laminin-111 substratum does not.
On the contrary, a laminin-111 substratum inducest Wgnaling whereas a laminin-511
substratum represses Wnt signaling. These dataesudgstinct functions of each of the two
laminins which is further supported by data fronoék out mice. In contrast to tHama5
deficient mice, SOX2-Cre-mediated knock outlafmal in the embryo proper does not
interfere with viability?> or normal morphogenesis of the intestine (Lefebete al.,
unpublished data). Thus integration of signalingpmnses toward laminin-511 and laminin-
111 may be crucial for the normal development ef ititestine. Moreover, it is conceivable
that uncontrolled expression of either or both led taminins leads to pathologies of the
intestine.
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Figure 1: Deregulated LMa5 expression in the intestine of patients with tufting
enteropathy and collagenous colitis

LM a5 detection on small intestine (A) and colon (B)nfr patients with tufting enteropathy
and collagenous colitis reveal a differential lomatof this chain as compared to controls.
While a5 is detected mostly at the villus compartmentdantmol specimen, it is found also in
the crypt region (inset) in tufting enteropathy @peen. In a specimen of collagenous colitis,
the staining is stronger all over the crypt-villasis. Arrows point to the BM region. (C)
Examination of small intestine of a patient withfting enteropathy shows an extended
location of dividing cells and yet a normal celifelientiation (sucrase-isomaltase staining).
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Figure 2: Pie chart of the upregulated and downregulated genesin absence of lama5

The 192 upregulated and the 164 downregulated geses grouped according to their
presumed function. Brief description and main fiord of deregulated genes iamab5
knock-out intestines are given as well as the sastimulation or repression.
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Figure 3: Validation of candidate genesinvolved in differentiation

Semi-quantitative RT-PCR experiments were performedE15.5 control (WT) and knock-
out (KO) intestines for genes belonging to the hegial (A) or muscle (B) compartment
(n>3). Data are presented as fold changes betweerkiauiggrey bars) and wild-type (black
bars) (mean +/- SEM, n =3 to n=9) (* p< 0.05).
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Figure 4: Expression of genesinvolved in Wnt-signalingin LMa5" intestinal tissue

(A) Gene expression rates of HIx1, Pitx2 and SfopBveen intestinal E15.5 knock-out and
control RNA (mean +/- SEM, n=7-9; *p< 0.02). (B) situ hybridization of Msx1 and
immunostaining of MyoD1 (red) on embryonic contesid KO intestines or on cultured-
derived mesenchymal cells. Msx1 is stimulated aiyo¥. induced in knock-out endodermal
and mesenchymal cells respectively (arrows); eodedn; m: mesenchym@C) Quantitative
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RT-PCR were performed on isolated compartmentgyfarmas show the relative expression of
genes between mesenchyme (mes) and endoderm (gildajalue 1 being the total amount
in control intestines. The relative proportion dketgenes between the mesenchymal and
endodermal compartment are not altered inoi5Vl intestines. (D) Effects of sSiRNA t@ma5

on mesenchyme-derived target genes, Hix1 and My&dibryonic mesenchymal cells and
adult intestinal smooth cells were cultured in firesence of control- ankdma5-siRNA.
Lama5-siRNA decreases L6 gene (up to 68%) and protein expression (in greeboth
embryonic and adult celld.ama5-siRNA upregulates HIx1 gene expression and MyoD
protein expression (in red). After 72 h, gene espien was analyzed by RT-Q-PCR
normalizing to GAPDH and expressed as relative-tbldnge (mean +/- SEM) compared to
control-siRNA. Arrows point to MyoD positive cellsluclei are stained with DAPI (blue).
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Figure5: Presence of laminin-511 inhibits TOPflash activity

HEK293 cells seeded on laminin-111, cell-derivednitan-511(C) or on recombinant
laminin-511(R) were transfected with TOPflash3-aatenin/TCF/LEF-responsive luciferase
reporter plasmid, or the negative FOPflash ve&ontrol experiments consist of TOPflash or
FOPflash transfected cells with plasmids encodi@f-4 and mutated/activfg-catenin. The
graphs represent the average relative luciferasgitpgcnormalized to luciferase Renilla
activity (n>3 except for laminin-511(R) n=1; in duplicate; meaa SEM). Note that the
TOPflash activity is inhibited when cells are groamlaminin-511.
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Figure6: Activation of Akt in epithelial cellsadhering to laminin-511

m-IC¢2 epithelial cells (A) and embryonic smooth musadisc(SMC; B) were plated on

uncoated dishes +/- EGF and insulin, and on disbesaining laminin-511 or laminin-111.

The PI3K inhibitor wortmannin was added where iathd. Cell lysates were analyzed for
phosphorylated Akt (P-Akt) and actin after blottiridpte that activation of Akt is visible in

epithelial cells cultured on laminin-511 but not @minin-111; no activation occurred in

muscle cells in the presence of laminin-511.

85



A 420

100}

=)
(=]

Survival (%)
B 5
[ =T =

)
[=)

Proliferation (%) 0

|—
=

g

33e

0

70
60
50
40
30
20
10

80

Velocity (pm/h)

601

404

201

Distance (AU)

o
K
o
[

Migration

lluiuiui:i, F'

o

"E‘

* LN-511
“ LN-111

A
o OO
:_I‘l..

i1
FF o

i

0 50 100 150
Time (mn)

EEEEEEEEE i,.n!, |

Figure 7: Laminin-511 controls epithelial cell survival, proliferation, and migration

(A) In a survival assay, m-Kp intestinal cells were seeded on laminin-511 coaten
uncoated dishes with 8, +/- wortmannin (Wm). The anti-apoptotic effect aflinin-511 is
dependent on PI3K as assessed by the absence ing leells on laminin-511 with
wortmannin. (B) Proliferation of m-I§; cells is activated on laminin-511 (black) compared
to control (white). (C) Both migration velocity amdmulative migrated distance of cells are
enhanced when seeded on laminin-511 versus larhitiin{D) Chemotactic migration essay
of m-IC¢p; cells on uncoated dishes and on laminin-511 +/- Whows that laminin-511
stimulated cell migration independently of the PABkt pathway (mean +/- SEM).
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Supplementary Table 1. Sequences of the primersused for RT-PCR or RT-QPCR

Gene

Sequences (5'to 3')

ATG TGA AGT CAC TGT GCC AG

36B4

GTG TAATCCCTCTCC ACAGA

ApoAI

CAC GTA TGG CAG CAAGAT GAACC

TTC TGG AAT TCG TCC AGG TAG

Axinl

GA CTT GGA ACT CTC CGA GAC AGA

AGT GCA CAGTAG TGATGG TGT GC

CCKAR

TGCTCAAGGATTTCATCTTCG

ACCTTCAAAGCATGGGACTTT

Desmin

AGGAGGAGATCCGACACCTAA

CTCGGAAGTTGAGAGCAGACA

Dvil

CGA CCT GTG CAG TAACCT CGC A

CCA CTT GGT ACT GTG TGG TCT GA

Dvi2

GCT TAC CCT GGC TCC TCATCT AT

CCC ACT GGA ACC GTC ATT GTC AT

Fabp1

TCT CTT GCT GAC TCT CTT GTA GAC

CTT TGA GCC ATT CAT GAA GGC AAT

Fabp2

ACATCA GCT TAG CTC TTC AGC GTT

ATG TGA TGA AGA GGA AGC TTG GAG

FHL1

TCG TGC CAG GAT TGT CCT TCA TAG

CTG GCA TAA AGA CTG CTT CAC CTG

Fzd2

AGC AGG CGG CCG GGC AGC TA

GTG GAACTG GGC CGGTCCG

GAPDH

TagMan mouse endogenous control
(Applied Biosystems)

Hix1

ACA GAC ATA CAA GCG GAA GCG CT

TTA GAG TGC CGC CAC TTC ATC CT

Hmgcs2

CTT CCT GCG ATG CATCTCATCC

CCACTCTGC CCAAGAATTGGCT

Lamab

GGCCAGGAAGAACCAGCTA

GCAATCTTCTCACTGGTCTCG

NPY

ACCCTCGCTCTATCTCTGCTC

CGTTTTCTGTGCTTTCCTTCA

PBGD

AAC CCT TGT GAT GCT GTT GTC

GAC GAT GGC ACT GAATTC CT

Pitx2

CCA GCA AGG AAA GAATGA GGA TGT

ACT CG GGCTTC CGT AAG GTT GG

Sfrp2

CCA AGG TGT GTG AAG CCT GCA AA

GGA GAT GCG CTT GAACTC TCT CT

Wnt10b

Quiagen Gene ID 22410
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Supplementary Figure 1: Laminin a5-specific gene clustersin intestinal tissue

Selected clusters produced by a hierarchical dinstg@rogram are shown on the left. The top
clusters follow a pattern of increased expressiofaminin a5 -/- intestines. In the bottom,
clusters of genes are shown whose expression igeddin knock out intestine (KO) as
compared to wild type intestine (WT). Since thees#y of the phenotype was heterogenous
between samples a similar change in expression lieaat 2 of 4 independent experiments
with at least a two-fold difference in expressicgtviieen normal and laminia5 deficient
intestinal tissue was used as criteria. The brdewbths indicate the correlation with which
genes were joined, with longer branches indicatndower correlation. On the right,
enlargement of a region with a decreased expressitmre knock out and with the listing of
the corresponding genes. Each column representsighe sexperiment, and each row
represents a single gene. Increased expressioisgkayked in red, repressed expression is
shown in green and unchanged expression in blathk tkae relative log2 (ratio) reflecting the
intensity of expression. The co-hybridization st used in our cDNA microarray
experiments controls array variations through detamalization with a common reference,
thereby generating data that can be compared betmaéiple samples. Similar results were
obtained from samples derived from independergr$ittNote that the controls (WT, L1 to
L4) appear as a separate group distinct from tleelkout group (KO, L5 to L8).
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Lutheran
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Supplementary Figure 2: Immunodetection of integrin B4 and B1 subunits, and of
Lutheran in control and laminin a5 knock-out embryonic intestinal and lung tissue

Basal staining of thB4 subunit was increased concomitant to the ladkrafnin a5 chain in

the intestine (arrows); at the opposite epithdliatheran immunoreactivity was strikingly
decreased in both intestine and luagendoderm, m, mesenchyme; s, serosal layer; srrow
point to the subepithelial basement membrane region
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Supplementary Figure 3: Expression of total and active Akt isdecreased in laminin a5-/-
intestines

(A) Representative immunoblots showing the expoessdf Akt (pan-Akt), Akt2 and
Phospho-Akt (pan P-Akt) in E 15.5 control (WT) amtbck-out (KO) intestines. Average of
two experiments was quantified and is expressedats between knock-out (grey bars)
versus wild-type controls (black bars). Data wepenmalized using actin. (B) Representative
immunoblot showing that Akt is mainly expressedha E 13.5 intestinal mesenchyme (Mes)
as compared to endoderm with little Akt (Endo). [®@g graphs representing expression rates
between pan-Akt and actin show that the decreageirexpression in laminim5-/- (KO:
grey columns) compared to control (WT: black colgjninmtestines is mainly due to a loss of
expression in the mesenchymal compartment.
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Supplementary Materials and Methods

Tissue staining, visualisation of proliferation and sucrase-isomaltase on human tissues
Biopsies were fixed in Bouin solution and stainedthwhematoxylin-eosin reagent.
Immunodetection of dividing cells was done as presly described using anti-human Ki-67
(Dako, France) antibodyBrush-border sucrase-isomaltase was detected mithoclonal
antibodies kindly provided by Dr HP Hadri.

RNA extraction

Samples were immediately stored in RNA Later (Ambi€@ourtaboeuf, France). RNA was
extracted using Tri Reagent (Molecular Researcheézénc., Euromedex, France) and further
purified by an additional phenol/chloroform 5/1 W/extraction. The integrity and purity of

each RNA sample was checked by microcapillary edptioresis using the Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, Massy, France).

cDNA microarray preparation and data analysis

Generation of the cDNA microarray was done accgrdim Ghate et &.The microarray
experiments were performed in quadruple with indelpatly prepared RNA from mutant and
wild-type embryonic intestines at embryonic day518erived from 4 different litters. For
each RNA sample, a dye-swap labeling and hybridinalvas performed using a common
reference RNA sample corresponding to 15.5-day gomic intestine of C57B1/6J mice.
Cy3- and Cyb5- labeled cDNA probes were prepared réyerse transcription, using
SuperScriptll from Gibco-BRL (Invitrogen Cell Culey France). They were then mixed
together, purified and concentrated using the MieroYM-30 filter (Millipore; Molsheim,
France), and finally resuspended in hybridizatiolutson: 50 % formamide, 4X SSC, 0.6 %
SDS, 5X Denhardt solution, 0.25 mg/ml of mouse C@NA, 1mg/ml salmon sperm DNA
and 1mg/ml poly(dA).

The slides were immersed in a prehybridization tsmhu(50 % formamide, 4X SSC,
0.1 % SDS, 0.1 % BSA fraction V) for 30 min at 46before probe hybridization in a humid
chamber overnight at 46° C. Prior scanning, thesthybridization washes were performed.
Array scanning and data analysis was done as tesdn Ghate et af.

The Gene Cluster 3.0 and Java Treeview 0.9.6 pmoggnaere used for analyzing
microarray data. The normalized ratio of RNA sam(plentrol or mutant) toeference RNA
(log2) was calculated, and this ratio was direatligd for the comparison of gene expression
in the different samples.

Semi-quantitative and quantitative RT-PCR
At least 3 paired intestinal control and knock-gammples taken from distinct litters were
used. Primer sequences are describe8Supplementary Table 1. Total RNA was treated
with DNase | (Roche Diagnostics, Meylan, Franc®NA synthesis was done according to
Turck et al2 or by using the High Capacity cDNA RT kit (Appi@iosystems Inc, France).
Semi-quantitative PCR were performed with the Resitgr Mix 2X (Eurogentec, Seraing,
Belgium) using an iCycler apparatus (Bio-Rad, MarleeCoquette, France). Control PCR
was performed directly on RNA without reverse taigpion. PCR fragments were analyzed
by 3% (w/v) agarose gel electrophoresis using #leDgpc 1000 apparatus (Bio-Rad). The
36B4 ribosomal gene served as a standard for samptealization.

For quantitative real-time PCR analysis, we used ltilghtCycler™ system (Roche
Diagnostics, Meylan, France) or the 7500 real-tiA@R system (Applied Biosystems Inc,
France). PCR amplification was performed using HastStart DNA Master Mix SYBR
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Green | (Roche Diagnostics, Meylan, France) orguiie TagMan® Gene Expression Master
mix for GAPDH or thePower SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,Inc
France). PCR efficiency (E) determined by seriditatin of a pool of cDNA was calculated
by the slope of the regression lie$ 10°"®.1) and was higher than 80%. The specificity
of the PCR products was assessed by generatingltangneurve. The comparative CT
method AACT method) was used to quantify the cDNA of intemedative to the PBGD
(porphobilinogen desaminase) or the GAPDH referenBata are represented as ratios of
mean values (+/- SEM).

RNA in situ hybridization

In situ hybridization of Msx1-labeled probe on feozsections of E14.5 mouse embryos was
performed as described in Gradwohl et @he Msx-1 antisense RNA probe (probe provided
by Dr R. Hill, MRC Human Genetics Unit, EdinburgbK) was synthesized from a 880pb
cDNA inserted in a pTZ19 vector.

Céll culture

Immortalized mouse intestinal m-d@ cellS$ were maintained in culture at 37° C in
DMEM/Ham F12 medium (Invitrogen Cell Culture, Frafcsupplemented with 2.4 g/l D-
glucose (Sigma), 5 pg/ml transferrin (Sigma), 50mdktamethasone (Sigma), 5 pg/ml insulin
(Sigma), 30 nM sodium selenite (Sigma), 1 nM tratidyronine (Sigma), 10 ng/ml epidermal
growth factor, 2% fetal calf serum and 1 % pergttomycin. Mesenchymal primary cultures
used until the third passage were established forhryonic intestinal tissue derived from
wild-type or laminina5 deficient mice after collagenase treatment asribes previously.
Muscle-derived primary cell cultures were obtaifien adult small intestine as follows: the
outer muscle layer was removed, minced with scsssand then incubated in a
collagenase/trypsin solution (collagenase Xl, Sig@d@0 U/ml; trypsin, Calbiochem, 0.1
mg/ml in RPMI medium) for 1 hour at 37° C under lshg. After centrifugation the cells
were transferred to collagen-1 coated dishes in RBMdium (Invitrogen Cell Culture,
France) supplemented with 10% fetal calf serumgaramycin. These primary muscle cells
were used until the"5passage. The human embryonic cell line HEK293 wamtained in
DMEM medium (Invitrogen Cell Culture, France) suppented with 10% fetal calf serum
and gentamycin.

Western blot analysis

The western blot procedure is performed using stahdrotocol and is described in Turck et
al.” The following antibodies were used: rabbit polyebantibodies against Ak§272, Cell
Signaling; 1:1000), Akt2 (1:500; kindly provided By B.A Hemmings, Friedrich Miescher
Institute, Basel; Yang et .aR003), rabbit monoclonal antibodies to PTEN (1338Gell
Signaling; 1:1000), mouse monoclonal antibodigainst Phospho-AKi4051, Ser473, Cell
Signaling; 1:1000)actin (Mab 1501R, Chemicon; 1:15,000). After indidrawith goat anti-
rabbit or anti-mouse alkaline phosphatase-linkedorsgary antibodies, the blots were
developed using ECL (enhanced chemilumiscence rsidstAmersham Life Science Ltd,
Buckinghamshire, England). Signals were quantitigdusing the Quantity One software
(BioRad, CA, USA). The MagicMark Western Standdravifrogen, Cergy Pointoise, France)
was used as molecular weight marker.

Detection of apoptosis, proliferation and migration assays

For survival assays, mouse melfdntestinal cells were cultured on uncoated dishesroght

in serum-free medium. After trypsinization, cellen® allowed to attach on uncoated or
laminin-511 coated dishes (15X1€ells/ 0.7 crf) for 6 h prior to 1 hour-treatment with 200
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UM H,O, in DMEM/HamF12 serum-deprived medium with or withd..5uM wortmannin.
Surviving cells were detected after 24 h with MT@{Titer 96° AQueous One solution Cell
Proliferation Assay; Promega, Madison, WI) as presly describe.Data are presented as
percentage of recovered cells in absence A),HAlternatively, cells undergoing apoptosis
were detected by immunostaining of cleaved caspassing rabbit polyclonal antibodies
(RD Systems; diluted at 1:500). Four independepegrments were performed in duplicate.

For proliferation assays, mouse mefdntestinal cells were seeded at 15%a€lls/0.7
cn’ chamber (Lab-Tek Permanox Chamber Slide, Nunc) mecoated or on laminin-511-
coated dishes for 24 h prior the 1h-incubation vidtdU (10uM; Sigma-Aldrich). Cells were
then fixed in 2% paraformalhedyde in PBS for 10 @ then treated with 2M HCI for 60
min at 37° C to denature DNA. After washing, antdB—fluorescein (Roche, IN, USA; 1:10)
was added. The number of BrdU-positive cells wasnted in randomly fields using an
epifluorescence microscope (AX 60, Olympus Opti€d, Hamburg, Germany). Total
number of cells was determined by DAPI stainingg®-Aldrich). Quantification of the
proliferative cells was performed by counting Brdbkitive cells, reported as a percentage of
total cells present on the dish (visualized by DARIlear staining). Three independent
experiments were performed (with 4 to 6 replicaesériment, mean +/- SEM).

Two types of cell migration assays were used. Teess the directed migration
2.5x10 cells/9.6 cri were plated on uncoated or laminin-511 coated dishemediately
fixed in a 20 degree upright angle for 3 h befdre dishes were horizontally placed to start
the migration assay. The cell front was marked teeénd after the experiment at 24h. Each
experiment was performed in duplicates. In orderfdilow the random (chemokinetic)
migration of the cells, time-lapse sequence videomscopy was used. 2.5x1@ells/cnf
were grown on plastic, laminin-111, laminin-511 iehed matrix or laminin-511 plus
wortmaninn (final concentration of 1.5uM) for up48h. Cultures were maintained at 37°C,
5% CQ in the humidified chamber of the inverted micrgseo(Axiovert 200, Zeiss)
equipped with a digital camera (Coolsnap fx, Rdpeientific). Images were taken every 10
minutes and movies were reconstructed using thewet software (Universal Imaging).
Migration velocity was determined for at least 20l on all different substrata. Results are
presented as the averaged velocity expressed im. @umulative migrated distance was
determined for individual cells and compared fag thfferent substrataAt the end point of
the experiment, cells were fixed (in 4% paraforrellgbe for 30 mn), and stained with
Phalloidin-FITC (Sigma P5282; 1/100) and DAPI. Iottb assays, mitomycin C (Sigma,
5ug/ml) was added to block cell proliferation.

Plasmids, transfection experiments, and T CF/[3-catenin reporter assays

Cells were transfected with the TOPflash vectof}-eatenin/TCF/LEF-responsive Firefly
luciferase reporter plasmid along with the Renlliaiferase reporter plasmid (pRL-null
vector, Promega, France) used as an internal &etnwfi control. Positive controls consisted
of cells co-transfected with the TOPflash plasmmhg with expression plasmids encoding
TCF4 and mutated activB-catenin. The FOPflash vector in which the TCF-oesve
elements are mutated was used as a negative contaoisfections were performed 24h after
plating using JetPEY reagent (Polyplus-Transfection, lllkirch, Franacording to the
manufacturer’s instructions. Luciferase firefly igity was normalized to luciferase Renilla
activity.

I mmunofluor escence

For indirect immunofluorescence, human or dissectedise intestines were embedded in
Tissue-Tek (Sakura, Labonord) and frozen on drylimenunodetection of laminia5 chain
was performed on cryosections of human samplestivtimouse monoclonal 4C7 antibodies
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(hybridoma obtained from Dr E. Engvall, The Burhammstitute, La Jolla, CA).
Immunodection of1 andP4 integrin and Lutheran was performed on cryosastmf unfixed
whole E14-E15 embryos or mousgestines using rat monoclonal antibodies CD29nel
9EG7; BD Pharmingen), 346-11A (provided by Dr Kdnr@ak Ridge, TN) and rabbit
polyclonal anti-Lutheran antibody (454, providedDyLe Van Kim, Inserm U665, Pari$).
Detection of MyoD1p smooth muscle actin and lamirw® chain was performed on cultured
mouse intestinal mesenchymal or adult smooth musgls. Cells were prefixed 10 min in
1% paraformaldehyde and permeabilized 10 min wigh% Triton X-100 before incubation
with mouse NCL-MyoD1 monoclonal (Novocastra; 1:2@)smooth muscle actin (Sigma;
1:400) or polyclonal laminira5 (kindly provided by Dr L. Sorokin, Minster, Gemya
antibody. Bound antibodies were visualized withi-ambuse (Biorad), anti-rabbit (Nordic
Immunological laboratories) or anti-rat (Jacksormduatory) secondary antibody conjugated
with fluorescein isothiocyanate. DAPI was used tsualize nuclei. After mounting in a
glycerol/PBS/phenylenediamine solution, sections calls were examined using an
epifluorescence microscope (AX 60, Olympus Opti€al, Hamburg, Germany). Pictures
were taken with an Olympus digital camera. Consexdtions were processed as above with
omission of the primary antibodies.
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V. Résultats complémentaires

Au vu des résultats obtenus au niveau de I'intestibryonnaire des souriama5”, il était
intéressant de rechercher les dérégulations eéasipar la perte de ce gene dans un intestin
adulte. En effet, il est possible que celles-cesbiaccentuées, ou peut-étre compensées. De
plus, un modele adulte permettrait également danxnsgparer la contribution de chaque
compartiment cellulaire, afin de préciser dans é¢ge déroulent les dérégulations observées.

IV.1. Recherche du rble de la chaing5s de laminine dans l'intestin
adulte

IV.1.1. Description du modéle

Afin de pallier la létalité embryonnaire rencontréeez les souris invalidées pour le géne
lamab, jai utilisé une stratégie de type Cre/LoxP evigant des sourisama5 floxées
(obtenues en collaboration avec le Dr. Lydia Saorpkiinster, Allemagne) avec des souris
exprimant la recombinase Cre sous contrble du prewmnd/illine (collaboration avec le Dr.
Sylvie Robine, Institut Curie, Paris), afin d’iniddr spécifiguement la chain@5 dans
I'épithélium intestinal, la villine étant une praié du cytosquelette des cellules épithéliales
intestinales (El Marjou et al., 2004). Ces souriing-Cre lama5"/"°* sont viables.

Les souris floxées pour le gélamnab possedent un site loxP au niveau de I'intron 3-dne
deuxiéme site loxP au niveau de son intron &igure 29). L'action d’'une recombinase Cre
aboutit donc a la délétion des exons 4,5 et 6 de ¢égure 29).

5deflox KQt &2 odflexl Pllex2
tamas s ;[}Elzh = _EH
948 ph 83ph 110 ph 4217 pb
loxP loxP

lamaSdéfloxé

loxP

Figure 29: schéma de la construction de I'alléena5™ " et emplacement des oligonucléotides spécifiques a
son génotypageoabfloxl/a5flox2) et a la vérification de la délétion suidée I'action de la recombinase
(a5deflox1b5flox2). Les oligonucléotides KO1/KO2 servent datrdle de I'alleldamas wt.

Les sourislama5™/™* sont viables et fertiles. Elles ne présentent pasdiférences

morphologiques vis-a-vis de leurs fratries cong6lelles ont donc un phénotype de type
« sauvage ».

Dans les souris Villine-Cre, la recombinase Creeagtrimée dans les cellules épithéliales
intestinales le long de I'axe crypto-villositairet, ceci tout le long de lintestin (bien qu’elle
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soit plus faiblement exprimée dans le c6lon). isexdeux lignées de ces souris, dont I'une
peut montrer une expression de la villine dangile (El Marjou et al., 2004).

IV.1.2. Vérification de la délétion

Dans un premier temps, il s'agissait de s’assuebah fonctionnement du modele d’étude.
Pour cela, jai tout d’abord généré des primersabtgs de détecter spécifiguement l'alléle
défloxé. Ensuite jai vérifié I'expression trangationnelle du genéamab par RT-PCR et par
hybridationin situ. Enfin, je me suis intéressée a I'expression deetmmbinase Cre, par
immunohistochimie et par tracage cellulaire ensawt les souris Villine-Cre avec des souris
rapportrices Rosa26R.

La délétion du génkamab s’effectuant spécifiguement au niveau de I'épithml intestinal,
jai cherché a obtenir de ’ADN provenant de cetisans nécessairement tuer la souris. Pour
cela, jai extrait de I'ADN a partir des crottes tlanimal : en effet, lors du transit, le bol
alimentaire entraine avec lui des cellules épihedi intestinales. Une analyse par PCR
classique avec les primers utilisés pour le géraggpamplifie de maniere surprenante une
bande dans I'ADN extrait & partir de crottes dagisoVilline-Crelama5""**, Ceci pourrait
laisser supposer soit une contamination par exepglele 'ADN provenant de I'estomac, ou
la délétion n'a pas eu lieu, soit une délétion iplet du géne. Une stratégie visant a
rechercher l'alléle délété a donc été mise au pgidice a des oligonucléotides qui
n'amplifient un fragment d’ADN que lorsque l'inveltion est effective. La zone floxée étant
grande, des oligonucléotides placés de part etréd'ales sites LoxP ne pourront amplifier un
fragment que si la zone est délétée (voir schénma denstructiorFigure 29).

L’allele délété est bien détectable dans les sautitantes, mais la question reste posée de
savoir si la délétion est totale ou s'il reste geetaine proportion de gehama5 non delété.
Afin de répondre a cette question, jai recherchéobssible expression transcriptionnelle
résiduelle du géne.

Sachant que I'expression transcriptionnelle du gama5 est faible dans lintestin (Lefebvre

et al., 1999) elle a été recherchée par deux péscé®T-PCR et hybridatiom situ. Tout
d’abord, jai comparé en RT-PCR I'expression traipgionnelle du gendama5 dans
I'épithélium intestinal (séparé du reste du tissueegrattant délicatement a 'aide d’'une lame
de verre) a celle du reste du tissu apres « sargppi(composé de muscle et knina
propria). Comme attendu, aucune expression du gkmea5 n'a été détectée dans
I'épithélium mutant, alors que de 'ARN codant pdarchainea5 de laminine a pu étre
détectée dans le reste du tissu (puisqu’elle mas été délétée). Malheureusement, aucune
expression du gene n'a pu étre détectée danshéjpim contrdle Figure 30), ce qui ne
permet pas de valider cette expérience.
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Figure 30: recherche de la potentielle expression transeoripelle résiduelle du gérama5 dans I'épithélium
intestinal mutant par RT-PCR ; 36B4 : géne de e&fée, - : contrble RT

Ensuite, une hybridationn situ a été réalisée sur des intestins de souris Villine
lama5™" 'mais 1& encore malheureusement, la faible exjorestes ARNm de la chaine

a5 de laminine dans I'épithélium intestinal n’a pesmis de conclure.

+ Dans l'intestin adulte

Si la potentielle activité transcriptionnelle réasitle du généama5 n’a pu étre établie, il était
nécessaire de rechercher I'expression de la recasdi Cre dans les souris Villine-Cre
lama5"/™°* que nous avons générées, afin de s'assurer gqs@il@xprimée dans toutes les
cellules épithéliales intestinales quel que soitségment étudié (duodénum/célon). Un
marquage par immunofluorescence avec un anticanige @ontre la protéine Cre a permis de
confirmer son expression dans toutes les cellydbéliales de I'intestin gréle, comme par
exemple illustré ci-dessous dans le jéjundigufe 31). Par contre, concernant le colon, le
marquage semble plus faible en intensité, ce ggsdasupposer une expression moindre dans
ce segment de l'intestin (comme le concluait I'eigréce de western blot publiée par El

Marjou et al. en 2004).

Figure 31: immunomarquage de la recombinase Cre dansuetjgj d’une souris Villine-Criamas"/"

Cette expérience permet donc de confirmer quedanmbinase Cre est bien exprimée dans
nos souris de fagon réguliere et non mosaiquentg de I'axe crypto-villositaire et le long du
tractus intestinal (méme si c’est de fagcon amoimubur le cbélon). La présence de la
recombinase devrait donc permettre le défloxages manous permet pas d’affirmer que ce
défloxage sera total.

99



* Lors du développement

Aucun papier a ma connaissance ne définit précistlmestade embryonnaire a partir duquel
la recombinase Cre sous controle du promoteurnéiliest exprimée. Or il est important de
connaitre ce parametre afin de savoir si le giemea5 sera défloxé des sa premiére
expression. Afin de répondre a cette question, giaisé des souris Villine-Cre avec des
souris rapportrices Rosa26R (Soriano, 1999). Cedsspossedent un gene codant pous-la
galactosidase inséré dans le locus Rosa, fortigtitihire. Cette3-galactosidase ne peut pas
s’exprimer tant que la cassette de polyadénylgpiacée en amont du géne et bloquant sa
transcription n’est pas excisée. Ce procédé pedarat de suivre spécifiquement les cellules
dans lesquelles la Villine s’exprime.

Le but de cette expérience est de savoir si le b peut étre excisé dans l'intestin des le
début de son expression. J'ai donc analysé desyembVilline-Cre Rosa26R aux stades
embryonnaires E7,5 (donc avant I'organogenesetings) et E10 (ou les ébauches des
organes sont visibles, afin de vérifier I'expressgpécifique dans l'intestin primitif). J'ai
ensuite coloré ces embryoistoto par une coloration X-gal qui fait apparaitre lefiudes
tracées en bleu.

Cette expérience a permis de confirmer que lanélitait exprimée deés le stade EFfg(re
32A) au niveau du sac vitellin et du feuillet endodiegure (qui donnera naissance au futur
intestin), et donc potentiellement capable d’excike génelama5 des le début de son
expression. L’absence de marquage dans les embogmmdles atteste la spécificité de la
réaction. Au stade E10, l'activifg-galactosidase est détectée au niveau des arcshimar
(futur pharynx), de l'intestin primitif, du cordoombilical (ou une anse du tractus digestif
pourrait étre logée) et des ébauches du pancrégsré 32B). Un mutant semble également
montrer du marquage dans ce qui pourrait étre besiaghes rénales, ce qui ne serait pas
contradictoire avec les publications décrivantdars Villine-Cre (ElI Marjou et al., 2004).
Des coupes histologiques effectuées aprés includem embryons colorés confirment le
marquage au niveau du tractus intestinal, déemantiasi la spécificité d’expression de la
villine (non illustré).

controle . | Vue sagittale i v s sagittale Vue
g droite @ET ¢ > ventrale
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Figure 32: coloration au X-gal des embryons Villine-Cre R®8R et controlesA( Stade E7,5 ;K) Stade E10
s.v. : sac vitellin, a : amnios, * : feuillet endwthique
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IV.1.3. Perturbation de la lame basale dans lesaigtins mutants

Malgré un modele qui semble valide (expressioradetombinase Cre avant I'organogenése
de l'intestin puis le long de I'axe crypto-villogite, détection de I'allele défloxé), on observe
une persistance de 'immunomarquage de la cha@bnde laminine dans l'intestin des souris
mutantes adultes. Le marquage obtenu montre cepieqda la lame basale est perturbée. En
effet, un co-marquage avec un anticorps pan-lamifiévélant 10 isoformes sur 15) et un
anticorps anti-collagéne IV (autre composant distae basale) montre que la chatatene
co-marque pas avec la totalité de la lame basaleertains endroits elle est absente, tandis
gu’'a d’autres elle semble comme juxtaposée et phkttdmale. L'aspect global de la lame
basale des mutants est perturbé par rapport aestimé contréles : elle semble discontinue,
moins fine, ne suivant pas exactement la couchindgile Figure 33). Ces observations
sont plus prononcées au niveau de l'intestin praki[duodénum essentiellement). Dans le
cblon, les perturbations sont amoindries, voirgistantes (non illustré).

N - =
contréle g B Villine-Cre fama5fox/o=

Figure 33: immunofluorescence permettant de détecter esitdminines avec un marqueur pan-laminine (pan-
LM, rouge) soit un autre marqueur de la lame basaleollagene IV (collV, rouge) et la chaiog de laminine
(vert) dans le duodénum de souris controle et nieit&rans le contrdle, on observe un marquage dedneo5
sous-épithélial typique en gradient décroissansaumet de la villosité vers les cryptes ; le magguest fin et
basal. Dans le mutant, la lame basale est déssgggret le marquage semble plus stromal que lFéahe :
absence de marquage par I'anticorps ahti-téte de fleche : région ou il existe un co-mage entre la chaine
o5 et les autres laminines, *: expression stronwgdela chainen5 de laminine, e : épithélium, Ip : lamina
propria, m : muscle.

L’altération de la structure de la lame basale a&stompagnée d'une dérégulation de
I'expression des chaines de laminines associéestelinent a la chain@5 que sont les
chainesl, B2, y1 ety2. En effet, leur immunomarquage montre une expmessmilaire a
celle de la chaina5, a savoir une localisation plutot liée au straoas-jacent (non illustre).
Les récepteurs spécifiques de la chaiBede laminine comme par exemple les intégr{sies
B4 oua3 ne présentent quant a eux pas de différencesuraajédistribution/intensité) entre
les intestins contréles et mutants (non illustré).

IV.1.4. Morphologie et cytodifférenciation

La lame basale étant présente mais vraisemblabtedésorganisée, quels ont pu étre les
répercussions sur I'organisation morphologiquesimeale ? L’'observation histologique des

intestins par des colorations a I'’hématoxyline-éesbu au bleu Alcian ont montré que la
structuration globale de lintestin est préservéegdnisation cryptes/villosités) dans les
mutants. Toutefois j'ai pu noter I'existence au aau proximal de lintestin de zones

strucutrellement désorganisées ; certaines zodsement un phénotype histologique de type
colique Figure 34A). Ces zones sont cependant tres localisées, etblem d’'un intestin
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mutant a un autre. Elles peuvent étre rapprochésgésultats publiés par le groupe du Dr.
Miner (Mahoney et al., 2008), résultats qui semrhmentés dans la discussion de la partie
1. Les marqueurs de différenciation intestinaux gaet la villine pour les entérocytes, le
lysozyme pour les cellules de Paneth, le réactideiff pour les cellules caliciformes et la
chromogranine A pour les cellules entéroendocnmeesontrent cependant pas de différences
majeures entre intestins mutankg(re 34B) et contrles. A noter que dans les zones a
phénotype colique le nombre de cellules calicif@mast augmenté par rapport au segment
intestinal correspondant.

A | Contrdle

Lysozyme

Figure 34: (A) coloration a I'hématoxyline-éosine du duodénunsderis contrble et mutante, et coloration au
bleu Alcian d’'une zone de type colique chez unegisauutante (panneau de droite}) (mmunomarquage ou
coloration de différents marqueurs de cellulesh@idles (dans I'ordre : entérocytes, cellules mr@édocrines,
cellules de Paneth, cellules caliciformes) dandyedénum de souris mutantes. Lp: lamina propria, e
épithélium, m : muscle.

IV.2. Mise au point de lignées intestinales aduli@s souris immortalisées

L’invalidation conditionnellein vivo de la chainen5 de laminine ne permettant pas de
conclure quant au role de cette chaine dans ltinteslulte du fait d’'une persistance de son
expression, une autre stratégie permettant de dépanla problématique a été envisagée.
s’agit cette fois d'obtenir un modele d’étudie vitro, en mettant au point des lignées
intestinales adultes de souris. L'obtention dedigde cellules épithéliales intestinales étant
trés difficile, une stratégie d'immortalisationligant des souris immortomouse H2t6A58

a été choisie (Whitehead and Robinson, 2009). Geasss qui possedent I'antigene T (AgT)
immortalisant du virus SV40, sont croisées avecstasris lama5"™*  puis I'épithélium
intestinal des souris mutantes est prélevée et mubiure ; la délétion du géne floxé est faite
in vitro par laction d'un adénovirus portant une recomb@aCre. L'antigene T
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thermosensible est activé en culture par une teatyér permissive (33°C) et I'adjonction
d'interférony qui stimule le promoteur H-ZKubiquitaire mais de force variable selon le type
cellulaire. Ce travail a été I'objet du stage desMa 2 de M'® Corinne Philipp que jai
partiellement encadré.

IV.2.1. Caractérisation des lignées immortalisédgenues

Parmi les 12 lignées établies, on observe une inerthétérogénéité. Certaines lignées
présentent un aspect morphologique typiquemenhdt (forme hexagonale) tandis que
d’autres présentent un type morphologique fibrdlgas (forme allongée) ou adipocytaire
(nombreuses vésicules au niveau du cytoplaskiglife 35).
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Figure 35: aspect des différentes lignées intestinales irtatisées obtenues

Les cellules ont été caractérisées de facon plésiggr par RT-PCR, en analysant les
marqueurs clés des différents types cellulairessages : la cytokératine-18 et la villine pour
les cellules épithéliales, la desmine et I'ActgZifA gamma-enteric smooth muscle 2) pour
les fibroblastes, I'adiponectine pour les adiposyele CD31 pour les cellules endothéliales.
Ces expériences ont démontré une forte hétérogédés lignées générées : aucune lignée
pure ne contenant qu’un seul type cellulaire n’aépre obtenue, si I'on se base uniquement
sur les marqueurs testés en RT-PCR. Il existe ceperdes lignées avec un type cellulaire
dominant, au vue de lintensité de détection desqueurs spécifiques. Par la suite, des
marquages histologiques et immunocytochimiques @Bt réalisés pour confirmer ces
résultats moléculaires : les lignées positives pg@adiponectine ont été colorées a I'huile
rouge pour révéler les gouttelettes lipidiques, desquages de If-caténine et de I'E-
cadhérine ont permis d’approfondir la caractérnigaties lignées a majorité épithéliale, et des
marquages de d-actine de muscle lisse et de vimentine ont étisési sur les lignées a
prédominante fibroblastique.

IV.2.2. Défloxage du gene lamab

Les lignées ayant été caractérisées comme étaplig®pithéliales ont été infectées par des
adénovirus (Ad CMV-Cre, exprimant la recombinase Gous contréle du promoteur du
Cytomégalovirus) en testant différentes MOI (mudiktipy of infection). Le défloxage des
cellules est ensuite controlé par extraction deDNA et PCR, en utilisant les mémes
oligonucléotides que pour les sout@na5'™"®. Cette expérience a démontré que cette
technique expérimentale permet I'excision des exdbks du gendamab, mais que ce
défloxage n’était pas total : les oligonucléotidepables d’amplifier la région normalement
délétée détectent une bande, toutefois moins impirtpour les MOI testées les plus élevées.
Des expériences de PCR gquantitative ont permiginiies que I'excision du géenama5 48h
apreés infection était d’environ 50%. Malgré ce défige, I'observation des cellules infectées
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au microscope inversé ne montre pas de différemmrphologiques drastiques comparées
aux cellules non infectées. Il semble toutefois tpieytoplasme soit plus dense et plus
condensé et que les jonctions cellulaires soiarg gilatées dans les cellules invalidées pour
la chainen5 de laminine Eigure 36).

Cellules controles Cellules infectées

Figure 36 : aspect des cellules infectées par lecteur Ad CMV-Cre. Observation au microscojeverséde
cellules contréles non infectées, (C) et de cellules 48h apreés infection avec une MOI(E D). A noter une
Iégére distension des jonctions intercellulairesret densification du cytoplasme aprés infectidms pisible au
X40.
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Discussion des resultats de la partie 1
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V. Discussion des résultats

L'objectif de ce travail était de pouvoir étudier tdle de la chaine5 de laminine dans
l'intestin en développement et dans I'organe matutienportante expression de cette chaine
dans l'intestin suggere en effet qu’elle joue ule @éterminant dans ’lhoméostasie tissulaire
par rapport aux autres chairesle laminine. Une dérégulation de la chai®eassociée a la
laminine-511 a ainsi été observée dans plusiewsojogies intestinales, confortant le réle
essentiel de cette chaine dans le bon fonctionnedesfiorgane (Bouatrouss et al., 2000;
Alpy et al., 2005; publications 1 et 2 en cours) .

Il a paru opportun d’étudier le role de la chairtede laminine d’emblée par des modéles de
souris invalidées pour cette chaine : modéles deissdotalement invalidées et systeme
d’invalidation conditionnelle ciblée a lintestimy§ moyen d'un systeme Cre/LoxP). Par ce
biais, nous nous trouvons dans un contexte phygoplein vivo, ou ont lieu les interactions
entre les cellules (notamment les interactionshépd-mésenchymateuses) et les régulations
aussi bien transcriptionnelles qu’hormonales ougmcytokines.

V.1. La chaineab regule 2 voies de signalisation aboutissant a défsts
biologiques variables

Grace au modele d’invalidation totale combiné a analyse transcriptomique, il a pu étre
établi que la chaina5 de laminine régulait 'expression de genes cibbigsliqués dans des
mécanismes de régulation tels que la différenciatd permettait de médier des signaux qui
peuvent influencer le devenir cellulaire et I'intiég tissulaire.

Les données obtenues par I'analyse transcriptomiqiigoermis tout d’abord de mettre en
évidence un lien mécanistique entre la déficientgénelamas et le phénotype intestinal
mésenchymateux observé dans les embryons mutanisfféf, en absence de chaung de
laminine, 'expression de certains genes spécifigiiemésenchyme est diminuée comme par
exemple la desmine, protéine des filaments inteiaréd, mais également une surexpression
-voire une ré-expression- de MyoD, facteur impligisns la régénération musculaire. En
effet, MyoD est un facteur de transcription impgdians le lignage des cellules musculaires
squelettiques, mais peut également étre exprimg kéancellules progénitrices intestinales et
les guider vers une différenciation en cellules coleres lisses (Gerhart et al., 2001).

Ce role de la chaina5 dans la différenciation n'est pas restreint atéstin puisque son
implication dans la différenciation cellulaire dtees organes a été décrite : a titre d’exemple,
dans la différenciation et la morphogenése desctivdls pileux. En effet, la chaires de
laminine est trés exprimée durant I'élongationidollaire. Reliée a cette donnée, il a été
montré que les sourlama5” présentent prés de deux fois moins de folliculip que les
souris contrdles (Li et al., 2003; Gao et al., 20@8 que des greffes de peau d’embryons
invalidés pour le génkama5 a des souris nude ne permettait pas le développedigne
pilosité. Un autre exemple du réle de la chaidede laminine dans la différenciation des
cellules est celui du développement du bourgeortaiten En effet, les souriama5”
présentaient des anomalies de développement dgdmudentaire, qui est de taille réduite,
avec une absence de formation de la pointe denta(Bekumoto et al., 2006).
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L’analyse transcriptomique des sout@ma5’ a par ailleurs permis de faire ressortir des
genes liés a deux voies de signalisations, lessviiat et PI3K/Akt. Des expériences
complémentaires (in vitro par techniques siRNAtuna sur matrice, systeme TOPflash) nous
ont permis de dégager un schéma hypothétique cuangle potentiel de la chain® lors du
développement intestindfigure 398).
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Figure 38: schéma résumant le role potentiel de la cheBéors du développement intestinal. La chafite
peut moduler les voies Wnt et PI3K et influenceisale devenir cellulaire via des génes cibles.

Quelgues études ont récemment suggéré un lien kEsrEaminines et ces deux voies de
signalisation. Ce lien a été prouvé de facon indéreia I'intégrinea3f1, récepteur majeur de

la laminine-511. Cette intégrine agit de maniererdonnée avec c-Met, récepteur a tyrosine-
kinase, pour réguler I'expression d’'un gene deataille Wnt, Wnt7b, chez la souris (Liu et
al., 2009). De maniére plus complexe, grace au faairis knock-outama5”, une boucle

de rétrocontrdle concernant la régulation de vdessignalisation via la laminine-511 a pu
étre déterminée. Cette boucle implique les voiePBNIWnt. Parallélement a I'intestin, cette
régulation fait intervenir les interactions épiibéinésenchymateuses (Gao et al., 2008). Par
contre, notre analyse transcriptomique des intekima5” n’a pas révélé de dérégulation de
géenes appartenant a la voie BMP.

Par ailleurs, un lien entre les voies de signatisatVnt et PI3K/Akt a également été mis en
evidence : Akt pourrait participer a I'activatior th[3-caténine induite par Wnt qui stimule la
prolifération dans le cycle cellulaire au niveaws @ellules souches intestinales (pour revue,
voir Scoville et al., 2008). Ce mécanisme de coajp@n a également été proposé trés
récemment dans les rectocolites ulcéro-hémorragiqeleoniques grace a des modeéles
animaux de colites inflammatoires : la voie de alggation PI3K/Akt coopére avec la voie
Wnt pour augmenter le sign@lcaténine durant I'inflammation (Lee et al., 2010¥ résultat
est a rapprocher de nos observations concernamaladie de Crohn, ou nous avons pu
démontrer une accumulation nucléaire dB-taténine (cf. publication 2).

V.2. La chainea5b régule la morphogenése intestinale adulte

Le systeme d'invalidation conditionnelle ciblée’@plthélium intestinal nous a fourni une
stratégie permettant de rechercher le réle de &neln5 dans lintestin adulte. Elle n'a
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malheureusement apporté que peu de résultatsodtade méme pu observer un phénotype
colique dans quelques régions au niveau de limtgsbximal, mais de facon sporadique, et
de facon trés variable d’un intestin mutant a fauAu cours de mon doctorat, le groupe du
Dr. Miner a publié une étude de « sauvetage » éngqtype d’invalidation de la chain® en
croisant les sourifama5’ avec des souris transgéniques exprimant le t@ma5 complet
(Mahoney et al., 2008). Il se trouve que ces saeérsxpriment la chain@5 de laminine dans
tous les organes (permettant ainsi un développenmemimal) sauf dans [intestin.
L’architecture crypto-villositaire des intestingtgs de ces souris est perturbée, montrant des
fusions de villosités Kigure 39). Un marquage au bleu Alcian de ces intestinsegrél
transgéniques révele un marquage similaire & observé dans le cblon de souris contréles,
c'est-a-dire riche en sulfomucines. Ainsi les d@sngue j'ai acquises, quoique sporadiques,
grace aux souris Villine-Créama5""™ ont pu étre confirmées par un autre modéle,
confortant le réle de la chaié® dans la morphogenése intestinale.

B - Rescue experiments

mutant ileum mutant ileum

e

Figure 39: illustration du phénotype de type colique obéeau niveau de l'intestin gréle mutant dans lesisou
lama5" exprimant le transgéne Tgma5 (tirée de Simon-Assmann et al., 2010).

Le phénotype colique observé a de rares endroit$ntiestin proximal a également déja été
suggéré par I'étude de xénogreffes. En effet, nmpripeé a réalisé des greffes de fragments
intestinaux issus de soutama5’ aux stades E12 et E14 sous la peau de sourisauiuttes
afin d’outrepasser la létalité embryonnaire (BajeBellemin et al., 2003). Les greffons
obtenus prenaient I'apparence de tissu de typgumliDe plus, 'absence de chatrte dans
ces greffons est accompagnée d’'une surexpressilanati@inenl de laminine, d’'un dépot de
chainea?2 plus étendu, et d'une expression ectopique déneltet. Ces expressions des
chainesa suggérent d’éventuels mécanismes de compensatitécuhaire en I'absence de
chaineab.

V.3. L’absence de chaine5 épithéliale entraine vraisemblablement une
compensation tissulaire

L’'autre résultat mis en évidence par l'invalidaticonditionnelle de la chaine5 dans
I'épithélium intestinal est une désorganisationaltame basale. La persistance du marquage
de la chain@5 peut s’expliquer soit par un défloxage partiel ptus vraisemblablement par
des mécanismes de compensation tissulaire. En, efifetabsence de production par les
cellules épithéliales, les cellules du mésenchymeent prendre le relais et sécréter la chaine
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a5, ce qui pourrait expliquer la localisation stréengue nous avons observéaglure 40).
Toutefois I'hybridationin situ n’a pas permis de vérifier cette hypothese, I'mgperétion
étant potentiellement trés localisée et due auxfitmablastes péricryptaux peu abondants.
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Figure 40: hypothése d'un mécanisme de compensation tissuldes greffes d’associations inter-especes et
I'utilisation d’anticorps espéces-spécifiques omtrpis d’'établir que lors du développement, la obhaib de
laminine est déposée majoritairement par les ealuépithéliales. Dans des phases plus tardives du
développement, les cellules fibroblastiques peupesndre le relais (Lefebvre et al., 1999). Endlabsence de
sécrétion de la chaimgs de laminine par les cellules épithéliales, I&sdlblastes pourraient compenser cette
déficience par une hypersécrétion.

Cependant, la dérégulation de I'expression de k@ineha5 entraine tout de méme une
dérégulation des chainBsety qui lui sont classiguement associées, ce qui j[aogeestion de
'assemblage et de la régulation génétique desniaes. En effet, il a été décrit pour la
laminine-111 que les interactions ioniques favarisk formation de dimereflyl. Ce
dimére est ensuite stabilisé par I'adjonction deHhainea. La sécrétion des chain@set

Yy nécessiterait la présence des 3 chaines, et damainex serait le facteur indispensable et
limitant a la correcte sécrétion de I'isoforme dminine (Tunggal et al., 2000).

Les autres chainas qui auraient pu entrer dans un mécanisme de caapen moléculaire
comme ce qui a été observé pour les embryons désalour la chaine5, ne sont quand a
elles pas dérégulées dans ces intestins adultes.

Afin de remédier a la possible com ensatlon parfileeblastes, nous avions envisagé de
croiser les souris Villine-Créama5'"™ avec des souris exprimant la recombinase Cre
spécifiguement dans les fibroblastes. Fspl (filastbspecific protein 1) est un marqueur des
myofibroblastes (Strutz et al., 1995). Une souspI-Cre a été géenérée (Bhowmick et al.,
2004), mais il semblerait qu’il ny ait pas d’exps®on de la Fspl au niveau de l'intestin
normal (communication personnelle). D’autre paotisiaurions aimé croiser nos souris avec
des sourisaSM1-Cre @t smooth muscle actin) ou SM22-Cre (marqueur du fauksse
adulte), afin de voir I'effet de la délétion dares Icellules musculaires, compte tenu du
phénotype observé chez les embryons invalidés lpatirainen5 de laminine. Ce croisement
n'a pas pu étre réalisé pour l'instant, dans leeaeé notre collaboration avec le Dr. Sorokin.
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V.4. Etablissement de lignées intestinales défitésnen chainea5 de
laminine : une voie de sauvetage ?

Une autre maniere d’aborder le role de la chafmelans lintestin adulte est I'utilisation d’'un
modele de culture cellulaire. Ainsi nous avons qpiér I'obtention de lignées épithéliales
intestinales adultes immortalisées. L'avantage €demmdele sera de pouvoir directement
comparer des cellules issues d’un méme clone,rlesdélétées pour le germma5 grace a
'action d’'un virus portant une recombinase Crdestautres I'exprimant normalement. Les
résultats obtenus a partir de I'analyse du trapsmme des sourima5’ pourront ainsi étre
étudiés de facon plus fine sur un modele pur quinpdra de spécifier le compartiment
cellulaire (épithélial/musculaire).

L’expression de différents marqueurs spécifiqueglés en RT-PCR suggére que les lignées
obtenues ne seraient pas composées strictement suh type cellulaire. Ceci peut
s’expliquer soit par une contamination lors deisadciation du tissu, soit par I'existence de
cellules souches ou progénitrices dans les ligrafenues, qui pourraient ensuite se
différencier en types cellulaires distincts. Eregffl a été récemment publié que des cellules
épithéliales coligues humaines immortalisées exgminia vimentine et I'actine de muscle
lisse lorsqu’elles proliferent. Lorsque leur prétdtion est bloquée, ces cellules perdent leurs
marqueurs de différenciation, et expriment des meucs de cellules souches (Roig et al.,
2010). De plus, il est possible que ces cellulesensoen transition épithélio-
mésenchymateuse, qui se produit généralement &mgubcessus tumoraux (Thiery et al.,
2009), ce qui pourrait expliguer un marquage fitastique dans des cellules d’aspect
épithélial. Toutefois, au vue de I'observation nfaripgique des lignées obtenues, la majorité
des cellules qui composent une lignée semble appag la méme famille de cellules. Il sera
important de trier ces cellules par cytométrie diex fafin d’obtenir des populations
parfaitement homogenes.

Le défloxage de ces cellules reste encore a étseamipoint, pour obtenir une délétion
compléte du géndama5. Une meilleure homogénéité au départ des lignémsrait
probablement améliorer les résultats obtenus. Uriee asstratégie serait d’utiliser un autre
vecteur de la recombinase Cre, comme par exemplgdgvirus.

Ces cellules permettront d’étudier le mécanismealéedt de la chaina5 de laminine au
niveau de la lame basale et les éventuels phén@kneompensation tissulaire, grace a des
modeéles de co-culture inter-espéces associantxeanme des cellules épithélialéamas™
avec des fibroblastes humains et des anticorpsfspé&s de chaque espece. Dans le méme
ordre d’idée, I'association de cellules épithékailevalidées ou non pour le gélaenab avec
des fibroblastes tumoraux permettront d’étudier liegeractions particulieres entre
I'épithélium et le mésenchyme dans le contextegdatiique qu’est le cancer.

111



112



Partie 2: Recherche du role des
laminines dans les maladies
Inflammatoires chroniques de
I'Intestin
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|. Base du projet

La physiopathologie des Maladies Inflammatoiresd@iques de I'Intestin (MICI), qui sont
représentées par la maladie de Crohn et la re@®edtéro-hémorragique, est pour l'instant
encore mal comprise (voir introduction, p.31). Léréhulation de la réponse immunitaire
intestinale et les altérations de la matrice eellalaire peuvent jouer un réle dans la
communication entre les cellules épithéliales stdellules de la lamina propria. Parmi les
protéines extracellulaires, les laminines jouentéla d’ancrage pour les cellules épithéliales,
et la ténascine-C contribue a la migration cellelaMalgre leur réle central dans la cohésion
et la migration des cellules épithéliales, peutdiastion a été accordée a leur expression dans
les MICI et les données ne sont que parcellairegestriptives (voir introduction, p.55). A
titre d’exemple, seule une description essentigl@npar immunofluorescence et par RT-
PCR des chainas2, a3 eta5 de laminine a été réalisée dans les intestirnmatents atteints
de maladie de Crohn et cela uniguement dans leefgaéle (Bouatrouss et al., 2000).

Par ailleurs, une certaine proportion de MICI ctasées par des phénomenes successifs
d’'inflammation et de régénération de l'intestinupent, surtout s'’ils affectent le célon et le
rectum, dégénérer en cancer colorectal (voir intctidn p. 36). La question se posait ainsi de
savoir s’il existait une possible intervention adésines de laminines dans la pathologie et la
progression des MICI, en se focalisant sur le célon

Grace a une collaboration avec le service de gasimlogie (Pr. Duclos, Dr. Lacroute) et
celui d’anatomopathologie (Dr. Méchine-Neuville) @HRU de Strasbourg, nous avons
acces a des prélevements coliques de patientstatti maladie de Crohn et de rectocolites
ulcéro-hémorragiques dans le but de connaitredél pfexpression des diverses isoformes
de laminine connues actuellement et ceci dansdlEmg inflammatoiresl.’examen de ces
prélevements m'a permis de mettre en évidence detagdes atypiques qui ont pu étre
caractérisées. Enfin j'ai développé des modeles dflammation colique sur des animaux
transgéniques surexprimant les chaineal eta5 de laminine (générés au laboratoire par

le Dr. Lefebvre) dans le but d’analyser les possibt répercussions sur I'inflammation.

La publication 2 en cours de rédaction présentep@s décrit les principaux résultats que
j'ai pu obtenir sur cette étude. Ce travail n’étpas finalisé, des notes mentionnées dans le
manuscrit renverront a des expériences qui reatétre réalisées et qui sont détaillées dans la
partie IV (p.153).

Il. Résumeé des resultats de la publication 2

Lors des phénomenes d’ulcération et de réparation apractérisent les maladies
inflammatoires chroniques de lintestin, la matrexdracellulaire est sans cesse remodelée,
participant ainsi a la restauration de lintégtigsulaire. Il était donc intéressant de voir en
guoi les laminines, molécules clés de la lame kagauvaient participer a ces processus.
Dans le tissu inflammatoire des patients atteirgsnthladie de Crohn ou de rectocolite-
hémorragique, différentes zones sont observabtemiBrement des zones tres ulcérées ou la
lame basale est détruite. Deuxiemement des zonepdeation, ou les éléments de la matrice
peuvent étre dérégulés. C’est le cas en particpber les chainesl, a3 eta5 de laminines
(Supplementary figure 3, publication 3. En effet, la chainel de laminine, normalement
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absente du cbélon normal, est exprimée dans la lasale sous-épithéliale du fond des
glandes coliques des patients atteints de MIClalRdement, la chaina5 de laminine, et
dans une moindre mesure la chair®sont exprimées de fagcon ectopique dans cette méme
région, zone ou elles sont normalement absentesldaxdlon non affecté. Troisiemement, on
peut observer des glandes atypiques caractérisgédesure structuration particuliere des
cellules et qui sont entourées d’'une lame basaterfent enrichie en chainag, a5 et dans
une moindre mesur@3 (Figure 2, publication 2). Ces glandes présentent une forte analogie
avec celles décrites par I'équipe du Dr. Wright ight et al., 1990) comme étant des glandes
associées aux ulcéeres dénommées UACL (ulcer-assdcieell lineage) Kigure 1,
publication 2), définies par leur profil particulier d’expressides mucines et des facteurs en
trefles TFF (voir discussion p. 159)

La chaineal et potentiellement la chaine5 pouvant étre impliquées dans le cancer
colorectal (données de I'équipe; these de Ivo JiyiZD08 ; De Arcangelis et al., 2001 et
introduction p.56) et les MICI pouvant dégénérer aamcer, nous avons recherché une
potentielle accumulation nucléaire de la protéib8, premier facteur muté dans les cancers
associés aux colites (voir introduction p. 37). Bl@avons ainsi pu montrer que les glandes
UACL présentaient de nombreux noyaux avec une aglaiion nucléaire de la protéine p53
(Figure 4, publication 2). Parallelement, une certaine proportion des lesdlaomposant ces
glandes possede un marquage nucléaire Be#enine.

Afin de déterminer un lien potentiel entre I'accdation nucléaire de la protéine p53 et la
forte expression des chaires eta5 de laminines dans la lame basale entourant eeslgs,
des expériencem vitro ont été menées. Elles ont révélé que les lamirlifidéset -511
(constituées respectivement des chatrik®tab) utilisées en tant que substrat n’étaient pas
capables d’activer I'expression de p53 dans ddsleslépithéliales intestinales. Par contre,
des expériences de transfection m’'ont permis detnmogue p53 est capable de stimuler
spécifiguement I'expression endogéne des transdeita chainerl de laminine, suggérant
gue I'accumulation de p53 précede celle des laramffigure 5, publication 2).

Parallelement, nous avons cherché a savoir siHaesal eta5 de laminines pouvaient
réguler I'inflammation, grace a des modeles de isawansgéniques surexprimant l'une ou
l'autre chaine spécifiquement dans I'épithéliunestinal au moyen du promoteur villine. Les
souris Tgtamal et Tgiama5 ont été soumises a un traitement au DSS, induisast
inflammation au niveau du colon et du rectum. Lbdssement du score histologique
d’'inflammation a permis de montrer que ces souaBsgéniques surexprimant aussi bien la
chaineal que la chaine5 présentaient une inflammation moins sévere quies leontroles
(Figure 3, publication 2.

Enfin, afin de modéliser la dégénérescence des MiCtancer, les souris surexprimant les
chainesul oua5 de laminines dans l'intestin ont été traitée&eétibn combinée du DSS a
’AOM, agent carcinogene. Ces souris présententagoeimulation nucléaire de la protéine
p53 dans les cellules de certaines glandes coligitaées dans des zones probablement
régénératives. Parallelement on observe une pertdlC2, comme dans les glandes UACL
gue nous avons observée dans les prélevements @e(Mgure 6B et C, publication 2.
D’autre part, un plus grand nombre de souriddrgal a développé des zones tumorales par
rapport aux souris contréles. Dans ces zones tuespmn observe également une corrélation
inverse entre p53 et MUC2, a savoir une accumunatiacléaire de la protéine p53 et une
perte de MUC2Kigure 6D et E, publication 2.
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lll. Publication 2: Nuclear p53 accumulation is aseciated with
laminin upregulation in inflammatory bowel diseases
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Introduction

A certain percentage of cancer cases are thougirige from chronic inflammation. One of
the best examples of this is the colon cancer whitén develops following inflammatory
bowel diseasé.Inflammatory bowel diseases (IBD) that compriset®¥s disease (CD) and
ulcerative colitis (UC) are multifactorial patholeg as genetic and environmental factors
play an important role in the pathogenesis of thdiserders. It becomes apparent that the
risk of colorectal cancer is similar in magnitudgvileen Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC)3* Chronic inflammation is the answer to homeostatibalance, phenomenon
that also characterizes tumor developmefhis aberrant homeostasis is linked to several
events among which oncogene activation, and deaggualof inflammatory mediators such
as TNF.° A possible causative role for the mutated p53 tusuppressor gene in colitis-
associated neoplasia is more and more obviousethdeé3 point mutations often linked to
p53 overexpression were identified in dysplastia arondysplastic areas in neoplastic
progression in ulcerative colitl€ Although p53 positive cells were identified by
immunostaining in intestinal biopsies from UC pat&®° no clear data are available
regarding their position in the crypt region andrenonportantly about the significance of the
presence of such cells in IBD samples.

Inflammatory responses are often associated ta@&dtular matrix (ECM) remodeling as
clearly shown in wound healing and tissue repaMEMOlecules play a major role in tissue
integrity/plasticity and participate to adapt thecmenvironment to changing situations.
Profound alterations in ECM molecules and theit salface integrin receptors have been
found in a number of inflammatory procesSe¥ In intestine, as in many organs matrix
molecules are composed of a variety of complex omofecules among which
proteoglycans, and various adhesive or anti-adbeglycoproteins. Basement membranes
represent a specialized form of extracellular matkike in other epithelial-mesenchymal
organs, the intestinal basement membrane thatatepagpithelial cells from the underlying
connective tissue is composed mainly of collagenldvhinins (LMs), perlecan and nidogens.
Wide arrays of human disorders result from or asoeaiated with defects in BM assembly or
composition* LMs are a family of BM glycoproteins, each contagana-, B- andy- chain
that assemble into characteristic hetrotrimeriacitres. LMs are known to mediate many
essential properties that are important to celleadin, migration and proliferation; they are
also known to protect cells from apoptoSis® Immunodetection data indicate that several
LMs exist in the human intestine among which LM-1&1pB1y1), -511 @5B1yl) and -332
(a3B3y2) presenting developmental and regional specKression along the crypt-villus
axis!®*” BM macromolecules are known to be synthesized asskmbled by synergistic
involvement of both epithelial and adjacent strooells'”*® Due to theiiin vivo location and

to their role in maintaining homeostasis, LMs aileely to participate in inflammation
accompanied by structural remodeling. In IBD, itited inflammation leads to mucosal
ulceration and subsequent tissue repair that is@lieontinual remodeling of the BM with a
balance between synthesis and breakdown of its coems.

Some sporadic data exist on the expression of@@tlBM constituents in IBD. In colonic
tissue from patients with UC, loss of immunoredttivo LM (with a pan-LM antibody) in
the BM is accompanied by an increase in collagenaid V expressioff. In inflamed
segments of CD small intestine, altered expressiosome LMx chain (decrease in2,

increase im3 anda5 chains) were noted in the crypt redibstrengthening the notion that
the equilibrium between individual LM isoforms aceucial for tissue homeostasis and
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presumably also for cell functions. Unexpectedly,BM changes were detected in coeliac
intestinal mucosa, although characterized by lynogteo infiltration and profound
morphological alterations. Among the genes identified by mRNA profiling infefted
inflamed colonic UC patients are genes associatiéd vgsue remodeling such as LAMA2
(encoding LMx2 chain) whose mRNA are more abundant in UC sanipl@§ note is the fact
that serum concentrations of LM (presumably LM-14at¢ increased in patients with IBD
(UC or CD patients) while concentrations of collag®’ are decreased.In vitro studies
using normal intestinal epithelial cells, allowedftirther show that the two proinflammatory
cytokines TNFe and IFNy synergistically modulate the expression and senratf LMa5S
andy2 chains>*

In the present study, we investigated whether lareimay be involved in IBD or in IBD-
associated colorectal cancer. We combined immutaahismistry on human samples from
patients with IBD, established new transgenic lammouse models that were submitted to
colitis and performedin vitro experiments to approach the link between lamiamg p53 in
IBD.
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Materials and Methods

Human tissue specimens and scoring of the inflammian

Paraffin embedded tissues obtained from 25 patwhts had undergone intestinal resection
for active Crohn’s diseases (CD) of the colon w&relied. For each patient, non-inflamed
control samples were also obtained. Colon sampése &lso obtained from 7 patients with
ulcerative colitis (UC), and from 11 patients wabute sigmoiditis (as inflamed controls). As
non inflammatory controls, 15 colon tissues distantm colon carcinoma were used. In
parallel samples for immunofluorescence staining) leen embedded in Tissue-Tek (Sakura,
Labonord), frozen on dry ice immediately and kept8°C until used. Assessment of the
inflammatory state was determined by a patholaggsig the Riley scoféand confirmed by
immunostaining for CD45, CD68 and TLR3ypplementary Figure J.

Plasmid constructs

LM a1l plasmid construct

The plasmid pBS-villin promoter containing 3.5 kbtbhe murine promoter, the first non
coding exon, the 5.5 kb of the first intron andnaa$ part of the second villin exh was
kindly provided by Sylvie Robine (Institut Curieafs, France). The EcoRI site in the multi
cloning site was destroyed using T4 polymeraserdoog to the manufacturer’s instructions
(New Englands Biolabs, Ozyme, Saint Quentin Yveljrferance). Site directed mutagenesis
(GeneEditorin vitro Site-Directed Mutagenesis System, Promega, Charéms-les-Bains
France), was then used to introduce a BsiWI siebefore the start codon of the villin gene
using the 5’phosphorylated
CCTTCTCCTCTAGGCTCGCGTACGATGACGTCGGACTTGCGG3’ primer and
according to the manufacturer’'s instructions. A lleustrand annealed oligonucleotide,
5’GGCCGGACGCGTGAATTCGTCGACGCE and
5'GGCCGCGTCGACGAATTCACGCGTCCZ', containing restrant sites for Mlul, EcoRl
and Sall, was inserted in the Notl present in thétinsloning site, generating plasmid pBS-
villin promoter MES. The SV40 polyA region of the@FP plasmid (Clontech, Ozyme, Saint
Quentin Yvelines, France) was PCR amplified usinghe t primers
5'GGCGCCTCTAGATCATAATCAGCCATA3 and 55GCGCCCTTAAGATACATTGATGAGTTS’
and subcloned in pGEMTeasy vector ( Promega, Charbonnieres-les-BaiRsance). After
EcoRlI digestion, the SV40 polyA fragment was gelifpad using the NucleoSpin Extract Il
kit (Machery-Nagel, Hoerdt, France) according te thanufacturer’s instructions and then
subcloned at the EcoRl site of the plasmid pBSnvglomoter MES generatiqgasmid pBS-
villin promoter MES SV40 polyA. Site directed mugagsis was used to introduce a BsiWI

site (5’phosphorylated
AGCGCAGGGAGCGGCGGCCGTACGATGCGCGGCAGCGGCACG3)  befor the
initiation codon and a Mlul site (5’phosphorylated

CCCGGGCCTGAGCCCTAAACGCGTGCCAGCCTCTGCCCTTGG3) aftethe stop
codon in the full length cDNA encoding for the melamal gene cloned in the pCIS vector
(kindly provided by Pr. Peter YurchencBpbert Wood Johnson Medical School, Piscataway,
NJ 08854, USA ). The BsiWI-Mlul fragment containitige lamal cDNA was gel purified
and then subcloned in the BsiWI-Mlul sites of tr&Spvillin promoter MES SV40 polyA
vector generating the plasmid pBS-villin promdtemal.
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LM a5 plasmid construct

A double strand annealed oligonucleotide, 5GGTTRARAATTTAAATGGTA3 and 5’
CATTTAAATGTTTAAACCGTASZ’, was inserted into the Kprgite of the vector pBS-villin
promoter MES SV40 polyA, generating the plasmid pB promoter MES KSP SV40
polyA which has now Swal and Pmel unique siteso@lde strand annealed oligonucleotide,
5'CGCGAGGCCGGCCACCGGTGGCGCGCCAT and
5CGCGTGGCGCGCCACCGGTGGCCGGCT3, was inserted m Miul site of the vector
pBS-villin promoter MES KSP SV40 polyA, generatitige plasmid pBS-villin promoter
MES KSP MAAF SV40 polyA which have now Ascl, AgeitgFsel unique sites. A double
strand annealed oligonucleotide, 5 GGCCGCATTTAAATHIRAACCC3  and
5'GGCCGGGTTTAAACATTTAAATGCZ, was inserted in thed\l site of the vector pBS-
villin promoter MES KSP MAAF SV40 polyA, generatirige plasmid pBS-villin promoter
MES KSP MAAF NSP SV40 polyA which have now two Sveaild Pmel sites flanking the
villin promoter and the SV40 sequence.

The plasmid pGEM mTielama5 contains the mouse full length cDNA encoding foe t
lama5 gene was generated by Dr L. Sorokin (Institute Pbiysiological Chemistry and
Pathobiochemistry, University of Minster, Germanihe unique EcoRI site presents in this
vector was destroyed using the T4 polymerase. @iteted mutagenesis was then used to
insert a BsiWI site (5’phosphorylated
CCCCGGGCCCACTAGCGTACGATGGCGAAGCGCGGA3Z') before thmtiation codon,

an EcoRl site (5’phosphorylated
GCGCACTCCCGGGGGGAATTCCTTCAGCCTGCACCC3)) just aftdre signal peptide
sequence and an Ascl site (5’phosphorylated
CCGCTACTTTGGCATGGCGCGCCTTAATTAAGTGACAT3’) just befe the stop codon
of the mouse lama5 cDNA. A double strand annealed oligonucleotide,
5AATTCGGGTACCGACTACAAAGACGATGACGACAAAT and
5AATTTTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGGTACCCGS3, containgh a Flag tag
sequence was then inserted into the EcoRI siteouble strand annealed oligonucleotide,
5'CGCGGGATATCCCTATGACGTCCCAGACTATGCCTAAGG3’ and
5'CGCGCCTTAGGCATAGTCTGGGACGTCATAGGGATATCCS3' contaimgy a HA tag
sequence and a stop codon was inserted into thé s The Bsiwl-Ascl fragment
containing thelama5 cDNA was gel purified and inserted into the Bsidel sites of the
pBS-villin promoter MES KSP MAAF NSP SV40 polyA wtec generating the pBS-villin
promoteriama5 tag construct.

The functionality of the pBS-villin promotéama5 tag was tested by transient transfection in
the HEK293 cell line. 75x fcells/well in Lab-Tek" (Nunc, France) were transfected with
1ug of pBS-villin promotetamab tag using JetPEI reagent (PolyPlus Transfectikkiych,
France) according to the manufacturer’s instrustidtdh after transfection, cell were fixed
with 3% paraformaldehyde (10mn) and then with 0'G%on X-100 (10mn). After washing 3
times with PBS, transfected cells were incubatadlfdy at room temperature with rabbit
polyclonal anti-HA antibodies diluted to 1/50 (H&0Sigma-Aldrich, France) or mouse
monoclonal anti-Flag antibodies diluted to 1/100@2( Sigma-Aldrich, France). After
washing in PBS (3 times) cells were incubated 1th wWie secondary antibodies. Cells were
examined using a Leica DMR 2 fluorescent microscope
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Mouse models, genotyping and animal experiments
Generation of Tg-lamal and Tg-lama5 mice

Transgenic mice overexpressing the dMor the LMa5 chain in their intestinal epithelial
cells thanks to the villin promoter were generated.

The Sall fragment containing the villin promotelidaved by the mouskamal cDNA and the
SV40 polyA from the pBS-villin promotdamal plasmid was gel purified and used to inject
pronuclei of fertilized oocytes prepared from thdid line B6D2 (C57BI/6xDBA/2) at the
transgenic facility of the IGBMC (Strasbourg, FrapcGermline transmission was detected
by polymerase chain reaction (PCR) analysis of BIA obtained at weaning, using the
villinl primer present in the villin promoter (5’ AAGGAAGCCAGTTTCCCTTC3’) and the
Lnl7 primer present in the 5 region of thelamal cDNA

(5 TGACCCAGAGCACCGAGGCCAZ) generating a fragmenf 452 pb. This was
confirmed using the primers Lnll6 present in the r83gion of thelamal cDNA

(5 GCCTCATTCCGGGGCTGTGTG3) and SV40 3 down presen the SV40 polyA
sequence (5’AATGTGGTATGGCTGATTATG3’) generating aadment of 166bp. 300
oocytes were injected giving raise to 68 living eiMultiple generations of offspring derived
from two founders expressed functional, transgesresed LMal.

The Swal fragment containing the villin promotelidwing by the mouséama5 cDNA and
the SV40 polyA from the pBS-villin promotesrha5 plasmid was purified and used to inject
pronuclei of fertilized oocytes prepared from thdoitid line B6D2 (C57BI/6XxDBA/2) at the
transgenic facility of the IGBMC (Strasbourg, FraphcGermline transmission was detected
by polymerase chain reaction analysis of tail DN&tained at weaning, using the villin2
primer 5 GGCAGGGTAGAGGTTGGACTAS) and the primer
(5 TCGTCATCGTCTTTGTAGTCGZ3) located in the Flag tagnerating a fragment of 300
bp This was confirmed using the primers Lna5s4eem the 3’ region of theEama5 cDNA
(5°CTGATCAATGGGGCCCCTGTCAACS) and the SV40 3’ dowgenerating a fragment
of 240 bp. 300 oocytes were injected at the IGBNMINng raise to 53 living mice. 13 founder
lines have integrated the transgene and two wepe ecause of their high expression in
LMas5.

The various lines studied of Tgmal and Tgtama5 mice developed and bred normally
without any obvious gastrointestinal defects. Theression of thelamal and lama5
transgenes in the gut of adult mice was checked Noythern blot, RT-gPCR or
immunodetection. All procedures with animals weegfgrmed according to INSERM ethical
criteria.

Conditionally inactive mutant p53mice: note 1
Induction of calitis

Colitis was induced by providing animals with diimix water containing dextran sulphate
sodium (DSS) 3% (wt/vol) for 6 days and then kil@dlays after as described previouSly.
To induce colorectal carcinogenesis associated efitbnic colitis, mice were submitted to a
combined treatment of AOM (azoxymethane) and D&SBriefly, mice were injected
intraperitoneally with 10mg/kg body weight of AONkdolved in PBS. On the following day,
DSS was administered in a cyclic fashion, with eagtie consisting of one week of 3% DSS
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and one week of water. Mice received three cycfeddS5 and were sacrificed 3 days after
the last day of DSS treatment. The entire colon amactum was removed, opened
longitudinally, and rolled with the mucosa inwardslistological examination and
immunodection of LMs were performed on the entmezén samples. Inflammation was
scored according to a mettfddaking into account the degree and extent of inffeation:
overall number of inflammatory cells (scale: 0-8pjthelial damage (scale: 0-3), percentage
of mucosal injury: grade 1 (1-25%), grade 2 (26-%08451-75%), 4 (76-100%). In total, the
severity of the colitis was graded on a scale 1Hi(parallel, inflammation was determined
using a Cytokine Enzyme-Linked Immunosorbent As¢Bi/ISA). Briefly, distal colon
samples of control and transgenic animals were vech@nd homogenized into cold PBS
containing protease inhibitors (Sigma-Aldrich, Fren The concentration of protein was
determined using the Bradford method. T&FAL-1p3 and, IL-6 were determined by ELISA
assays (BD Biosciences) according to the manufacsuinstructions. All experimental
groups were tested in duplicates. Results wereesspd as ng/mg of tissue.

Histology, assessment of apoptosis and senescence

For histological examination and immunohistochemnaalysis, intestines were prepared by
the Swiss roll method. Samples were either direfitted in 4% paraformaldehyde or
embeeded in Tissue-Tek. 7 um sections were preparedtandard haematoxylin/eosin
staining or periodic acid Schiff (PAS). For detentiof apoptosis, the ApopTag® Plus
Peroxidasdn Stu Apoptosis Detection Kit (Millipore, France) wasedsaccording to the
manufacturer's guide. The Senescence Detection(Bi@Vision, CA, USA) was used to
histochemically detect SB-Gal activity in tissue sections, a known charaster of
senescent cells. Pictures were taken using an megérZ2 microscope and acquired with the
digital image AxioVision MosaiX software (Carl ZsiMicrolmaging GmbH, Germany).

Immunohistochemistry, immunofluorescence

For immunohistochemistry, tissue sections of 6uicktiess were used. For some antibodies,
tissue sections were treated with a Ventana Bendi@nautomaton (Ventana Medical
Systems). For other antibodies, tissue sectiong wWeparaffinized with toluene, then boiled
with the antigen retrieval sodium citrate buffeH@) for 10 minutes. Sections were incubated
with primary antibodie®vernight at 4°C or for 20-30 mn at 42°C for seusigorocessed by
Ventana (Supplementary Table 1) Slides were thereafter incubated with biotinydate
secondary antibodies (Vector Laboratories), angalifivith the ABC Elite Vectastain kit and
developed with the DAB kit from Vector Laboratoridsor immunofluorescence, unfixed
human or mouse intestinal frozen sections of Sumeweubated overnight directly with the
primary antibody. List of antibodies and dilutioase listed inSupplementary Table 1
Bound antibodies were visualized with anti-mousgi-@bbit or anti-rat secondary antibody
conjugated with Alexa 488 (Molecular Probe) or Qyackson ImmunoResearch, UK) or
anti-mouse IgM conjugated with FITC (Sigma, Lyorakee). DAPI was used to visualize
nuclei. After mounting in a glycerol/PBS/phenyleradine solution, sections were examined
using an epifluorescence microscope (AX 60, Olym@ymical Co, Hamburg, Germany).
Pictures were taken with an Olympus digital caméantrol sections were processed as
above with omission of the primary antibodies.
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RNA extraction and quantitative RT-PCR

RNA was extracted using Tri Reagent (Molecular Rede Center Inc., Euromedex, France)
and further purified by an additional phenol/chforon 5/1 (V/V) extraction. The amounts of
RNA were measured using a Nanodrop (ThermoSciemidinoDrop 1000).

Primer sequences are describedSimpplementary Table 2 Total RNA was treated with
DNase | (Roche Diagnostics, Meylan, France). cDNAtlsesis was done using the High
Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystems Inc, Fraj)cFor quantitative real-time PCR
(qPCR) analysis, we used the LightCycler™ systewcfiRe Diagnostics, Meylan, France) or
the 7500 real-time PCR system (Applied Biosystents France). PCR amplification was
performed using the FastStart DNA Master Mix SYBR&h | (Roche Diagnostics, Meylan,
France) or using the TagMan® Gene Expression Masigrfor GAPDH or thePower
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Iikgance). PCR efficiency (E)
determined by serial dilution of a pool of cDNA waaculated by the slope of the regression
line (E = 10%8°"°_1) and was higher than 80%. The specificity af 1CR products was
assessed by generating a melting curve. The cot@a@T method AACT method) was
used to quantify the cDNA of interest relative e IGAPDH reference. Data are represented
as ratios of mean values (+/- SEM).

Cell cultures and p53 transfection experiments

HCT116 human colon carcinoma cells and HTC116 witlargeted inactivation of p53
(obtained from Dr Abello, Inserm U685, France) wenaintained in culture at 37° C in
DMEM medium supplemented with 10% fetal calf serand gentamycin (Invitrogen Cell
Culture, France). For transfection experimentdsogere plated into 6-well plates (500 000
cells per well) and transfected with 3ug of eith@MV-Neo-Bam p53 wt, pCMV-Neo-Bam
p53 R175H, pPCMV-Neo-Bam p53 R273H or pCMV-Neo-Bakidgene, Cambridge, MA)
or with 3ug of plasmid pCMV6-XL5-p53 wt (Origen) oontrol plasmid cDNA (Invitrogen)
using JetPEM reagent (PolyPlus Transfection, lllkirch, Francepcording to the
manufacturer’s instructions. A well without plasmidis also added. RNA was extracted at
different time intervals (6h, 48h, 3d or 4d ) aftemsfection. For 4d, cells were re-transfected
at 3d (n=3 for each time condition).

In vitro analyses of LM influences on p53 expression and amflammation

HCT116 cells were plated into 6-well plates coatedhot with either LM-111 or Caco-2
derived LM-511 as described previoudfyand RNA was extracted 48h, 72h or 96h after
plating. RT-gPCR for p53 mRNA were then performed&hwprimers mentioned in
Supplementary Table 2.To decipher a possible LM-driven NéB modulation, stable NF-
kB reporting HT-29 celf8 were seeded into 6-well control plates or intadgdacoated with
LM-111, Caco-2 derived LM-511, human tenascif-®r rat tail collagen | at 5pg/émHT-
29/Luc-E cells were cultured in RPMI 1640 mediunthwglutamine, 10% heat-inactivated
fetal calf serum and peni-streptomycin (Invitrogéall culture, France) under hygromycin
(200pg/ml; Invitrogen Cell culture, France) andhwituman TNFa (10ng/ml; Preprotech).
Luciferase activity was determined using the Lueide Assay System (Promega, France)
according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis
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Statistical analysis was performed using the ongoat-test (GraphPad software) to verify
significance of the observed differences.
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Results

Changes in epithelial BM structure in IBD

A comprehensive analysis of LM molecules in humalorc samples from both CD and UC
patients was conducted to identify which LM chamgght be deregulated in IBD. Results
regarding the expression/location of LMs at theheghial BM in IBD and control mucosa are
summarized inSupplementary Figure 2 In normal colon mucosa, thel chain was not
detected at the BM level whereas in inflamed CD &l specimens an induction in its
expression was found in sporadic clusters of glaadd restricted to the crypt bottom
(Supplementary Figure 3B. In addition, a significant up-regulation of th& chain was also
observed in the crypts of inflamed tissuSsigplementary Figure 3D. These modifications
were noted in inflamed ileal mucosa for ki@ chain as shown using the 4C7 antibody
formerly postulated to recognize ldM chain'®? There was no significant difference in the
BM staining for other LM chains studiediZ, a4, 1, 2, yl) between IBD and normal
samples while gradient of L¥B and LM/2 staining was less pronounced in IBD (not shown).
The biological effects of the LMs are mediated byface receptors including integrins and
non-integrin receptors such as dystroglycan (Dyrb2@10). In inflamed tissuexx6[34
integrin known to bind LM1, LMa3 and LMa5 chains was increased in crypt bottom while
integrin B1 subunit and dystrogycan expression did not vatyveen normal and inflamed
samples (not shown).

Tenascin-C (TN-C), defined as an anti-adhesive oubddewas found in intestine in a sub-
epithelial position $upplementary Figure 3B. Accordingly to previous data (Riedl et al.
1992), TN-C immunoreactivity was increased at thecosal surface and in the lamina
propria especially in the UC sampl&upplementary Figure 3F) TN-C accumulation in the
mucosa is correlated with increased numbers of teetlal and smooth muscle cells as
determined by CD31 armtsmooth muscle actin immunoreactivity (not shown).

LM accumulation is found around the ulceration-assoiated cell lineage

In the mucosa adjacent to ulcers, small atypicalsbwere often visible in CD and UC
samples Kigures 1A and 2. Although often located near the muscularis maepshey can
be found scattered within the mucosae. They weeatified by Wright et af® as a novel
epidermal growth factor-secreting cell lineage pagscapable to stimulate ulcer healing
throughout the gut in CD patients and called UA®L filcer associated cell lineage. The
UACL were positively stained using periodic acichibic(Figure 1A) and were detected in all
colon CD and UC cases. UACL glands are often dadt@and composed of epithelial cells
with pale staining with hematoxylin/eosin, smaktfinuclei situated horizontally along the
basal poles of cellsF{gures 1A and 3. We investigated the immunohistochemical
expression of gastrointestinal mucins and of ttgfeptides Figure 1B) assumed to define
UACL glands®**** These glands are positive for MUC5AC and MUCSB.itmunoreactivity
was found for the homeobox gene Cdx-2 or for MU@# of its target genes. TFF3 peptide
is expressed in goblet cells in the normal colon dhsent from the UACL glands. TFF1
antigen was detected in CD samples in regions edjado mucosal ulcerations; yet, it was
absent from UACL glands.

Immunostaining of BM molecules clearly show tha thACL glands are strongly stained by
LMal and LMu5 antibodies and to a lesser extent with dMantibodies Kigure 2). No
clear modifications in intensity/distribution weseen for LMx2 and LMu4 and for the LMB
andy chains studied compared to normal glaréigyre 2 and not shown. The epithelial
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cells within the UACL that were surrounded by a1 and LMa5 chains at the BM level
strongly expressed tlee5p4 integrin receptorKigure 2F).

Transgenic animal models for IBD are less affecteddy DSS treatment

To assess whether LMs regulate inflammation regmms the intestinal epithelium, we
generated transgenic mice that overexpressalMr LMo5 in the gut. A series of
independent lines of transgenic mice were obtathat had inserted a transgene containing
lamal or lama5 cDNA under the intestinal-specific villin promofér The exogenous
expression of thel chain protein in the colon as well as the ect@xpression of thet5
chain in the bottom of the crypt region was conédrby immunostainingSupplementary
Figure 4).

Adult transgenic and wild-type (wt) mice were sutted to the pro-inflammatory reagent
DSS leading to the development of inflammation.malis treated with DSS presented signs
of diffuse colonic inflammationRigure 3A). Three distinct areas could be observed along the
swill-roll of the colon: (1) areas that correspaidstrong signs of ulceration with distorted
crypts, abundant stroma and important infiltratioih lymphocytes and macrophages, (2)
region of mild inflammation where the normal colomucosa was partly preserved or is in a
regenerative statend (3) non inflamed mucosa. Regions of inflamnmatiwere also
confirmed by tenascin accumulation in the mucosd $hown). Immunodetection of Ldvl
and LMa5 chains showed consistently an increase in thgression at the subepithelial
basement membrane when animals were submitted $d3Sompared to untreated animals
(Figure 3A and B). This corroborates thm vivo findings on MICI samples: induction of
LMal and ectopic expression of I8 with a preferential expression at the bases ef th
colonic crypts Supplementary Figure 3. Administration of DSS to T¢gamal mice further
increased the LM1 staining as compared to the DSS-treated wt asimdh an expression
which reached approximately 2/3 versus 1/2 of faeds Eigure 3B). No further increase in
LM a5 staining could be noted in Tgmab colonic mucosa treated with DSS compared to the
DSS-treated wt animals due its high level of exgimsin basic conditiong={gure 3B).
Histological grading of colitis was performed asscliéed in Materials and Methods to
evaluate the possible differential susceptibildydSS according to LM expression found in
the colon. The mean scores assessed on the evitire and on rectum are 6.8 for ema5
mice (n=5), 4.2 for Tdama5 (n=5), 6 for wttamal (n=3), and 3.7 for Tdamal (n=3).
Taking into account the final scoring, it can bedaded that inflammation was attenuated in
the transgenic animals whatever they expressiLidr LMa5 chain.

Note 2
Cells of the UACL present p53 immunoreactivity

As colorectal cancer can arise from cotitige performed immunohistochemistry of p53 in
human CD and UC colonic samples using the DO-7adti. This antibody was shown to
have the highest sensitivity and specificity foe thetection of genetic mutations in colorectal
cancer’ Most of the histologically normal epithelium diaged p53-negative cells. Yet,
some colonic glands in CD or UC inflamed segmengsgnted cells with an accumulation of
nuclear p53 staining of weak intensity (not showpp3 immunoreactivity differed
significantly in regions where UACL glands wereat#éed. Indeed, the nuclei of the atypical
gland cells were strongly p53 positifleigure 4A, B). In addition, some glands found nearby
the UACL presented sporadic p53 nuclear stainkiiguie 4A; arrowheads). Yet, in general a
clear boundary between p53 positive and negatisadyl was observef-catenin staining
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was performed in parallel on the samples from IEDignts. A lateral cell membrane staining
was seen in the majority of epithelial cells whatetheir location in colonic or in UACL
glands, although weaker in the latter caSigyre 4C). Of note is the fact that gcatenin
nuclear staining only confined to cells within tb&CL glands could be observed in some
CD casesKigure 4D). E-cadherin immunoreactivity was found in bothrmal and UACL
glands delimitating nicely the cell/cell junctioSigure 4E); yet in the UACL glands this
staining was restricted to the base of the epdheélls Figure 4F).

Neither LM-111 nor LM-511 activates p53 mRNA or infammation

To test whether LM substrata could modulate endogep53 transcripts, HTC116 cells were
seeded on LM-111 or LM-511-enriched matiixgure 5A shows that p53 mRNA could not
be stimulated by the presence of LMs as compareetlte seeded on plastic as assessed by
RT-gPCR and whatever the time period studied (fidorto 4 days). To test the possible
activation of LMs or of other matrix substrata nflammatory conditions, we used a stable
NF-kB reporter model in human colorectal HT-29 celts.bbsal conditions without matrix
substratum, TNFx was able to induce expression of the reporter gemehing a mean of ~4-
fold stimulation after 6 h of TN# treatment [Eigure 5B). No further effect on the reporter
system was observed when the cells were seededatsix molecules including LM-111 and
LM-511 (Figure 5B).

Induction of endogenoudamal by TP53 in a human tumor cell line Note 3

To examine whether ectopic expression of wild-type53 could result in increased
expression of endogenoilmsmal mRNA in human cells, the human HCT-116 colorectl
line was transfected with the TP53 geRgure 5C shows that expression Emal mRNA

in HCT-116 cells was increased by 2.2 fold as easl$ h (p=0.013) and by 2.8 (p=0.0002) at
48h after transfection with pCMV-p53wt as compartedcells transfected with control
plasmid. This study conducted at different timeiqus up to 4 days showed an inducibility
increasing with time. Interestinglyama3, lama5, lambl andlamcl mRNA levels were not
modified by p53 overexpression as visualized a8 Figure 5C).

Lamal promoter activity — Note 4

p53 accumulation and loss of MUC?2 alsoccurs in animal models -Note 5

The possible relationship between p53 andaliMvas then tested using animal models for
IBD and IBD-associated colorectal cancer. Adult enigere submitted to the DSS or the
combined AOM/DSS treatment leading to the develagméinflammation-driven colorectal
tumors? At early phases of inflammation characterized etated surface epithelium and
structurally normabr regenerative glandular crypts, p53 immunoregtmias found strongly
expressed in nuclei of numerous colonic epithadells Figure 6A). With the combined
AOM/DSS treatment, neoplastic regions developednessively in the inflamed mucosa of
Tg-lamal mice (3 out of 5 versus 1 out of 5 for control @)id/arious types of lesions were
found on the intestinal Swiss roll of treated ansnaegions with concomitant presence of
intense ulceration and reparative zonegyre 6B and O, and regions with neoplastic
lesions Figure 6D and B). Similarly to data obtained with DSS, AOM/DSS wtdstines
were in a more inflamed state than those from gani€ mice (Tdamal and Tglamab) as
assessed by the histological inflammatory scor&gbeespectively of 6.3 (n=8) and 4.4
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(n=9). Co-staining experiments of ldd and p53 revealed that the p53 immunoreactivity
tended to disappear, concomitantly to the increaseMal intensity suggesting that p53
accumulation is the first event before byl activation Figure 6B and D). Furthermore,
MUC2 disappeared from the p53-positive glanBgire 6C) as in the UACL observed in
human IBD casesH{gure 1B). Nuclear p53 accumulation and loss of MUC2 stajnivere
also observed in the tumofrSigure 6E).
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Figure 1: Characteristic features of the UACL foundin IBD patients

(A) The UACL were identified as glandular structuresmgly stained in magenta with PAS as compareti¢o t
normal colonic glands; they were characterized lopgated flat nuclei at the basal pole of the ilset;
staining with hematoxylin-eosin; arrow(B) The cells that composed the UACL showed immundiagcfor
MUSAC (inset) and MUCB6, while no reactivity was ebged for MUC2 or Cdx2 as compared to normal caloni
areas; TFF1 and TFF3-reactive cells were not faanthe UACL. Nuclei are visualized with DAPI. Arrew
point to the UACL. Scale bars: 50 um
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Figure 2: Immunodetection of LMa chains and integrina6f4 in UACL

The UACL glands identified by differential hematdiryeosin staining (HE) are surrounded by a strstagning
for LMal, LMa5 and to a lesser extent for ld@ chain. Some aspecific L&l staining (a) was trapped by
mucus in goblet cells. L4 immunoreactivity was very weak around the UACLirasontrol glands; staining
was found in blood vessels. The epithelial celisrfithe UACL glands (humbered 1 to 6) are co-sta{naerged
yellow signal) with antie6 integrin (green) and anfi4-integrin (red) antibodies and correspond to tsiased
by both anti-LMx1 and anti-LMx5 chains. Nuclei are visualized with DAPI. Arrowsiqt to the UACL;
arrowheads: vessels; mm: muscularis mucosae. Baede50um
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Figure 3: LM al and LMa5 expression in transgenic mouse models for inflamestion

(A) Representative picture (hematoxylin-eosin stainiofya swiss-roll of colon and rectum from alégrab
mouse treated with DSS; the colon is located onettternal part of the swiss-roll, while the rectisnin the
center.(1-3) enlargement of representative zones found aloagsttiss-roll: (1) area corresponding to strong
signs of ulceration with distorted crypts in whittere is accumulation of LWL (red) and LMi5 (green) in the
stroma; (2) region of mild inflammation where thermal colonic mucosa is partly preserved showingeased
LM staining in crypt regions (merged yellow signal3) non inflamed mucosa showing the typical &1
staining at the upper part of the gland with absesfcLMal. (B) Immunodetection of LM1 (red) and LM5
(green) chains on cryosections of control colonigcasa, of colon from DSS-treated mice and fromeeithy-
lamal or Tgdama5 mice submitted to DSS. Note the enlargement oBtleregion that is stained for L&L or
LM a5 when mice are treated with DSS. e: epithelidsggb: lamina propria; mm: muscularis mucosae. Isiuc
are visualized with DAPI. Scale bar: 50um
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Figure 4: UACL glands present p53 ang3-catenin immunoreactivity

(A, B) The nuclei of all epithelial cells found in the URGom IBD patients were positive for p53 as shawn
immunostaining with anti-DO-7 antibody. The nuadé¢iadjacent crypts that are morphologically diffarérom
UACL present some p53-positive cells scattered iwitthe glands (arrowheads) or were negati{@,. D)
Immunostaining fo3-catenin showing that almost all cells found in th&CL presented a nuclear reactivity
contrasting with the confined lateral cell/cell ¢tion staining in adjacent epithelial celi&E) Co-staining
experiments (merged yellow signal for E-cadherirrad and LMx1 chain in green) showing that the UACL
glands defined by the strong immunoreactivity véttii-LMal antibodies still exhibited E-cadherin at the fake
junction of cells; this staining was restrictedth@ basal pole of cells in UACLF] as compared to adjacent
normal cells. B), (D) and ) are higher magnification ofA(, (C) and E) respectively. Nuclei inK) were
visualized with DAPI. Arrows point to the UACL. Seabars: 50 pm
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Figure 5: p53 expression controls LMl expression in human colonic cancer cells

(A) HCT116 cells were seeded either on LM-111 or on 5M-enriched matrix; endogenous p53 mRNA was
quantified by qRT-PCR and expressed as ratio velat controls (plastic dishes). The values aremgias a
mean +/- SEM of 9 independent experiments (n=3 @&y&; n=3 at 3 days; n=3 at 4 days) which werdgubo
Data show that LM substrata do not activate endoggmexpression of p53 in cel(®) NF-kB reporting HT-29
cells were cultured with or without TNFon different matrix substrata and compared to diskghout matrix
(plastic). The values are given as fold changeaidifdrase activity (ratio with TN& without TNFx; mean +/-
SEM from 3 independent experiments). Data show dlativation of the reporter gene assessed by hasiée
activity was not modified by LMs in particula¢C) Relative mRNA expression of various LM constitetiv
chains in HCT116 cells following transfection will’53 gene assessed at different time points (6h,3l&nd 4
days). Transcript levels were determined by RT-qR@R standardized for GAPDH mRNA, and the values ar
given as ratios normalized to those founding cedesfected with the vector alone (means +/-SENnfi®»4
experiments, except farl at 6h n=6 and at 48h n=8). Data show that wiftktp53 activates selectively and
progressively the endogenous expression ofiLMhRNA. *: p = 0.013; **: p=0.0002.
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Figure 6: p53 accumulation occurs in animal modelfor colitis and for inflammation-mediated colorectd
carcinogenesis

(A) p53 expression (green) and bl staining (red) on a colonic sample from a DS&ted mouse presenting
mild inflammation with an ulcerated surface epitliel and structurally normal or regenerative glaadarypts;
p53 immunoreactivity was present in numerous nugltiin epithelial cells; inset: representativeashowing
the nuclear p53 staining; right: the correspondaing-section was stained with hematoxylin-eo$B); and (C)
Co-staining experiments for p53 (green) anddIMred) (left panels), or MUC2 (green) and &l (red) (right
panels) on inflamed regions of a wt mouBe C) and on a neoplastic lesion from colonic mucosanfa Tg-
lamal mouse submitted to the AOM/DSS treatmddt ) (adjacent sections). In inflamed tisqilge C), while
LMal staining (red) became intense at the BM leveR staining was still present and MUC2 was lost (eg,
glands 1 and 2); gland 3 represents possibly adgilara more advanced regenerative process devopb®f
staining and positive for MUC2. In tumor®,(E), p53 was also found in some epithelial cellshaf heoplastic
area; in parallel, MUC2 expression decreased orumdgtectable in this region (n). Nuclei were vigeal with
DAPI. Scale bars: 50 pm.
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Supplementary Figure 1: Assessment of the inflammaty scores in Crohn’s disease and ulcerative coldi
(A) The macroscopic appearances of the mucosa aftegitbrylin-eosin staining were graded using the yRsle
scoré® on 15 Crohn patients and 7 Ulcerative colitis grats giving a mean value ranging from 8.3 to 8.@evh
control samples never exceed 1B) Inflammation was further confirmed by immunohidtemistry showing

strong CD45 and TLR4 reactivity in samples from @ddients. Scale bars: 25um
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normal colonic gland IBD colonic gland

Supplementary Figure 2: Diagram summarizing the digibution of LM a chains in normal (left) and IBD
(right) colonic mucosa

LMa3 and LMu5 chains were found more concentrated at the tapeohormal colonic glands while in IBD
their expression extended down to the crypt, leadina homogenous distribution of I8 along the crypt-
villus axis. LMal chain was induced in colonic crypt from IBD pat@while expressions of LR and LMu4
chains (w: weak) were not modified. Note that dihly epithelial basement membrane is depicted apigssion
in lamina propria is omitted for clarity; w: weak
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Supplementary Figure 3: Modifications in expressiorof LM al, LMa5 chains and in TNC in IBD colonic
mucosa

(A-B) LMal chain is detected selectively at the BM at chygttom in IBD samplesH; arrows) and is lacking
in normal mucosa A); some unspecific cytoplasmic immunoreactivity seen in goblet cells(C-D)
Immunostaining for LMi5 in IBD samples is extended along the colonic dgawith a strong staining at the
deeper crypt regiorD)) contrariwise to normal colorCj where the staining presented an increasing gnadie
distribution. (E-F) TNC content was heavily increased at the BM Idaetowhead) and in the lamina propria
(asterisk) in colonic mucosa from UC and CD (ingetlients F versusE). e: epithelial cells; Ip: lamina propria;
mm: muscularis mucosae; arrows: ectopic stainirggit bottom; arrowheads: myofibroblasts. Scale baum
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Supplementary Figure 4: Expression of th&'g-lamal and Tg-lama5 genes in the colon

(A-B) Histological views of colons from parental and thgglamal and Tglamab transgenicanimals (stained
with PAS). Expression of LBl (A) and LMa5 (B) proteins was visualized by immunostaining in tggrsc
animals overexpressing thamal andlama5 genes and compared to the normal parental coldns showed

that both chains are ectopically expressed in lwedylar crypt region in transgenic animals (arfpwaiclei are
visualized with DAPI. e: epithelial cells; Ip: lan@ propria; mm: muscularis mucosae; ml: muscleriaygcale

bars: 25um
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specificities species antibody name source dilution staining
Lamininal rabbit anti-human al G4/G5 Dr D Gullberg 1/400 IF
Lamininal rat anti-mouse 200 Dr L Sorokin 1/100 IF
Laminina?2 | mouse anti-humar 2D10/E7 Dr E Engvall 1/50 IF
Laminina3 | mouse anti-humar BM2 Dr P Rousselle 1/10p0 IF
Laminina4 | mouse anti-humar 3D12 Dr L Sorokin pure IF
Laminina5 | mouse anti-humar 4C7 Dr E Engvall 1/10( IF
Laminin a5 rabbit anti-mouse 405 Dr L Sorokin 1/500 IF
LamininB1 | mouse anti-human D9 Dr L Sorokin pure IF
Laminin32 | mouse anti-human 9F8 Dr L Sorokin pure IF
Lamininyl | mouse anti-human 111D10 Dr L Sorokin pure IF
Lamininy?2 rabbit anti-human 2140 Dr P Simon-Assmann 1/1000 IF
Integrina6 rat GoH3 Immunotech 1/50 IF
Integrin 34 mouse 1964-3E1 Euromedex 1/100p IF
Integrin1 mouse anti-human P4C10 Gibco BRL 1/1000 IF
Dystroglycan | mouse anti-humaln IIH6 Dr KP Campbell /20D IF
Lutheran rabbit CyLu Dr JH Miner 1/500 IF
TNC rabbit TNC 1.2 Dr G Orend 1/200 IF
TNW mouse 560 Dr R Chiquet-Ehrismann 1/500 IF
FN rabbit FN 2.1 Dr G Orend 1/200 IF
Muc?2 rabbit 1A + 2B Muc2 Dr J Bara 1/200 IHC
Muc5AC mouse PM9 Dr J Bara pure IHC
Muc6 mouse F8 Dr J Bara pure IHC
TFF1 mouse P2802 Dr C Tomasetto 1/100 IF
TFF3 rabbit 1519 Dr C Tomasetto 1/500 IF
Cdx2 mouse CDX2-88 BioGenex 1/500, IHC
p53 mouse anti-human DO-7 Dako 1/20( Ventana
p53 rabbit anti-mouse| CM5 Novocastra 1/100 IF
Mdm2 mouse anti-human IF2 Invitrogen 1/500 IHC
Bcl-2 mouse clone 124 Dako 1/100, Ventana
E-cadherin mouse clone 36 BD Transd_uctlon 1/1000 IF
Laboratorie5"
: BD Transduction IHC
[-catenin mouse clone 14 Laboratories™ 1/100
a-SM1 mouse Clone 1A4 Dako 1/300| Ventana
MSH2 mouse G219-1129 Ventana predilufed Ventana
MLH1 mouse G168-728 Ventana predulited Ventana
Ki67 mouse MM1 Novocastra 1/200 IHC
TLR4 rabbit CD284 Imgenex 1/50 IHC
CD31 mouse MEM-05 Invitrogen 1/200 IF
CD45 mouse 2B11+PD7/26 Dako 1/10Q Ventapa
CD68 mouse KP1 Dako 1/400(Q Ventana
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Gene Sequences (5'to 3)
Tg-amal GCCTCATTCCGGGGCTGTGTG
AATGTGGTATGGCTGATTATG
Tg-amas CTGATCAATGGGGCCCCTGTCAAC
AATGTGGTATGGCTGATTATG
LAMAL GACAGCCCGGTGTCTGCCTTCACG
GTGGCGGTTTTGGGCTCATATGCA
LAMAS TCCCCTACTGCGAAGCTG
CCTCAGGAAGGGCAGGAT
LAMAS TGCCCATGTCCTCACACTAA
CACGTCTCCCCCATTCAC
LAMB1 CCACTGAAAAACATTGGGAATC
TGAGCCATCATTTCTGTAACATC
LAMCL CACAGAGGCCAAGAACAAGG
CTTGGTGCTGGTGGCATT
TP53 QuantiTect® primer assay Quiagern

Supplementary Table 2: Sequences of the primers uséor genotyping and RT-QPCR
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I\VV. Notes relatives a la publication 2

Note 1: Par le biais d'une collaboration avec le Dr. Klaksger Janssen (Technische
Universitaet, Muenchen), nous avons obtenu récermhes souris possédant un allele p53
muté qui peut étre exprimé dans I'épithélium intedtgrace a un systéme Cre/LoxP (Olive et
al., 2004). Ces souris expriment alors la mutaRd72H (analogue de la mutation structurale
humaine R175H) c'est-a-dire dont I'arginine du codd172 est remplacé par une histidine.
En plus de faire perdre sa fonction suppresseuumeur a la protéine p53, cette mutation
change de facon dramatique la conformation de ¢tdépre p53, et est également décrite
comme étant une mutation « gain de fonction »,uduidonne des propriétés oncogéniques
(Xu, 2006). Une expérience préliminaire a été s@éaliafin de déterminer si I'inflammation
associée a une telle mutation allait promouvoinmdlifier I'apparition de tumeurs. Ainsi a ce
jour, 6 couples de souris ont été soumis a uretraht de 4 cycles de DSS (un cycle = une
semaine de traitement DSS puis une semaine d'aawal®). Les souris ont été disséquées, et
'analyse des intestins va pouvoir démarrer. Pasuiige, il serait intéressant de croiser ces
souris Villin-Cre p53LSL-R172H (Lox-Stop-Lox) aveos souris transgéniques surexprimant
la chainenl de laminine dans le but d’obtenir un modéle pieche des événements naturels
gu’une induction de la tumorigenése par un induatbimique comme I’AOM.

Note 2 : Afin d’'appuyer les scores histologiques et de gtiant’inflammation consécutive
au traitement par le DSS des souris transgéniggéaniab, les cytokines pro-inflammatoires
IL-6, IL-13 et TNFa seront dosées par la technique Elisa par le Dedéfick Barreau
(INSERM U763, Hobpital Robert Debré, Paris) dansddre d’'une collaboration. Les résultats
préliminaires de cette étude (obtenus pour [iristpaur une cytokine sur 2 couples

d’animaux) tendent a confirmer que [linflammatiorst emoindre dans nos souris
transgéniques.

Note 3: Cette étude a permis de montrer qu'une surexmmesge la protéine p53 wt
permettait d’activer I'expression endogene de laimdol de laminine. Notre hypothese est
gue dans le contexte pathologique, la protéinegEag étre mutée. Nous avons entamé une
collaboration avec le Dr. Laurent Bermont (Unive¥sie Franche-Comté) qui se propose de
séquencer le géene p53 présent dans les cellulaesdglandes « UACL ». Des carottages de
ces glandes ont ainsi été réalisés a partir desextiéns chirurgicales de célon issu de patients
atteints de la maladie de Crohn a partir d'un l@ogaraffine. Le premier séquencage réalisé
a révelé une mutation dans le codon 229, codoregmgailt muté dans certains cas de cancer
du poumon (Lehman et al., 1991). Par ailleurs,réaige du Dr. Wright a récemment publié
une étude sur la recherche de mutations dans deddeacancers associés aux colites
(Leedham et al., 2009). Il en ressort deux mutati@présentatives : la mutation structurale
R175H (décrite dans la note 1) et la mutation detasmi R273H (mutation qui affecte
directement la zone de liaison a 'ADN). Ces deuntations sont des mutations gain de
fonction. Il est donc intéressant de voir si 'udelles est capable d'activer I'expression
endogene de la chaimel de laminine par transfection. A cette fin, nousrs acquis des
plasmides porteurs de la protéine p53 avec la oat&®175H ou la mutation R273H. Ces
expériences seront realisées dans des cellules HCindalidées pour le gene p53 (HCT116
p53"; Bunz et al., 1998), et le taux endogéne des ARNmgéndamal sera évalué par RT-
PCR quantitative.
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Note 4: Une fois établi le fait que la protéine p53 aiti I'expression du genkmal, il
s’avere intéressant de savoir si cette régulatisin directe. L’expérience montrant une
activation de I'expression du gétamal apres seulement 6h de transfection du plasmide p53
est un premier argument allant dans le sens d'égelation directe. Afin de conforter cette
hypothése, des études de promoteur du t@m&l vont démarrer. Le promotelamal a été
cloné et caractérisé au laboratoire (Piccinni £t28l04). Le promotedamal humain de 2kb
placé devant un gene rapporteur luciférase, digborau laboratoire, possede un site de
fixation pour la protéine p53 (analyse informatiggenomatix). Nous nous proposons de
muter ce site par une mutagenese dirigée (grackitausite directed mutagenesis » de
Promega), puis de réaliser des expériences deansféction du plasmidemal-luciférase
muté avec un plasmide codant pour la protéine pS eomparer cette activité a celle du
promoteur intact. De plus, il sera intéressantal\ger a la fois la forme wt de la protéine p53
et les formes mutées).

Note 5: Afin d’analyser les éventuels effets du tranggégiama5 sur des mécanismes de
réparation plus avanceés/tardifs un petit nombresal@ris Tgkama5 traitées au DSS a été
disséqué 5 et 10 jours apres la fin du traitent@ette expérience a révélé que pour les souris
disséquées 3 jours apres la fin du traitement D&Jbservait des glandes positives pour le
marquage nucléaire p53, mais que ces glandes #faielement marquées pour la chatrie

de laminine. 5 jours apres la fin du traitemenD&S, le marquage nucléaire de p53 semble
s'atténuer : il y a moins de glandes marquées,irgensité de marquage est également
réduite. Parallélement, les glandes sont de plydwenfortement marquées pour la chaiie

de laminine. Ce phénomene s’accentue encore dayariO jours apres la fin du traitement
au DSS. Cette observation permet de supposer goeuthulation nucléaire de la protéine
p53 est le premier évenement a survenir en répanseflammation. Puis la protéine p53
activerait I'expression de la chaio& de laminine. Cependant le petit nombre de catiésu
doit étre augmenté afin de pouvoir généralisertasgrvations.

Par ailleurs, lors des traitements AOM/DSS desisdransgéniques, hous avons pu constater
gue les souris Ttama5 ne développaient pas de tumeurs a court termgyidaisse supposer
gue la chainex5 ne joue pas de rble pro-tumoral. Son implicatiams les processus de
cancérogenese pourrait plutbt étre liée a la pesgpa ou a I'entretien des tumeurs (données
du travail de these du Dr. Ritié-Pertusa, U682renéfuipe, 2008).
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V. Discussion des résultats

Les résultats obtenus lors de ce travail nous pigented’éclaircir le réle que peuvent adopter
les laminines lors de l'inflammation intestinaleod$ avons de facon intéressante établi, et
ceci pour la premiere fois, un lien entre la pr@ésuppresseur de tumeur p53 et une ré-
expression de laminines dans des glandes partiesligrouvées dans les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin. Ces glandtypiques ont pu étre identifiées comme
étant les UACL décrites par les groupes des Drsgiwet Rio (Wright et al., 1990 ; Rio et
al., 1991). Nous avons également décrit pour lenfene fois la composition en laminines de
la lame basale entourant ces glandes : principaigragee forte expression des chainéset

as.

Parmi les questions qui restent posees, il y & dl lachronologie des évenements qui se
succedent en réponse a l'inflammation, celle@le des laminines dans cette réponse et celle
du devenir de ces glandes, en particulier dans I'éventuetbgnession des MICI en cancer
colorectal.

V.1. Chronologie des évenements en réponse a |naltén :
accumulation nucléaire de la protéine p53 et exmEHm des chainesrl
et a5 de laminines

Nous avons clairement pu établirvitro qu'une surexpression de la protéine p53 wt pouvait
stimuler I'expression de la chaind de laminine, mais ne stimulait par contre pakea# la
chainea5 (Figure 5, publication 2). Ce résultat est étayé par I'observation dessiinte des
souris 3 jours apres larrét d'un traitement au D®8ns les zones de régénération
apparaissent des glandes dont les noyaux accunpi8rfigure 6, publication 2). La lame
basale entourant la plupart de ces glandes n’gsincant pas délimitée par la chaaiede
laminine. Par contre, les premiers résultats dad@ de ces souris 5 et 10 jours apres la fin du
traitement au DSS ont montré que lors du procedsusparation plus tardif, le marquage
nucléaire de la protéine p53 a tendance a dimienentensité puis a disparaitre, au profit de
'apparition d’'un fort marquage de la chaimgé de laminine dans la lame basale entourant les
glandes en régénération (non illustré). Par adlewres glandes présentent de fortes
homologies avec les UACL décrites dans les MICkzdhemme, et I'on peut donc supposer
gue ce mécanisme y est également présent. A lalesigésultatsn vitro, la chainea5 de
laminine, quant a elle, ne serait donc pas direeténstimulée par la protéine p53; son
expression pourrait découler d’'une stimulation lpashainenl, comme les travaux effectués
au laboratoire a partir de greffes de cellules H¥@&xprimant la chainel de laminine ont
déja pu le suggérer (De Arcangelis et al., 2001).

La question de savoir si a l'inverse les chaioéset a5 de laminines pouvaient stimuler
I'expression de la protéine p53 a également étégdses résultatsn vitro invalident cette
hypothéseKigure 5 de la publicationd. Dans un méme ordre idée, les études sur lesssour
Tg-H4amal ont montré que celles-ci ne développaient pas gluglandes dont les noyaux
accumulent p53 apres traitement au DSS que lesssbgitamab ou les souris contréles ; ceci
est un argument supplémentaire selon lequel leoeistironnement ne stimulerait pas
'expression de p53. De plus, les souris l&gial ne présentent aucune accumulation
nucléaire de la protéine p53 sans traitement falau DSS, prouvant que le facteur

157



déclencheur est I'inflammation, en réponse de lbgp®&3 s’accumule et stimule I'expression
de la chainel de laminine.

V.2. RéOle des laminines dans lI'inflammation

Le traitement des souris Tgmal et Tgiamab au DSS nous a appris que celles-ci étaient
moins sensibles a l'ulcération que les souris ébetr Ce phénomeéne est probablement di a
un renforcement de la barriere intestinale parlame basale plus dense ou enrichie. En effet,
celle-ci est notamment renforcée au niveau du fded glandes, et elle est également
« epaissie » comme l'atteste un marquage par imfluamescence. De ce fait, les cellules
épithéliales seront moins facilement attaquéeslgmicytokines inflammatoires, ou par les
bactéries ou hapténes responsables de I'inflammatin argument supplémentaire a cette
hypothése pourrait étre que le phénoméne est aénmldns les souris Tigimab, qui
présentent une lame basale renforcée sur une doseéfendue que les souris Tegral,
c'est-a-dire tout le long de I'axe crypto-villogita

D’autre part, la surexpression des chaimke®ta5 observée dans la lame basale entourant les
glandes coliques (aussi bien les « normales »apI&ACL) pourrait participer a la réparation
de ces glandes et a rétablir leur intégrité. Cesings sont fortement impliquées dans le
développement embryonnaire, et nous avons pu déenoati laboratoire leur implication
dans des mécanismes de proliféeration cellulaire, det différenciation, mécanismes
indispensables au maintien de 'homéostasie imt@sti(De Arcangelis et al., 1996; Simon-
Assmann et al., 2010 et Publication 1).

De ce fait, il serait intéressant a des fins théutigues d’'imaginer un moyen de stimuler
'expression de ces chaines spécifigues de lamidivez les patients atteints de maladies
inflammatoires chroniques de lintestin : ainsi pourrait espérer diminuer la fréquence
d’apparition ou l'intensité des phases d’ulcératidar analogie, une étude a démontré qu’une
injection de laminine-111 dans le muscle permettaisoigner certains types de myopathies
(Rooney et al., 2009). On pourrait alors supposer njection de laminine-111 ou -511
dans les zones d’ulcération repérées lors d’'unescopie pourrait freiner voire réparer
l'ulcération.

V.3. Devenir des glandes UACL ? Vers la régénératicellulaire ou la
tumorigenese ?

La question reste posée de connaitre le devenigldades atypiques trouvées dans les MICI.
L’anticorps que nous avons utilisé pour marquegr@éine p53 reconnait la forme wild type
(wt) et des formes mutées de p53. Ainsi nous pasiyastuler deux hypothéses : soit nos
glandes vont aller vers la régénération et la wadmar cellulaire (avec alors un
fonctionnement correct de p53), soit ces glandes dégénérer en cancer associé aux colites
(avec dans ce cas la présence d’'une mutation de p53

Les différents immunomarquages et investigatiors mpus avons menés jusqu’a présent ne

nous permettent pas d’apporter une réponse clagetta question. Toutefois, les résultats
acquis nous permettent d’envisager quelques pistescherche.
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V.3.1. Hypothése du fonctionnement normal de la mWioe p53 wt:

régénération ?
Dans ce premier cas, l'inflammation provoque uessrcellulaire responsable de I'activation
de p53, c'est-a-dire qu'il va étre « uprégulé ». dratéine va alors assurer son role de
contrbleur de « check point » et provoquer I'adétcycle cellulaire. A partir de Ia, l'intégrité
de la cellule va étre vérifiée, et les mécanismegéparation vont étre enclenchés le cas
échéant, entrainant I'activation de génes de réparaomme p53BP1 (p53 binding protein
1), H2AX (variant de I'histone H2A), MLH1 (mutL hamlog 1, colon cancer, nonpolyposis
type 2) ou MSH2 (mutS homolog 2, colon cancer, dyposis type 1) (Gorgoulis et al.,
2005). Si la réparation s’est effectuée correctdmarcellule va passer un deuxieme « check
point », et pouvoir se remettre a proliférer. Sinarcellule va entrer soit en apoptose, soit en
sénescence.

Dans notre étude, nous observons une accumulaidéaire de p53. Dans I'hypothése d’'une
protéine « wt », nous devrions également obsemeraccumulation nucléaire de la protéine
régulatrice Mdm2, qui assure le rétrocontrole da@ (%enutil et al., 2005). En effet, Mdm2
transporte la protéine p53 du noyau vers le cysmp&ou elle sera séquestrée puis détruite,
afin qu’elle ne puisse pas en permanence agir’ADN. Les immunomarquages que jai
réalisés ne révelent pas de marquage nucléaire dim2Mdans les cellules ou p53 est
accumulé Figure 41). Nous avons démarré la recherche des géenes deatiép tels que
MLH1 et MSH2, mais les résultats obtenus jusqu@sent ne nous permettent pas d'établir
de conclusion évidente.

Par alilleurs, le marquage au Ki67 que nous avofecteE indique que les cellules qui
composent nos glandes atypiques ne proliferenf{figsre 41). Il est cependant envisageable
gue ces cellules soient dans une phase plus préeodwision, et l'utilisation de marqueurs
tels que c-myc ou la cycline D1 pourrait apportes é&léments de réponse. De plus, ces
molécules sont des cibles directes d-eaténine, que nous avons trouvée nucléaire dans
certaines cellules des glandes atypiques p53 pesiigure 4, publication 2.

Enfin, la technigue TUNEL et l'utilisation d'un kile recherche de cellules sénescentes
montrent que les cellules des glandes atypiquesoné ni en apoptosd-igure 41) ni en
sénescence (non illustré).

Le marquage particulier des mucines que nous awaservé présente de tres fortes
similitudes avec celui décrit par Wright et collegwdans leurs UACL (Longman et al., 2000).
Ces observations couplées avec I'expression phétieude TFF1 qu’ils ont observée leur a
permis d’émettre I'hypothése que ces glandes UA€hisnt des glandes régénératives, a la
vue de la fonction de facteur de réparation deteéms en trefle (Mathelin et al., 2005).

Afin d’apporter des arguments dans I'hypothése dduentuel réle régénératif des glandes
atypiques, il serait intéressant de rechercher aesqueurs de cellules souches ou
progénitrices. L’hypothese serait que nos glandgpiques pourraient régénérer a partir
d’une cellule possédant les informations nécessaireedonner le lignage colique épithélial.
Parmi les marqueurs classiques de cellules souctestinales, on peut citer Musashi et Lgr5
(voir introduction p. 20 et Todaro et al., 2010Nous avons pour l'instant recherché une
expression de Musashkifure 41), mais aucune cellule de nos glandes atypiquestga
trouvée positive dans les 2 cas analysés a ce ]daventuelle présence de cellules
progénitrices pourrait étre recherchée par des uearg comme Pdx1 (déja retrouvé exprimé
dans des UACL - Kaneko et al., 2008) ou Sox9 (Ged@., 2010).
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Figure 41: |IIustrat|on des d|fferents marqueurs utlllséla a’ |dent|f|er le role des glandes atyplques fées
par les fleches). A noter la présence de témoisgifsointernes pour chaque marqueur.

V.3.2. Hypothese d’'une mutation de p53 : tumorigeee?

La présence de p53 muté dans des cas de MICI @étdétée dans 2 cas sur 8 dans I'étude
réalisée par Leedham et al. (2009). Notre hypott&asee mutation de p53 est de prime abord
alimentée par les résultats préliminaires du ségpgades glandes atypiques ou une mutation
de p53 a pu étre révélée (voir note 3 p.167). ansas de figure, 'accumulation nucléaire
de p53 observée serait due a la perte de sa fanstippresseur de tumeur (par controle et
arrét du cycle cellulaire). La boucle de rétrocoletmpar Mdm2 ne serait donc pas activée, ce
qui expliquerait I'absence de marquage nucléair&dm2 que nous observons. La protéine
p53 mutée ne va donc pas provoquer I'apoptoseealkdes, ce qui va également dans le sens
de nos observations.

Par contre, on pourrait alors s’attendre a une amggtion de la prolifération, ce qui n’est pas
notre cas au vu du marquage Ki67. Cependant leerelch de lg3-caténine montre une
accumulation nucléaire de celle-ci dans certaingiiles de nos glandes atypiques. Un
marquage nucléaire de IR-caténine indique une activation de la voie Wntj st
activée/dérégulée dans de nombreux cas de canoer fpvues voir: Giles et al., 2003;
Clevers, 2006). De plus un travail sur un modelmdiiction chronique de colites par
administration de DSS de fagon cyclique a des saarrévélé I'apparition de dysplasies,
combinées a une expression nucléaire edatenine et de p53 (Cooper et al., 2000).

Le marquage particulier des mucines que nous avbservé dans nos glandes atypiques est
en fait ouvert a une double interprétation. Entefd@itre son réle dans la régénération, une
dérégulation des MUC ou des facteurs TFF pourrgdleinent parler en faveur d’'un

processus de carcinogenése ou il existe des datiéms de ces molécules (Reis et al., 1999;
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Mathelin et al., 2005). A ce titre, une telle dérdégion a été décrite dans des polypes
hyperplasiques ou des polypes juvéniles (Mochizetkal., 2007; Barros et al., 2009). De
plus, il a été rapporté que MUCL1 pouvait interayiec la3-caténine de maniére compétitive
vis-a-vis de la E-cadhérine, ce qui déstabilise jlmsctions cellulaires et favorise la
dissémination métastatique (Leroy et al., 2006).r&da de ces mucines particulieres dans un
processus de cancérisation de nos glandes atypegtide ce fait tout a fait envisageable.

Parmi les autres arguments qui conforteraient licagion possible des glandes atypiques
dans la dégénérescence en cancer se trouvent :

- la localisation de la protéine Stat3-phosphoryléas le noyau de certaines cellules de nos
glandes atypiques (marquage réalisé par le Prstophie Borg, CHU de Besancon - Inserm
U645), protéine dont le réle oncogénique a étéidéans plusieurs travaux (pour revues
voir : Danese and Mantovani, 2010; Grivennikov iadin, 2010).

- la diminution de l'intensité du marquage Smadd faton similaire aux polypes (Barros et
al., 2009) qui sont la premiére étape de la cagedrese colique (marquage réalisé p&t*m
Rita Barros, Institut de Pathologie Moléculairel@étnmunologie de I'Université de Porto).

Enfin, de nombreux arguments parlent en faveur dde de la chain@l de laminine
comme acteur de la tumorigenése (introduction 67 ;Maatta et al., 2001) et comme
activateur de la croissance cellulaire lors depesalu développement (introduction p.50). A
ce titre, il nous parait nécessaire de réaliserebgseriences de transfection du plasmide
porteur d’un p53 muté : les résultats obtenus peramt de relier une possible mutation de
p53 a I'expression endogéne de la chaiftede laminine. En effet, la plupart des mutations
p53 pouvant aboutir a des gains de fonction, onrrpduenvisager une stimulation de la
chaineal par la protéine mutée. Ces données, si posits@sient un argument fort de
limplication de la chainel dans la progression tumorale a partir des glatgiques.

Afin d’apporter des éléments de réponse, nous agems la recherche de marqueurs de
cellules souches portés plus particulierementgmcéllules cancéreuses (Todaro et al., 2010)
comme CD133 (ou prominine-1, impliqué dans le reetlament cellulaire et 'angiogenése
des tumeurs), CD166 (ou ALCAM, qui est une moléatdikdhésion cellulaire) ou CD44
(récepteur de I'acide hyaluronique et molécule ké&sion cellulaire) qui pourront peut-étre
nous aider a trancher en faveur de I'une ou l'adé&r@os hypotheses.

Conclusion

La difficulté de ce travail est donc de décrypteséquence des évenements qui surviennent
chez les patients atteints de MICI et de connaitfétat » de p53 afin de potentiellement
prédire I'évolution de la maladie. Il est possiljge dans un premier temps ce soit le
mécanisme de réparation impliquant la protéinevagib3 qui est observé dans les glandes
atypiques, mais qu’au cours des cycles successifsédation/réparation, des erreurs de
réplication (entrainant mutations, perte d’allelssjent a I'origine d’'une mutation de la
protéine p53 qui sera alors impliquée dans un mgeende tumorigenese.

En France, le suivi des patients est tel que lauddie intervient sans tarder quand la maladie
se complique (tres fortes ulcérations, sténosed.a)résection chirurgicale de ces zones
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ulcérées, qui peuvent potentiellement dégénérecagcer si I'on favorise I'hypothese de
glandes atypiques pro-tumorales, expliquerait leldataux de cancer dérivant de MICI que
I'on observe.

162



Partie 3, travail de collaboration :

Etude de la matrice extracellulaire
dans un modele d’'insulinomes murin
surexprimant la ténascine-C
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SUMMARY

The extracellular matrix molecule (ECM) tenascin-TNC), whose expression in cancer
correlates with a poor prognosis, promotes tumdr preliferation, angiogenesis, invasion
and metastasis. To determine the underlying mesiremi we established a TNC-driven
insulinoma model using SV40 Tag-expressing RiplT&822) transgenic mice and a
orthotopic xenograft model engineered to over-esprar lack TNC. TNC over-expressing
tumors had enhanced proliferation, angiogenesigcimtana progression and lung
micrometastasis, which were linked to repressiomiakkopf-1, nuclear localization d3-
catenin, and induction of the Wnt targets CD44 &halg. TNC was expressed in matrix
channels that were continuous with blood vessets @movided a conduit for invasion of

carcinoma-associated fibroblasts, endothelial catld cancer cells.

SIGNIFICANCE

The tumor microenvironment is instrumental in canpeogression. Destruction of tumor
endothelial cells rather supports metastasis likeky to tumor hypoxia and the cancerspecific
matrix that remains unaffected. TNC, a major congmbnof the cancer specific matrix,
potentially contributes to this adverse effect. Bymicking high expression of TNC in
cancers of a transgenic mouse model we show th& pifemotes tumor angiogenesis and
progression. Our results implicate canonical Wghalling as an underlying mechanism, and
advance a new model in which tumor cells constaugNC driven ECM scaffold to enable
angiogenesis. Targeting tumor-generated ECM coalglesas a new approach for cancer

therapy. Our cancer model may also be suitablee&iing drugs targeting human TNC.
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Multistage Tumorigenesis in RipTag Transgenic Mice

Pancreatic T Antigen *  Hyperplasia Angiogenic Adenoma Carcinoma
Bud Hyperplasia
SV40 Tag . z 3 e o
- i .
— . | - —_— l»‘-.- — L. - — P - — _'
| B @ ... i O - @ e

Figure 42: étapes de la formation de tumeurs des celilds pancréas dans les souris transgéniques RipTag.
(D’'aprés G. Cristofori)

G. ¢

Figure 43: co-immunomarquage de différents éléments de l&iceaextracellulaire avec la TNC dans les
insulinomes de souris double transgéniques RipTa¢tha 14 semaines d’évolutiorA (et B) Les chaineg?2
(vert) eta5 (vert) de laminine forment des structures assioiéls a des travées (fleche€)-@) Le marquage
d’'autres molécules liées a la matrice extracelielaiomme les sous-unités d'intégrineé et 1 (vert),
I'ostéopontine (Osp, vert), la thrombospondinelp(svert) ou la fibronectine (FN, vert), se supsma ces
conduits. H) L’anticorps pan-laminine (LM tot, vert) révéle aistructure en forme de travée remplie de TNC
(rouge).
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Au cours de mon stage doctoral, notre équipe arfing avec celle du Dr. G. Orend, venue de
Bale (DR2, INSERM) qui s’intéresse au microenvirement tumoral, et tout
particulierement a la ténascine-C (TNC). Cette ke est fortement impliquée dans la
progression tumorale, comme mentionné dans l'inkctdn a la page 57. Dans l'optique de
I'étude des mécanismes précis du role de la TNE€derla cancérogenese, j'ai participé a un
travail visant a caractériser la matrice extradaitea dans un modele murin d’insulinomes qui
surexpriment la TNC.

Les souris RipTag expriment I'antigene T du virusien SV40 (Tag) sous contrdle du
promoteur de l'insuline de rat (Rip) (Hanahan, 19Byschich et al., 2002). Ces souris
développent des tumeurs a partir de cell@lési pancréas : on observe une hyperprolifération
de ces cellules, et une néovascularisation qui @andieu a des tumeurs richement
vasculariséesHjgure 42). Ces tumeurs reproduisent les différentes pheasestéristiques de

la tumorigenese allant jusqu’aux carcinomes. Cesisoeprésentent un intéressant modeéle
d’étude des insulinomes humains. Elles ont étésées avec des souris exprimant le gene
humain de la TNC (hTNC) sous contréle du promotRiyp produisant ainsi des souris
doubles transgéniques : RipTag/RiphTNC. La queddtait donc de connaitre la répercussion
de la surexpression de TNC dans la cascade dencgeriese et dans la formation
d’éventuelles métastases (sujets de thése Yeldabelle Gasser et de M. Falk Saupe, U682
dans notre équipe).

Dans ce travail, mon role a été de localiser certaés molécules de la matrice
extracellulaire par immunomarquage afin de caractéiser le microenvironnement des
tumeurs RipTag/RiphTNC. Ainsi dans un premier temps, j'ai étudié 'immumarquage de
la chainea5 de laminine, ubiquitaire et fortement expriméagke pancréas (Nikolova et al.,
2006) et de la chaing, constitutive de la laminine-332 qui joue un r@&ns la progression
tumorale (Guess and Quaranta, 2009). Ces chailigstdet au sein des tumeurs, aussi bien
chez les souris RipTag que les souris RipTag/RigbTNes structures allongées qui
traversent la tumeuiF{gure 43, A et B. A noter que I'on observe parfois des lacunesdan
ces tumeurs, qui sont a I'occasion comblées péa @Banininea5 (Figure 43, B).

Dans un deuxieme temps, jai cherché a savoirssideepteurs des laminines représentés par
les sous-unités d’intégriness et 31 sont également présentes dans les tumeurs degs sou
RipTag/RiphTNC. L'immunomarquage révele en effe¢ ges molécules semblent border les

travées de laminine que nous avions précédemmept\@esKigure 43, C et D.

Par ailleurs, j'ai également recherché d’autresénues de la matrice extracellulaire comme
la fibronectine et différents types de collagerss type IV, V et pro-collagene lll). Toutes
ces molécules semblent également faire partie riatég des travées de matricégy(re 43,

G et non illustré).

L’ostéopontine est une molécule structurale faidanlien entre les cellules et la matrice
extracellulaire, qui peut jouer un réle a la foim-mflammatoire et pro-tumoral (Chabas,
2005). La thrombospondinel est quant a elle uneogiptéine extracellulaire responsable de
'adhésion cellulaire, et elle est souvent troudéetgulée dans les tumeurs, en participant au
remodelage de la matrice extracellulaire (Tan aadler, 2009). Il était donc intéressant de
Voir si nous pouvions localiser ces deux molécdiss le microenvironnement des tumeurs
des souris RipTag et RipTag/hRiphTNC. La détectiences protéines a l'aide d’anticorps
spécifiqgues a permis de les assimiler égalementti@wées de matrice que nous pouvons
observer Figure 43, E et .

169



Figure 44 : co-immunomarquage par des anticorps anti-paimiags (LM, vert) et anti-TNC (rouge) observé
au microscope confocal. Des coupes en « z » oméalsées au niveau des zones définies par é¢s ditravers
un conduit : coupe sagittale (panneaux du hautpepe transversale (panneaux du bas). A note®sepce de
noyaux dans ces conduits (visualisés en bleu, DAPI)

B See MOVIE 1

Figure 45: tirée de Jia et al. en préparation. Reco_n&nituﬁD de conduits marqués par des anti-corps anti-
laminine (LN, vert) et anti-TNC (rouge) a la foiards les souris simple transgénigheetB) et dans les doubles
transgéniquesd etD). Les noyaux sont visualisés par un marquage aRlfdleu).
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J'ai ensuite co-marqué ces tumeurs avec un anfiaegonnaissant la TNC et un anticorps
pan-laminine reconnaissant plusieurs isoformes ameinine (LMtot Figure 43, H). Ces
expériences m'ont permis de montrer que certairess «travées » de laminines étaient
remplies de TNC : le marquage identifiant la TNG es général juxtaposé a celui des
laminines Figure 43, H). Il s’agissait la d’'une observation par microseo@ fluorescence.
Afin d’approfondir cette hypothése selon lagueks laminines formeraient des conduits
remplis de TNC j'ai pu réaliser sur des coupesssea une reconstitution en 3 dimensions par
microscopie confocale (collaboration avec M. Mudter IBMP qui s’est chargé des
acquisitions). Cette méthode m’a permis de réygderdes coupes en « z » que les marquages
obtenus avec les anticorps anti-laminines et aNtGTétaient bien juxtaposés, et non
superposégHigure 44). Ces coupes ont également permis de révélestaxie de noyaux au
sein des travées de laminines. Par ailleurs, lansditution en 3 dimensions a permis de
révéler que les travées étaient en fait des camdaits I'espacd-{gure 45 et cd-rom joint).

Cette hypothése selon laquelle des conduits daamaixtracellulaire pourraient se former au
sein de structures particulieres avait déja soelelans des travaux sur le transport de petites
molécules dans le thymus (Drumea-Mirancea et #lQ6Q et dans des travaux sur les
mécanismes d’invasion dans les mélanomes (Kaaniahal., 2006). Il est donc intéressant
de penser que les conduits composés de moléculasnutrice extracellulaire observés dans
les tumeurs des souris RipTag/RiphTNC pourraienvirsa transporter des cellules hors de la
tumeur, et donc promouvoir le processus de diffusie métastases. Les cellules qui sont a
l'intérieur des conduits restent cependant a éteatifiees. Par ailleurs, certains conduits de
matrice semblent aboutir a des vaisseaux sangumgpeériphérie de la tumeur (vdtigure

43, C et D). Des marquages avec un anti-corps an8iC[@Pmarqueur des cellules
endothéliales des vaisseaux) effectués au labogapar Isabelle Gasser confirment cette
observation.

Ces données permettent ainsi d’émettre I'hypotittge modéele de conduits composés de
molécules de la matrice extracellulaire probabldarsénrétées par des fibroblastes associés au
cancer (CAF) ; ces conduits entourés de laminimesraplis de TNC se jetteraient dans les
vaisseaux sanguins et permettraient le transpocelligles, dont on peut penser qu’il pourrait
s’agir de cellules métastatiquésdgure 46).

b
w
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Figure 46: schéma proposant le réle de la TNC lors dedgnassion tumoraleA() la TNC est induite lors de la
tumorigenése par des stimuli comme I'hypoxie, tesst mécanique ou des facteurs solubles. Elletecatars
des fibroblastes associés au cancer (CAF) qui séatéter des molécules de la matrice extracelul@) Les
conduits de matrices vont atteindre des vaisseanguins. C) Ces conduits permettent de transporter des
cellules cancéreuses (Motile CC) hors de la tunpeunaire. (Tiré de Jia et al.) EC : cellule endditdé, ER :
érythrocyte
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L’objectif de mon travail de these a été de redmerde role des laminines, éléments clés
de la matrice extracellulaire, et en particulielucée la chainea5, dans le fonctionnement
intestinal normal et pathologique. Dans I'intestimdéveloppement et adulte, les génes cibles
de la laminine-511 et plus particulierement de laioge a5, ainsi que les voies de
signalisation qui lui sont associées, ont pu ééterthinés grace a des modéles d’invalidation
totale ou conditionnelle, aussi bien chez la sagues dans des cultures cellulaires.

J'ai pu établir que la laminine-511 inhibait la @ale signalisation Wnt. La voie Wnt est
classiquement connue pour mener a une stimulagda grolifération cellulaire tant au cours
du développement que lors de la tumorigenése (&e@06). Ainsi l'inhibition observée de
cette voie, combinée aux données morphologiquestiesins adultes invalidés au niveau de
I'épithélium pour la chain@5 suggérent que celle-ci joue un rble dans la mifféiation
épithéliale, aussi bien lors du développement galesd’homéostasie de l'intestin adulte.
Cette hypothése est appuyée par la présence deamagenes impliqués dans des processus
de différenciation trouvés dérégulés dans I'anatyaescriptomique (publication 1). L’étude
du role de la chaine5 chez I'adulte mérite d’étre poursuivie par laacaérisation des lignées
intestinales invalidées obtenues par immortalisat@es cellules permettront d’'une part de
réaliser des études meécanistiques et d’autre pacbanaitre le devenir de cellules invalidées
pour la chain@5, tant au point de vue de la prolifération qudaddifférenciation cellulaire.
Ces cellules seront des outils précieux quanttad& plus approfondie et plus directe des
voies de signalisation Wnt et PI3K/Akt.

Ces résultats sont a mettre en parallele avec hesereations effectuées sur les
prélevements intestinaux pathologiques, en particlés MICI, ou les chainesl eta5 de
laminines sont surexprimées dans le fond de glandigues (publication 2). Les modeles
animaux d’inflammation combinés a la surexpressiences chaines de laminines m’ont
permis de démontrer que ces molécules joueraiemblenprotecteur contre I'inflammation.
Toutefois, le mécanisme responsable de cette pimteeste encore a étre déterminé. Les
voies de signalisation impliquant le NB sont principales dans l'inflammation. Une étude
effectuée par Armstrong et al. (2008) a montré lguaminine-111 est capable d’activer une
voie impliquant le NF«B dans les cellules de Schwann menant a la stironlde la pousse
des neurites. Le NEKB pouvant jouer un role a la fois pro-inflammatoiet anti-
inflammatoire (pour revue, voir Wullaert 2010 est intéressant de rechercher le mécanisme
d’action de chaines spécifiques de laminine sue oatdie, selon le contexte physiologique.
Les expériences préliminaires menées grace auxlewllrapportrices NKB-luciférase
tendent a montrer que la chaing de laminine inhiberait plutét la réponse inflaatoire au
TNFa médiée par le NkB (figure 5B, publication 2). Ces expériences davtoutefois étre
reproduites afin d’obtenir des résultats statigimgant significatifs.

Certaines données obtenues grace a I'analyse tigtoscique des intestins invalidés pour
la chainea5 de laminine pourront nous permettre de comprememains phénomeénes
observés dans l'intestin pathologique. A titre @eple, il a été décrit dans la maladie de
Crohn une augmentation du facteur de transcripkibh (Gersemann et al., 2009), facteur
intervenant dans la différenciation des cellules@cus. Or l'analyse transcriptomique des
intestins murins invalidés pour la chatne a révélé une surexpression de Kilf4, corréléeea un
dérégulation du nombre de cellules & mucus danstiestins mutants (publication 1). Chez
les patients atteints de maladie de Crohn, les iprenstades d’ulcération entrainent la
destruction de la lame basale et ainsi une perta deainex5 de laminine. On pourrait donc
envisager qu'en réponse a cette perte, les voiesigihalisation permettant de stimuler la
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production de cellules a mucus nécessaires a keghimn de I'épithélium intestinal soient
activées.

Par ailleurs, les MICI étant caractérisées pamptheses d’'ulcération entrecoupées de phase
de rémission, il sera important de comprendre le d&s laminines dans les processus de
réparation, au vu de leur importance dans I'honabstintestinale. De nombreux articles
récents ont pu mettre en valeur le role d'une wibée signalisation encore mal connue,
découverte chez la drosophile, la voie Hippo (pewue, voir Bardet 2009). Il s’agit d'une
cascade de phosphorylation qui réprime la tranonpe genes favorisant la prolifération et
la survie, et qui intervient afin de stopper laissance des organes lors du développement.
Un lien entre la protéine suppresseur de tumeur gi5@& voie Hippo a pu étre mis en
evidence : p53 induirait Hippo par un mécanismeosnénconnu afin d’augmenter la mort
cellulaire (Colombani et al., 2006). Chez la drdslap la voie Hippo régule la prolifération
des cellules souches intestinales : une perteghalsstimule la prolifération en augmentant
d’'une part la production de ligands de la voie EGHRI’'autre par les cytokines Unpaired
(Upd) activant la voie JAK-STAT. Lors de dommagesl'épithélium, Yorkie (médiateur de
la voie Hippo) est requis dans les cellules pragées pour répondre aux dommages causeés
par le DSS chez la drosophile (Ren et al., 2018)plDs, une expression focale de ce facteur
YAP (Yes-associated protein), homologue de Yorkiezcles mammiféres, a de maniere
intéressante été trouvée dans des cellules progésitet les compartiments en réparation
dans du tissu normal (Steinhardt et al., 2008).chainea5 de laminine jouant un role
protecteur contre I'inflammation, et promouvantlavie des cellules via le facteur Akt, on
pourrait également envisager I'existence d’un éatre la chaina5 et le facteur YAP.

L’existence dans les MICI de glandes atypiquesapaumulent p53 dans leur noyau et
surexprimentl eta5 pose la question du devenir de celles-ci lorsadgrogression de la
maladie. Une surexpression de p53 et des déreguldg la matrice ont également pu étre
décrites dans d’autres maladies inflammatoires cemar exemple lors d’'inflammation du
poumon (Gonzalez et al., 2008 ; Morissette eR808) mais sans relier ces deux évenements.
Sachant qu'il existe un lien important entre lesémmeénes dinflammation et la
dégénérescence en cancer, il est nécessaire denithétele réle que vont jouer ces deux
protagonistes dans I'évolution de la maladie. Déypothéses sont envisagées : soit ces
glandes sont des glandes régénératives qui pamicéla restauration de I'intégrité tissulaire,
soit ces glandes participent & la dégénérescerseMiéiel en cancer colorectal, ces deux
hypothéses ne s’excluant pas I'une l'autre.

Claessen et al. (2010) ont pu démontrer récemmest @pntrairement a ce qui avait été
décrit dans des études précédentes (pour revueTexic et al., 2010), la voie Wnt pouvait
étre activée dans les phases précoces des carssarsiéa aux colites. De plus, il est
maintenant admis que le signal PI3K/Akt peut coepéwvec la voie Wnt pour augmenter la
B-caténine nucléaire durant I'inflammation (Lee ket 2010). Ces résultats peuvent étre reliés
a nos connaissances sur le lien entre la chabnge laminine et les voies Wnt et PI3K/Akt
(publication 1). Il faudra ainsi envisager que fainea5 puisse jouer un role différent sur la
régulation de la voie Wnt, peut-étre de facon dmpe au contexte normal (développement
ou maintien de I'homéostasie) et au contexte pathiglie (réponse inflammatoire ou
dégeénérescence en cancer). L'existencp-daténine nucléaire dans les glandes atypiques de
patients atteints de MICI (figure 4, publication® nous permet pas de conclure quant a sa
fonction. En effet, de nombreux genes cibles d-lzaténine ont été dénombrés, parmi
lesquels des génes de prolifération, de transfoomaais aussi de différenciation voire de
réparation (pour revue, voir Chien et al., 200@ar ailleurs, une régulation épigénétique de la
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voie Wnt par méthylation des genes qui appartiehaarette voie a également été décrite, et
participerait a la dégénérescence des MICI en cgdbder et al., 2008).

Les données encore parcellaires de la littératuéeitemt donc d’étre analysées avec
prudence afin de potentiellement les relier avdlesgue nous avons obtenues a la fois dans
lintestin en développement, adulte et pathologigeé de comprendre au mieux les
meécanismes qui permettent soit de restaurer I'hetas® intestinale, soit d’entrainer la
dégénérescence en cancer, afin de mettre en éeidescibles thérapeutiques.
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Abstract

Intestinal development is a process of continuogsachic bidirectional crosstalk between
epithelial and underlying mesenchymal cells. Thissstalk is mediated by well-dissected
signaling pathways. Another crucial actor in théthegio-mesenchymal interactions is the
stromal microenvironment, composed of extracellufatrix moleculesAmong them, the
basement membrane molecules are secreted by thieelepn and mesenchyme in a
complementary manner. These molecules signal badket cells via the integrins or other
specific receptors. In this review we will mainlycus on the basement membrane molecules,
particularly laminins. The major basement membnauiodecules are organized in a complex
molecular network which is highly variable amonggams. Cell culture, co-culture, and
grafting models have been of great interest forewstdnding the importance of these
molecules. Mouse gene ablation of laminin chaimsiateresting models which often lead to
embryonic death and are frequently accompanieddnypensatory processes. Overall, the
basement membrane molecules are crucial in thefutamaintenance of intestinal
homeostasis.

Key words: intestine, development, cell interactions, basemer@mbrane, laminins,
experimental models, gene ablation.
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Introduction

The intestinal epithelium derives from the mid grakterior parts of the definitive
endoderm (midgut and hindgut), which itself origesafrom the ingression of primitive streak
cells at gastrulation. Specification of the prestivep intestinal endoderm is driven by
interactions with the lateral mesoderm. Later, mogenesis of the gut generates the single-
layer columnar epithelium, situated above the langropria myofibroblasts, from which it is
separated by a basement membrane, which is a kpatoom of the extracellular matrix. The
basolateral membrane of the epithelial, as welthad of the mesenchyme-derived cells,
carries receptors of basement membrane moleculas.d&elopment is characterized by
morphogenetic processes —progressive outgrowtheofitli, and later on, downgrowth of the
crypts in the stromal tissue. Eventually, both Hgial and mesenchyme-derived
compartments acquire their definitive morphologieathitecture (crypt-villus or colonic
glands and muscle layers, respectively) and thgestive functions.

These developmental steps leading to the adultestag controlled by crucial
pathways emerging from one or the other cell cotnpamt, allowing morphogenetic
processes and differentiation of both epitheliatl anesenchymal cells. These molecular
players include the Wnt, Hedgehog, Notch, PI3K, &MP signaling molecules, whose
pathways have been dissected extensively in a nuwfbanimal species but are still not
completely elucidated (1-5). In addition, the lesdl known extracellular matrix molecules
among which the basement membrane molecules —lasnityipe IV collagen, nidogen, and
perlecan— are secreted by both epithelial and ncbyemal compartments in a complementary
manner. These molecules signal back to the cellshé integrins or other specific receptors —
the a-dystroglycan or the Lu/BCAM (Lutheran blood growgmd basal cell adhesion
molecule)— leading to architectural or functionahiges of both epithelial and mesenchymal
cells.Compelling evidence of the involvement of basenmaimbrane molecules and of their
receptors in intestinal epithelial cell homeostasimes fromn vitro co-culture models and
gene ablation mice models.

In this chapter, we will describe (i vitro andin vivo models that help to elucidate
the interactions between epithelial and mesenchytisslues, (i) the composition and
organization of the intestinal basement membraseyell as the tissular origin (epithelial or
mesenchymal) of the individual molecules, (iii) timluence of the extracellular matrix in
epithelial differentiation, (iv) the potential impday between the basement membrane and
transcription factors, (v) germinal gene ablatioperiments of laminira chains and of the
main receptors of the basement membrane molecatethair consequences.

I- Models of epithelial-mesenchymal interactions in desloping intestine

Early experiments demonstrated that interactiongwdrEn mesenchyme and
epithelium were required for normal morphogenesis viarious organs. In the gut,
morphological differentiation is controlled by thimited self-differentiation of the
endodermal tissue, by the inductive action of thesemchyme and by the reactivity of the
endoderm to the mesenchymal induction (6-9). Dearakntal biologists at the “Collége de
France” including Katy Haffen have performed vasdypes of recombination experiments
between endoderm and mesenchyme of fetal intestiossdifferent species (chick, mouse,
or rat) before any sign of differentiation. For eyde, grafted tissue recombinations of
proximo-distal segments of the fetal gut (smalkstinal mesenchyme associated to colon
endoderm) demonstrate that sucrase-isomaltase d&s ihduced in the colon epithelium
under the influence of small intestinal mesenchywtach shows the major influence of the
mesenchyme (10)F{gure 1). Another type of recombination experiment betweaetact
mouse mesenchyme and undifferentiated rat intéstipighelial cells (IEC) (11) led us to
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show for the first time that the mesenchyme wa® dbl induce a villus morphogenesis
comprising all epithelial cell types in the graffironditions; this experiment proved that
pluripotent stem cells were present in the IEC dele, but lacked an adequate
microenvironment in culture (12).

Overall, these experiments have garnered a hugerrgnod information concerning
the instructive or inductive potentialities of theesenchyme or endoderm for the onset of
brush-border enzymes and the capacity of the cotagastric endoderm to be intestinalized
by the small intestinal mesenchyme (12-15). Suchmibination and/or grafting techniques
also benefited to several teams who performedf@iiekperiments (2;16;17).

Focuson caudal Cdx genes

Among the transcription factors involved in epithemesenchymal interactions, a
great interest has been generated in the caudsctiption factors Cdx, as these genes are
involved in intestinal homeostasis. Cdx1-null miaee viable and do not show major
intestinal phenotype; however they induce faint eddspendent modifications of the
expression of the paralogous gene Cdx2 (18;19).gEmminal gene ablation of Cdx2 led to
early lethality before the onset of endoderm dgwalent, and the heterozygous mice formed
polyp-like heteroplasia in which the remaining Catt2le is lost (20-22).

In epithelial-mesenchymal recombinants composegratimal or distal segments of
the small intestinal mesenchyme, we observed tletdvel of Cdx gene expression in the
associated colon endoderm was decreased, demorgstiag influence of the small intestinal
mesenchyme on colonic epithelial cells (23). Iregngly, Cdx2-expressing cells grafted
under the skin of nude mice maintained their exgpoes in contrast, when the cells were
injected in the caecum wall, Cdx2 was lost, undegythe influence of the tissue
microenvironment in the regulation of Cdx2 (Z2Bjgure 1).

Recently, Klaus Kaestner’s laboratory (25) publiéhevery interesting paper based on
a conditional ablation of Cdx2 using a Foxa3-Cmee/liwhich led to severely affected
intestinal growth and colon dysgenesis; indeedctilen failed to form. In addition to these
important morphogenetic and functional failureseréh was a significant activation of
esophageal genes (primarily keratin genes) whigzifip intestinal genes were extinguished
in the posterior Cdx2-mutant intestindhere was also a shift of the main intestinal
transcription factors to anterior transcriptiontéas. Gao and colleagues (25) pointed to the
important alterations of epithelial-mesenchymal cekractions in the intestine of the Cdx2-
deficient mice. The Wnt and Hedgehog signaling waifs in particular were affected. This
was obvious from the ectopic activation of Wntl0tner Wnts, and Wnt target genes in the
caudal intestine of the mutants. IHH and SHH exgiceswere reduced, which may explain
the presence of the expanded smooth muscle lapses\ed in the mutant proximal intestine.

Altogether, Cdx2 is a master regulator in the pastendoderm with a central role in
the establishment of intestinal identity. Cdx2 isoasubmitted to a crucial control by
epithelial-mesenchymal cell interactions via asteao major signaling pathways, Wnt and
Hh, which control the proliferation and homeosta®$ the intestinal epithelium,
myofibroblasts and smooth muscle layers.
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[I- The intestinal basement membrane

Components and organization of the basement membrane

Basement membranes are sheet-like structures thadrage cells (particularly
epithelial) from the underlying or surrounding centive tissugFigure 2). These basement
membrane molecules also surround muscle cells, &uwells, and fat cells. They contribute
to tissue organization, stability, and differentiat These matrices are assembled as polymers
of laminins and type IV collagen that are linkegether by nidogens and heparan sulphate
proteoglycan (perlecan). These four classes of miase membrane molecules can be
visualized in numerous organs by immunostainingngispecific antibodies. Laminins are
major components of the basement membrane andtatéov many physiological functions.
A great wealth of data on laminins is availablehe literature and strengthens their major
role in embryonic development and organogenesisréoiews see (26-28)). Here we will
provide an overview of their structure and clasatfion, and we will describe in detail their
expression, cellular origin, and function in theestine.

Laminins are hererotrimeric proteins composed red @, onef3, and oney chain. In
vertebrates, fivel, threef3, and thregy chains have been identified that represent disganoe
products. The laminin family of proteins has beenlassified recently according to their
subunit composition. Molecular characterizationaikability, and use of specific antibodies
have allowed demonstration of 15 laminin isoformgdate (29)Figure 2). These isoforms
are often expressed in a tissue- and developmgsiadicific manner. Genetic diseases in
humans such as congenital muscular dystrophy,ipmadtepidermolysis bullosa, and Pierson
syndrome are linked to mutations in genes encoldimgnin a2 chain, constitutive chains of
laminin-332, and laminin32 chain, respectively (for reviews see (27;28)).roligh
interactions with several cell-surface receptoduding integrins, syndecans, dystroglycans,
or Lutheran, basement membranes are able to diffezeiht signaling pathways to the cell
and lead to specific functions (28).

Immunocytochemical anish situ hybridization studies indicate that almost all wuits
(excepty3 chain) are present in the intestinal basement breame either at the base of
epithelial cells or surrounding muscle cells. Tledcstribution at the subepithelial basement
membrane of certain chains either at the cryptilbusvlevel, demonstrate the coexistence of
several laminin trimers in the adult intestine.f&Q the laminin isoforms that are potentially
expressed in the mature organ can be classifiedaaement membrane epithelial crypt
markers such as laminin-111 and laminin-211 (duthéopresence afl anda?2 in the crypt
region) and as basement membrane epithelial vilascers such as laminin-332 and laminin-
511 (identified byy2 anda5 chains) (30-32). In the adult muscle coat, mdghe laminin
chains are expressed, with a predominating exmmessi laminin a4 and a5-containing
isoforms (33)Figure 3A). At early phases of development, the embryonic neuintestine is
composed of the inner endoderm surrounded by treemebyme. The epithelial basement
membrane is located between the two and contawmerflaminin isoforms, as shown by the
restricted expression of some lamimirchains (33) and (31), in particulad anda5 chains
while the32/2 chains are not expressed. Therefore, lamininahiillaminin-511 are the two
major isoforms found in the embryonic intestingefastingly, laminin-211 appears at birth as
visualized by the presence o2 chain, restricted to the crypt region where cpiigliferate
and Paneth cells differentiate (32-34).

Cdlular origin of the BM molecules during intestinal development
The precise mechanisms by which cells synthesidedaposit their matrices are not
yet fully understood. More than ten different lamigene products contribute to basement
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membrane assembly which depends upon the stage physiological situation of the tissue.
This process requires not only a strict transaigl regulation of the genes (see section V)
but also an adaptation on the part of the tissuedatrolling the secretion and assembly of
the various basement membrane molecules out afdlie In this regard, we could show that
the basement membrane located at the epitheliadmbgmal interface in the intestine is
assembled from components that are derived frorh bell types and according a precise
chronology. To determine the cellular origin ofstlhiasement membrane, we used the strategy
previously mentioned as interspecies associatibmthering our understanding of the
necessity of epithelial/mesenchymal interactionghe gut. We combined the creation of
interspecies embryonic tissue recombinants (masilgk/mouse), grafting, and application of
species-specific antibodies on the developed hylomdstines (35). We were able to
demonstrate that the production (and more impdytdéimé deposition at the interface between
epithelial and mesenchymal cells) of the basemeeminane molecules result from a
sequential process that requires cross-talk betweetwo tissue compartmentSidure 3B).
Whatever the developmental state of the basememtoname, laminif3B1l andyl chains have

a dual epithelial and mesenchymal origin while @e&th and nidogen are strict epithelial or
mesenchymal products, respectively. Some moleaurteproduced by either the epithelial or
the mesenchymal cells depending upon the diffeagati stage of the intestines. Indeed, at
the early phases of basement membrane formatibanda5 chains of laminins, collagen IV
are derived from the endoderm, while at later stageen the basement membrane is more
stabilized, deposition by mesenchymal cells is momgortant. This is exemplified by three
laminin a chains @1, a2, a5) as well as by collagen IV. In laminm5-deficient mice, a
compensation process takes place in whizhanda4 laminins are deposited precociously or
ectopically by mesenchymal cells (30;33;36) ang.(37

lll- Influence of the extracellular matrix in epithelial differentiation

Epithelial/mesenchymal co-cultures: influence of differentiating factors

Endoderm/mesenchyme or epithelial/fibroblast cdwak provide informative
models for a large number of intestinal developmleaspects. In the early 1980s, Susan
Henning (as well as our group) focused on the oblglucocorticoids (GC) and retinoic acid
(RA) in the maturation of the intestine (4;38;3%he use of mesenchymal/endodermal cell
co-cultures confirmed the maturation and differamtn effects of GC and RA on the
endodermal cells, and emphasized the necessityeomesenchymal tissue in the hormonal
response. In a “princeps” experiment, we showed th@th GC and RA induced the
deposition of laminin-111 at the interface betwespithelial and mesenchymal cells and
triggered the polarization and differentiation bé tepithelial cells. The direct link between
laminin deposition and epithelial differentiatiomsvdemonstrated by the inhibition of lactase
expression at the brush border level in the preseat anti-laminin antibodies in
dexamethasone-treated co-cultures (36;40;Bjue 4A). Using this co-culture system, we
could also demonstrate the plasticity of fetal dkanoblasts that are able to differentiate into
smooth muscle cells under the influence of intestendoderms (42). Furthermore, grafted
co-cultures of endoderms with two different posthantestinal mesenchymal cell lines
showed that, depending upon their respective sitriproperties, they grew into either normal
intestinal crypt-villus structures surrounded bmascular coat or into structures invading the
connective tissue, with thin and less structuredctaulayers. Interestingly, measurements of
laminin-111 in both mesenchymal cell cultures showeat the cell line which generated the
grafts displaying normal intestinal crypt-villus mbology produced nearly twice as much
laminin than the grafts composed of the invadimgcstires. (43;44)Higure 1B).
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Benefit of a co-culture model of wound healing

The intestinal mucosa is constantly subjected t@asal injuries that must heal to
maintain normal function. Therefore it is importaot define regulators of the epithelial
restitution, a process required in inflammatory bbdiseases. As a model of wound healing,
Beaulieu and collaborators (45) set up a co-culmoglel for the study of wound healing
using a co-culture system of Caco2 cells on topumhan intestinal myofibroblasts (HIM cell
line). The Caco2/15-HIM co-cultures generate a lvesg membrane-like structure that
contains components found in thevivo subepithelial basement membrane. To investigate
the mechanisms of restitution (wound healing agsay®all lesions were generated in the
epithelial layer without disturbing the mesenchyroall layer. The authors showed that the
restitution of the lesion is improved in the cotau¢ conditions compared to Caco2/15 cells
alone. Most importantly, this epithelial-mesenchyma-culture model demonstrated that
wound healing occurs in parallel with a strong @ase in expression and deposition of the
basement membrane molecules laminin-511, type IMgen, and laminin-332 at the base of
the migratory cells, which probably participatestive wound healing. Furthermore, the
addition of soluble type | collagen or human plasfibaonectin favors the epithelial cell
restitution (45). The involvement of extracellutaatrix molecules in Crohn’s disease patients
is exemplified by the finding of a reorganizatidtloe crypt basement membrane in inflamed
segments, in particular of laminins in both smiaiéstine (46) and colon (Ritie and Spenle et
al. personal communication). In parallel, altenatio pericryptal fibroblasts was noted in
inflamed Crohn’s disease patients, which suggesty@tibroblast dedifferentiation process.
(47).

Native extracellular matrix and laminin coatings leading to epithelial cell differentiation

In order to study the effect of cell-extracelluhaatrix interaction on cell-cell adhesion
and cell polarization, human intestinal epithe@co2 cells were cultured on various native
extracellular matrices derived from either epithlebr mesenchymal cells. Data showed that
the level of epithelial cell differentiation assedsby the expression of I-FABP and
apolipoproteingenes varied according to the origin of the extlalee matrix, the most
efficient being the native laminin-332-rich extrligkar matrix deposited by the HT29-MTX
cells (adapted to methotrexate) (48). This showat ta matrix secreted solely by
mesenchyme-derived cells is not sufficient by fts$el trigger maximal differentiation and
further point to the necessity of a complex extitata matrix produced by both epithelial
and mesenchymal cells. However, native laminin-388,also collagen IV or laminin-221,
are able to trigger the lateral targeting of E-@dhat the cell-cell junction, suggesting a
common pathway of induction throu@i-integrin receptors. These data (49), togethehn wit
those of Chartier and colleagues (50), conductedmmther HT29 cell line (one that depicts
other subsets of integrins) clearly demonstraté blagement membrane molecules mediate,
via integrins, functional cell polarization througtomplexes of E-cadherin and actin.
Additionally, it was shown that PI3K activation ptaa key role in this cross-talk that signals
though Raclb activation to control adherent jumcaiesembly (50).

A proteomic approach was utilized in order to disowhich nuclear proteins that are
differentially expressed as epithelial cell diffetiation proceeds or by cells cultured on
laminin-111. Among the differentially-expressed ggnwe found nucleolin, nucleophosmin,
and members of the hnRNP (heterogenous nuclear R&Aly (51;52). Interestingly, this
approach pointed out the crucial role of nucleoanmajor nucleolar protein, which was
mostly present in the nuclei during the proliferatstage of the Caco2 cells, but located at the
cell membrane in differentiated cells. Similarlycteolin shifted from the nucleus to the cell
membrane of cells cultured on laminin-111, wheneassuch labeling could be seen in the
cells cultured on laminin-511. Nucleolin shRNAs exments mimicked the effect of
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laminin-111 as it resulted in the induction of gadlarization and differentiation. Finally, this
specific effect of laminin-111 on Caco?2 cells (iotlan of sucrase-isomaltase and membrane
localization of nucleolin) is mediated bypd-integrin-dependent cascade which implicates
activation of the p38 MAPK pathway (53jigure 5).

IV- Interplay between basement membrane moleculesa transcription factors

Cdx2, a target of extracellular molecules

Laminin-111 is crucial for epithelial polarizati@nd differentiation in various organs
(54). In the intestine, inhibition of laminiml chain by anti-sense RNA in Caco?2 cell clones
leads to an incorrect secretion of tB& andyl chains. In addition, in the anti-sense
Caco2/mesenchymal cell co-cultures, type IV colladailed to be deposited and brush-
border markers were strikingly decreased, or evrsert. Laminimil anti-sense mRNA led,
via an unknown mechanism, to a loss of lamimthchain (55) Figure 4B). Interestingly, a
positive correlation between the level of laminih-chain mMRNA in laminimal anti-sense
clones, Cdx2, and sucrase-isomaltase was showB6bSimilarly, Caco2 cells seeded on
laminin-111 rapidly induced differentiation processincluding expression of Cdx2 (53).
Furthermore, Cdx2 overexpression in Caco2 cellsifieddthe cell-substratum interactions
with a decay of integrifsl and stimulation of integri4 anda6 subunits at the ventral side
of the cells. A similar shift in integrin expressiovas observed in Caco2 cells cultured on
laminin-111. These results display a link betwedtew intestine transcription factor (Cdx2)
and the extracellular matrix related to intestiegithelial polarization and differentiation
(55;56) Figure 5).

Brabletz and collaborators observed that most@t#ils in primary colorectal tumors
which are still surrounded by a laminin-containlmgsement membrane expressed Cdx2 (57).
In contrast, the cells near the margin of the tuanavhere interruptions or lack of the
basement membrane allow cell contact with a coflalgmatrix, lost Cdx2 and E-cadherin,
but acquired nucleaB-catenin. The invasive cells also overexpressedniary2 chains
intracellularly, while LAMA3 was transcriptionally downregulated (see sectiaiow:
Regulation of laminiry2 anda3 chains). Interestingly, the authors showeslitro that when
colorectal cancer cells are in direct contact wiblagen 1, Cdx2 mRNA was downregulated
in different cell lines, and concomitantly the selinderwent an epithelial-mesenchymal
transition.

Transcriptional factors asregulators of laminin gene expression

In this section, we will focus on three laminin ciga lamininal, laminin a3 and
laminin y2 chains. The genes and promoter elements of tttesas have been characterized
and, more importantly, have proved to be functianan intestinal context. Information on
laminin promoters in a more general context isuised in a preceding review (58).

Thelamal gene promoter

The relevance of studying the regulation of ttfe chain of laminin is related to its
restricted tissue distribution (59) and to the féett this chain is thought to be the limiting
factor of secretion of laminin-111 (60). Proxinmagions of the humahAMA1 and of the
mouselamal gene promoters (encoding tled chain) display high degrees of sequence
conservation and lack TATA and CCAAT box elemerik lother laminin genes (61;62)
(Figure 6A). The characterization of the proximal promotegioa of the mouséamal gene
showed that a GC-rich motif for the binding of Spanscription factors (used by many
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eukaryotic gene promoters) is crucial for the basatscriptional activity of the promoter.
Additionally, this proximal region also includes Kxippel-like element located 24 bp
upstream of the Spl site. Interestingly, expressibrthe Kruppel-like factors KLF4 and
KLF5 in intestinal epithelial cells had contrastiaffects on thédamal gene promoter. It is
worth noting that thén vivo differential expression of the two Krippel factosrelates very
well with the effects of KLRAmal promoter cotransfections studies. KLF5, which acts
positively on the promoter, is expressed in thdifarative cell compartment of the adult
intestine, where laminil chain protein expression is restricted. On theeiohand, KLF4
expressed in the post-mitotic cells lining the ivil63) negatively regulates thkamal
promoter. Niimi and colleagues (64;65) identifiedeqquence in the 5'-flanking region that
acts as a parietal endodermal cells enhancer. déymined that transcription of the mouse
lamal gene during differentiation of parietal endodenfiled F9 cells is controlled by the
ubiquitous factors SP1/SP3 and NF-Y, and the mdrestdoderm-specific factors SOX7 and
SOX17. They hypothesize that SOX7 or SOX17 may fonotiprotein complexes with
SP1/SP3 and NF-Y on thamal enhancern vivo. Expression of Sox17 was observed at the
MRNA level in normal human gastrointestinal tra@6)(and Sox17-null embryos lack the
definitive endoderm lining the embryonic gut (67/4uggesting this gene’s possible
involvement in regulation of normal gut physioldtpyough laminin-111.

As for the mouséamal gene, the SP family of transcription factors andgfel-like
factors were shown to regulate the humaAMAl promoter (62). However, in JAR
choriocarcinoma cells, KLF4 and KLF6 activate trenscription of the humabAMAL gene,
while in the intestine, KLF4 negatively regulatbe promoter. This means that transcription
factors could regulate the promoter activity diéfietially depending upon the cellular context.

Regulation of thelaminin )2 and a3 chains

Laminin-332 plays an important role in adhesion amdration, according ton vivo
models (68). This is exemplified by the fact thatthe skin and the gutaminin-332
(containing they2 chain) is linked to adhesive hemidesmosomal cergd (69;70), while in
colon cancer, this laminin isoform is localizedrawellularly in cells positioned at the
invasive front of the tumors (57). Furthermore, data showing that the laminy2 chain is
expressed sequentially by epithelial cells and thieroblasts during basement membrane
formation argue for its controlled timed-productiah the transcriptional level (70). The
analysis of a 2.5-kb promoter region of the mugeme encoding laminig2 chain showed
that the 1.2-kHamc2 fragment upstream of the transcriptional site caactl an epithelial-
specific expression of the gene (7Ejgure 6B).

The goal was then to define the regulatory elemenpdicated in cell migration. A
migration-related element was identified on thenpoter of the humahAMC?2 that narrowed
down to nucleotides -613 and +55 (72). Olsen antleagues (71) showed that the
stimulatory effect of HGF/scatter factor on lamingi chain is mediated by activation of the
transcription factor JunD binding to an AP-1 si@se to the transcription-initiation site of the
promoter. Interestingly, a synergistic activatidrttee humarL,AMC2 gene was shown due to
the convergence of HGF and Wnt signaling pathweyst signals activate the promoter via
[-catenin and TCF4 complexes binding to two sitexgd upstream and downstream of the
5'AP1 site (73). The loss of the tumor-suppressaregAPC in murine intestinal epithelium,
which leads to the nuclear localization [dfcatenin, was shown to upregulate lamigih
chain, which confirms thdamc2 is a direct Wnt target (74). During tumor progressit was
shown that there is a transient loss of basemembrane concomitantly to an epithelial-
mesenchymal transition. During this process, it gla@wvn that a member of the snail family
of transcription factors called ZEB1 (zinc-fingark@ncer protein 1) leads to an upregulation
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of LAMC2 expression, which is congruent with the strongrexpression and pro-migratory
role of this basement membrane molecule in invatlingpr cells (75).

The transient loss of the BM at the invasive frohthe tumors is also linked to the
downregulation of théaminin a3 chain. Of note is the loss afAMA3 expression in invasive
areas and its re-expression in metastases (7%)adtdemonstrated in BAMA3 promoter
study that ZEB1, as well as actors of the epith@liasenchymal transition such as Snail or
Slug, are crucial repressors of th&MA3 gene. Interestingly, the Z-boxes able to bind ZEB1
are localized in a region with high homology betwéemans and mice. A dominant-negative
form of ZEB1 activates theAMA3 gene promoter and retroviral ShRNA specific forBaE
restores the epithelial phenotype of cells assetsethe upregulation of membrane E-
Cadherin and the increased laminin-332 secretitntive extracellular matrix (75).

TGH3 belongs to a class of cytokines that stimulateina332 expression (for a
review see (58)). They act on cells primarily vie tintracellular Smad proteins, such as
Smad3 and Smad4. When translocated to the nuctbey, function as DNA-binding
transcriptional activators (76). A synergistic effdetween TGE and HGF with respect to
lamc2 has been described, suggesting a Smad3-respoagiva (between positions -212 and
-169) and leading to an intracellular accumulatadrthe lamininy2 chain (77). Smad4, a
tumor suppressor gene involved in carcinogenesigstions by itself as a positive regulator
of all three laminin chains of laminin-332 (78). i3taction is mediated by three different
mechanisms: 1) the direct binding of Smad4 to actional Smad-binding element site,
mechanism only operative in théAMA3 promoter; 2) binding of Smad4 to AP1 (and SP1)
sites in the promotersf the three genes encoding laminin-332, presumably \ieragtions
with AP1 proteins; and 3) Smad4 mediating transiomal induction of AP1 factors (79).
These data show that the molecular mechanisms mergdnt between the different
promoters encoding laminin-332, a notion which bagn strengthened by Spaderna and
colleagues (75). Loss of Smad4 has been assoaidiiedhe acquisition of invasiveness. In
Smad4-deficient cells, TNF can induce expression of laminy@ chain, followed by the
release of2 into the medium (rather than causing an intrata@llaccumulation). This soluble
y2 protein is associated with increased cell migratbut the functional implications of the
release and intracellular accumulation of lamigth chain are not yet understood (80).
(Figure 6B).

Overall, these experiments show that the regulaifdaminin promoters by transcription
factors is tissue-specific and developmentally l&ga. It also confirms that the cancer cells
are subjected to striking changes depending upemibroenvironment, and demonstrate that
basement membrane molecules are potential tarde¢pithelial mesenchymal transition-
associated transcriptional repressors.

V - Involvement of basement membrane proteins at # epithelial-mesenchymal
interface in the intestine: use of gene ablation natels

(a) Deletion of lamab induces multiple defects

Laminin-511 is the major laminin isoform at the tpiial-mesenchymal interface of
numerous organs; it is present during developmemh fthe early somite stage, before
becoming restricted to specific basement membrdates in development. Laminim5
deletion leads to late embryonic lethality (E16-E1@&nd multiple tissue defects were
observed in thelama5 homozygote including exencephaly, digit septatioand
dysmorphogenesis of the placental labyrinth, likidpey, and tooth development, as well as
alterations in neural crest cell migrati(@1-85).
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The hair defect: a characteristic example

Deletion of thelama5 gene proved that it is important for various diffietiation
events at late embryonic stages, as exemplified Hair germ morphogenesis and
differentiation, which are significantly altered ithe mutant skin. A very conclusive
experiment dealing with hair development was pentd using E 16.5 wild-type aredb-null
skin grafted in nude mice up to P28; under thesglitons, the mutant mice failed to develop
hairs. Defects in the5-mutant skin are linked to the loss of Shhghfl, and of its target
genes, demonstrating that laminin-511 is requicedShh-driven hair follicle morphogenesis
(86), likely through binding to integrins becauke toss ofa3 or 31 integrin leads to similar
hair follicle defects (87;88). Additional experimerproved that incubation of E16.5 mutant
skin in purified laminin-511 for five and nine dap®st-grafting was able to restore hair
follicle formation in mutant grafts (86).

Defects associated with the absence of lama5 in the intestinal tissue

Of the laminina chains,a5 displays the broadest distribution in the intestilt is
present in the subepithelial basement membranaughout development, around smooth
muscle cells with an increasing intensity paraliglidifferentiation, and in the basement
membranes of large blood vessels (33). In our foishely of the laminim5-deficient gut, it
appeared that although no obvious changes were iseéme villus morphology, major
alterations were found in the smooth muscle caoatwall as in the appearance of mucus
epithelial cells. The most important defects wankdd to excessive folding of intestinal
loops with fusion of muscular layers and to theeslog of the mesentery and the serosal layer.
As soon as E14, the cytodifferentiation of the nusells was delayed as seen by the lower
o-smooth muscle actin and desmin expression in theams compared to the wild type
intestines; in parallel the number of proliferatimgsenchymal cells was also decreased (89)
(Figure 7A). In the skin, it was shown thkma5 is required for hair follicle development
and is involved the Shh pathway (86), and the e of thelama5-dependent intestinal
development depends on both the Wnt and PI3K path\{Ritie and Spenle et al. personal
communication).

Rescue experimentsin the intestine

Very informative rescue experiments have been edrout by Jeffrey Miner's
laboratory (90). Because the laminirb-deficient mouse embryos die around E16-E17,
Miner's team crossed the homozygous null mice vitdtnsgenic mice carrying Eama5
cDNA driven by a chickerfs-actin promoter (called the MR5 transgene) whicmpletely
rescued the developmental defects of the mice. mloe resulting from these crossings
(KO/Tg) are both viable and fertile. Neverthelesster birth, KO/Tg mice showed a
progressive decrease of tteenab transgene deposits in the subepithelial BM; thadgene
expression was finally lost after three monthspuigh the length of the intestine. Dramatic
changes occurred in the small intestinal architecaf the KO/Tg mice, where a shift was
observed from normal distal intestinal villi to yarg degrees of larger, coalescent, or
cerebroid villus patterns mimicking the colon sadgrigure 7B). To overcome the lethality
of the laminine5 deletion, Miner’s group grafted embryonic smatestinal segments under
the skin of nude mice. Here again, grafts derivedhflama5-null small intestine presented a
colon-like architecture instead of the typical dryplus morphology.

Compensation processes occur in both laminin a5-null and in KO/Tg intestines

Interestingly, in then5-null developing intestines, laminob chain deficiency leads
to misexpression of other laminénchains; in particular, the laminm2 anda4 chains were
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ectopically expressed at the epithelial/mesenchymatface, which can be interpreted as a
compensation process (89). In more advanceddeprived intestines (using grafting
experiments), laminiml chain was also found to be increased. Similarythe distal
intestinal basement membrane of adult KO/Tg mibte lbss of thea5 transgene was
compensated for bgl anda4 chains (90). To determine whether the cellulégiorof the
ectopically expressed2- and a4-laminins was epithelial or mesenchymal, we usad o
original reassociation experiments (89). This wasfggmed by recombiningt5-mutant
mouse mesenchyme with chick endodesnwell aschick mesenchyme with mouse laminin
o5 mutant endoderm, and then grafting both typegadmbinants in the coelomic cavity of
chick embryos. These chimeric associations devdlop® intestinal structures presenting
small villi and a muscle coat as well as subepith@ihd muscle basement membranes. These
experiments allowed us to confirm that there ismgensation for the lack of tlnd chain by
both thea2 anda4 laminin chains. Interestingly, these chains, Whace unusually found at
the basement membrane level, are produced by teentleymal compartmerfifure 3B).
These experiments demonstrate that modificationthenexpression patterns of the
basement membrane molecules not only lead to ckangke intestinal architecture, but also
to alterations of cellular and functional propestief both the epithelium irx5-null and
KO/Tg mice and the mesenchyme in th&-null mice (89;90). This is exemplified in the
epithelium by (i) changes in the number and phgmotf mucus cells, (ii) a higher number of
Paneth cells found above the crypt-villus juncti@n) increased cell proliferation coupled
with a dramatic decrease of the cell cycle inhibR@7/Kipl, (iv) higher vertical migration
along the crypt-villus axis, and (v) impaired alptmm of dietary lipids. Finally, in the
mesenchyme, the lack of laminid chains leads to intestinal muscle defects.

(b) Deletion of thelamal gene

The lamininal chain is associated with tif|d andyl chains, which are shared by
most of the laminins. During embryogenesis, ¢ttiechain first appears at the 16-cell stage
and is later present in the two basement membrdmesed before gastrulation, the
embryonic basement membrane and the Reichert’'s naeml§91;92).

Three different models: similar conclusions

Using a gene trap insertion in th@mal gene that inactivates theel chain, it was
shown that in thelamal null embryos the embryonic basement membrane fotires
embryonic ectoderm cavitates, and the parietal @b differentiates, probably due to
partial compensation by the laminab chain. A transgenic overexpression of lamiaih
(MR5) improved the defects ddmal-deficient embryos, but did not rescue the Reicthert
membrane leading to embryonic lethality at E6.5/ih8icating that the laminia chains are
not interchangeable (92). A second interesting rhiodelves the generation of mice lacking
the cell binding domain of laminiol called LG 4-5 (93), known to bind dystroglycardan
syndecan (28). These embryos incorporated trunciedhin al chains into basement
membranes, but development of epithelial sheepost-implantation embryos did not occur;
at E5.5, parietal endoderm cells and an innermals of stem cells could be distinguished,
and embryos died at E6.5 prior to gastrulation .(&8parallel, Olivier Lefebvre developed a
mouse carrying a conditional mutation of taemal gene (94) which should allow for further
exploration of the function of lamininl in a given tissue and address the early lethality
linked to the deletion of laminial during the pre-implantation stages. The generatioa
floxed lamal mouse line crossed with a line carrying the Coomgbinase under the control
of the CMV promoter validated this model. In thesmnditions, the early deletion of the
lamal in mice leads to a defect in the Reichert's memérat the interface between the
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placenta and the developing embryo. Here again,atbieence ofil chains led to early
embryonic lethality (between E6.5 and 7.5) immeshiaprior to gastrulation. In the absence
of the lamininal chains, the various basement membrane molectddiagen 1V, nidogen,
perlecan) are not deposited in the Reichert's manggrwhich shows that laminin-111 is
essential for the assembly and organization of mptete structured basement membrane
(94). Unfortunately, the fact that the embryos db aevelop beyond E6.5 prevents the study
of its role in later developmental stages.

Overcoming early lethality

A viable lamal null mutant has been generated for the first tomelivier Lefebvre
and Fabien Alpy (95). Théamal™® mice have been crossed with transgenic mice
expressing Cre recombinase under the control oBthe2 promoter. Sox2 is expressed in the
embryonic epiblast, from which embryonic structuaes derived. Sox2 is not expressed in
the extraembryonic annexes, leaving the Reicherteambrane intact and allowing the
development of organs devoid of lamimit (96). Despite the fact théamal is expressed in
numerous organs, thesamal®“/Sox2-Cre mice are viable, fertile, and lactatenmalty. A
genomic analysis of various organs confirmed theuske presence of the deleted allele, and
thus the total gene ablation of thamal gene. These observations suggest important
compensatory mechanisms that allow lamioninchains to be replaced by other laminins.

In parallel, dama1”*Mvillin-Cre mouse line has been generated in otdemalyze the
possible involvement of the laminiml chain in the intestine. None of the developmental
histological, or functional parameters analyzedfasoseem to be affected. Further analysis
needs to be performed in various experimental nsooleinduced pathologies of the digestive
tract.

Theretinal phenotype

In some specific basement membranes, the lanuitithain is not compensated by
other laminina chains. This is the case in the retindafal®“/Sox2-Cre mice, in which
alterations occur, including (i) the absenceadf chain accompanied by the lack of the
basement membrane at the level of the inner ligpitmembrane, leading to a reduced number
of ganglionic cells and to a disorganization of gji@l cells (Muller cells), and (ii) the
abnormality of the retinal vascular system, dematst by optomotor tests and electro-
retinograms showing that the mice lacking the lamml chain are blind (95). Moreover,
creation of a mouse strain carrying a point mutairothe LN domain of thteamal gene, led
to a similar, but less severe, retinal phenotypees€ data suggest that some human eye
diseases could be due toLAMA1 defect. (95). In conclusion, the various geneatath
models described above concerning either lamifinrchain or lamininal chain emphasize
the importance of these molecules in the humanaaidal kingdom, because most organs in
the body are protected by compensatory mechanisms.

(c) Deletion of the lama2, lama3 and lama4 genes

Thelaminin a2 chain is found in the intestinal basement membraneebtiitom of
the crypts as soon as the crypts are formed. Isenatymal origin has been demonstrated by
inter-species epithelial/mesenchymal recombinagixperiments (33). This laminin isoform is
likely secreted by the myofibroblasts that lie untee crypts (47;97) As the expression of
laminin a2 coincides with the formation of the crypts, ipisident to investigate whether this
laminin could play a role in their genesis, or e ttconfinement of stem cells or Paneth cells
in the crypt region. However, thdy/dy spontaneous mutant mice, which display severe
muscular dystrophy (98), did not show any pertudmabf the intestinal crypt formation,
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despite the lack of laminia2 in the crypt bottom. Thus, the lack of the lamiaR chain did
not interfere with the crypt morphogenesis nor wite Paneth cell cytodifferentiation (97).
No other intestinal defects have been linked taatteence of this laminin isoform.

The laminin a3 chain is primarily associated witB3//2 chains forming laminin-332.
Its targeted disruption in mice leads to a sevlenptype in which skin blisters form (linked
to the absence of hemidesmosome components) shéighbirth (99). The absence of th@
chain characterizes one of the epidermolysis baljgsenotypes (100;101). Gastrointestinal
failure was described irama3-null mice, as the stomach displayed a reductioboth size
and milk content (99). Interestingly, a few papatsscribe human gastrointestinal
complications that may be linked to a mutation me @f the genes encoding polypeptides of
laminin-332 or one of tha6 or 34 integrin genes (100).

The laminin a4 chain (a component of the laminin-411) is expressedndo¢helial
basement membranes of various organs, includingtbstine, as well as around developing
muscle fibers (33;102). Laminio4-null mice hemorrhaged during development and bled
excessively (103). No intestinal phenotype has lstribed so far, although this chain is
predominant in the intestinal muscle coat.

VI- Genetic inactivation of laminin receptors leadsto intestinal abnormalities

The effects of basement membrane on cellular behave mediated by several types
of receptors, including primarily integrins, busaldystroglycan, syndecans, and Lutheran
blood group glycoprotein (28). Although gene alolatanimal models have provided essential
information about integrin function in several amga(104), receptor functions and
downstream signaling in the intestine remain toclagified. Only sporadic data (detailed
herein) are available regarding the intestinabigsthat show thgt1l andf34 integrins, as well
as Lutheran, are involved in intestinal morphogenes

Conditional deletion offl integrins in the intestinal epithelium using the villin
promoter leads to postnatal lethality due to seweadnutrition (105). However, no changes
occur in epithelial adhesion, survival and basemegmbrane formation, which suggests that
other adhesion molecules are responsible for tipeseesses. Surprisingly, defect i
integrins causes a strong increase in epithelialifpration (crypt hyperplasia, ectopic
epithelial proliferation) concomitant to increasmtd mislocated expression of Tcf-4. On the
other hand, a loss of Sonic and Indian Hedgehagpbisous in the mutants, indicating that
Hedgehog (Hh) expression is dependentfa@nintegrin expression. Because gut epithelial
cells do not express Hh receptors, the authorsuladstthat Hh acts on the surrounding
stromal cells (which may explain the stromal expamsn the mutants) which could be
indirectly responsible for the down-regulation eflroliferation. These data suggest that the
principal function of theg31 integrins in the intestinal tissue is not celtlaorage but rather
extracellular matrix-induced regulation of epitlaéfproliferation.

The a64 integrin is expressed in many stratified epithelial cellagere it is linked to
hemidesmosomes. In the monostratified epitheliurthefintestine, this integrin is located in
type Il hemidesmosomes lacking some components 8R230 and BP180 (70). Two
integrin B4-deficient mice were generated, which led to dotifig observations in the
intestinal epithelium of homozygous mutant miceohe case, no intestinal phenotype was
described (106), whereas the second group obsenveohportant detachment of the crypt-
villus epithelial layer from the underlying mesewte (107). Absence @4 integrin in mice
carrying a targeted deletion of tifigl cytoplasmic domain, however, led to a significant
proliferative effect (108). Indeed, the precurseflthat remain adhered to the basement
membrane and post-mitotic enterocytes display asmd levels of the cyclin-dependent
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kinase inhibitor p27°. The level of expression and localization of laetavere unchanged,
suggesting thai634 signaling is not required for normal differenivat of the intestine, but is
necessary for cell cycle control. In contrast t telatively mild intestinal defects, deletion of
the 34 subunit in the epidermis led to a junctional epidolysis bullosa phenotype; the mice
died soon after birth from this severe defect.

The Lutheran/BCAM adhesion glycoprotein was first identified as lami511/521
erythroid receptor and is involved in red bloodis@dhesion. Localization of the Lutheran
receptor at the basal surface of epithelial cefid an muscle cells adjacent to basement
membrane suggests that it can function as a (@ptercfora5-chain-containing laminins in
mice (109). Lutheran-null mice were generated; thveye healthy and developed normally
(110). Analysis of the intestine showed that theklaf Lutheran was associated with a
thickening of the smooth muscle layers (which egpmmainly laminin-521), accompanied by
the impaired organization of the myofilaments, andisorganization of the smooth muscle
basement membrane. Surprisingly, these defectsndidead to changes in the intestinal
transit. Despite the presence of Lutheran at tise lod epithelial cells, their normal program
of differentiation was not compromised in the ititess of mutant mice, suggesting that
integrins are presumably the major epithelial lamab chain receptors.

Conclusion and future directions

Dynamic reciprocity between endoderm and mesenchymomponents during
intestinal development allows tissue morphogenesid differentiation. Using various
recombination/grafting experiments, it has beenatestrated that the interactions of cells and
their surrounding microenvironment determines thaigon of gene expression (for review see
(111)). We show that the epithelial/mesenchymatynbmprises a third dynamic component
-that of the basement membrane-, composed of lamiand other basement membrane
molecules required for the onset of tissue architecand function during development as
well as in mature organs. This integrated systepends on the expression of the relevant
integrins which activate signaling pathways, legdio proliferation or differentiation of the
epithelial and mesenchymal cells. Soluble paradantors, as well as systemic hormones, are
also implicated in the direction of these integilatgnals, which culminate with gene
expression in the nucleus. Crosstalk between lanfifiil and the intestine transcription factor
Cdx2 provides a good example of this process. Algihathe laminins are trimeric molecules,
here we mainly focused on laminenchains, which are the important functional chaas,
they carry most of the receptor binding sites. Teminin a chains are not tissue-specific but
they exhibit a huge panel of tissue- and developresiricted expression among the body
organs. The gene ablation experiments demonsthatie laminina chains are of critical
importance in early embryonic stages (implantabbthe embryos) as well as at later stages
when important developmental defects can be seervaious organs despite some
compensatory events.

Future directions

Whether transcription factors other than Cdx2 ccwtdpart of an integrated system
specific to the digestive tract —including basemmaembrane molecules, basement membrane
receptors, signaling pathways, and tissue-spegéite expression— remains to be explored.
Choi and colleagues (112) documented a transcnigiotor gene expression survey of the
developing mouse digestive tract. Among those distisx is a novel gene expressed
selectively in the gut epithelium. Isx or some bé thousand other genes common to the
stomach and gut could be used to help elucidatefuhetions governed by the basement
membrane.
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The microenvironment of the stem cell niche isl stdt clearly defined. Are there
specific matrix molecules or basement membraneptece that favor the confinement of the
stem cells in the crypts? Are they common to tHercstem cell niche? What are the major
changes in the microenvironment of the colon stetis dhat facilitate tumor emergence?
And finally what are the signaling pathways emamgatirom the basement membrane
molecules to the stem cells? Demonstration offélce that single-sorted LGR5-expressing
stem cells are able to initiate crypt-villus orgaisohas been published by the Clevers
laboratory (113). LGR5- expressing cells have bmétured in Matrigel containing laminins
together with growth factors. Would stem cells biedo express and secrete laminins, and/or
other basement membrane molecules in the absemdatofel or mesenchyme?

In this review, we excluded, with a few exceptiopathological situations and in
particular the tumor and invasion events in whicl trosstalk between epithelial cells and
stromal cells differs from that of the developing mature digestive tract. In a tumoral
context, at least laminin-111 and laminin-332 arateptial targets of tumorigenesis.
Transgenic animal models overexpressing laminiggéred by azoxymethane or crossed
with APC models, are interesting highly-angiogetancer models that may prove useful for
testing blocking drugs or peptides in tumors. Lilsy proteolytic fragments of the
extracellular matrix molecules secreted in theutation are potential targets of therapeutic
approaches (114).
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Figure 1: Models of epithelial-mesenchymal cross associationand importance of the stromal
microenvironment

A: Inductive role of the small intestinal mesenchymmehe cytodifferentiation of the colon.

The jejunal mesenchyme (Jej.mes.) induces sucsaseaitase expression in the associated colon endode
(Col.end.) after grafting under the skin of nudeceniThe grafted control colon did not express |era
isomaltase (10).

B: Morphogenesis and differentiation depend on tiensl microenvironment.

(i) Post-natal intestinal subepithelial fibroblasied two derived clonal cell lines F1G9 and AlFi) (
Associations of F1G9 or A1F1 cells with small inileal endoderm showing respectively histology (al#jtase
(c,d), basement membrane (e,f), and smooth mustile staining (g,h). This experiment shows that tianal
cell lines of subepithelial fibroblasts induce dizaly different morphogenetic and differentiatipatterns. e:
epithelium; m: muscle coat (43).

C: The stromal microenvironment is instrumentaltfe@ maintenance of Cdx2 expression.

The colonic cancer cells T84 express high level€dx2 in culture. When grafted subcutaneously, Gdx&ill
expressed whereas Cdx2 is downregulated when ingolam the caecum wall (24). *: point to tumorallse
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Figure 2: The subepithelial basement membrane in the maturedalt intestine

In the adult intestine, the basement membranecdatdal at the interface between epithelial cellsafe) the
underlying connective tissue (called lamina prapR) where fibroblasts, immune and smooth muselks @re
located. The electron-dense extracellular matéB&l) can be visualized at the electron microscamel or by
immunostaining using specific antibodies such aslpeinin antibodies along the crypt-villus axistire adult
intestine (arrow). The basement membrane is imiglicén various cell and tissue functions such desidn,
migration, proliferation, polarization/differentiah and gene expression. Laminins, major contritsutof
basement membrane, are heterotrimers consisting af 3 and y subunit. Laminin-111, a typical laminin

prototype ¢1B1yl), is depicted. The 15 distinct laminin (LM) isofis are named according to their chain

composition and here classified as a function efthdimer composition.

222



A - Expression of laminins in intestine ﬁ
& Adult intestine

LM-111 LM-332 LM-511

LM-211
= crypt region svillus  »villus

. y - « muscle & LM-411
& Developing intestine

Fetal life ’@ Adult

+ LM-211
)

onset in
crypt

+LM-511
¥

LM-111

LM-511 muscle ¥
\ downregulation

LM-332

B - Cellular origin of BM deposition
ﬂterspecific associations \

—— @
[ 5t

Immunodetection with structu recl_hybrid
species-specific BM Abs intestine

depending on BM state compensation
during development process: b KO

a2 LM
>— g od LM
idog L]
\ fibroblast /

Figure 3: Expression of subepithelial laminins in he mature and developing intestine and cellular ogin

of basement membrane molecules

A: Distribution of the putative laminin (LM) isoformexpressed in the adult small intestine along thre\gllus
axis by immunodetection. Note the complementarations of laminin-111/-211 restricted to the crypgion
and of laminin-332/-511 along the villus at the apithelial basement membrane region. During imasti
development, the various laminin isoforms are esggd sequentially: during fetal life, laminin-13332 and -
511 are expressed at the endodermal/mesenchymetiojonat birth, laminin-211 and -511 are deposited
respectively in the crypt region when formed andtlie muscle coat; finally in adult intestine, aacle
downregulation of laminin-111 occurs as assessedhbystrict location ofil chain at the crypt region. e:
epithelial cells; m: mesenchymal cells; Ip: lamprapria.

B: In order to define the cellular source of the roales deposited at the subepithelial basement masmabr
hybrid intestines between chick and rodent tissuagen (endoderm/mesenchyme) were performed afigdyra
Application of species-specific antibodies againasement membrane molecules on sections from gmetlo
hybrid intestines allowed us to define the celludaigin of basement membrane production/depositiman
example, immunodetection of laminyl/B1 chains with anti-mouse antibodies on chick mesemesnouse
endoderm led us to conclude to their epitheliaiorighe data compiled from various publications§Land
(33;36;37) point to cooperation between epithedial mesenchymal cells for basement membrane digposit
according the developmental stage and to possielsenthymal compensation mechanisms as shown in the
lama5™ intestine.
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Figure 4: The basement membrane at the epithelial-mesenchymainterface is crucial for the
differentiation of epithelial cells

A: Cocultures of 14 day-old endodermal microexpldiefs seeded on top of mesenchymal cells (m) form a
continuous basement membrane (laminin staininghetepithelial/ mesenchymal cell interface. Thistfistep
allows an apical expression of brush border enzymédéch is not possible in the presence of antidam
antibody (36).

B: Demonstration in co-cultures of CaCo2 cells (@] antestinal fibroblasts (f) of the implication tife laminin

al chain in the organization of the basement meng@nthe electron microscopy level (EM) or basement
membrane (BM) staining, and subsequently of epihdifferentiation, using an laminial antisense strategy
(55).
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Figure 5: Potential chronological pathways of epitklial cell differentiation induced by laminin-111:
interplay between laminin-111 and Cdx2

A: Subcellular localization of nucleolin in Caco2lsas depending on the substratuBi. Implication of the
downregulation of nucleolin (siRNA) on cell differtation. C: Signaling pathwaysnvolving respectively
laminin-111, nucleolin, Cdx2 and integrims Caco2 cell differentiationD: integrin shift in cells seeded on
laminin-111 or in cells overexpressing Cdx2 (52563;
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Figure 6: Regulation of thelamal and lamc2/LAMC2 gene promoters

A: The upstream enhancer region (- 3516/-3082) efrtturinelamal contains multiple transcription factor-
binding sites which are targets for Sox7 and SotiEf act in synergy with NF-Y and Spl/SP3 transinp
factors (65). In the proximal region, an Spl-bigdi@C box and a Krippel-like element was shown to be
important for the promoter activity; two Kruppekdi factors (KLF4 and KLF5) exhibit opposing effects
negative and positive action, respectively (61).

B: Regulation of the promoter region of the lamigyihgene by various cytokines or growth factors, Hey Wnt
signaling pathway, and the tumor microenvironmend aheir known transcriptional mediators leading to
migration or epithelial/mesenchymal transitions fieferences see section IV).
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Figure 7: Laminin a5 chain is required for the establishment and mairgnance of the small intestinal
epithelium and muscular homeostasis

A: Germinal gene ablation of thama5 gene leads to important defects in both the elmthend mesenchymal
tissues. (a, b) The lamini6” intestines are smaller than the controls and djsiplap fusions. (c, d) Sections of
the 0(5"'embryonic intestines show fusion of the musculgeta (arrows). (e, f) In parallel, desmin express®o
severely reduced in thes” muscular layers. (g, h) The number of mucus calthé mutant mice is strikingly
reduced compared to the control (89). It is wourdking that Wnt and PI3Kinase/Akt pathways are affein the
mutant mice intestines. (Ritie and Spenle et akq®al data).

B- Rescue experiments in tHama5 null mice point to the major role of laminin-51h the intestinal
morphogenetic and functional homeostasisaf mutant mice crossed with transgetama5 mice, striking
morphological changes occurred, primarily in treuih. Scanning electron microscopy, as well as loigical
sections, clearly show a shift from normal villisttures in the wild type (WT) ileum to major villlterations in
the mutants characterized by villus fusions ancelwerid organizations which finally present a colibe-
architecture (90). We sincerely acknowledge Zherhdmey and Jeffrey H. Miner (Washington University
School of Medicine, Saint Louis, Missouri, USA) whmvided us the scanning and electron microscapyds
of the rescuedi5 KO/Tg mice.
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