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Résumé des travaux 
L’épithélium intestinal est un tissu complexe, hautement polarisé, organisé sous forme de 

cryptes et villosités. Les cellules souches intestinales résident au fond des cryptes où elles 

prolifèrent et se différencient tout en migrant vers le haut des villosités, ce qui permet le 

renouvèlement constant de l’épithélium tous les 3 à 5 jours. La maintenance de l’équilibre entre 

prolifération et différenciation est cruciale pour le développement et le maintien de l’intégrité 

tissulaire. Cet équilibre est supporté par le microenvironnement et l’organisation 

caractéristique de l’épithélium qui permet la compartimentation et la protection des cellules 

souches. Des altérations de ces dernières sont à l’origine d’anomalies du développement ainsi 

que de la transformation tumorale. L’étude des mécanismes impliqués dans la maintenance et 

dans la différenciation des cellules souches est donc essentielle pour mieux comprendre 

l’homéostasie tissulaire. 

p57/Kip2 est un inhibiteur de cycline/CDK et un potentiel suppresseur de tumeur. p57 est 

également le gène le plus fréquemment muté ou réprimé dans le syndrome de Beckwith-

Wiedemann (BWS), caractérisé par des anomalies du développement et une prédisposition 

tumorale durant l’enfance. La génération d’un modèle de souris knock-in (p57CK-) dans lequel 

p57 ne lie plus les complexes cycline/CDK, a révélé que BWS résulte en partie de la perte de 

fonctions indépendantes des CDK de p57. Cette étude a également permis de mettre en 

évidence le rôle essentiel joué par p57 dans le développement intestinal, de manière 

indépendante de l’inhibition des CDK.  

Le premier objectif de ce projet de thèse a été d’étudier le rôle de p57 dans la maintenance 

des cellules souches intestinales. Deux types de cellules souches intestinales ont été décrites 

jusqu’à présent, les cellules souches prolifératives CBC, responsables du renouvèlement 

constant de l’épithélium et les cellules souches +4 dites de réserve, mobilisées en cas de 

dommages afin de régénérer le tissu. J’ai pu mettre en évidence que p57 est impliqué dans la 

maintenance des cellules souches +4 de manière indépendante de l’inhibition des CDK. Les 

souris p57KO présentent une augmentation de la prolifération dans les cryptes due à une 

amplification des cellules progénitrices et de ces cellules souches de réserve +4, alors que les 

CBC ne sont pas affectées. J’ai également étudié le mécanisme moléculaire par lequel p57 

contrôle la prolifération des cellules de la crypte et identifié Ascl2, un facteur de transcription 

clé dans le maintien des cellules souches, comme nouveau partenaire de p57. Mes données 

montrent que p57 est capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle d’Ascl2, via la formation 

d’un complexe co-répresseur avec HDAC7 et mSin3a. Ainsi ces travaux ont permis d’identifier 

une nouvelle fonction de p57 dans les cellules souches intestinales au cours du développement 

et pourrait expliquer le rôle de p57 dans la tumorigénèse intestinale.  

Le deuxième objectif de mon projet de thèse a été de développer un nouveau modèle de 

culture pour l’étude des cellules souches intestinales. En effet, à l’heure actuelle, les études in 

vitro sont limitées à des modèles 2D ou des systèmes 3D de types organoïdes qui ne récapitulent 

pas complètement l’architecture 3D, le microenvironnement et la compartimentalisation 

présente au sein du tissu in vivo. Dans un premier temps, j’ai développé un nouvel hydrogel 

photopolymérisable compatible avec la culture de lignées cancéreuses colorectales. Ce 

matériau a ensuite été mis en forme par impression 3D haute résolution afin de fabriquer des 
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supports de culture mimant l’architecture tissulaire l’intestin. Enfin, j’ai pu montrer que ces 

modèles 3D permettent la croissance des cellules colorectales Caco-2 pendant au moins trois 

semaines, et que la culture en trois dimensions favorise leur polarisation. Ces modèles 3D 

pourraient donc constituer une approche alternative aux modèles in vitro actuellement 

disponible afin d’étudier les mécanismes gouvernant l’homéostasie tissulaire.  
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Abstract 
The small intestine is a complex tissue with a crypt/villus architecture and high tissue 

polarity. Intestinal stem cells are located at the crypt bottom where they proliferate and 

differentiate while they migrate upward to the top of villi, allowing the constant renewal of the 

entire intestinal epithelium every 3 to 5 days. Compartmentalization in the crypt plays a key 

role in stem cell protection and maintenance, and this is supported by the microenvironment 

and tissue organization. The balance between stem cell proliferation and differentiation is 

necessary to maintain tissue integrity, and disruption of this balance leads to developmental 

anomalies and malignant transformation. Studying the mechanisms governing intestinal stem 

cells maintenance is therefore crucial to understand tissue homeostasis.  

p57Kip2 is a cyclin/CDKs inhibitor and a putative tumor suppressor. p57 is also the gene the 

most frequently mutated or silenced in Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS), characterized 

by multiple developmental defects and tumor predisposition during childhood. Generation of 

knock-in mice expressing a mutant p57 (p57CK-) that cannot bind to cyclins and CDKs 

demonstrated that p57 exerts CDKs independent functions during development and that BWS 

is not entirely caused by loss of CDKs inhibition due to p57 inactivation.  

The first aim of this project was to investigate the role of p57 in the maintenance of intestinal 

stem cells. Two population of stem cells have been described in the intestine: proliferative crypt 

base columnar cells (CBCs), responsible of the constant renewal of the epithelium, and 

quiescent +4 stem cells, activated during regeneration after tissue damage. I found that p57 is 

involved in maintaining the quiescence of the +4 reserve stem cells in a CDK independent 

manner. Indeed, p57KO mice exhibit an increased proliferation in the crypt caused by 

amplification of +4 stem cells and of the progenitor population (transit amplifying cells), while 

CBCs are not affected by loss of p57. I also investigated the molecular mechanism by which 

p57 regulate these cells and found that p57 can bind Ascl2, a transcription factor critical for 

intestinal stem cell specification and maintenance. My result indicates that p57 can inhibit 

Ascl2 activity by participating in a transcriptional repressor complex with HDAC7 and mSin3a. 

This work has allowed the identification of a new function of p57 in intestinal stem cells during 

development and that could also be important during intestinal tumorigenesis.  

The second aim of this project was to develop a new culture model to study intestinal stem 

cells. So far, most in vitro studies have been limited to 2D surfaces or 3D organoid cultures 

that do not fully recapitulate the tissue’s 3D architecture, microenvironment and cell 

compartmentalization existing in vivo. First, I developed a new photosensitive hydrogel 

amenable for culture of colorectal cancer cell lines that can be processed using high-resolution 

3D printing stereolithography to create scaffolds mimicking the architecture of intestinal 

epithelium. Finally, I showed that these 3D scaffolds support the cell growth of for 3 weeks, 

and that 3D culture promotes cell polarization. This model may constitute a complementary 

approach to organoid cultures to study intestinal homeostasis by allowing guided self-

organization and controlled differentiation, as well as for in vitro drug screening and testing. 
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Introduction 

Chapitre 1 : Les cellules souches intestinales 

L’intestin est la portion du tube digestif qui s’étend de la sortie de l’estomac à l’anus, dont 

la fonction majeure est la digestion. La digestion est le processus au cours duquel les aliments 

sont dégradés afin de permettre l’absorption des nutriments par l’organisme. L’intestin est 

subdivisé en deux segments aux fonctions différentes : l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et 

iléon) et le colon. Alors que l’intestin grêle est le site principal d’absorption des nutriments, le 

colon a pour fonction essentielle la récupération d’eau et des électrolytes. L’intestin constitue 

également une barrière efficace contre les micro-organismes toxiques ou carcinogènes présents 

dans la lumière du tube digestif. Afin d’assurer l’intégrité de cette barrière, l’épithélium est 

constamment renouvelé, tous les 3 à 5 jours, ce qui fait de l’intestin l’un des tissus les plus 

renouvelé chez l’adulte.  

I. L’épithélium intestinal 

1. Organisation 

Le tractus intestinal est un tissu complexe composé de quatre couches fonctionnelles 

distinctes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 1).  

Figure 1 : La paroi intestinale 
La lumière du tube digestif est bordée par un épithélium qui repose sur la lamina propria, la sous-

muqueuse et la couche musculaire. (Anatomie & physiologie humaine, Marieb E.N, 2014). 
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 La séreuse ou adventice est une couche externe conjonctive qui forme le tissu de soutien 

des vaisseaux sanguins et des nerfs. La musculeuse, est constituée des deux couches de muscles 

lisses, une couche circulaire interne et une couche longitudinale externe. Cette paroi musculaire 

assure le péristaltisme permettant la progression du bol alimentaire le long du tube digestif. 

Au-dessus de la musculeuse se trouve la sous-muqueuse, un tissu conjonctif constitué de 

cellules stromales, elle contient les artères et vaisseaux lymphatiques nécessaires à l’absorption 

des nutriments. Enfin la muqueuse, qui assure les fonctions d’absorption, borde la lumière du 

tube digestif et est composée d’un épithélium reposant sur une couche de tissu conjonctif, la 

lamina propria, et d’une couche musculaire lisse responsable des mouvements locaux et des 

replis de la muqueuse (Figure 1) (Volk and Lacy, 2017).  

 

La muqueuse de chaque organe présente une organisation particulière nécessaire à la 

fonction de ceux-ci. Afin d’augmenter la surface d’absorption, la muqueuse de l’intestin grêle 

présente une architecture caractéristique en cryptes et villosités. Les villosités sont des 

projections de l’épithélium dans la lumière du tube digestif, la base des villosités est entourée 

Figure 2 : Organisation de l'épithélium intestinal 
(A) Image en microscopie électronique de l’épithélium intestinal (Barker N., 2014). (B) Représentation schématique de 

l’épithélium intestinal. Les cellules prolifératives sont localisées en bas des cryptes où elles se divisent régulièrement 

et donnent les progéniteurs qui vont se différencier en cellules épithéliales matures. Au cours de la différenciation, les 

cellules migrent du bas des cryptes vers le haut des villosités, puis tombent dans la lumière du tube digestif et 

deviennent apoptotiques. (D’après Crosnier et al, 2006). Chaque villosité est approvisionnée par plusieurs cryptes (au 

moins 6), visible sur le schéma de la vue du dessus (Gehart & Clevers, 2019). Dans le colon, les villosités sont absentes 

et la muqueuse présente une surface lisse (C). (D’après Barker N.,2014) 
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par plusieurs cryptes (au moins 6), appelées cryptes de Lieberkühn, qui sont des invaginations 

de l’épithélium dans la lamina propria. Les cellules souches et progéniteurs intestinaux se 

situent au fond de ces cryptes ce qui les protège des agressions liées à la digestion. Chez 

l’homme, les villosités mesurent en moyenne 500 µm de hauteur avec un diamètre d’environ 

150 µm. Les cryptes ont une profondeur d’environ 150 µm et un diamètre de 50 µm (Dutton et 

al., 2019). Au niveau du colon, la muqueuse forme uniquement des cryptes d’une profondeur 

d’environ 400 µm (Dutton et al., 2019), et présente une surface lisse (Barker, 2014; Clevers, 

2013a) (Figure 2). 

Les cellules souches, localisées en bas des cryptes, se divisent régulièrement et donnent des 

progéniteurs (les transit-amplifying cells). Ces progéniteurs, se divisent à leurs tour 4 à 5 fois, 

et se différencient en cellules épithéliales matures tout en migrant vers la base des villosités. 

Au niveau des villosités, les cellules sont totalement différenciées et ne se divisent plus, la 

migration vers le haut continue et après 3 à 5 jours les cellules atteignent le haut des villosités 

où elles tombent dans la lumière du tube digestif et meurent par anoïkis (apoptose déclenchée 

suite à la perte d’adhésion d’une cellule à la matrice extracellulaire) (Barker, 2014) (Figure 2). 

L’épithélium intestinal est composé de 6 types cellulaires répartis en deux lignages : le lignage 

absorptif, formé d’entérocytes et des cellules M, et le lignage sécréteur comprenant les cellules 

en gobelet, les cellules entéroendocrines, les cellules de Paneth et les cellules de Tuft. Ces types 

cellulaires seront détaillés dans la partie lignage et différenciation.  

2.  Développement embryonnaire de l’intestin 

L’épithélium intestinal est issu de l’endoderme. Chez la souris (21 jours de gestation), le 

tube intestinal primitif est complètement formé après 9 jours de développement embryonnaire 

(E9.5). A ce stade, le tube primitif est composé d’un épithélium pseudostratifié polarisé entouré 

du mésoderme (Grosse et al., 2011; Matsumoto et al., 2002). Le développement intestinal 

(élongation, formation des villosités et des cryptes) est coordonné grâce à de nombreux 

échanges entre l’épithélium et le mésenchyme sous-jacent. Suite à la fermeture du tube primitif, 

l’épithélium et le mésenchyme prolifèrent rapidement ce qui entraîne un allongement du tube 

ainsi qu’une augmentation de la paroi et de la lumière intestinale (Chin et al., 2017).  

L’élongation du tube intestinal est un processus continu qui débute vers E10.5, avant la 

formation des villosités, et se poursuit jusqu’à l’age adulte. Cette élongation est en partie 

médiée par le facteur de croissance Wnt5a (Bakker et al., 2012; Cervantes et al., 2009; Yamada 

et al., 2010). Wnt5a agit via une voie de signalisation indépendante de β-caténine, la voie 

Wnt/PCP (Planar Cell Polarity). Il se fixe sur le récepteur Frizzled et un co-récepteur, Ror2 
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(récepteur de type tyrosine kinase orphan 2), entraînant une réorganisation du cytosquelette via 

l’activation des GTPases RhoA et Rac1. Cette voie de signalisation est principalement 

impliquée dans la régulation de la polarité cellulaire et des mouvements morphogénétiques au 

cours du développement embryonnaire (Kikuchi et al., 2012; Niehrs, 2012).  

Au cours de l’élongation intestinale, Wnt5a est exprimé par les cellules mésenchymateuses 

et un défaut d’expression (surexpression ou absence) entraîne un fort raccourcissement 

intestinal (diminution d’environ 80%) (Bakker et al., 2012; Cervantes et al., 2009). Les défauts 

de morphogénèse sont visibles dès E10.5, et seraient causés par une diminution de la 

prolifération des cellules épithéliales ainsi qu’un défaut d’intégration des cellules post-

mitotiques au niveau de l’épithélium (Cervantes et al., 2009). Chez ces animaux, aucun défaut 

n’a été observé au niveau des cellules souches et progéniteurs et de leur différenciation. Le 

récepteur majeur de Wnt5a, Ror2, est exprimé à la fois par les cellules du mésenchyme et les 

cellules épithéliales. De manière intéressante, les souris déficientes pour Ror2 (Ror2-/-) 

présentent un phénotype similaire, cependant moins important, avec une diminution de la 

longueur du tube intestinal d’environ 60% (Yamada et al., 2010). De plus aucun défaut de 

prolifération n’a été observé chez les souris KO (knock-out) pour Ror2, ce qui suggére que 

d’autres récepteurs de Wnt5a sont impliqués. En addition à Wnt5a, d’autres signalisations ont 

lieu entre le mésenchyme et l’épithélium qui peuvent affecter l’élongation du tube intestinal, 

notamment les signaux Hedgehog. La délétion de Indian Hedgehog et Sonic Hedgehog dans 

les cellules épithéliales à E10.5 résulte en un défaut de prolifération des cellules 

mésenchymateuses et en un fort raccourcissement intestinal (diminution d’environ 90%) (Mao 

et al., 2010).  

Simultanément à l’élongation, un épaississement de la paroi se produit entre E12.5 et E14.5, 

l’épithélium est alors formé d’une couche de cellules hautes (50µm) et fines et définit une 

lumière étroite. La formation des villosités débute suite à cet épaississement de la paroi, à 

E14.5, la surface devient alors sinueuse et la taille des cellules diminue (Walton et al., 2016a).  

Les villosités émergent tout d’abord au niveau du duodénum puis se propagent le long de 

l’intestin vers l’iléon en 24 h. La première étape de la formation des villosités consiste en 

l’agrégation de cellules mésenchymateuses sous l’épithélium, ces amas aparaissent à E14.5 au 

niveau du duodénum puis, de la même façon que les villosités, se propagent vers l’iléon 

(Karlsson et al., 2000; Walton et al., 2012). Lorsque les amas se forment, les cellules 
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épithéliales sous-jacentes se raccourcissent, ce qui entraîne une déformation de l’épithélium et 

l’émergence des villosités (Walton et al., 2012) (Figure 3).  

L’aggrégation des cellules mésenchymateuses en clusters est dépendante des facteurs 

Hedgehog (Hh) sécrétés par l’épithélium (Walton et al., 2012). Il a été montré in vitro, que le 

blocage de la voie Hh inhibe la formation des clusters puis des villosités, inversement, la 

présence d’un agoniste entraîne une augmentation de la taille des amas et des villosités (Walton 

et al., 2012). Une fois formés, les clusters sont non prolifératifs et expriment de nombreux 

facteurs de croissance suggérant qu’ils coordonnent la morphogénèse des villosités. En effet, 

un défaut d’espacement ou de distribution des amas entraîne un défaut d’espacement ou du 

nombre de villosités. Par exemple, les cellules mésenchymateuses présentes au niveau des 

clusters expriment le récepteur PDGFRA (Platelet Derived Growth Factor recepteur α) et 

répondent au ligand PDGF-α sécrété par les cellules épithéliales. Une perte de PDGF-α ou 

PDGFRA entraîne une diminution du nombre de clusters, ce qui aboutit à une diminution du 

nombre de villosités qui sont plus espacées et irrégulières (Karlsson et al., 2000). L’espacement 

et la distribution des clusters semble être régulé par les signaux BMP (Walton et al., 2016b).  

Au fur et à mesure de l’élongation, de nouveaux clusters apparaissent provoquant la 

formation de nouvelles villosités entre 2 villosités existantes. Ce phénomène se déroule en 

plusieurs cycles successifs entraînent 4 séries d’émergence de villosités, chacun doublant le 

nombre de villosités (Walton et al., 2012). Un autre mécanisme de remodelage épithélial a 

récemment été proposé pour expliquer l’augmentation exponentielle du nombre de villosités 

suite à leur émergence. Après l’apparition des premières villosités grâce aux amas 

mésenchymateux, le nombre de villosités augmenterait par un mécanisme de bifurcation ou 

Figure 3 : Morphogénèse des villosités 
La morphogenèse des villosités débute à E14.5 au niveau du duodénum suite à l’apparition de clusters de cellules 

mésenchymateuses qui répondent aux signaux Hedgehog et PDGF-α sécrétés par l’épithélium. Les clusters, dont la 

distribution et la taille sont régulées par les signaux BMP, vont coordonner la formation de villosités via la sécrétion 

de signaux ce qui entraîne l’émergence d’une villosité au-dessus de chaque cluster. (Walton K.D. et al., 2016)  
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fission des villosités. Par des techniques d’imagerie 3D, ce processus de fission a été observé 

avec la présence de villosités à 2 sommets, et grâce à une approche de modélisation 

mathématique, il a été mis en évidence que ce mécanisme de fission des villosités était suffisant 

et plus juste pour expliquer l’augmentation du nombre de villosités (Guiu et al., 2019).  

Vers E16.5, l’épithélium s’engage dans la différenciation. Ce processus entraîne la 

formation d’un compartiment non prolifératif et différencié, les villosités, et d’un compartiment 

prolifératif et immature, les domaines intervillositaires qui contiennent les progéniteurs et 

cellules souches. L’identité des cellules est ensuite définie par leur localisation au sein de 

l’épithélium et par le microenvironnement (Guiu et al., 2019). 

Les cryptes se développent après la naissance, par invagination des domaines 

intervillositaires dans le mésenchyme, elles sont complètement formées entre 7 et 14 jours post-

natal (P7-P14) chez la souris, ce qui coincide avec l’apparition des cellules de Paneth 

(Langlands et al., 2016). Les mécanismes à l’origine de ce remodelage restent peu connu, 

cependant grâce à une approche transcriptomique et des outils génétiques, une étude récente a 

identifié deux étapes clés de la morphogénèse des cryptes. Tout d’abord, une contraction 

apicale des cellules épithéliales, médiée par les myosines de type II A et C, entraîne l’initiation 

de l’invagination de l’épithélium (entre P0 et P5). Suite à cette invagination, il y a une 

compartimentalisation des cellules en cryptes et villosités via la formation d’une région 

charnière. Ces régions charnières sont courbées et possèdent des cellules présentant une 

morphologie particulière avec une surface apicale élargie et un côté basal contraint. Ce 

remodelage morphologique est dépendant de Rac1, qui inhibe les intégrines α4/β6 et la 

formation d’hémidesmosomes, résultant en un attachement des cellules à la matrice plus faible 

et donc permettant un changement de forme (Figure 4). Les souris Rac1 KO conditionnelles, 

présentent un défaut d’architecture intestinale avec des cryptes allongées et élargies et des 

villosités raccourcies ce qui aboutit à un défaut d’assimilation des nutriments (Sumigray et al., 

2018).  

Le nombre de cryptes augmente ensuite rapidement jusqu’à 4 semaines après la naissance 

par un mécanisme de bifurcation (cryptes à 2 bases) ou fission des cryptes (Cheng and 

Bjerknes, 1985).  
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En conclusion, le développement intestinal est un processus complexe, impliquant de 

multiples signaux et remodelages tissulaires qui permettent l’acquisition d’une architecture 

crypte/villosité caractéristique. Cette organisation est primordiale pour la fonctionnalité du 

tissu et permet une ségrégation des cellules souches et des cellules différenciées dans leurs 

compartiments respectifs. Chez l’adulte, le principal enjeux est de maintenir la structure et la 

fonctionnalité afin d’assurer l’intégrité du tissu.  

II. Les cellules souches intestinales : deux modèles 

La maintenance de l’homéostasie tissulaire et l’auto-renouvèlement de l’épithélium 

intestinal sont assurés grâce à la prolifération et à la différenciation constante des cellules 

souches intestinales. Deux modèles concernant l’identité des cellules souches ont été décrits. 

Le modèle zone (« stem cell zone ») propose les CBC (Crypt Base Columnar Cells) localisées 

à la base des cryptes, entre les cellules de Paneth, comme étant les cellules souches résidentes 

du tissu (Cheng and Leblond, 1974a, b). En opposition, le modèle « +4 », décrit par Potten, 

propose les cellules localisées en position +4, au-dessus des cellules de Paneth, comme étant 

les cellules souches intestinales (Potten et al., 1978). Malgré de nombreuses études, l’identité 

des cellules souches et la relation entre ces deux populations reste soumise à débat.  

 

 

Figure 4 : Morphogénèse des cryptes 
La contraction apicale des cellules épithéliales entraîne l’invagination des cryptes, puis Rac1 contrôle la formation de régions 

charnières qui vont permettre la compartimentalisation des cryptes et des villosités. (Sumigray et al.,2018). 
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1. Les CBC  

Les CBC, initialement décrites par Cheng & Leblond en 1974, sont localisées à la base des 

cryptes, intercalées entre les cellules de Paneth. Suite à des injections de 3H-thymidine, 

certaines CBC entrent en apoptose et sont phagocytées par les CBC voisines, entraînant 

l’apparition de phagosomes radioactifs et donc traçables. Ces phagosomes ont été observés 

dans un premier temps, uniquement au niveau des CBC, puis au cours du temps, des cellules 

différenciées apparaissent également radioactives au niveau des villosités. Cette première 

expérience de traçage in vivo a permis de mettre en évidence que les CBC sont à l’origine des 

4 types cellulaire connus alors dans l’intestin (6 aujourd’hui) (Cheng and Leblond, 1974a, b). 

Cette observation a été confirmée, grâce à des expériences de mutagénèse chimique, permettant 

le marquage aléatoire de clones. Deux types de clones ont été observés, des clones de courte 

durée de vie, ainsi que des clones mixtes à longue durée de vie contenant tous les types 

cellulaires majeurs de l’intestin (Bjerknes and Cheng, 1999). Cette étude a donc permis de 

mettre en évidence l’existence de cellules souches pluripotentes et d’un compartiment de 

progéniteurs plus engagés dans la différenciation.  

Le modèle « stem cell zone », repose sur le principe que les cellules souches résident, avec 

les cellules de Paneth, dans un environnement favorable (la niche) qui se limite au fond de la 

crypte (position 1 à 4). Les cellules filles, issues de la prolifération des CBC, quittent cette zone 

des cellules souches et migrent en position + 5, au-dessus de la cellule de Paneth la plus haute, 

et s’engagent alors vers les différents lignages de l’intestin tout en migrant vers les villosités, 

à l’exception des cellules de Paneth qui, elles, migrent vers la base des cryptes (Bjerknes and 

Cheng, 1981a, b).  

Parmi les signaux présents au niveau de la crypte, Wnt constitue le principal moteur de la 

prolifération des CBC. L’établissement d’une signature de gènes cibles de Wnt dans l’intestin 

a permis d’identifier environ 80 cibles de Wnt exprimées de façon anormale dans les cancers 

colorectaux et exprimées physiologiquement au niveau des cellules de la crypte (Van der Flier 

et al., 2007). Cette signature a permis d’identifier le gène Lgr5 (Leu-rich repeat containing G 

protein coupled receptor 5) comme premier marqueur des CBC. Lgr5 marque des cellules fines, 

localisées en bas de la crypte et intercalées entre les cellules de Paneth, il est également 

fortement exprimé dans les adénomes intestinaux. Ces cellules Lgr5+ sont hautement 

prolifératives avec un cycle de division d’environ 24 h (Barker et al., 2007).  
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Afin d’étudier la distribution et le devenir de ces cellules Lgr5+, un modèle de souris knock-

in Lgr5-eGFP-IRES-creERT2 a été généré, ces souris ont ensuite été croisées avec un modèle 

de souris reportrice Rosa26-LacZ. En présence de tamoxifène la Cre recombinase devient 

nucléaire, ce qui entraîne l’expression de LacZ et marque de façon irréversible les cellules Lgr5 

ainsi que leurs descendantes, permettant donc un traçage génétique des CBC (Figure 5) 

(Barker et al., 2007). 

 

 

Ce traçage génétique induit par le tamoxifène a permis de mettre en évidence l’apparition 

de ruban clonaux positifs pour LacZ. En 5 jours, ces rubans s’étalent de la base des cryptes 

jusqu’au haut des villosités et contiennent toutes les lignées cellulaires de l’intestin. La plupart 

de ces clones persistent toute la vie (Figure 6). L’identification de Lgr5 comme marqueur des 

CBC et les expériences de traçage génétique in vivo ont donc confirmé que les CBC répondent 

aux caractéristiques des cellules souches intestinales, à savoir l’auto-renouvèlement et la 

capacité à se différencier vers plusieurs types cellulaires ou multipotence.  

 

 

 

 

Figure 5 : Souris reportrice Lgr5-eGFP-IRES-creERT2 
Un modèle de souris reportrice a été généré afin de suivre les CBC. Le premier exon de Lgr5 a été remplacé par un allèle 
knock-in qui abolit la fonction du gène Lgr5 et entraîne l’expression de eGFP et de la protéine de fusion CreERT. Ces souris 
ont été croisées avec des souris reportrices Rosa26 exprimant LacZ après recombinaison par la Cre. En présence de 
tamoxifène, la Cre devient nucléaire, ce qui entraîne une recombinaison entre les séquences LoxP, induisant l’expression de 
LacZ et la perte de eGFP. Ces souris permettent donc de marquer les CBC avec eGFP et leur descendant expriment la β-
galactosidase de manière stable. 
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Lgr5 ou Gpr49 code pour un récepteur à sept domaines transmembranaires couplé au 

protéines G (rCPG) caractérisé par un domaine extracellulaire très riche en Leucine (Barker 

and Clevers, 2007). Lgr5 et ses homologues, Lgr4 et Lgr6 sont des récepteurs pour les R-

spondins 1 à 4 (Rspos) qui sont des agonistes de Wnt. Les R-spondins peuvent également se 

fixer sur les ubiquitines ligases E3 transmembranaires RNF43 et Znrf3. En absence de Rspos, 

RNF43 et Znrf3 ubiquitinent le récepteur de Wnt, Frizzled (Fz), ce qui promeut sa dégradation 

et entraîne une atténuation de la signalisation Wnt (Koo et al., 2012). La liaison des Rspos sur 

Lgr5 entraîne une séquestration des ubiquitines ligases RNF43 et Znrf3 ce qui stabilise Fz et 

amplifie la signalisation Wnt (Figure 7) (de Lau et al., 2014; Hao et al., 2012). Depuis sa 

découverte au niveau des CBC, Lgr5 a été identifié comme marqueur de cellules souches 

adultes dans de nombreux tissus, notamment au niveau du foie, du poumon et de la glande 

mammaire (Leung et al., 2018).  

Figure 7 : Traçage génétique des CBC 
(A) L’expression de la GFP dans les souris Lgr5-eGFP-IRES-creERT2 permet la visualisation des CBC. (B) Expression 

de LacZ après recombinaison induite par le tamoxifène à 1,5 ou 60 jours après induction. (Barker et al., 2007).  

Figure 6 : Lgr5 potentialise la signalisation Wnt 
En absence de R-spondins, les ubiquitines ligases RNF43/Znfr3 inhibent la voie de signalisation Wnt par 

ubiquitination du récepteur Frizzled. La fixation de R-spondins sur Lgr5 entraîne une séquestration des 

ubiquitines ligases E3 et une stabilisation de Fz, augmentant la signalisation Wnt.  
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Une preuve supplémentaire du caractère souche des CBC Lgr5+ a été apportée par le 

développement d’un nouveau modèle ex vivo, les organoïdes (Figure 8). Les organoïdes sont 

des cultures 3D organotypiques récapitulant l’architecture et l’hétérogénéité tissulaire. Les 

organoïdes intestinaux sont organisés en cryptes prolifératives, avec des cellules Lgr5+ 

entourées de cellules de Paneth et de progéniteurs, qui alimentent des domaines semblables 

aux villosités composés de cellules épithéliales matures comprenant tous les types cellulaires 

de l’épithélium intestinal. Ces organoïdes peuvent être générés à partir de cryptes intestinales 

dissociées ou bien d’une seule cellule Lgr5+ isolée par cytométrie en flux. Les cellules sont 

ensuite maintenues en culture dans du Matrigel, une matrice extracellulaire riche en laminine 

et en collagène, et dans un milieu de culture minimum composé de R-spondin1, EGF et Noggin, 

un inhibiteur de BMP. De façon intéressante, les cellules Lgr5- ne sont pas capable de générer 

ces organoïdes (Sato and Clevers, 2013; Sato et al., 2009).  

L’origine des cellules souches Lgr5+ reste encore mal connue. En effet, même si les cellules 

Lgr5+ fœtales peuvent donner des cellules Lgr5+ adultes (Nigmatullina et al., 2017), des 

expériences de traçage génétique ont révélé que toutes les cellules intestinales fœtales, quelques 

soit leur localisation et leurs marqueurs, sont capables de contribuer au pool de cellules souches 

adultes. Suite au remodelage de l’épithélium et à la fission des villosités, les cellules 

épithéliales localisées en haut des villosités se retrouvent alors au niveau des domaines 

prolifératifs intervillositaires où elles acquièrent la possibilité de contribuer au pool de CBC 

adultes. L’identité des cellules souches semble donc être une caractéristique induite par le 

microenvironnement et non intrinsèque à la cellule (Guiu et al., 2019).  

Des études protéomiques et transcriptomiques sur des cellules LGR5-eGFP isolées par 

cytométrie en flux ont permis d’établir une signature moléculaire des cellules CBC Lgr5+ 

(Munoz et al., 2012; Van der Flier et al., 2007). Une comparaison des profils transcriptomiques 

Figure 8 : Modèle de culture ex vivo, les organoïdes 
Les cellules Lgr5+ isolées sont capables de générer des organoïdes. Les organoïdes sont des cultures 3D organisées 

en domaines prolifératifs de type cryptes contenant les cellules Lgr5+ intercalées entre les cellules de Paneth (flèche 

blanche) et en des domaines différenciés de type villosités contenant tous les types cellulaires de l’épithélium 

intestinal bordant une lumière centrale (Sato T. et al, 2009). Barre d’échelle = 50 µm 
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des cellules souches et des progéniteurs (identifiés par l’intensité de la GFP, faible pour les 

progéniteurs et forte pour les cellules souches) a révélé 510 gènes enrichit spécifiquement dans 

les cellules souches (Munoz et al., 2012), de façon attendue, plusieurs des gènes identifiés sont 

des cibles de Wnt, notamment Sox9, Ephb2 ou Ascl2. Cette signature a donc permis 

l’identification et l’analyse fonctionnelle de nouveaux marqueurs des CBC.  

Ainsi, Ascl2/Mash2 (Achaete-Scute like 2/ Mammalian Achaete-Scute Homologue 2) a été 

identifié comme un régulateur majeur des cellules souches intestinales. Le gène Ascl2 code 

pour un facteur de transcription bHLH (basic helix-loop-helix). Au cours du développement, il 

est principalement exprimé au niveau des tissus extra-embryonnaires et le KO Ascl2-/- est létal 

au stade E10.5, due à des défauts de formation du placenta (Guillemot et al., 1994). Au niveau 

de l’épithélium intestinal, l’expression d’Ascl2 est dépendante de Wnt et Ascl2 est surexprimé 

dans les cancers intestinaux (Jubb et al., 2006). Dans l’épithélium sain, son expression est 

restreinte à la base des cryptes, au niveau des CBC. L’expression ectopique d’Ascl2 dans les 

villosités entraîne une hyperprolifération du compartiment crypte, une expansion du domaine 

d’expression des marqueurs de cellules souches, notamment Lgr5, et la formation de poches 

hyper-prolifératives au niveau des villosités. Inversement, la perte d’expression d’Ascl2 

entraîne une perte des cellules souches, ce qui montre qu’Ascl2 joue un rôle crucial dans le 

maintien des CBC (van der Flier et al., 2009b). De nombreux gènes de la signature génique des 

CBC ont été identifiés comme cibles d’Ascl2, notamment Lgr5, Sox9 et EphB3. Wnt et Ascl2 

agissent de manière synergique afin d’activer la transcription de ces gènes souches, il a 

également été montré que Ascl2 forme une boucle d’autorégulation positive et active sa propre 

transcription en présence de signaux Wnt (Schuijers et al., 2015).  

Le gène Smoc2 (SPARC-related modular calcium-binding 2) a également été décrit comme 

marqueur des cellules CBC Lgr5+. Smoc2 est un inhibiteur de BMP (Thomas et al., 2009). Les 

signaux BMP jouent un rôle dans la différenciation des cellules souches, en effet ils sont actifs 

au niveau des villosités et inhibent la formation de cryptes de novo (Haramis et al., 2004). 

L’expression spécifique de Smoc2 au niveau des CBC, et donc sa qualité de marqueur a été 

validée par traçage génétique in vivo grâce à l’utilisation d’un modèle de souris knock-in 

Smoc2-EGFP-ires-CreERT2 (Munoz et al., 2012).  

D’autres gènes de la signature génique des cellules Lgr5+ ont été identifiés comme 

marqueurs des CBC, notamment les ubiquitines Ligase E3 RNF43 et Znfr3 (Koo et al., 2012). 

Olfm4 (Olfactomedin 4), une molécule sécrétée initialement isolée à partir de myoblastes 
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(Zhang et al., 2002) apparaît également comme un marqueur robuste des CBC (van der Flier 

et al., 2009a). Olfm4 est une cible de Notch (VanDussen et al., 2012) et a été montrée comme 

jouant un rôle dans la tumorigénèse colorectale via l’inhibition de la voie Wnt/β-caténine, sa 

délétion favorisant la formation d’adénomes chez des animaux déficients pour Apc (Apc+/-) 

(Liu et al., 2016). Enfin, les marqueurs Prominin-1 (Zhu et al., 2009b) et Musashi-1 (Kayahara 

et al., 2003) ont également été décrits comme marqueurs CBC, cependant leur expression 

s’étend aux progéniteurs (Itzkovitz et al., 2011; Snippert et al., 2009).  

De façon surprenante, plusieurs marqueurs des cellules souches +4 ont été retrouvés dans 

les cellules Lgr5+ (Itzkovitz et al., 2011; Munoz et al., 2012), ce qui relance la question sur la 

relation entre ces deux populations de cellules souches.  

2. Les cellules souches +4 

Le terme de cellules souches +4 vient de la localisation de ces cellules, situées en position 

+4 par rapport au bas de la crypte, juste au-dessus de la plus haute cellule de Paneth. 

Initialement décrites par Potten, les cellules +4 ont été identifiées grâce à leur capacité à retenir 

un marquage à l’ADN, et appelées LRC (Label Retaining Cells) (Potten, 1998; Potten et al., 

1978). En effet, des études réalisées sur d’autres systèmes de cellules souches ont montré que 

les cellules souches adultes sont généralement quiescentes ou cyclent de façon très lente, un 

marquage de l’ADN permet donc d’identifier les cellules souches potentielles des tissus qui 

vont retenir ce marquage par comparaison avec les cellules prolifératives qui vont perdre le 

marquage au cours de leurs divisions (Cotsarelis et al., 1990; van Velthoven and Rando, 2019). 

Cependant, par un marquage BrdU, Potten a montré que ces cellules +4 LRC sont 

prolifératives, avec un cycle d’environ 24h. Ainsi, la rétention du marquage à l’ADN par les 

cellules +4 ne reflète pas la quiescence. L’hypothèse émise alors est que la rétention du 

marquage résulte de la ségrégation d’un brin d’ADN à chaque division, ce qui permettrait aux 

cellules souches de protéger leur matériel génétique face aux mutations (Potten et al., 2002). Il 

a également été montré que ces cellules +4 étaient impliquées dans la régénération tissulaire à 

la suite de dommages, qu’elles sont particulièrement radiosensibles, et le point d’origine de 

migration des autres cellules de la crypte (Potten, 1977, 1998; Potten et al., 2002). 

Depuis, de nombreuses études ont porté sur l’identification de marqueurs spécifiques pour 

ces cellules +4 et la plupart de ces marqueurs révèlent une population de cellules quiescentes 

et radiorésistantes, qui diffère donc de la population +4 initialement décrite.  
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Le premier marqueur des cellules souches +4 identifié par traçage génétique est Bmi1 

(Sangiorgi and Capecchi, 2008). Bmi1 code pour un composant du complexe Polycomb PRC1 

qui joue un rôle important dans le maintien de la répression de la chromatine (Valk-Lingbeek 

et al., 2004). Plusieurs études ont montré l’implication de Bmi1 dans la maintenance de l’auto-

renouvèlement des cellules souches ainsi que dans la tumorigénèse, notamment au niveau des 

tissus hématopoïétiques (Park et al., 2003), neuronaux (Molofsky et al., 2003) et pulmonaires 

(Dovey et al., 2008). Cet effet est en partie médié par l’inhibition de l’expression des inhibiteurs 

du cycle cellulaire p16Ink4 et p19Arf (Jacobs et al., 1999; Molofsky et al., 2005). La génération 

d’une souris reportrice, Bmi1CreER/+;Rosa26LacZ/+ a mis en évidence l’expression de Bmi1 dans 

une population cellulaire rare, localisée en position +4/+5 par rapport au bas de la crypte, au 

niveau de la partie proximale de l’intestin (Sangiorgi and Capecchi, 2008). Des expériences de 

traçage génétique in vivo ont révélé l’apparition de clones, similaires à ceux obtenus avec les 

cellules Lgr5, contenant tous les types cellulaires de l’intestin (Sangiorgi and Capecchi, 2008). 

Cependant, l’apparition de ces clones issus des cellules Bmi1+ est plus lente que ceux issus des 

CBC Lgr5+, suggérant donc que les cellules souches Bmi1+ prolifèrent plus lentement. Ces 

cellules Bmi1+ sont nécessaires à l’homéostasie tissulaire puisque la perte de cette population 

entraîne une perte des cryptes (Sangiorgi and Capecchi, 2008). Une étude plus récente a 

confirmé que Lgr5 et Bmi1 marquent des populations distinctes de cellules souches intestinales 

(Yan et al., 2012). En effet, les auteurs ont mis en évidence que dans un tissu sain, les cellules 

Lgr5+ prolifèrent rapidement en réponse à des signaux Wnt, et sont responsables de l’auto-

renouvèlement constant du tissu, alors que les cellules Bmi1+ sont quiescentes et insensibles 

aux signaux de la voie Wnt. Cependant, en cas d’irradiation, les cellules Bmi1+ sont résistantes 

et capables régénérer l’épithélium entier y compris le pool de cellules souches Lgr5+. Ces 

cellules constituent alors une population de réserve nécessaire à la régénération tissulaire (Tian 

et al., 2011; Yan et al., 2012). La multipotence des cellules Bmi1 a été confirmée in vitro grâce 

au modèle organoïde, une cellule Bmi1+ isolée permet de générer un organoïde entier contenant 

tous les types cellulaires de l’intestin y compris les cellules Lgr5+ (Yan et al., 2012). Le modèle 

proposé est donc que dans un tissu sain l’auto-renouvèlement est géré par les cellules souches 

Lgr5+, alors que les cellules souche Bmi1+ permettent une régénération suite à des dommages. 

Ces expériences de traçage génétique ont donc permis de mettre en évidence le rôle des cellules 

souches +4, néanmoins, plusieurs études montrent que Bmi1 n’est pas spécifiquement exprimé 

dans les cellules +4 et que son expression s’étend au cellules Lgr5+ ainsi qu’aux progéniteurs 

(Itzkovitz et al., 2011; Munoz et al., 2012). De plus, il a été montré grâce à l’utilisation de 

souris transgéniques que le traçage génétique Bmi1 pouvait s’initier à des positions aléatoires 
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de la crypte, en position +4 mais également dans les progéniteurs ainsi que dans les CBC 

(Munoz et al., 2012). Bmi1 ne peut donc pas être considéré comme un marqueur spécifique des 

cellules souches +4, d’autres marqueurs potentiels ont donc été investigués par la suite.  

Les cellules souches sont relativement résistantes à la sénescence malgré de nombreuses 

divisions, cette résistance est associée avec des niveaux élevés de télomérases qui permettent 

de maintenir l’intégrité des chromosomes, normalement raccourcis à la fin de chaque division. 

mTert (mouse Telomerase reverse transcriptase) est une sous-unité du complexe 

ribonucléoprotéique nécessaire à la synthèse des télomères, elle est exprimée dans les tissus 

très prolifératifs et notamment au niveau de l’intestin (Greenberg et al., 1998). La génération 

d’une souris transgénique mTert-GFP a permis d’identifier une population rare de cellules 

mTert+ localisée en position +4 par rapport au bas de la crypte (Breault et al., 2008). Ces 

cellules, représentant environ 1,7 % de la population totale, sont distinctes de la population 

Lgr5+ et sont principalement quiescentes, 90 à 95 % sont en phase G0. Un traçage génétique in 

vivo a permis de mettre en évidence qu’une petite fraction de ces cellules mTert+ cycle 

lentement et contribue à l’homéostasie tissulaire notamment en permettant le renouvèlement 

des cellules prolifératives Lgr5+ (Montgomery et al., 2011). De la même façon que les cellules 

Bmi1+, les cellules quiescentes mTert+ sont résistantes aux radiations et peuvent être activées 

en cas de dommages et proliférer pour contribuer à la régénération de l’épithélium en 

repeuplant le pool de cellules Lgr5+ (Montgomery et al., 2011; Suh et al., 2017). Ces études 

confirment donc l’importance de ces cellules quiescentes qui constituent une population de 

réserve, indispensable à la régénération tissulaire, et identifient mTert comme un marqueur 

robuste des cellules souches +4. Cependant, plusieurs études ont rapporté l’expression de 

l’ARNm de mTert dans toutes les cellules prolifératives de la crypte dont les CBC (Itzkovitz 

et al., 2011; Schepers et al., 2011).  

Le gène Hopx (Homeodomain Only Protein homeobox) code pour une protéine 

homéodomaine atypique qui ne peut pas lier l’ADN et est notamment impliquée dans le 

développement cardiaque (Chen et al., 2002). L’analyse d’une souris knock-in Hopx-LacZ a 

révélé une robuste expression de Hopx au niveau des cryptes intestinales et plus spécifiquement 

au niveau des cellules souches quiescentes +4. Un traçage génétique a permis de mettre en 

évidence la multipotence des cellules Hopx+ qui sont à l’origine de clones contenant tous les 

types cellules de l’intestin, y compris les CBC (Figure 9). Afin d’étudier la relation entre les 

deux types de cellules souches intestinales, les souris Hopx-LacZ ont été croisées avec des 

souris Lgr5eGFP-ERCre/+, et grâce à des expériences de tri cellulaires et de génération d’organoïdes 
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les auteurs ont montré que les deux populations peuvent être à l’origine de l’autre et se 

reconstituer en cas de besoin (Takeda et al., 2011). Ces données supportent donc le modèle 

selon lequel une population de cellules souches quiescente réside en position +4 et est capable 

d’interagir de façon dynamique avec les cellules souches prolifératives (CBC).  

Le facteur de transcription Sox9 (Sry-Box containing gene 9) est une cible transcriptionnelle 

de Wnt, il est exprimé dans le bas de la crypte et est impliqué dans la régulation de la 

prolifération ainsi que dans la différenciation des cellules de Paneth (Bastide et al., 2007; 

Blache et al., 2004 ). L’utilisation d’une souris transgénique Sox9-eGFP a permis de détecter 

une expression différentielle de Sox9 dans les cellules souches intestinales. Les CBC expriment 

faiblement Sox9 (Sox9Low) en comparaison aux cellules souches +4 qui l’expriment fortement 

(Sox9High) (Formeister et al., 2009 ; Van Landeghem et al., 2012). Le caractère souche des 

cellules Sox9Low a été confirmé par leur capacité à générer des organoïdes in vitro (Van 

Landeghem et al., 2012) ainsi que par traçage génétique (Furuyama et al., 2011). A l’inverse, 

les cellules souches Sox9High, deviennent prolifératives suite à des dommages et sont capables 

de former des organoïdes uniquement après irradiation (Van Landeghem et al., 2012). La 

génération d’une souris reportrice Sox9-Ires-eGFP a permis de confirmer l’expression de Sox9 

dans les cellules souches mais a aussi mis en évidence son expression dans les cellules de 

Paneth et dans certaines cellules différenciées des villosités, notamment dans les cellules 

entéroendocrine ou dans les cellules de Tuft (Furuyama et al., 2011). L’expression non 

spécifique de Sox9 diminue donc sa qualité de marqueur de cellules souches intestinales.  

Enfin Lrig1 (Leucin-Rich repeats and Immunoglobulin-like domain 1) a également été décrit 

comme marqueur des cellules souches +4 (Powell et al., 2012).  

Figure 9 : Traçage génétique des cellules Hopx+ 
Afin d’étudier par traçage génétique le destin des cellules Hopx+, une souris HopxERCre/+;Rosa26LacZ/+ a été générée, 
18h après injection de tamoxifène, seulement une cellule en position +4 est marquée, 67h après injection, le bas de 
la crypte est entièrement marqué (A). Les clones issus de ces cellules souches +4 Hopx persistent au moins pendant 
13 mois (B). (Takeda N. et al, 2011) 
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Toutes ces études montrent que les cellules souches +4 constituent une population de réserve 

distincte des CBC Lgr5+, relativement quiescentes dans un tissu sain, et résistantes aux 

radiations, et qui, en cas de dommages, peuvent être activées pour proliférer et repeupler 

entièrement l’épithélium, y compris les CBC. 

Au niveau de l’épithélium intestinal il y a donc coexistence de deux populations de 

cellules souches actives : les CBC qui prolifèrent rapidement et assurent le maintien de 

l’intégrité de l’épithélium dans des conditions basales, et les cellules souches +4 quiescentes 

qui sont activées à la suite de dommages pour régénérer l’épithélium (Figure 10) (Li and 

Clevers, 2010). Cependant la relation entre ces deux populations et la nature de ces cellules 

souches de réserve reste encore discutées.  

 

Une étude réalisée par Buczacki et al. (2013) a permis d’unifier les théories concernant 

l’identité des cellules souches intestinales. Les auteurs ont génétiquement marqué les LRC 

grâce à un modèle de souris permettant l’expression temporaire de H2B-YFP (Histone H2B-

Yellow Fluorescent Protein). Ces LRC, localisées à la base de la crypte, expriment à la fois les 

marqueurs des cellules de la lignée sécrétrice, les marqueurs des CBC et ceux des cellules +4 

(Lgr5, Hopx, mTert, ChgA). Grâce à des analyses fonctionnelles in vivo et in vitro de ces 

cellules, les auteurs ont montré que ces LRC sont résistantes à des doses intermédiaires 

d’irradiation et représentent des précurseurs sécréteurs destinés à devenir des cellules de Paneth 

ou des cellules entéroendocrines. Ces LRC, sont issues des CBC Lgr5+ et sont capable de se 

Figure 10 : Les cellules souches intestinales 
Résumé des marqueurs et caractéristiques des cellules souches intestinales. Les CBC sont les cellules 

prolifératives alors que les cellules souches +4 constituent une population de réserve. Récemment d’autres 

populations cellulaires ont décrites comme étant les cellules de réserve.  
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dédifférencier pour revenir à un état souche dans des conditions de régénérations après 

dommages, permettant alors de reconstituer la population de CBC (Buczacki et al., 2013; 

Clevers, 2013b). Plus récemment, une population de cellules Mex3aHigh a été décrite comme 

étant des CBC quiescentes, exprimant à la fois les marqueurs des CBC et des cellules +4, et 

capable de régénérer l’épithélium en cas d’irradiation (Barriga et al., 2017). Cette étude 

confirme donc l’existence d’une population intermédiaire +4/CBC, quiescente et impliquée 

dans la régénération tissulaire. Cependant, ces résultats contredisent les observations établies 

par Potten indiquant que les LRC sont particulièrement sensibles aux radiations (Potten, 1977; 

Potten et al., 2002). De plus, il a été démontré récemment que les LRC, les CBC et les cellules 

souches de réserve (Hopx+, Bmi1+) représentent bien des populations cellulaires distinctes au 

niveau moléculaire et fonctionnel (Li et al., 2016b).  

Enfin grâce à une analyse transcriptomique sur cellules uniques, une nouvelle population de 

cellules souches a récemment été décrite. Cette population appelée cellule souche « revival » 

identifiée par le marqueur Clu (clusterin), est une population cellulaire rare et quiescente, 

localisée autour de la position +4, moléculairement distincte des CBC et des cellules souches 

+4 et requise pour la régénération. Suite à des dommages, les cellules Clu+ s’amplifient 

transitoirement, via un mécanisme YAP1 dépendant, afin de reconstituer les CBC et donc de 

régénérer l’épithélium (Ayyaz et al., 2019).  

Toutes ces études révèlent donc une forte hétérogénéité cellulaire au sein de la crypte 

intestinale (Figure 10). Malgré la description de marqueurs distincts pour chaque population, 

la hiérarchie et les liens de parenté existant entre ces différentes populations souches restent 

encore incertains. Il est notamment possible que certaines populations se chevauchent, comme 

illustré dans l’étude transcriptomique des CBC révélant l’expression de marqueurs +4 dans ces 

cellules (Munoz et al., 2012).  

III. Renouvèlement de l’épithélium et régénération 
 

1. Maintien de l’homéostasie par les CBC 

L’auto-renouvèlement de l’épithélium intestinal est assuré par la division des CBC, qui 

prolifèrent rapidement afin de générer des progéniteurs. En homéostasie, le nombre de cellules 

souches reste fixe, une balance s’installe donc entre la maintenance de la population souche et 

la différenciation. Une stratégie afin d’assurer l’auto-renouvèlement des cellules souches ainsi 

que la génération de progéniteurs est la division asymétrique au cours de laquelle une cellule 
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souche se divise en deux cellules différentes : une nouvelle cellule souche et un progéniteur. 

Alternativement, les cellules souches peuvent également subirent des divisions symétriques 

afin de générer deux cellules souches ou bien deux cellules différenciées, dans ce cas 

l’asymétrie est maintenue à l’échelle globale (Morrison and Kimble, 2006).  

Les CBC subissent des divisions symétriques et génèrent deux cellules filles identiques 

(deux progéniteurs ou deux cellules souches), l’équilibre entre le nombre de cellules souches 

et de progéniteurs est donc maintenu au niveau de la population globale et la perte d’une cellule 

souche est compensée par la multiplication d’une cellules souche voisine (Snippert et al., 

2010). Au niveau de la crypte intestinale, il y a en moyenne 14 CBC qui se divisent 

aléatoirement symétriquement en 2 progéniteurs ou 2 cellules souches. Au cours du temps, les 

clones sans cellule souche vont s’éteindre et un seul clone subsiste, la crypte devient alors 

monoclonale (Figure 11).  

Ce mode de division stochastique, connu sous le nom de « neutral drift dynamics », a été 

confirmé in vivo grâce une approche de traçage génétique multicolore (Figure 11) (Lopez-

Garcia et al., 2010; Snippert et al., 2010).  

Cependant, une étude sur la relation entre l’orientation du fuseau mitotique et la ségrégation 

des chromosomes a rapporté un mode de division asymétrique prédominant des CBC (Quyn et 

Figure 11 : Les CBC ont un mode de division symétrique 
(A) Un traçage multicolore réalisé avec une souris Rosa26-confetti a permis de marquer différemment plusieurs CBC 

dans une même crypte. Chaque CBC se divisent en deux progéniteurs de la même couleur ce qui aboutit à la formation 

de rubans multicolores au bout de deux semaines. Au cours du temps, la compétition entre les clones due à la division 

symétrique des cellules souches entraîne une dérive vers la monoclonalité et les crypte deviennent monochromes 

(Barker N., 2014). (B) Images en yz des cryptes marquées par la souris Rosa26-Confetti au cours du temps (Snippert 

H.J. et al, 2010).  
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al., 2010). Néanmoins ces résultats sont controversés, le mode division symétrique des CBC a 

été confirmé dans plusieurs études à la fois par l’analyse de l’orientation du fuseau mitotique 

(Bellis et al., 2012) et de la rétention de l’ADN (Escobar et al., 2011; Schepers et al., 2011), 

qui suggèrent une distribution aléatoire des chromosomes entre les cellules filles. Au sein de 

la crypte, le mode de division symétrique semble donc prédominer et le choix de lignage 

(cellules souches ou progéniteurs) est ensuite contrôlé par des signaux extérieurs. En effet, de 

l’imagerie in vivo a montré que suite à la division des CBC en bas de la crypte, les CBC les 

plus hautes sont poussées vers le haut, en dehors de la niche, et deviennent alors des 

progéniteurs. Le destin post-mitotique des CBC est ensuite déterminé par la compétition entre 

différents signaux extérieurs distribués spatialement au sein du microenvironnement (Ritsma 

et al., 2014).  

2. Régénération et plasticité 

L’épithélium intestinal possède une capacité remarquable à se régénérer en réponses à des 

lésions variées. En effet, l’irradiation, l’administration de doxorubicine ou encore l’injection 

de toxine diphtérique ciblée aux cellules Lgr5+, entraîne une perte complète des CBC. 

Cependant, quelques jours après les dommages, les CBC réapparaissent à la base des cryptes 

et l’épithélium est complètement restauré ce qui indique qu’un mécanisme permet la 

repopulation des CBC indépendamment de leur auto-renouvèlement (Dekaney et al., 2009; 

Tian et al., 2011; Van Landeghem et al., 2012). Cette capacité régénérative de l’épithélium 

intestinal a été attribuée aux cellules souches +4 constituant une population de réserve. 

Néanmoins, des études récentes ont aussi montré une capacité des cellules matures à se 

dédifférencier pour revenir à un état souche.  

2.1.Les cellules souches +4 : une population de réserve dédiée  

Les cellules souches +4 identifiées par les marqueurs Bmi1, Hopx, ou mTert sont 

relativement quiescentes et résistantes aux dommages. Les expériences de traçages génétiques 

ont clairement démontré la multipotence et la capacité d’auto-renouvèlement de ces cellules, 

ainsi que leur rôle primordial dans la régénération tissulaire. Ce rôle de cellules souches de 

réserve a été décrit pour la première fois en 2011 grâce à un modèle d’ablation génétique 

inductible des CBC (souris exprimant le récepteur à la toxine diphtérique sous le contrôle du 

promoteur Lgr5) (Tian et al., 2011). Après injection de toxine diphtérique, les cellules Lgr5+ 

meurent et pourtant les cryptes restent intactes, montrant que l’auto-renouvèlement de 

l’épithélium peut être maintenu en absence de CBC, notamment grâce aux cellules Bmi1+ qui 
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servent alors de source alternative de cellules souches. Dès l’arrêt de la toxine, les CBC 

réapparaissent, et sont issues des cellules Bmi1+ (Tian et al., 2011). Ce rôle des cellules Bmi1+ 

a été confirmé après dommages induits par irradiations. En effet, les cellules Lgr5+ sont 

particulièrement sensibles aux radiations, inversement les cellules Bmi1+ sont résistantes et 

deviennent prolifératives, repeuplant le pool de CBC (Yan et al., 2012).  

Ce modèle basé sur l’existence de 2 populations de cellules souches, a été confirmé par 

l’utilisation d’autres marqueurs in vivo, notamment Hopx (Li et al., 2016b; Li et al., 2014; 

Takeda et al., 2011) et mTert (Montgomery et al., 2011). Ces cellules +4 sont essentielles à la 

régénération puisqu’en cas de perte des cellules mTert+, un défaut de régénération de 

l’épithélium est observé (Suh et al., 2017). Néanmoins, il a également été montré que les CBC 

sont également nécessaires à la régénération post-radiation (Metcalfe et al., 2014), ce qui est 

cohérent avec le modèle dans lequel les cellules souches +4 repeuplent les CBC après 

dommages. La mobilisation des cellules souches +4 et la reprise de la prolifération est 

dépendante de l’activation de la voie de signalisation Wnt, et particulièrement du ligand Wnt2b 

qui est fortement augmenté après irradiation (Suh et al., 2017).  

En addition à ces cellules souches +4, d’autres populations souches dédiées à la régénération 

ont été décrites comme les LRC (Buczacki et al., 2013), les CBC quiescentes Mex3a (Buczacki 

et al., 2013) ou plus récemment les cellules souches Clu+ (Ayyaz et al., 2019).  

En résumé, en cas de dommages, les cellules souches +4, entrent en prolifération afin de 

générer les progéniteurs et de maintenir l’autorenouvèlement de l’épithélium. Ces cellules +4 

génèrent également des CBC afin de régénérer le pool de cellules souches Lgr5+. 

2.2.Plasticité des progéniteurs 

Les cellules souches se divisent et produisent des progéniteurs très prolifératifs appelés 

transit-amplifying cells. Ces progéniteurs se divisent 4 à 5 fois et s’engagent progressivement 

vers le lignage absorptif ou sécrétoire (van der Flier and Clevers, 2009). Ces cellules 

prolifératives expriment certains marqueurs de cellules souches comme Musashi-1 (Itzkovitz 

et al., 2011), Prominin-1 (Snippert et al., 2009), ainsi que le facteur de transcription Id1 

(Inhibitor of DNA binding 1) (Zhang et al., 2014). Le choix entre les deux lignages dépend 

notamment de la signalisation de Notch et de la présence ou de l’absence du facteur de 

transcription Atoh1 (Atonal Homolog-1). L’activation de Notch entraîne l’expression de Hes1 

et la répression d’Atoh1 et du ligand Dll1 (Delta-like 1), ce mécanisme connu sous le nom 

d’inhibition latérale est détaillé dans la partie signalisation Notch de ce chapitre (p.32). 
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L’activation de Notch entraîne la différenciation vers le lignage absorptif alors que l’absence 

de signalisation Notch favorise le lignage sécrétoire (van Es et al., 2010 ; Yang et al., 2001). 

Les progéniteurs sécréteurs expriment Dll1 ainsi que le facteur de transcription Atoh1, à 

l’inverse les progéniteurs absorptifs expriment Hes1 (Ishibashi et al., 2018; van Es et al., 

2012b ). Les progéniteurs sécréteurs ou absorptifs s’engagent ensuite vers la différenciation 

terminale sous l’action de différents signaux et facteurs de transcription (détaillé p.43).  

Parallèlement au modèle de cellules souches de réserve dédiées, plusieurs études récentes 

ont montré une plasticité importante des cellules de la crypte. La plasticité est définie comme 

la capacité d’une cellule à adopter une autre identité cellulaire en réponse à des facteurs 

extrinsèques ou intrinsèques. La dédifférenciation est une forme de plasticité au cours de 

laquelle une cellule différenciée revient à un état moins différencié voire souche au sein du 

même tissu (Tetteh et al., 2015).  

Les progéniteurs sécréteurs Dll1+ sont localisés en position +5, juste au-dessus de la dernière 

cellules de Paneth (van Es et al., 2012b). Un traçage génétique réalisé avec des souris Dll1-

GFP-IRES-CreERT2;R26-LacZ a montré que dans des conditions homéostasiques ces cellules 

Dll1+ génèrent des petits clones uniquement formés de cellules sécrétrices. A contrario, après 

irradiation et perte des CBC, les cellules Dll1+ vont générer des clones de longue durée 

contenant tous les types cellulaires. De plus, ces cellules Dll1+ sont capables de générer des 

cellules Lgr5+ in vitro et d’établir des organoïdes en réponse à un traitement Wnt3a (van Es et 

al., 2012b). Ainsi les progéniteurs sécréteurs Dll1+ sont capables de se reconvertir en CBC en 

cas de lésions des cryptes intestinales.  

L’expression de Dll1 est associée avec une augmentation de l’expression du facteur de 

transcription Atoh1. Au sein de la crypte les cellules Atoh1+ ont été décrites comme 

représentant une population cellulaire hétérogène comprenant à la fois les progéniteurs 

sécréteur Dll1+ mais également les LRC (Ishibashi et al., 2018). Dans un tissu sain, les 

précurseurs sécréteurs Atoh1+ sont capables d’auto-renouvèlement et sont à l’origine de clones 

multi-lignages avec une fréquence plus importante que les précurseurs Dll1+, suggérant qu’une 

partie des cellules Atoh1+ agit comme cellules souches. Ces cellules possèdent également une 

capacité de dédifférenciation importante et il a été montré que leur présence est indispensable 

à la régénération de l’épithélium au niveau du colon (Castillo-Azofeifa et al., 2019; Ishibashi 

et al., 2018; Tomic et al., 2018). Cette plasticité entre les différentes populations est régulée 

via la phosphorylation d’Atoh1 par les CDK (Cyclin Dependent Kinase). Ce mécanisme a été 
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mise en évidence par l’utilisation de phospho-mutants empêchant la phosphorylation d’Atoh1, 

ce qui entraîne une différenciation augmentée vers le lignage sécréteur et un défaut de 

régénération de l’épithélium intestinal (Tomic et al., 2018).  

D’autre cellules, engagées plus loin dans la lignée sécrétrice, peuvent également revenir à 

un état souche, notamment les précurseurs entéroendocrine (EE). Ces cellules expriment Bmi1 

ainsi que Prox1 (prospero homeobox 1), un facteur de transcription exprimé dans les cellules 

EE différenciées (Petrova et al., 2008). Des analyses transcriptomiques réalisées sur cellules 

uniques ont révélé que les cellules Bmi1+ représentent des précurseurs EE alors que les cellules 

Prox1+ comprennent des progéniteurs des cellules EE et également des cellules de Tuft. Ces 

cellules Bmi1+ et Prox1+ sont plus matures que les précurseur Dll1+ précédemment décrits et 

sont également capables de régénération notamment via un remodelage et une réouverture de 

la chromatine pour revenir à un état permissif similaire à celui des CBC (Jadhav et al., 2017; 

Yan et al., 2017).  

Les cellules de Paneth, complètement différenciées, représentent également une source 

potentielle de cellules souches dans la réponse régénérative. Suite à des radiations ou des 

dommages chimiques, les cellules de Paneth entrent en prolifération pour revenir à l’état 

souche et expriment alors les marqueurs des CBC comme Lgr5 ou Olfm4 en réponse à une 

augmentation de la signalisation Notch (Jones et al., 2018; Yu et al., 2018). Cette plasticité des 

cellules de Paneth a également été montrée dans un modèle inflammatoire. Dans ce contexte, 

la dédifférenciation des cellules de Paneth est causée par une activation de la signalisation 

SCF/c-kit qui aboutit à une augmentation de la signalisation Wnt via l’activation de PI3K/Akt 

et l’inhibition de GSK3β (Schmitt et al., 2018).  

La plasticité des cellules de la crypte n’est pas limitée à la lignée sécrétrice, les précurseurs 

de la lignée absorptive présentent également des capacités régénératives. Un traçage génétique 

a permis de mettre en évidence la capacité des précurseurs entérocytaires Alpi+ (phosphatase 

alcaline intestinale) à revenir à l’état souche en cas de déplétion des CBC par la toxine 

diphtérique. Au cours de leur reprogrammation, les cellules Alpi+ présentent une augmentation 

de l’expression des gènes souches et une diminution des marqueurs spécifiques des entérocytes. 

Cette capacité de dédifférenciation est limitée aux progéniteurs des entérocytes, les entérocytes 

matures ayant déjà quittés la crypte et migrés dans les villosités ne sont pas capable de régénérer 

les CBC Lgr5+ (Tetteh et al., 2016).  
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Enfin, d’autres progéniteurs prolifératifs sont également décrits comme possédant des 

capacités régénératives en cas de perte des CBC comme les progéniteurs Krt19+ (Asfaha et al., 

2015).  

 

Malgré de nombreuses études rapportant des capacités de plasticité au sein de la crypte, les 

mécanismes moléculaires de cette reprogrammation cellulaire restent peu connus. Plusieurs 

études ont cependant décrit que la plasticité au sein de la crypte était facilitée par la 

configuration de la chromatine des progéniteurs. En effet, des études portant sur l’investigation 

des marques épigénétiques ont montrées des profils de méthylation et de modifications des 

histones similaires à la fois dans les cellules souches et dans les progéniteurs sécréteurs et 

absorptifs, ainsi qu’une hypersensibilité à la DNase I, indiquant un état permissif de la 

chromatine conservé dans les progéniteurs (Jadhav et al., 2016; Kaaij et al., 2013; Kim et al., 

2014b). Les régions régulatrices seraient donc facilement accessibles pour les facteurs de 

transcription, dont l’expression est gouvernée par les différents facteurs du 

microenvironnement. Cependant, des études plus précises ont démontré une modification de 

méthylations au cours de la maturation avec notamment la méthylations de gènes souches 

Table 1 : Résumé des cellules impliquées dans la régénération 
D’après De Sousa et al., 2019 
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comme Olfm4 et Hes1, et inversement un faible niveau de méthylation au niveau des gènes 

marqueurs de différenciation tels que Alpi ou Lct (Lactase) dans les cellules différenciées 

(Sheaffer et al., 2014). En accord avec ces résultats, la perte de Dnmt1 (DNA méthyltransferase 

1) entraîne une hyper-prolifération des cryptes associée à une hypométhylation des gènes 

souches sans affecter la différenciation vers les différents lignages (Sheaffer et al., 2014). De 

plus, des réarrangements de la chromatine avec une réouverture au niveau des gènes souches 

ont été observés au cours de la dédifférenciation de certains progéniteurs (Jadhav et al., 2017). 

Ces études soulignent donc l’importance des régulations épigénétiques au cours de la 

différenciation des cellules souches ainsi que de la reprogrammation/dédifférenciation des 

précurseurs. Elles indiquent également que cellules souches et progéniteurs possèdent une 

chromatine permissive permettant de maintenir une certaine plasticité au sein de la crypte.  

 

En conclusion, l’épithélium intestinal présente des capacités de régénération remarquables 

dues à la mobilisation et la prolifération de nombreux types cellulaires qui possèdent la capacité 

de revenir à l’état souche (Table 1, Figure 12). Cette plasticité est similaire à celle observée 

lors du développement, où les cellules différenciées sont capables de devenir des cellules 

Figure 12 : Modèle de régénération de l'épithélium 
Dans un tissue sain, l’auto-renouvèlement de l’épithélium intestinal est assuré par les CBC qui prolifèrent rapidement et se 

différencient vers tous les types cellulaires de l’intestin. Les cellules souches +4 ou Clu+ contribuent faiblement à ce 

renouvèlement mais se divisent périodiquement pour renouveler le pool de CBC. En cas de dommages, comme l’exposition 

à des radiations ou des agents chimiques, les CBC entrent en apoptose. Certaines cellules sont capables de survivre et vont 

assurer la régénération du tissu. Cette régénération est notamment médiée par les cellules +4 et Clu+ qui sont mobilisées et 

repeuplent l’épithélium et les CBC, mais également grâce à la dédifférenciation de certains progéniteurs déjà engagés dans 

un lignage ou de cellules différenciées.  
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souches suite à un remodelage de l’épithélium et du microenvironnement (Guiu et al., 2019). 

Il est donc possible que la mobilisation/dédifférenciation des progéniteurs ou des cellules +4 

soit déclenchée par des signaux extracellulaires émanant de la niche et notamment par la 

signalisation Wnt. En effet, suite à des dommages, une forte augmentation des niveaux de 

ligands Wnt et de leur cibles a été observée (Ashton et al., 2010; Flanagan et al., 2015), et cette 

activation de la voie Wnt/β-caténine a été montrée comme indispensable à l’activation des 

cellules +4 mTert+ (Suh et al., 2017).  

IV. Niche et microenvironnement 

Le terme de niche désigne un compartiment anatomique comprenant des composants 

cellulaires et non cellulaires fournissant un microenvironnement nécessaire au maintien des 

propriétés et de l’activité des cellules souches. La niche des cellules souches intestinales est 

très complexe et résulte de l’ensemble des composants fournis par les cellules épithéliales, mais 

aussi par la muqueuse ou la lumière intestinale. Les composants de la muqueuse comprennent 

la matrice extracellulaire et les cellules stromales sous-jacentes. Inversement, la lumière du 

tube digestif est peuplée du microbiote et exposée à de nombreux agents pathogènes, ce qui 

peut également fortement impacter l’épithélium. Tous ces composants vont sécréter de 

nombreux facteurs de croissances, cytokines et protéines de la matrice extracellulaire afin de 

contrôler le devenir des cellules souches. Le microenvironnement varie le long de l’axe 

crypte/villosité, avec des signaux prolifératifs au niveau de la crypte et des signaux de 

différenciation dans les villosités, ce qui permet de réguler la balance entre prolifération et 

différenciation (Santos et al., 2018; Smith et al., 2017).  

1. Principales voies de signalisation de la niche 

L’homéostasie intestinale est finement contrôlée par la compétition et l’équilibre entre 

plusieurs voies de signalisation majeures, notamment les voies de signalisation Wnt, Notch, 

BMP, EGF et Hippo, dont l’activité conduit à l’expression d’un large panel de gènes impliqués 

dans la prolifération cellulaire, la migration ou encore la différenciation.  

1.1.Signalisation Wnt 

La voie de signalisation canonique Wnt/β-caténine est le signal majeur de prolifération des 

cellules souches intestinales. Le gène Wnt1, initialement nommé Int-1 (Integration-1) a été 

identifié en 1982 chez la souris en tant que proto-oncogène dans le cancer mammaire (Nusse 

and Varmus, 1982). Il a été découvert par la suite que Int-1 est en fait l’homologue du 



 
 

27 
 

morphogène Wg (Wingless) de la drosophile, qui joue un rôle crucial dans le contrôle de la 

polarité pendant le développement embryonnaire (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980; 

Rijsewijk et al., 1987). La cascade de signalisation et les effecteurs impliqués dans la 

signalisation Wnt ont ensuite été découverts chez la drosophile. A ce jour, 19 gènes Wnt 

(Wingless/Integrated) hautement conservés au cours de l’évolution, codant pour des 

glycoprotéines riches en cystéines d’environ 40 KDa, et 10 récepteurs Fz appartenant à la 

famille des rCPG ont été décrits (Nusse and Clevers, 2017). Au cours de leur synthèse, les 

protéines Wnt sont palmitoylées par l’enzyme Porcupine au niveau du réticulum 

endoplasmique, ce qui permet leur sécrétion mais aussi leur liaison sur leurs récepteurs (Janda 

et al., 2012; Takada et al., 2006; Willert et al., 2003). L’effecteur clé de la cascade de 

signalisation Wnt est la β-caténine cytoplasmique.  

En absence de signaux Wnt, un complexe de dégradation de la β-caténine, composé des 

protéines GSK3β (Glycogen Synthase kinase 3), CK1 (Casein Kinase 1), β-TrCP (β-

Transducing Repeat-Containing Protein) et des protéines scaffold Axine et APC (Adenomatous 

Poliposis Coli) (Stamos and Weis, 2013), séquestre la β-caténine et permet sa phosphorylation 

par les kinases CK1 puis GSK3β (Liu et al., 2002). La β-caténine phosphorylée est alors 

reconnue par l’ubiquitine ligase E3 β-TrCP, qui est également présente au niveau du complexe 

de dégradation, ce qui aboutit à sa dégradation par le protéasome (Kitagawa et al., 1999; Li et 

al., 2012). La présence de ligand Wnt entraîne la formation d’un complexe récepteur formé de 

Frizzled et LRP5/6 (Low density lipoprotein Receptor Related protein) (Tamai et al., 2000). 

La formation de ce complexe Wnt/Fz/LRP permet le recrutement de la protéine scaffold 

Disheveled (Dvl), sur la partie cytoplasmique de Fz. Dvl va alors recruter l’Axine et ses 

protéines kinases associées GSK3β et CK1 au niveau de la membrane, ce qui entraîne la 

phosphorylation de la partie cytoplasmique de LRP5/6 par GSK3β et CK1 (Zeng et al., 2008). 

La phosphorylation de LRP fournit des sites d’ancrage pour Axine séquestrant ainsi le 

complexe de dégradation à la membrane (Tamai et al., 2004). La séquestration du complexe de 

dégradation à la membrane entraîne sa déstabilisation et un défaut d’ubiquitination par β-TrCP 

de la β-caténine, qui s’accumule dans le cytoplasme (Li et al., 2012). La β-caténine libre va 

alors transloquer dans le noyau et interagir avec les facteurs de transcription de la famille 

TCF/LEF (T-cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor), pour activer la transcription des gènes 

cibles de la voie Wnt (Behrens et al., 1996). En absence de β-caténine, les facteurs TCFs sont 

associés à Groucho, un répresseur transcriptionnel (Cavallo et al., 1998) (Figure 13).  
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L’utilisation de nombreux modèles génétiques ou pharmacologiques modulant la 

signalisation Wnt a permis de mettre en évidence l’importance de cette voie dans la 

prolifération des cellules souches intestinales. En effet, la délétion de Tcf4, l’effecteur majeur 

de Wnt dans les cryptes intestinales, entraîne un défaut de développement des cryptes 

prolifératives (Korinek et al., 1998). De la même façon, la délétion de Tcf4 chez l’adulte, grâce 

à l’utilisation d’un mutant conditionnel, entraîne une rapide déplétion des CBC suivie d’une 

dégénération de l’épithélium intestinal, indiquant que Wnt n’est pas seulement nécessaire pour 

la mise en place de l’épithélium, mais est aussi requis pour le maintien de l’autorenouvèlement 

chez l’adulte (van Es et al., 2012a). Des phénotypes similaires ont été observés en cas de 

surexpression de Dickkopf1 (DKK1), un inhibiteur spécifique de LRP5/6, par transgène (Pinto 

et al., 2003) ou adénovirus (Kuhnert et al., 2004). Inversement, la sur-activation de la voie Wnt 

cause une hyper-prolifération des cryptes. La mutation du régulateur négatif de Wnt, APC, est 

la cause d’une forme héréditaire de cancer colorectaux appelé FAP (familial adenomatous 

polyposis) et 80% des cas sporadiques de cancers du côlon présentent une mutation d’APC 

Figure 13 : Voie de signalisation Wnt 
En absence de ligands Wnt, la β-caténine est séquestrée par le complexe APC/Axine et ubiquitinée par 

β-TrCP puis dégradée par le protéasome. La liaison de Wnt sur Frizzled et LRP5/6 inhibe le complexe de 

dégradation ce qui entraîne une accumulation de la β-caténine qui va être transloquée dans le noyau 

pour interagir avec les facteurs TCF/LEF et activer la transcription des gènes cibles de Wnt. 
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(Fearnhead et al., 2001). Enfin, le fait que Wnt joue un rôle essentiel dans la maintenance des 

cellules souches est également illustré par les niveaux de β-caténine nucléaire, qui sont plus 

élevés à la base des cryptes et diminuent progressivement le long de l’axe crypte/villosité (van 

de Wetering et al., 2002).  

Les sources de Wnt dans la niche intestinale sont multiples. Au niveau de l’épithélium, Wnt 

est produit par les cellules de Paneth sous la forme de Wnt3 (Sato et al., 2011). La présence 

des cellules de Paneth augmente l’efficacité de formation organoïdes, et le Wnt3 dérivé des 

cellules de Paneth est suffisant pour maintenir ces organoïdes en culture si l’agoniste de Wnt, 

R-spondin, est ajouté au milieu (Sato et al., 2011). Le ligand Wnt3 produit par les cellules de 

Paneth agit via un court gradient décroissant s’étirant de la base vers le haut des cryptes. Du 

fait de sa faible solubilité, le ligand sécrété se lie sur les cellules les plus proches, les cellules 

Lgr5+, où il est retenu à la membrane par Frizzled. Lorsque les cellules se différencient et 

quittent le bas de la crypte, elles entraînent le Wnt3 lié à la surface qui se propage passivement 

par division des cellules souches, ce qui dilue le signal Wnt, créant ainsi un gradient (Farin et 

al., 2016). Les signaux Wnt sont également produits par les cellules du mésenchyme sous-

jacent dont Wnt2b, Wnt4 et Wnt5a qui sont exprimés au niveau du stroma (Farin et al., 2012; 

Gregorieff et al., 2005) (décrit p.39). 

Au niveau de la crypte, la signalisation Wnt est fortement renforcée par et est dépendante 

des R-spondins (décrites p.10). En effet, le blocage de R-spondins-2 et -3 par des anticorps 

monoclonaux entraîne une perte des CBC (Storm et al., 2016). De même, le KO pour les 

récepteurs Lgr4/5 cause un phénotype identique au KO Wnt et entraîne une perte rapide du 

compartiment prolifératif (de Lau et al., 2011). Les sources de R-spondins dans la niche restent 

encore à définir, cependant la R-spondin 3 est exprimée par les fibroblastes Foxl1+ et la R-

spondin-1 par une autre population mésenchymateuse identifiée par les marqueurs 

CD34+gp38+αSma- (Stzepourginski et al., 2017).  

L’activation de la voie Wnt joue donc un rôle crucial dans le contrôle de l’auto-

renouvèlement et le maintien des cellules souches, Wnt participe également au contrôle du 

positionnement des cellules le long de l’axe crypte/villosité via la régulation de l’expression 

du couple récepteur-ligand Eph/éphrine.  
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1.2.Signalisation Eph/éphrine 

La signalisation entre les récepteurs Eph (Erythropoietin-Producing Hepatocellular) et leur 

ligands éphrines (Eph receptor-interacting) est médiée par contact direct cellule/cellule et induit 

une répulsion cellulaire. Cette signalisation est impliquée dans de nombreux processus, dont le 

contrôle du positionnement cellulaire au sein des tissus. Les ligands éphrines sont divisés en 

deux classes, A et B, selon leur structure et leur mode d’attachement à la membrane plasmique. 

Les récepteurs Eph constituent la plus grande sous famille de récepteurs tyrosine kinase et sont 

répartis en deux sous-classes, EphA et EphB, selon leur affinité pour les ligands éphrines A ou 

B (Merlos-Suarez and Batlle, 2008). Les récepteurs EphB2 et EphB3 sont des cibles de Tcf4 

et sont exprimés dans le compartiment prolifératif, leur expression diminue progressivement le 

long de la crypte, l’expression d’EphB3 est restreinte à la base de la crypte. Inversement les 

signaux Wnt répriment l’expression des ligands éphrine B1 et B2 qui sont exprimés à la 

jonction crypte/villosité avec une expression décroissante vers le bas de la crypte. L’expression 

de éphrine B1 dans les cellules différenciées est également activée par la signalisation Notch 

(Koo et al., 2009). Ce gradient inverse d’interaction répulsive EphB2-B3/éphrines B1-B2 

coordonne la migration et le positionnement cellulaire le long de l’axe crypte/villosité (Batlle 

et al., 2002). La délétion de EphB2 et EphB3 entraîne un défaut d’organisation de l’épithélium : 

les cellules de Paneth et les cellules prolifératives ne sont plus confinées dans la crypte et sont 

anormalement localisées le long de l’axe crypte/villosité, alors que les cellules différenciées 

exprimant éphrine B1 s’étendent jusqu’en bas des cryptes (Batlle et al., 2002). La signalisation 

EphB promeut également la prolifération des progéniteurs en favorisant la reprise du cycle 

cellulaire (Holmberg et al., 2006). 

1.3.Signalisation BMP 

Les BMP (Bone Morphogenetic Protein) sont des ligands extracellulaires appartenant à la 

famille TGF-β (Transforming Growth Factor-β). Les BMP initient la signalisation en se fixant 

sur leurs récepteurs de type II (BMPR-II) ce qui permet l’assemblage d’un complexe 

hétérotétramérique composé de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II. Les 

deux types de récepteurs sont des protéines transmembranaires avec un domaine intracellulaire 

à activité sérine/thréonine kinase. Suite à la formation du complexe, le récepteur de type II, qui 

est constitutivement actif, transphosphoryle le récepteur de type I conduisant à la 

phosphorylation des substrats R-Smads (receptor regulated Smad 1/5/8) par BMPR-I. Les 

Smad1/5/8 phosphorylés lient ensuite leur co-médiateur Smad4, le complexe résultant 

transloque alors dans le noyau pour s’associer avec des co-répresseurs ou co-activateurs et 
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réguler l’expression de gènes cibles (Wang et al., 2014). Dans l’intestin, les principaux ligands, 

BMP2 et BMP4, sont sécrétés par les cellules mésenchymateuses au niveau des villosités 

(Haramis et al., 2004; Hardwick et al., 2004). La signalisation BMP inhibe la prolifération et 

favorise la différenciation des progéniteurs, la délétion du récepteur Bmpr1a (récepteur 

principal au niveau de l’épithélium intestinal) entraîne une hyper-prolifération et le 

développement de polypes (He et al., 2004). Il a été proposé que le rôle antiprolifératif de BMP 

soit médié par l’inhibition de la signalisation Wnt. En effet, les BMP sont capables d’inhiber 

l’accumulation nucléaire de β-caténine via l’inhibition de PTEN (He et al., 2004). Cependant, 

une étude récente a montré que l’effet des BMP est indépendant de la voie Wnt, mais est médiée 

directement par Smad4, qui recrute HDAC1 au niveau des promoteurs des gènes souches, 

comme Lgr5 et Sox9, afin de réprimer leur transcription (Qi et al., 2017). Au niveau de la 

crypte la signalisation BMP est inhibée via la sécrétion d’antagonistes tel que Gremlin1/2, 

Chordin-like 1 ou Noggin par les cellules musculaires lisses et les myofibroblastes résidants 

dans le mésenchyme, créant ainsi un gradient d’activité croissante des BMP du bas vers le haut 

de la crypte (He et al., 2004; Kosinski et al., 2007).  

1.4.Signalisation EGF 

EGF (Epidermal Growth Factor) est un des composants nécessaires pour la culture des 

organoïdes (Sato et al., 2009). Le récepteur EGFR ou ERBB1 est un récepteur tyrosine kinase 

fortement exprimé par les CBC, le ligand EGF est produit par les cellules de Paneth (Sato et 

al., 2011). La liaison d’EGF sur son récepteur entraîne la dimérisation de celui-ci et stimule 

son activité tyrosine kinase et la transphosphorylation des domaines C-terminaux d’EGFR. Les 

effecteurs s’associent ensuite avec les tyrosines phosphorylées via leurs domaines SH2, ce qui 

initie diverses cascades de signalisation (Jorissen et al., 2003; Wee and Wang, 2017). 

L’activation d’EGFR permet le recrutement et l’activation de PI3K (Phosphoinositide 3-

Kinase) qui va convertir le PIP2 en PIP3. Le PIP3 sert alors de site d’ancrage et d’activation 

pour Akt. Akt est une serine/thréonine kinase possédant de multiples substrats. La 

phosphorylation de GSK3β ou FOXO1 inhibe leur activité alors que celle de mTORC1 est 

activatrice et résulte en une stimulation de la prolifération et de la croissance cellulaire. Akt a 

également un rôle anti-apoptotique via l’inhibition de BAD (Bcl-2-associated death promoter). 

EGFR peut également activer les voies MAPK (mitogen activated protein kinase) ou 

JAK/STAT (Janus Kinase) (Wee and Wang, 2017). La signalisation EGF stimule donc la 

prolifération des cellules souches intestinales, et son blocage entraîne une quiescence des CBC 

(Basak et al., 2017). Afin de réguler cette signalisation pro-proliférative et donc pro-
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cancéreuse, les cellules souches co-expriment Lrig1, une protéine transmembranaire qui inhibe 

EGFR et favorise son ubiquitination exerçant ainsi un rétrocontrôle négatif de la signalisation 

EGF (Laederich et al., 2004). Les souris Lrig1 KO présentent une hyper-prolifération et une 

expansion des cryptes due à une augmentation de la signalisation EGF (Wong et al., 2012) 

confirmant donc le rôle pro-mitotique d’EGF dans la crypte intestinale.  

1.5.Signalisation Notch 

La signalisation Notch joue un rôle crucial dans le contrôle de la prolifération des cellules 

souches intestinales mais également dans la détermination entre le lignage sécréteur ou 

absorptif au cours de la différenciation. La signalisation Notch nécessite un contact direct entre 

une cellule qui exprime le ligand transmembranaire (Dll1- 4 ou Jagged 1) et une cellule qui 

exprime le récepteur Notch1- 4. La fixation du ligand sur le récepteur entraîne deux clivages 

protéolytiques du récepteur Notch : la métalloprotéase ADAM10 clive la partie extracellulaire 

puis la partie intracellulaire est clivée par le complexe γ-sécrétase, ce qui aboutit au relargage 

de la partie intracellulaire NICD (Notch Intra-Cellular Domain) dans le cytoplasme. Ce 

fragment actif NICD transloque dans le noyau et interagit avec le facteur de transcription 

RBPJκ (aussi appelé CSL) afin d’activer l’expression de gènes cibles (Bray, 2006). L’effet 

principal de Notch est d’induire l’expression du répresseur transcriptionnel Hes1 (hairy 

enhancer of split) qui à son tour inhibe l’expression d’Atoh1 (aussi connu le nom de Math1), 

un facteur de transcription ayant pour cible les ligands Notch Dll1 et Dll4. (Fre et al., 2005; Lo 

et al., 2017). La signalisation Notch aboutit donc à la perte d’expression de ses ligands. Ce 

mécanisme, connu sous le nom d’inhibition latérale, permet d’amplifier et de stabiliser la 

différence de signalisation Notch et donc de renforcer la différence d’identité entre deux 

cellules (Sancho et al., 2015) (Figure 14).  
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Dans la crypte intestinale, les CBC expriment Notch 1 et 2 (Fre et al., 2011) alors que les 

ligands Dll4 et Dll1 sont exprimés par les cellules de Paneth adjacentes (Sato et al., 2011) et 

les progéniteurs sécréteurs (van Es et al., 2012b). La signalisation Notch favorise la 

prolifération des cellules souches et la différenciation vers le lignage absorptif. En effet, son 

inhibition, via la délétion des récepteurs Notch1/2 ou de leur ligands Dll1/4, entraîne une 

conversion des cellules prolifératives en cellules sécrétrices post-mitotiques (Pellegrinet et al., 

2011; Riccio et al., 2008). La régulation de la balance entre les lignages sécréteur et absorptif 

est dépendante de l’inhibition d’Atoh1 (van Es et al., 2010), qui contrôle la différenciation vers 

le lignage sécréteur. La délétion d’Atoh1 entraîne une perte des cellules sécrétrices (Yang et 

al., 2001), inversement sa surexpression dirige la différenciation vers le lignage sécréteur 

(VanDussen and Samuelson, 2010). L’inhibition de Notch entraîne également une déplétion 

des cellules souches indiquant donc que sa signalisation est requise pour le maintien et la 

Figure 14 : Signalisation Notch et l'inhibition latérale 
Suite à la liaison du ligand Dll sur le récepteur Notch, deux étapes de clivage successives entraîne la libération de 

la partie intracellulaire NICD dans le cytoplasme. NICD va alors se relocaliser dans le noyau et interagir avec RBPJκ 

pour stimuler la transcription de Hes1. Hes1 est un répresseur transcriptionnel qui inhibe l’expression de Atoh1 et 

des ligands Dll. L’activation de Notch entraîne donc la répression de ses ligands, par conséquent une cellule avec 

une faible activité Notch produit plus de ligands. Inversement, une cellule avec une forte activité Notch exprime 

peu de ligand à sa surface, ce qui renforce la production de ligand par les cellules adjacentes puisqu’elles ne 

reçoivent pas de signalisation inhibitrice. Ce mécanisme d’autorégulation, appelé inhibition latérale, permet 

d’amplifier la différence de signalisation Notch entre deux cellules et donc l’engagement dans des voies de 

différenciations opposées. D’après Sancho et al. 2015 



 
 

34 
 

prolifération des CBC. Cet effet est indépendant d’Atoh1 et est médié par la répression des 

inhibiteurs de CDK p27Kip1 et p57Kip2 directement par Hes1 (Riccio et al., 2008). Notch est 

également capable de stimuler via RBPJκ l’expression de gènes souches dont Olfm4 

(VanDussen et al., 2012). Dans l’épiderme, il a été montré que Notch joue un rôle important 

dans la régulation d’Ascl2 : Hes1 est capable d’inhiber Ascl2 afin d’éviter une différenciation 

précoce, alors que NICD et RBPJκ se fixent sur le promoteur d’Ascl2 afin d’activer sa 

transcription (Moriyama et al., 2008). La signalisation Notch est également renforcée par les 

signaux Wnt puisque la β-caténine peut se lier au complexe NICD/RBPJκ pour augmenter la 

transcription de gènes cibles, dont Hes1 (Yamamizu et al., 2010). Enfin, il a été proposé que 

Notch permette de réguler la balance entre les 2 types de cellules souches, proliférative ou 

quiescente, en favorisant la division asymétrique de celles-ci (Srinivasan et al., 2016).  

En conclusion, Notch régule différents aspects de l’homéostasie intestinale en favorisant à 

la fois la prolifération des cellules souches et en régulant la différenciation et la balance entre 

les différents lignages.  

1.6.Signalisation Hippo 

La signalisation Hippo est hautement conservée au cours de l’évolution et joue un rôle 

crucial dans la régulation de la taille des organes, le maintien des cellules souches et la 

régénération via l’intégration de multiples signaux dont la perception des forces mécaniques 

de la matrice extracellulaire, l’activation de récepteurs tyrosine kinase ou encore le stress 

métabolique. Tous ces signaux convergent vers l’activation des kinases Mst1/2 (mammalian 

Ste20-like kinase 1/2), homologues de Hippo chez la drosophile, qui phosphorylent et activent 

les protéines kinases LATS1/2 (Large Tumor Suppressor kinase 1/2) ainsi que les protéines 

scaffold SAV1 (salvador homologue 1) et MOB1 (mps one binder 1). A son tour, LATS 

phosphoryle les régulateurs transcriptionnel YAP (Yes associated protein) et TAZ, ce qui 

entraîne leur séquestration cytoplasmique et leur inactivation. En absence de signalisation les 

cofacteurs YAP/TAZ se fixent sur les facteurs de transcription TEAD (TEA Domain family 

Member 1-4) et induisent l’expression de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, la 

migration et la survie cellulaire (Hong et al., 2016). Dans l’intestin YAP est nucléaire au bas 

des cryptes et cytoplasmique dans les villosités, indiquant donc un gradient croissant vers les 

villosités de la signalisation Hippo (Barry et al., 2013).  

Le rôle de YAP/TAZ dans l’homéostasie intestinale est controversé. Plusieurs études ont 

rapporté un rôle pro-prolifératif de YAP dans les cellules souches intestinales. Une sur-
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activation de YAP, soit via l’inhibition de Mst1/2, soit directement par transgène, entraîne une 

hyperplasie des cryptes intestinales et une expansion du compartiment souche (Camargo et al., 

2007; Zhou et al., 2011). Inversement, une étude a montré que la surexpression d’un mutant 

nucléaire YAPS127A entraîne une déplétion des CBC, ce qui suggère un rôle antiprolifératif de 

YAP dans les cellules souches intestinales (Barry et al., 2013). Cette incohérence peut 

s’expliquer par des fonctions différentes de YAP suivant sa localisation nucléaire ou 

cytoplasmique. D’autres études ont également montré que la délétion de YAP en homéostasie 

n’entraîne pas d’effet (Zhou et al., 2011), qui pourrait s’expliquer par le rôle redondant des 

protéines YAP et TAZ, puisque le double KO entraîne un défaut de prolifération des cryptes 

(Imajo et al., 2015), ce qui est consistant avec les études rapportant un rôle pro-prolifératif de 

YAP.  

Même si le rôle de YAP reste à investiguer dans le tissu sain, son rôle dans la régénération 

est bien établi et son activité est requise pour la réponse aux dommages. Suite à un traitement 

chimique DSS (Dextran Sodium Sulfate) ou à une irradiation, une forte augmentation de 

l’expression YAP est observée pendant la phase de régénération, et sa délétion entraîne un 

défaut de régénération (Cai et al., 2010; Gregorieff et al., 2015). Pendant la phase précoce de 

régénération, YAP protège le pool de CBC grâce à l’inhibition de la signalisation Wnt en faveur 

d’une augmentation de la signalisation EGF via la transcription de Ereg, un ligand de EGFR 

(Gregorieff et al., 2015). Il a également été montré que l’activation de Yap permet l’expansion 

des cellules souches Clu+, permettant ainsi la régénération de l’épithélium (Ayyaz et al., 2019). 

Plusieurs mécanismes d’actions ont été proposés pour expliquer la régulation de Wnt par YAP 

suivant sa localisation intracellulaire. La fraction nucléaire de YAP/TAZ peut activer Wnt, ce 

qui promeut la prolifération et la maintenance des cellules souches (Camargo et al., 2007; Zhou 

et al., 2011). Inversement la fraction cytoplasmique peut inhiber la signalisation Wnt via 

l’interaction avec Dvl (Barry et al., 2013; Varelas et al., 2010). Il a également été montré que 

YAP/TAZ peut lier directement l’Axine et participer au recrutement de β-TrCP facilitant donc 

la dégradation de β-caténine. L’activation de Wnt entraîne la libération de YAP/TAZ du 

complexe de dégradation ce qui promeut à la fois la stabilisation de β-caténine et la 

translocation nucléaire de YAP/TAZ (Azzolin et al., 2014). YAP régule également 

positivement la voie Notch et la délétion de Mst1 et Mst2 entraîne une augmentation de 

l’expression de NICD nucléaire et Hes1 (Zhou et al., 2011). Le mécanisme reste à élucider au 

niveau de l’intestin, cependant il a été montré dans les hépatocytes que Notch2 est une cible 

directe du complexe YAP/TEAD (Yimlamai et al., 2014).  
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En conclusion, l’ensemble de ces voies de signalisation joue un rôle majeur dans le contrôle 

de la prolifération des cellules souches intestinales. Leurs régulations et les échanges entre ces 

différents signaux permettent de maintenir la balance entre auto-renouvèlement et 

différenciation des cellules épithéliales intestinales (Figures 15, 16). 

 

Figure 15 : Gradients inverses de facteurs de croissance 

La balance entre prolifération et différenciation est maintenue grâce aux différentes voies de signalisation. La 

présence de signaux Wnt, Notch, EGF, ou encore YAP au niveau de la crypte stimule la prolifération des cellules 

souches. A contrario, la présence de signaux BMP dans les villosités promeut la différenciation. La localisation 

des différents types cellulaires est régulée par la présence de gradients inverses de répulsion EphB/Ephrines. 

D’après N.Barker, 2014  
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Figure 16 : Interconnexion entre les différentes voies de signalisation 
L’homéostasie tissulaire est régulée grâce à l’équilibre entre les différents signaux émanant de la niche. L’interconnexion 

entre ces différentes voies de signalisation permet de coordonner et synchroniser leur effet. La voie de signalisation Wnt, 

qui est renforcée par les R-spondins sécrétées au niveau du mésenchyme, régule positivement la signalisation Notch, ainsi 

que l’expression des récepteur EphB et la translocation nucléaire de YAP/TAZ. Les facteurs YAP/TAZ ont des rôles 

antagonistes suivant leur localisation subcellulaire. Lorsque la signalisation Hippo est activée, YAP/TAZ est séquestré dans 

le cytoplasme où il inhibe la voie Wnt via son interaction avec Dvl et le recrutement de β-TrCP au complexe de dégradation 

de β-caténine. Inversement lorsque la voie Hippo est éteinte, YAP/TAZ devient nucléaire ce qui entraîne une stabilisation 

de la β-caténine via un mécanisme inconnu, YAP nucléaire va également stimuler la signalisation EGF et Notch via la 

transcription du ligand Ereg et du récepteur Notch2, respectivement. L’activation de la voie Notch stimule l’expression du 

ligand éphrine B1 et participe ainsi de manière indirecte au contrôle de la migration des cellules épithéliales.  
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2. La niche épithéliale : les cellules de Paneth 

Les cellules de Paneth sont des cellules sécrétrices, localisées en bas de la crypte, intercalées 

entre les CBC. A l’inverse des autres types cellulaires, les cellules de Paneth migrent vers le 

bas des cryptes après différenciation et ont une durée de vie de 3 semaines. Cette migration 

spécifique est dépendante de EphB3 (Batlle et al., 2002). Les cellules de Paneth jouent un rôle 

dans l’immunité innée via la sécrétion de nombreux peptides antimicrobiens tels que le 

lysozyme, α-défensine ou encore phospholipase A2 (Ouellette, 2010). La sécrétion de ces 

peptides permet la protection des cellules souches mais participe également à l’immunité de la 

muqueuse et à la composition du microbiote (Salzman et al., 2010). Dans le colon, où les 

cellules de Paneth sont absentes, leur fonction est assurée par un type cellulaire similaire, les 

cellules sécrétrices REG4+ (Regenerating family member 4) (Sasaki et al., 2016). En bas de la 

crypte, chaque cellule souche est en contact avec au moins une cellule de Paneth. Le 

positionnement des cellules de Paneth a un rôle critique dans l’établissement des cryptes post-

natales et dans la fission des cryptes. L’expansion des cryptes est déclenchée par un 

réarrangement des CBC et des cellules de Paneth qui entraîne la formation de cluster de CBC 

entouré de deux groupes de cellules de Paneth (Langlands et al., 2016). De plus, la position des 

CBC par rapport aux cellules de Paneth influe également sur leur maintenance. En effet, de 

l’imagerie in vivo a permis de mettre en évidence que les CBC résidant au centre de la crypte, 

et donc entourées de deux Paneth, ont plus de chance de devenir le clone dominant par rapport 

aux CBC qui se situent en périphérie et qui ne sont donc en contact qu’avec une seule Paneth 

(Ritsma et al., 2014). Les cellules de Paneth fournissent des signaux essentiels aux cellules 

souches. Elles sécrètent Wnt3a, EGF et expriment les ligands de Notch Dll1 et Dll4 qui sont 

des éléments cruciaux dans la maintenance des cellules souches (Sato et al., 2011). Cependant, 

la délétion de Wnt3a (Farin et al., 2012) ou de Porcupine (Kabiri et al., 2014) spécifiquement 

dans l’épithélium intestinal n’entraîne aucun effet. De la même façon, l’absence de cellules de 

Paneth n’altère pas la maintenance ou la prolifération des cellules souches intestinales (Durand 

et al., 2012; Kim et al., 2012b), ce qui indique donc qu’il existe une source redondante de ces 

signaux dans la niche intestinale, et notamment au niveau du mésenchyme.  
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3. Niche mésenchymateuse 

Les cellules de la crypte sont entourées et influencées par le stroma qui est composé de 

nombreuses cellules mésenchymateuses : les fibroblastes, les myofibroblastes, les péricytes, 

les cellules musculaires, les cellules immunitaires ou encore les cellules du système nerveux 

entérique.  

L’intégrité de l’épithélium est dépendant de la présence de ce mésenchyme, notamment à 

cause de la sécrétion de différents ligands Wnt. Ainsi, les cellules mésenchymateuses purifiées 

et cultivées avec des cryptes intestinales déficientes en Wnt3 sont capables de soutenir la 

formation d’organoïdes (Farin et al., 2012). Plusieurs types cellulaires ont été identifiés comme 

source de Wnt, dont les cellules Foxl1+. Ces cellules représentent une sous-population de 

fibroblastes appelé télocytes bordant l’épithélium et exprimant Wnt2b, Wnt5a et Rspo3, ainsi 

que les inhibiteurs de BMP : Gremlin 1 et 2. La délétion conditionnelle de ces télocytes cause 

une perte des CBC (Aoki et al., 2016). Cet effet est principalement médié par la voie Wnt 

puisque le blocage de la sécrétion de Wnt par les télocytes entraîne un phénotype similaire 

(Shoshkes-Carmel et al., 2018). D’autres sous-populations ont été identifiées comme source de 

Wnt, notamment les cellules Gli1+ qui expriment fortement Wnt2b (Valenta et al., 2016). 

L’inhibition de sécrétion de Wnt dans les cellules Gli1+ entraîne un défaut d’auto-

renouvèlement des cellules Lgr5+ au niveau du colon. Cependant, cette déplétion n’a pas 

d’effet au niveau de l’intestin, probablement grâce à la compensation de la sécrétion de Wnt3 

par les cellules de Paneth (Degirmenci et al., 2018). Enfin, une étude a identifié les cellules 

CD34+gp38+ comme source de Wnt2b, R-spondin1 et Gremlin1. Les cellules CD34+gp38+ sont 

suffisantes pour supporter la croissance des CBC in vitro en absence de Wnt ou R-spondin. Ces 

cellules expriment également Foxl1+, ce qui suggère une possible relation entre ces deux 

populations mésenchymateuses (Stzepourginski et al., 2017). Cet effet pro-prolifératif des 

ligands est renforcé par la sécrétion des inhibiteurs de BMPs, Gremlin 1/2 et Chordin-like 1, 

par les myofibroblastes et les cellules musculaires lisses (Kosinski et al., 2007).  

La couche musculaire lisse assure le péristaltisme permettant la progression du bol 

alimentaire le long du tractus digestif. Ces mouvements sont coordonnés par les neurones et 

cellules gliales du système nerveux entérique. Les neurones entériques de la niche stimulent la 

croissance et la régénération de l’épithélium et répondent au GLP2 (Glucagon Like Peptide 2) 

sécrété par les cellules épithéliales en transmettant en retour un signal à l’épithélium (Bjerknes 

and Cheng, 2001). Les cellules gliales, quant à elles, produisent de nombreux facteurs dont le 
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GDNF (Glial-Derived Neurotrophic Factor) ou le TGF-β1 (Transforming Growth Factor β1) 

qui ont respectivement des rôles anti-apoptotique et anti-prolifératif sur l’épithélium intestinal 

(Neunlist et al., 2007; Steinkamp et al., 2003). Les cellules immunitaires contribuent également 

à la protection de l’épithélium en cas de dommages, notamment via la sécrétion d’interleukine-

22 (IL-22) par les cellules lymphoïdes. En effet, un traitement à l’IL-22 après dommages 

favorise la régénération des CBC (Lindemans et al., 2015). De plus, les macrophages ont été 

identifiés comme source de Wnt, et en cas de dommage, la perte de sécrétion de Wnt par les 

macrophages cause un défaut de régénération (Saha et al., 2016).  

Les fibroblastes fournissent aussi un support structural aux cellules épithéliales via la 

synthèse de la matrice extracellulaire, cette dernière exerce également un rôle important dans 

l’homéostasie des cellules épithéliales de par ses propriétés biochimiques et mécaniques. 

4. La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire est principalement composée de laminine, collagène et 

fibronectine et sa composition change le long de l’axe crypte/villosité (Meran et al., 2017). 

Alors que le collagène de type IV est uniformément réparti dans la matrice du tissu intestinal 

(Beaulieu, 1992; Groulx et al., 2011), différents sous-types de laminines sont spécifiquement 

distribués selon le compartiment : la laminine α2 est enrichie au niveau des cryptes alors que 

les laminines α3 et α5 sont présentes dans les villosités (Teller and Beaulieu, 2001). La 

laminine α5 joue un rôle important dans la maintenance de la muqueuse et de l’architecture de 

l’épithélium démontrant qu’il existe un lien entre la composition de la matrice et la 

différenciation cellulaire (Mahoney et al., 2008). D’autres protéines de la matrice sont 

régionalement distribuées, notamment la fibronectine qui est enrichie au niveau des cryptes 

(Beaulieu, 1992). Des défauts de dépôt de fibronectine sont corrélés avec de nombreuses 

pathologies, par exemple, une augmentation de fibronectine dans les cellules épithéliales est 

associée à une fibrose dans des pathologies inflammatoires tel que les colites. La fibronectine 

induit l’expression et l’activation de la voie NF-κB (Nuclear Factor-κB), ce qui promeut 

l’adhésion cellulaire et la migration, suggérant que la fibronectine joue un rôle important dans 

la réparation tissulaire (Kolachala et al., 2007). Il a également été montré in vitro que la 

fibronectine stimule la migration et la prolifération des cellules intestinales (Gagne et al., 

2010).  

Les protéines de la matrice interagissent avec les intégrines situées à la surface des cellules 

épithéliales, ce qui permet l’ancrage des cellules à la matrice et le lien avec le cytosquelette 
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intracellulaire. Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires formées d’une chaîne 

α et d’une chaîne β. Dans l’intestin, la liaison spécifique aux protéines de la matrice est 

principalement médiée par les intégrines β1 et β4. Les intégrines β1 sont exprimées 

uniformément le long de l’axe crypte/villosité alors que certaines sous-unités α sont 

régionalement distribuées avec la chaîne α2 principalement exprimée au niveau des cryptes et 

la chaîne α3 enrichie dans les villosités (Beaulieu, 1992; Teller and Beaulieu, 2001). Les 

intégrines β1 jouent un rôle important dans le contrôle de la prolifération des cellules souches 

intestinales via un mécanisme dépendant de Shh (Jones et al., 2006). L’intégrine α8β1 est 

également un acteur important de la relation cellule/matrice au niveau intestinal et son 

expression est restreinte aux cellules de la crypte dans l’intestin fœtal humain. L’intégrine α8β1 

interagit avec un motif RGD, ce qui active la voie RhoA, entraînant la formation de point 

focaux d’adhésion et de fibres de stress ce qui augmente l’adhésion et la prolifération et 

diminue la migration cellulaire (Benoit et al., 2009).  

En addition à ces signaux biochimiques, la matrice transmet également des informations 

mécaniques aux cellules épithéliales, notamment via la signalisation Hippo qui est une voie clé 

dans la mécano-transduction. Une étude basée sur l’utilisation d’une matrice synthétique 

définie pour la culture d’organoïdes a permis de confirmer l’importance de ces forces 

mécaniques dans la biologie des cellules souches intestinales. Par l’utilisation d’hydrogel à 

base de PEG (Poly(Ethylène)Glycol), il a été montré qu’une rigidité importante (1,3 kPa) 

favorise l’expansion des cellules souche via l’activation de YAP alors que des matrices moins 

rigides (190 Pa) sont nécessaires pour la différenciation et donc la formation des organoïdes 

(Gjorevski et al., 2016).  

Toutes ces études montrent donc l’importance de la composition biochimique mais aussi 

des propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire dans l’homéostasie tissulaire. La 

matrice joue également un rôle important dans la régénération. Au cours de la régénération, un 

remodelage de la matrice et une forte augmentation de collagène 1 induit l’activation de Yap, 

ce qui aboutit à une reprogrammation cellulaire et une régénération efficace (Yui et al., 2018). 
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En conclusion, le microenvironnement intestinal est très complexe et composé de nombreux 

acteurs cellulaires (épithéliaux ou mésenchymateux) et physiques (matrice extracellulaire). 

L’équilibre entre les différents signaux fournit par ce microenvironnement permet de 

coordonner l’autorenouvèlement des cellules souches, la prolifération et la localisation des 

progéniteurs ainsi que leur différenciation (Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Microenvironnement des cellules souches intestinales 
La balance entre prolifération et différenciation est finement régulée grâce à l’équilibre des différents signaux de la 

niche. A la base de la crypte, les cellules de Paneth et les cellules mésenchymateuses sécrètent les signaux pro-

prolifératifs Wnt, R-spondin et EGF. Un gradient d’activité croissante de BMP existe en opposition à ce gradient Wnt. 

Les cellules mésenchymateuses sécrètent des BMP ce qui promeut l’engagement dans la différenciation. Afin de 

protéger les cellules souches de ces BMP, les myofibroblastes et les cellules musculaires lisses sécrètent les inhibiteurs 

de BMP, Gremlin 1/2 ou Chordin-like 1. D’autres éléments cellulaires jouent également un rôle important, notamment 

les cellules du système nerveux entérique ou encore les cellules immunitaires. La niche physique est principalement 

composée de collagène, fibronectine et laminine, et la concentration de ces protéines varie le long de l’axe crypte 

villosité créant un gradient de matrice extracellulaire. Tous ces acteurs communiquent entre eux et avec les cellules 

épithéliales afin de maintenir l’intégrité tissulaire.  
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V. Lignages et différenciation 

Une fois sortie de la base de la crypte, les cellules filles des CBC entrent dans le 

compartiment des progéniteurs, appelés « Transit Amplifying cells » ou TA. Les TA restent 

environ 2 jours dans la crypte, où elles subissent 4 à 5 divisions, avant de se différencier en un 

type cellulaire mature et d’entrer dans les villosités (van der Flier and Clevers, 2009). La 

maturation commence dès que les cellules quittent la zone des cellules souches, les cellules 

s’engagent alors soit vers le lignage sécréteur, soit vers le lignage absorptif. Cette décision 

dépend de la présence ou non de signaux Notch, (décrit p.32) (Sancho et al., 2015).  

1. Lignage sécréteur 

1.1.Les cellules de Paneth 

Comme discuté précédemment les cellules de Paneth représentent la niche épithéliale des 

cellules souches. Elles apparaissent environ deux semaines après la naissance, cependant la 

présence de cryptdine, un peptide antimicrobien sécrété par les cellules de Paneth, est visible 

dès le stade embryonnaire E14.5. La maturation des cellules de Paneth nécessite la présence de 

signaux Wnt (van Es et al., 2005) et FGF (Vidrich et al., 2009) ainsi que l’expression du facteur 

de transcription cible de Wnt, Sox9 (Mori-Akiyama et al., 2007). Les facteurs de transcription 

Gfi1 (Growth Factor Independant 1) et Spdef jouent un rôle important dans la différenciation 

des progéniteurs sécréteurs en cellules de Paneth et cellules en gobelet. Gfi1 est induit par 

l’expression d’Atoh1 et est nécessaire pour déterminer la balance entre les lignages 

gobelet/Paneth versus entéroendocrine. En effet, les animaux Gfi1-/- présentent une absence de 

cellules de Paneth et une réduction du nombre de cellules en gobelet, en faveur d’une forte 

augmentation du nombre de cellules entéroendocrines (Shroyer et al., 2005). Spdef est une cible 

de Wnt, il contrôle l’expression de certains marqueurs, dont la cryptdine, et son expression 

permet la maturation terminale des cellules de Paneth et gobelet. De la même manière que Gfi1, 

sa délétion entraîne l’accumulation de progéniteurs sécréteurs immatures (Gregorieff et al., 

2009). Le choix entre Paneth et gobelet est ensuite déterminé par la tyrosine phosphatase Shp2 

via l’activation de la voie MAPK. La délétion de Shp2, qui cause une diminution de la 

signalisation MAPK, entraîne une augmentation de nombre de cellules de Paneth au dépend 

des cellules en gobelet. Inversement l’activation constitutive de MAPK cause le phénotype 

inverse (Heuberger et al., 2014).  
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1.2.Les cellules en gobelet 

La proportion des cellules en gobelet (Goblet), aussi appelée cellules caliciformes ou 

cellules à mucus, augmente le long de l’épithélium de 4% au niveau du duodénum jusqu’à 

environ 16% dans le colon. Ce sont des cellules exocrines responsables de la production et de 

la sécrétion de la barrière protective de mucus, principalement constituée de mucines, qui 

tapisse la face luminal de l’épithélium intestinal (Kim and Ho, 2010). Les cellules en gobelet 

sont caractérisées par la présence de vésicules de sécrétion donnant une forme évasée au pôle 

apical. L’expression d’Atoh1 stimule l’induction de Muc2, mucine principale de ces cellules, 

en se fixant directement sur le promoteur de Muc2 (Park et al., 2006). La maturation terminale 

des cellules en gobelet nécessite ensuite l’activation du facteur de transcription Klf4 (Katz et 

al., 2002). La production des cellules en gobelet est également stimulée par les interleukines 

IL-4 et IL-13 produites en réponse à l’activation des cellules de Tuft dans la réponse 

immunitaire de type 2 (Gerbe et al., 2016; von Moltke et al., 2016).  

1.3.Les cellules entéroendocrines 

Les cellules entéroendocrine représentent moins de 1% des cellules de l’épithélium. Ce sont 

des cellules sécrétrices qui, en cas de stimulation, vont sécréter une grande variété d’hormones 

dans la circulation sanguine pour réguler la satiété, la motilité, l’immunité et l’inflammation. 

Il existe une quinzaine de sous-type de cellules entéroendocrines en fonction des hormones 

sécrétées (Gunawardene et al., 2011). Le déterminant principal de leur différenciation est le 

facteur de transcription Ngn3 (Neurogénine 3). Ngn3 est un facteur de transcription bHLH, 

activé en aval d’Atoh1 et sa délétion cause une perte totale des cellules entéroendocrines dans 

l’épithélium (Jenny et al., 2002). Gfi1 inhibe l’expression de Ngn3 et favorise donc la 

différenciation vers le lignage Paneth/gobelet (Bjerknes and Cheng, 2010). L’expression de 

facteurs spécifiques est ensuite nécessaire à l’expression des différentes hormones, par exemple 

le facteur de transcription NeuroD est requis pour la maturation des cellules entéroendocrines 

sécrétrice de sécrétine et cholécystokinine (Naya et al., 1997).  

1.4.Les cellules de Tuft 

Les cellules de Tuft représentent une très faible proportion des cellules épithéliales 

intestinales et ont une morphologie particulière caractérisée par une bordure en brosse très 

développée dans la région apicale (Gerbe et al., 2012). Ces cellules sont impliquées dans la 

réponse immunitaire de type 2 induite par une infection parasitaire via la sécrétion d’IL-25. 

Cette sécrétion d’IL-25, entraîne la sécrétion de IL-4 et IL-13 par les cellules immunitaires, ce 
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qui stimule la production des cellules de Tuft (Gerbe et al., 2016; von Moltke et al., 2016). 

L’importance d’Atoh1 pour la différenciation vers le lignage Tuft est controversée, une étude 

a montré l’absence de cellules de Tuft dans les souris Atoh1-/- (Gerbe et al., 2011) alors qu’une 

deuxième étude contredit ces observations et rapporte une augmentation du nombre de cellules 

de Tuft en absence d’Atoh1 (Bjerknes et al., 2012). Plus récemment, Pou2f3 a été identifié 

comme un facteur de transcription spécifiquement requis pour la différenciation des cellules 

de Tuft (Gerbe et al., 2016).  

2. Lignage absorptif 

2.1.Les entérocytes 

Les entérocytes représentent la majorité des cellules épithéliales de l’intestin (environ 80%), 

et sont caractérisés par une bordure en brosse formée de microvillosités qui se projettent dans 

la lumière du tube digestif et participant ainsi à l’augmentation de la surface d’échange. Les 

entérocytes sont responsables de l’absorption des nutriments vers les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques (van der Flier and Clevers, 2009). L’engagement vers la voie absorptive est initié 

par la voie Notch, puis différents facteurs de transcription permettent ensuite l’expression de 

gènes impliqués dans la différenciation dont les facteurs HNF4 (Hepatocyte Nuclear factor 4) 

(Chen et al., 2019), HNF1-α (Hepatocyte Nuclear Factor-1α), CDX2 (Caudal Type Homeobox 

2) ou GATA-4. Ces facteurs de transcription coopèrent pour permettre l’arrêt du cycle 

cellulaire et l’acquisition de marqueurs structuraux et fonctionnels des entérocytes (Benoit et 

al., 2010). HNF4 est induit par la voie BMP/Smad et permet de stabiliser le lignage entérocyte 

via la formation d’une boucle de régulation positive dans laquelle HNF4 et BMP/Smad 

s’activent réciproquement (Chen et al., 2019).  

2.2.Les cellules M 

Les cellules M, ou cellules à microplis, sont des cellules spécialisées recouvrant les plaques de 

Peyer. Les plaques de Peyer sont des follicules lymphoïdes contenant des lymphocytes B, T et 

des cellules mononucléées. Les cellules M participent à la réponse immunitaire en 

reconnaissant les antigènes présents dans la lumière intestinale et en les transportant vers les 

lymphocytes sous-jacents (Mabbott et al., 2013). Les cellules M sont générées lorsque les 

entérocytes, qui expriment RANK (receptor activator of nuclear factor κ-B), rencontrent le 

ligand RANKL, spécifiquement exprimé par les cellules stromales au niveau des follicules 
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(Knoop et al., 2009). L’activation de RANK par RANKL induit l’expression de SpiB, un 

facteur de transcription requis pour la maturation des cellules M (Kanaya et al., 2012).  

 

Conclusion 

La capacité d’autorenouvèlement constant et de régénération de l’épithélium intestinal souligne 

l’importance des cellules souches tissulaires. Malgré de nombreuses avancées ces dernières 

années, notamment par l’utilisation de modèles génétiques et l’identification de marqueurs 

spécifiques des cellules souches intestinales, de nombreux aspects restent à éclaircir. Parmi ces 

questions la nature des « vraies » cellules souches ou encore les mécanismes par lesquels les 

cellules souches +4 maintiennent leur quiescence restent à élucider. 

 

Figure 18 : Différenciation des cellules épithéliales 
Les CBC commencent à se différencier dès qu’elles quittent la base de la crypte, le choix initial entre lignage sécréteur 

et absorptif est déterminé par la signalisation Notch. L’activation de Notch entraîne l’expression de Hes1 et une 

différenciation vers le lignage absorptif, Hes1 inhibe l’expression d’Atoh1 ce qui renforce l’engagement vers ce lignage. 

Lorsque Notch n’est pas activé, Atoh1 est donc exprimé et permet l’engagement vers le lignage sécréteur. Dans le 

lignage sécréteur, Gfi1 est nécessaire pour la différenciation des cellules de Paneth et gobelet, et bloque l’expression de 

Ngn3, et Spdef est requis pour leur maturation terminale. Sox9 et Klf4 sont nécessaires à la différenciation des cellules 

de Paneth et gobelet, respectivement. Ngn3 est requis pour la différenciation des cellules entéroendocrines. Le facteur 

de transcription Pou2f3 permet la différenciation des cellules de Tuft. Dans le lignage absorptif, la différenciation par 

défaut mène à la formation d’entérocytes sous le contrôle du gradient croissant de BMP. L’activation de RANK entraîne 

la différenciation vers les cellules M via l’expression du facteur de transcription SpiB. (D’après Gerbe F. & Jay P., 2016). 
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Chapitre 2 : p57Kip2, inhibiteur des complexes cyclines/CDK 

I. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire est le processus fondamental par lequel une cellule mère se divise en 

deux cellules filles génétiquement identiques entre elles. Il se compose de deux phases, 

l’interphase et la mitose. L’interphase comprend différentes étapes de préparation à la division 

cellulaire : G1 (Gap-1), S (Synthesis) et G2 (Gap-2). Au cours de la mitose (M) la cellule se 

scinde en deux cellules filles et le matériel génétique et cytoplasmique sont répartis 

uniformément entre les deux. 

1. Les différentes étapes du cycle cellulaire 

La majorité des cellules de l’organisme adulte ne se divisent pas, elles sont dites en 

quiescence ou phase G0. Sous l’effet de signaux mitogènes, les cellules peuvent entrer dans le 

cycle et progresser dans la phase G1. La phase G1 est généralement la phase la plus longue du 

cycle cellulaire, elle permet à la cellule de se préparer à la phase S, en synthétisant une grande 

quantité de protéines. La cellule présente donc une forte activité transcriptionnelle et grossit en 

taille. En fin de phase G1, la cellule doit passer le point de restriction, un mécanisme de contrôle 

qui nécessite la stimulation continue de signaux mitogènes. Si les conditions 

environnementales ne sont pas favorables au passage de ce point de restriction, la cellule peut 

repasser en phase G0, inversement si le point de restriction est franchi le cycle de division est 

engagé irréversiblement et ne dépend plus de l’apport de signaux extérieurs. La phase S 

correspond à la phase de réplication de l’ADN au cours de laquelle ont lieu la duplication des 

chromosomes et du centrosome. La phase G2 permet à la cellule de se préparer à la mitose, 

notamment grâce à la présence d’un « checkpoint » qui permet de vérifier la présence de 

dommage à l’ADN et leur réparation si nécessaire, cette phase est relativement courte. La 

division cellulaire se produit au cours de la phase M. La mitose est subdivisée en quatre étapes 

(prophase, métaphase, anaphase et télophase) permettant la séparation symétrique des 

chromosomes, la mitose se termine par la cytocinèse qui correspond à la séparation physique 

des deux cellules (Pollard et al., 2007) (Figure 19).  
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2. Rôles des cyclines et CDK 

La progression de la cellule dans le cycle cellulaire est finement régulée par les complexes 

cycline/CDK. Dans ces complexes, la CDK est la sous-unité catalytique et possède une activité 

sérine/thréonine kinase et la cycline est la sous-unité qui détermine la spécificité du complexe 

et active la CDK. Ces complexes ont pour la première fois été identifiés comme régulateur du 

cycle chez la levure à fission où une CDK unique, Cdc2, promeut la transition entre les 

différentes phases du cycle cellulaire en s’associant avec différentes cyclines. A ce jour, 21 

CDK ont été identifiées chez l’homme mais seulement 4 sont directement impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaire (CDK1, CDK2, CDK4 et CDK6) (Lim and Kaldis, 2013 ; 

Malumbres and Barbacid, 2009). Les cyclines représentent une vaste famille de 29 protéines, 

classifiées seulement sur la présence d’un domaine « cyclin box » qui permet la liaison aux 

CDK (Lim and Kaldis, 2013). Chaque CDK peut s’associer avec une ou plusieurs cyclines pour 

former plusieurs combinaisons, et phosphoryler spécifiquement certains substrats. Les CDK 

possèdent une boucle T qui bloque l’entrée de la poche catalytique, et l’association des cyclines 

aux CDK entraîne un changement conformationnel (déplacement de cette boucle T) permettant 

leur activation partielle. L’activation complète des CDK requière la phosphorylation de 

Figure 19 : Le cycle cellulaire 
Le cycle de division cellulaire est composé de l’interphase, qui comprend les phases G1, S et G2 et de la mitose qui 

aboutit à la séparation en deux cellules filles. Chaque étape du cycle est régulée par des complexes cycline/CDK 

spécifiques. 
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thréonines sur cette boucle T par les CAK (CDK Activating Kinase) (Malumbres and Barbacid, 

2005; Pollard et al., 2007) (Figure 20).  

Chaque étape du cycle est régulée spécifiquement par des complexes cycline/CDK (Figure 

19) (Malumbres and Barbacid, 2009). L’un des mécanismes les plus étudié est la régulation de 

l’axe E2F/Rb permettant la transition G1/S. Les signaux mitogènes induisent la synthèse des 

cyclines de type D (D1, D2, D3) qui vont s’associer avec les CDK4/6, ce qui aboutit à la 

phosphorylation des membres de la famille Rb (pRb, p107 et p130). Les protéines Rb inhibent 

la progression du cycle via l’inhibition du facteur de transcription E2F. La phosphorylation 

initiale de Rb par les CDK4/6 permet de lever partiellement l’inhibition de E2F, ce qui induit 

la transcription de la cycline E. La cycline E s’associe ensuite avec CDK2, qui phosphoryle 

également Rb sur d’autres sites et permet l’activation complète de E2F et le passage du point 

de restriction (Pollard et al., 2007; Suryadinata et al., 2010).  

Les cyclines régulent positivement les CDK, cependant en raison de leur rôle clé dans la 

prolifération cellulaire, leur activité est également régulée négativement. Les kinases Wee1 et 

Myt1 peuvent inhiber l’activité kinase par phosphorylation de deux résidus adjacents au niveau 

de la poche de liaison à l’ATP. Cette inhibition peut être levée par les phosphatases Cdc25 qui 

agissent donc comme régulateurs positifs des complexes cycline/CDK (Malumbres and 

Barbacid, 2005 ; Pollard et al., 2007) (Figure 20). Enfin les CDK sont régulées négativement 

par leur interaction avec des protéines inhibitrices, les CKI. 

3. Régulation des complexes cyclines/CDK par les CKIs 

Les CKI (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) sont des inhibiteurs des complexes 

cyclines/CDK et participent ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire. Les CKI sont répartis en deux 

familles selon leur structure, leur spécificité de liaison aux CDK et leur origine d’évolution ; la 

famille Ink4 et la famille Cip/Kip (Besson et al., 2008; Sherr and Roberts, 1999).  

La famille Ink4 (Inhibitors of CDK4) est composée de quatre protéines p16Ink4a (Serrano et 

al., 1993), p15Ink4b (Hannon and Beach, 1994), p18Ink4c (Guan et al., 1994; Hirai et al., 1995) et 

p19Ink4d (Chan et al., 1995; Hirai et al., 1995). Ces CKI inhibent spécifiquement CDK4 et 

CDK6 en empêchant leur interaction avec la cycline D, inhibant ainsi leur activation (Figure 

20) (Chan et al., 1995; Hirai et al., 1995; Serrano et al., 1993).  
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Les membres de la famille Cip/Kip, p21Cip1/Waf1 (Harper et al., 1993), p27Kip1 (Polyak et al., 

1994; Toyoshima and Hunter, 1994) et p57Kip2 (Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995) sont 

conservés au niveau du domaine de liaison aux cycline/CDK dans leur partie N-terminale, mais 

divergent sur leur partie C-terminale, suggérant que chacune de ces protéines possède des 

fonctions et régulations distinctes (Figure 21). Les CKI de la famille Cip/Kip ont la capacité 

d’inhiber tous les complexes cycline/CDK en se fixant à la fois sur les CDK et sur les cyclines. 

Cette inhibition se fait par blocage du domaine d’interaction avec les substrats sur les cyclines 

et par insertion dans la poche catalytique des CDK, bloquant ainsi la liaison de l’ATP (Russo 

et al., 1996) (Figure 20). 

Les 3 membres de la famille Cip/Kip présentent des rôles et des régulations différentes au 

cours du cycle cellulaire. Par exemple p27 et p57 sont induits par des signaux antimitotiques 

comme le TGF-β ou l’inhibition de contact et entraînent un arrêt du cycle en phase G1 alors 

Figure 20 : Régulation de l'activité des CDK 
L’activation des CDK nécessite leur interaction avec les cyclines et leur phosphorylation par CAK. Les CDK peuvent être inhibées 

par les CKI (Ink4 et Cip/Kip) ainsi que par phosphorylation par les kinases Wee1 et Myt1. D’après Pollard T.D et al, 2007 
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que p21 est induit par p53 en réponse aux dommages à l’ADN et provoque un arrêt du cycle 

en G1 et G2. Les CKI de la famille Cip/Kip présentent également des profils d’expression 

tissulaire différents au cours du développement ainsi qu’à l’âge adulte (Nagahama et al., 2001; 

Nakayama and Nakayama, 1998 ). Ces différences, à la fois d’expression et de fonction, ont 

pu être mise en évidence par les différents modèles de souris knockout générés (Table 2) 

(Ciemerych and Sicinski, 2005).  

Au cours du développement embryonnaire, l’expression de p21 n’est pas induite par p53, 

mais apparaît au cours de la différenciation terminale de nombreux tissus notamment dans les 

muscles, le cartilage ou encore la peau (Parker et al., 1995). Les souris p21-/- se développent 

normalement et ne présentent aucune tumeur jusqu’à environ 7 mois (Deng et al., 1995). Au 

cours du temps, ces animaux vont cependant développer spontanément des tumeurs d’origine 

hématopoïétique, endothéliale ou épithéliale (Martin-Caballero et al., 2001). La perte de p21 

entraîne également l’accélération du développement de tumeurs mammaires ou salivaires 

induites pas Ras (Adnane et al., 2000).  

p27 est exprimé de façon ubiquitaire chez l’embryon et chez l’adulte (Nakayama and 

Nakayama, 1998). La perte de p27 n’entraîne pas de défauts majeurs du développement 

cependant les animaux p27-/- sont significativement plus grands et présentent une hyperplasie 

de la plupart des organes causée par une hyperprolifération (Nakayama et al., 1996). Les 

animaux p27KO développent spontanément des tumeurs de la glande pituitaire et sont également 

plus sensibles aux tumeurs induites par des radiations γ ou bien des carcinogènes chimiques 

(Fero et al., 1998; Nakayama et al., 1996 ). 

Figure 21 : Structures des protéines p21, p27 et p57 
Les membres de la famille Cip/Kip sont très conservés dans leur partie N-terminale, au niveau du domaine de liaison aux 

cycline/CDK, mais diffèrent sur leur partie C-terminale. Le domaine C-terminal de p57 présente des similarités avec les 

parties C-terminales de p21 (domaine de liaison à PCNA) et p27 (domaine QT). En plus de ces parties N et C-terminales 

p57 possède une région centrale spécifique de p57, le domaine PAPA, suggérant donc que p57 possède des fonctions 

uniques.  
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Contrairement aux autres membres de la famille Cip/Kip, p57 joue un rôle critique dans la 

régulation du cycle cellulaire pendant le développement et il est le seul inhibiteur de CDK 

requis pour le développement embryonnaire. La perte de p57 chez la souris est létale et les 

animaux p57KO présentent de multiples anomalies du développement (détaillé p.62) (Yan et 

al., 1997; Zhang et al., 1997 ). Un certain nombre de redondances fonctionnelles et de 

mécanismes de compensation ont également pu mettre en évidence grâce à la génération de 

mutants double ou triple knockout (Table 2) (Ciemerych and Sicinski, 2005 ; Tateishi et al., 

2012) ou encore de mutants knock-in (détaille p.62). 

Génotype Phénotypes Cancer 

p21-/- Viable, pas d’anomalies majeures 

observées 

Développent spontanément des tumeurs avec 

l’âge, 

Accélération du développement de tumeurs 

induites par Ras 

p27-/- 
Viable, Organomégalie, femelles stériles, 

augmentation de la taille 

Tumeurs pituitaires, sensibilise aux tumeurs 

induites par radiations ou chimiques 

p57-/- 
Létal à la naissance, multiples anomalies 

du développement 

Non étudié in vivo du fait de la létalité des 

souris 

p21-/-p27-/- 
Viable, similaire à p27KO avec une 

hyperplasie des ovaires plus prononcée 
Non étudié in vivo 

p21-/-p57-/- 

Létal à la naissance, apparition de 

nouveaux phénotypes (altération 

pulmonaire et des muscles squelettiques) 

Non étudié in vivo du fait de la létalité des 

souris 

p27-/-p57-/- 

Létal a l’état embryonnaire (E12-E16.5), 

aggravation de certains phénotypes 

(placenta, cristallin) 

Non étudié in vivo du fait de la létalité des 

souris 

p21-/-p27-/-p57-/- 
Létal a l’état embryonnaire (E11.5-

E15.5), similaire aux p27-/-p57-/- 

Non étudié in vivo du fait de la létalité des 

souris 

Table 2 : Phénotypes associés à la perte des protéines Cip/Kip 

 

En plus de leur fonction d’inhibition du cycle cellulaire, un nombre croissant d’études ont 

démontré que p21, p27 et p57 sont en réalité des protéines multifacettes capables de jouer de 

multiples rôles dans la cellule et notamment dans la régulation de l’apoptose, de la migration 

cellulaire ou encore dans la régulation transcriptionnelle. En effet, ce sont des protéines non 

structurées capable d’interagir avec de nombreux partenaires pour réguler des processus 

cellulaires variés (détaillé p.66 pour p57Kip2) (Besson et al., 2008).  
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II. Structure et régulation de p57 

1. La protéine p57 

p57Kip2 est une protéine de 316 acides aminés chez l’homme et 335 chez la souris, de poids 

moléculaire d’environ 57 kDa. La protéine murine p57 est organisée en 4 domaines : le 

domaine I comprend le domaine de liaison au cycline/CDK , le domaine II est une région riche 

en Proline de 82 acide aminés, suivi du domaine III de 107 résidus riche en acides aminés 

acides (acides glutamique et aspartique). Enfin le domaine IV comprend un motif conservé 

appelé domaine QT. La protéine humaine est conservée dans les partie C- et N-terminales, 

cependant les domaines centraux II et III sont remplacés par un domaine distinct riche en 

répétitions Proline/Alanine, le domaine PAPA (Figure 22) (Lee et al., 1995 ; Matsuoka et al., 

1995).  

 

Le domaine N-terminal est nécessaire et suffisant pour l’inhibition des complexes 

cycline/CDK, ce domaine I est formé de 3 régions : un domaine de liaison aux cyclines, un 

domaine de liaison au CDK et une hélice 310. L’hélice 310 n’est pas requise pour la liaison mais 

permet l’inhibition de l’activité des complexes Cycline A/CDK2 et Cycline E/CDK2 en 

s’insérant dans la poche catalytique de CDK2, bloquant ainsi l’hydrolyse de l’ATP (Hashimoto 

et al., 1998). Ce domaine N-terminal est également le site d’interaction avec des facteurs de 

transcription tels que b-Myb (Joaquin and Watson, 2003) et MyoD (Reynaud et al., 2000b). Le 

domaine interne de p57 contient un site consensus de phosphorylation par les MAPK 

Figure 22 : Structure de p57 et ses principaux intéractants 
Les protéines murine et humaine sont conservées dans leurs parties N- et C-terminales. La partie N-terminale contient trois 

domaines : le site de liaison aux cyclines, le site de liaison aux CDK et le motif hélice 310. Les parties centrales chez la souris ont 

été substituées par un domaine unique PAPA chez l’homme. La partie C-terminale contient trois motifs : le domaine de liaison à 

PCNA (A), une séquence NLS (B), et un site consensus de phosphorylation par les CDK (C). p57 est capable de lier de nombreux 

partenaires via ses différents domaines. 



 
 

54 
 

(Matsuoka et al., 1995). Ce domaine PAPA est spécifique de p57 et pourrait donc être impliqué 

dans des fonctions autres que l’inhibition des cycline/CDK via l’interaction avec d’autres 

protéines. En effet, cette région centrale de p57 interagit avec la kinase LIMK1, un effecteur 

de Rho impliqué dans la régulation de la polymérisation de l’actine (Yokoo et al., 2003). Enfin, 

le domaine QT présente une homologie avec la partie C-terminale de p27, mais présente 

également des similarités avec p21 puisqu’il possède un site de liaison à PCNA (Proliferating 

Cell Nuclear Antigen) (Watanabe et al., 1998). p57 est également capable d’interagir avec la 

kinase JNK/SAPK (c-Jun N-terminal Kinase/ Stress-Activated Protein Kinase) via ce domaine 

QT (Chang et al., 2003). Un site consensus NLS (Nuclear Localization Sequence), séquence 

d’adressage au noyau, a également été identifié dans la partie C-terminale par homologie avec 

p27 (Lee et al., 1995). Enfin, la partie C-terminale de p57 contient un site consensus de 

phosphorylation par CDK2 sur la Thr310 chez l’humain (329 chez la souris) qui permet la 

dégradation de p57 par la voie ubiquitine/protéasome médiée par Skp2-SCF, de façon similaire 

à la Thr187 sur p27 (Kamura et al., 2003). 

De plus, même si le domaine d’interaction n’a pas été déterminé, p57 est capable d’interagir 

avec plusieurs facteur de transcription bHLH tels que NeuroD ou Ascl1 (Joseph et al., 2009).  

Enfin il est important de noter que comme les autres protéines de la famille Cip/Kip, p57 

est une protéine intrinsèquement non structurée qui adopte une conformation tertiaire 

seulement après liaison avec ses différents partenaires (Adkins and Lumb, 2002; Besson et al., 

2008). Cette flexibilité conformationnelle lui confère la capacité d’interagir avec de nombreux 

partenaires pour réguler des processus cellulaires variés.  

2. Régulation de l’expression et distribution de p57 

p57 présente un profil d’expression tissus-spécifique avec des variations d’expression de 

l’embryogénèse jusqu’à l’âge adulte.  

Au cours de l’embryogénèse p57 est fortement exprimé avec un pic d’expression à des 

stades clé de différenciation pour chacun des organes. p57 est présent dans les trois feuillets 

embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme), et est retrouvé dans la majorité des 

organes : cartilages, muscles squelettiques, cœur, système nerveux, et organes parenchymateux 

(intestin, pancréas poumons, surrénales, thymus, gonade et rein) ainsi que dans les tissus extra-

embryonnaires. Après E13.5, son expression diminue fortement dans la plupart des tissus, mais 

persiste au niveau des muscles squelettiques, du rein, de l’intestin, du palais et du cristallin 

(Westbury et al., 2001; Yan et al., 1997 ). Chez l’adulte, p57 est exprimé dans les cellules post-
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mitotiques d’un nombre restreint de tissus (cœur, cerveau, poumons, muscles squelettique, 

placenta, rein, gonades, intestin et plus faiblement dans le foie et dans la rate), ce qui le 

distingue de p27 et p21 dont l’expression est ubiquitaire (Lee et al., 1995 ; Matsuoka et al., 

1995).  

L’expression de p57 est finement régulée par de nombreux signaux et facteurs de 

transcription. Par exemple, les facteurs de transcription E47, E2F1 et EGR1 (Early growth 

response gene 1), ainsi qu’un traitement aux glucocorticoïdes, stimulent l’expression de p57 

(Ma and Cress, 2007; Roeb et al., 2007; Rothschild et al., 2006; Samuelsson et al., 1999). 

Inversement, les effecteurs de la voie Notch, Hes1 et Herp2, ainsi que les protéines Id2, PAX3-

FOXO1 et IGF2 (Insulin-like Growth Factor 2) répriment son expression (Grandjean et al., 

2000 ; Jia et al., 2007; Riccio et al., 2008 ; Roeb et al., 2007 ; Rothschild et al., 2006 ). Les 

signaux TGF-β ont des rôles antagonistes suivant les types cellulaires, la voie TGF-β/Smad 

stimule l’expression de p57 dans les cellules souches hématopoïétiques (Scandura et al., 2004), 

alors qu’elle induit sa dégradation dans les ostéoblastes (Urano et al., 1999).  

La dégradation de p57 se fait essentiellement via la dégradation par le protéasome. La 

phosphorylation de la thréonine 310 par les complexes cycline/CDK (thréonine 329 chez la 

souris) permet de créer un site de liaison pour la protéine F-box Skp2 (S phase kinase-

associated protein 2), qui forme un complexe ubiquitine ligase Skp2-SCF (Skp1, Cullin, F-

box). Cette interaction entraîne l’ubiquitination de p57 et sa dégradation par le protéasome 

(Kamura et al., 2003). Une deuxième protéine F-box a été décrite comme étant impliquée dans 

la dégradation de p57. Dans les ostéoblastes, TGFβ1 stimule l’expression de FBL12, une 

nouvelle protéine F-box, qui va interagir avec p57 et entraîner sa dégradation par le protéasome 

de façon indépendante de Skp2. La phosphorylation de la thréonine 310 est également 

nécessaire pour la voie de dégradation FBL12-SCF (Kim et al., 2008). De plus de nombreux 

mécanismes épigénétiques ont été identifiés dans le contrôle de l’expression de p57. 

3. Le gène CDKN1C et les pathologies associées 

Le gène codant pour p57, CDKN1C, localisé dans la région télomérique du chromosome 11 

sur le locus 11p15.5 chez l’homme (Matsuoka et al., 1995), contient quatre exons et trois 

introns et seuls les exons 2 et 3 correspondent aux régions codantes (Tokino et al., 1996).  

Le locus 11p15.5 contient plusieurs gènes soumis à l’empreinte parentale jouant un rôle 

important dans le développement embryonnaire. Le terme d’empreinte parentale ou génomique 

fait référence aux modifications épigénétiques d’un gène entraînant son expression 
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monoallélique de façon dépendante de l’origine parentale. Les gènes soumis à empreinte 

présentent des caractéristiques communes : ils sont regroupés en clusters et la plupart de ces 

clusters possèdent des centres de régulation ou ICR (Imprinted Control Region) qui sont 

différentiellement méthylés sur chacun des deux allèles. Ces régions sont également très riches 

en îlots CpG et comprennent souvent des ARN antisens non codants indispensables au maintien 

de l’empreinte (Reik and Walter, 2001).  

De façon intéressante, la région murine homologue du locus 11p15.5, la partie distale du 

chromosome 7, présente le même cluster de gènes soulignant l’importance de cette organisation 

pour la régulation de ces gènes. Ce locus couvre environ 1 Mb et s’organise en deux domaines 

centromérique et télomérique, contrôlés par deux centres de régulation, l’ICR1 et l’ICR2 

(Figure 23). L’ICR1 est télomérique et contrôle l’expression réciproque de H19 (expression 

maternelle) et IGF2 (expression paternelle). L’expression de ces deux gènes dépend d’un 

même couple d’enhancers (Leighton et al., 1995) dont l’accès est régulé par ICR1, qui est 

méthylé sur l’allèle paternel et non méthylé sur l’allèle maternel. L’ICR1 non méthylé est lié 

par CTCF (CCCTC-binding factor), un facteur de transcription requis pour le blocage des 

enhancers, ce qui empêche l’interaction des enhancers avec le promoteur d’IGF2, l’interaction 

se fait alors avec le promoteur de H19, qui est exprimé. Inversement, sur l’allèle paternel, 

l’ICR1 méthylé n’est pas reconnu par CTCF, ce qui permet l’interaction des enhancers avec le 

promoteur d’IGF2 et donc son expression (Eggermann et al., 2014b; Hark et al., 2000 ).  

Le domaine centromérique s’étend sur environ 800 kb et contient de nombreux gènes 

soumis à l’empreinte notamment CDKN1C, KCNQ1 et KCNQ1OT1, aussi connu sous le nom 

de LIT1 (Long QT intron transcript 1). Certains gènes de ce domaine sont soumis à l’empreinte 

de façon ubiquitaire et d’autres uniquement dans le placenta (Ascl2, CD81, Tssc4). La plupart 

des gènes de cette région s’expriment à partir de l’allèle maternel. La régulation de ces gènes 

dépend de l’ICR2 qui est localisé dans l’intron 10 de KCNQ1, ce qui correspond au promoteur 

de LIT1. ICR2 est méthylé sur l’allèle maternel et non méthylé sur l’allèle paternel ce qui 

permet l’expression de LIT1 à partir de l’allèle paternel. LIT1 est un ARN non codant antisens 

qui permet la répression paternelle des autres gènes du domaine (Eggermann et al., 2014b; 

Fitzpatrick et al., 2002) (Figure 23). Lorsqu’il est exprimé, LIT1 interagit directement avec la 

chromatine au niveau des promoteurs des gènes soumis à l’empreinte et recrute des complexes 

histone méthyltransférase (Ezh2, G9a), entrainant ainsi un état répressif de la chromatine 

(Pandey et al., 2008). De plus, LIT1 réprime l’expression des gènes soumis à l’empreinte de 

façon ubiquitaires via le recrutement de Dnmt1 (DNA méthyltransférase 1) au niveau de leur 
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promoteurs, causant leur hyperméthylation et renforçant ainsi leur répression paternelle 

(Mohammad et al., 2010).  

 

L’analyse du promoteur de CDKN1C a révélé la présence de nombreux sites consensus pour 

divers facteurs de transcription dont plusieurs sites SP1 (Stimulatory protein-1), un site GRE 

(Glucocorticoid response element), une TATA box, et des sites de liaison pour les effecteurs 

de Notch Hes1 et Herp2 (hes-related repressor protein 2) (Pateras et al., 2009). L’accès à ces 

sites est fortement régulé par la présence d’îlots CpG localisés en amont et en aval du site de 

départ de la transcription, ces îlots CpG jouent un rôle important dans le maintien de 

l’empreinte mais également dans l’expression tissu-spécifique de p57 qui pourrait être liée à 

des différences de méthylation du promoteur (Pateras et al., 2009). Ces sites semblent 

particulièrement importants dans les tumeurs où une répression de p57 causée par des 

modifications épigénétiques est fréquemment observée (Kikuchi et al., 2002; Luo et al., 2013; 

Satoh et al., 2006; Weis et al., 2015; Yang et al., 2009).  

Des dérégulations de l’empreinte de ce locus 11p15.5 ainsi que des mutations de CDKN1C 

entraînant une perte d’hétérozygotie (LOH = Loss Of Heterozygosity) sont responsables de 

Figure 23 : Contrôle de l'empreinte parentale du locus 11p15.5 
Le locus 11p15.5 s’organise en 2 domaines : télomérique contrôlé par l’ICR1 et centromérique régulé par l’ICR2. Le 

domaine télomérique comprend 2 gènes H19 et IGF2 exprimés réciproquement. L’empreinte est maintenue grâce à un 

mécanisme de compétition par rapport à un enhancer commun. Le domaine centromérique ICR2 contient de nombreux 

gènes soumis à l’empreinte et la répression paternelle des gènes de ce domaine est maintenue grâce à l’ARN non codant 

LIT1. (D’après Gabory A & Dandolo L., 2005) 
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pathologies héréditaires et sont également impliquées dans l’apparition d’un certain nombre de 

cancers.  

3.1.Perte de fonction : le syndrome Beckwith-Wiedemann 

Le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) (OMIM n°130650) est un syndrome 

génétique rare avec une prévalence d’un cas sur 13 700 naissances, caractérisé par une 

croissance excessive, des anomalies du développement et une prédisposition tumorale pendant 

l’enfance. BWS a une pénétrance très variable et les patients ne présentent généralement qu’un 

sous-ensemble de phénotypes. Le diagnostic repose alors sur la présence d’au moins trois 

critères majeurs ou l’association de deux critères majeurs avec au moins un critère mineur 

(Weksberg et al., 2010) (Table 3). Une anomalie moléculaire de la région 11p15.5 est identifiée 

dans environ 80% des patients BWS, ces anomalies peuvent être épigénétiques ou génétiques. 

La plupart des anomalies épigénétiques sont mosaïques, c’est-à-dire que seulement une partie 

des cellules est porteuse de l’anomalie moléculaire. La sévérité du phénotype dépend du 

mécanisme moléculaire sous-jacent et du pourcentage de mosaïcisme (Brioude et al., 2013a). 

Table 3 : Critères de diagnostic du syndrome de Beckwith-Wiedemann 

D’autres signes cliniques ont également été rapportés avec une fréquence moindre : 

malrotation intestinale, retard mental et polydactylie (doigt surnuméraire) (Elliott et al., 1994).  

La majorité des patients atteints de BWS présentent des anomalies épigénétiques (70% des 

cas). Des pertes de méthylations de l’ICR2 sur l’allèle maternel représentent la forme la plus 

fréquente et sont observées chez 50% des patients. Cette anomalie entraîne une expression 

biallélique de LIT1 et donc une perte d’expression de CDKN1C (Eggermann et al., 2014b). Les 

Signes majeurs Signes mineurs  

 Macrosomie 
 Macroglossie 
 Hémihyperplasie 
 Anomalies de la paroi abdominale 

(omphalocèle ou hernie ombilicale) 
 Viscéromégalie (foie, rate, rein, glande 

surrénale, pancréas) 
 Tumeur embryonnaire (tumeur de Wilms, 

hépatoblastome, neuroblastome, 

rhabdomyosarcome) 

 Anomalies rénales 
 Fentes palatines 
 Cytomégalie surénalienne 
 Anomalies des oreilles 

 Hypoglycémie néonatale, hyperinsulinémie 
 Anomalies cardiaques (cardiomégalies, 

malformations) 
 Complication des grossesses (prééclampsie, 

accouchement prématurés) 
 Lésions vasculaires  

 Vieillissement osseux 
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patients atteints d’anomalies de cette région centromérique présentent un phénotype plus sévère 

avec des macroglossies et des défauts de la paroi abdominale. Des gains de méthylation de 

l’ICR1 sont également observés dans 5% des cas, ce qui aboutit à une expression biallélique 

d’IGF2. Les patients présentant cette anomalie ont un risque plus élevé de développer des 

tumeurs et d’organomégalie (Brioude et al., 2013a ; Weksberg et al., 2010).  

En plus de ces anomalies épigénétiques, des altérations génétiques sont également 

responsables de BWS. Parmi ces anomalies génétiques, des isodisomies paternelles (UPD = 

Uniparental Disomy) sont retrouvée chez environ 20% des patients. Les UPD correspondent à 

l’expression de deux copies paternelles de la région 11p15.5 et aucune contribution maternelle 

pour cette région, ce qui conduit donc à une expression biallélique de IGF2 et à une perte 

d’expression de CDKN1C (Weksberg et al., 2010). Les patients atteints d’UPD présentent un 

risque accru d’hémihyperplasie (Brioude et al., 2013a). D’autres réarrangements 

chromosomiques ont également été rapportés dans de rares cas (2-3 %), ils comprennent des 

duplications paternelles importantes, incluant les régions ICR1 et ICR2 (1 %), des 

translocation/inversion (1 %) qui sont généralement transmise par la mère, ainsi que des 

microdélétions des ICR (<1 %) (Eggermann et al., 2014a; Weksberg et al., 2010).  

Enfin des mutations ponctuelles de CDKN1C sont observées dans 8 % des cas sporadiques 

et sont responsables de la majorité des cas familiaux (50 %) de BWS (Eggermann et al., 2014b). 

Les patients porteurs de mutations de CDKN1C présentent certains phénotypes particuliers, ils 

sont quasiment tous atteints de défauts de fermeture la paroi abdominale (hernie ombilicale ou 

omphalocèle) et ont une incidence accrue de fentes palatines, d’anomalies génitales et de 

polydactylie (Romanelli et al., 2010). Les mutations de CDKN1C décrites dans BWS couvrent 

l’ensemble de la séquence codante (Figure 24), il s’agit le plus souvent de mutations non-sens 

entraînant une troncation de la protéine ou de mutations causant un décalage du cadre de lecture 

ce qui altère fortement la structure de la protéine. Certaines mutations faux-sens ont également 

été décrites au niveau du domaine de liaison aux cycline/CDK (Brioude et al., 2015 ; 

Eggermann et al., 2014b).  
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3.2.Gain de fonction : syndromes IMAGe et Silver-Russell 

A l’inverse de BWS, des mutations gain de fonction de p57 sont associées avec les 

syndromes Silver-Russell (SRS) (OMIM n°180860) (Brioude et al., 2013b) et IMAGe 

(Intrauterin Growth Retardation, Metaphyseal dysplasie, Adrenal insufficiency, Genital 

abnormalities) (OMIM n° 300290) (Arboleda et al., 2012). Ces pathologies causent un 

phénotype miroir à BWS et présentent un certains nombres de caractéristiques communes, en 

particulier un retard de croissance intra-utérin (Table 4) (Eggermann et al., 2014b).  

Les anomalies moléculaires les plus fréquemment observées chez les patients SRS 

consistent en une perte de méthylation de l’ICR1 (60 % des cas), entraînant une expression 

biallélique de H19 et donc une perte d’expression d’IGF2. Des réarrangements 

chromosomiques avec des duplications maternelles du domaine centromérique ou des deux 

domaines ont aussi été observées (Wakeling et al., 2017). Des mutations gain de fonction de 

CDKN1C ont également été décrites comme étant à l’origine de ces pathologies. L’étude d’une 

forme familiale du syndrome IMAGe a permis l’identification de 5 mutations faux-sens situées 

dans le domaine de liaison à PCNA (Figure 24) (Arboleda et al., 2012). L’expression d’un 

transgène exprimant ces mutations chez la drosophile a permis de confirmer l’effet gain de 

fonction de ces mutations puisqu’un effet anti-prolifératif a été observé (diminution de la taille 

de l’aile, des yeux et du réseau vasculaire). In vitro, il a été montré que ces mutations perturbent 

la liaison à PCNA et entraînent un défaut d’ubiquitination (Arboleda et al., 2012). De manière 

similaire, une mutation gain de fonction dans le domaine de liaison à PCNA a été identifié dans 

une forme familiale de SRS (Figure 24) (Brioude et al., 2013b). Cette mutation affecte le résidu 

Arg279 (pArg279Leu), également muté dans le syndrome IMAGe (pArg279Pro). De façon 

intéressante, des expériences in vitro ont révélées que la surexpression d’un transgène portant 

Figure 24 : Mutations de CDKN1C dans les syndromes génétiques 
Des mutations faux-sens (flèches rouges) ou tronquante (flèche jaunes) entraînant une perte de fonction de p57 causent BWS, 

ces mutations couvrent l’ensemble de la séquence codante. Des mutations gains de fonctions localisées dans le domaine de 

liaison à PCNA sont l’origine du syndrome IMAGe (flèche noires) et SRS (flèche verte). Arboleda et al., 2012 
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cette mutation n’affecte pas le cycle cellulaire mais entraîne une stabilisation de la protéine, ce 

qui est cohérent avec le défaut d’ubiquitination précédemment observé dans le syndrome 

IMAGe (Brioude et al., 2013b).  

Silver-Russell IMAGe 

Fréquence : 1 cas sur 100 000 naissances Fréquence : 25 cas rapportés 

 Retard de croissance intra-utérin 

 Retard de croissance post natal 

 Macrocéphalie 

 Faciès caractéristique (front bombé) 

 Asymétrie corporelle 

 Taches cutanées 

 Sueurs nocturnes 

 Anomalies génitales chez les garçons 

 Malformation articulaire 

 Retard cognitif, moteur et/ou de langage 

 Difficulté d’alimentation 

 Retard de croissance intra-utérin 

 Hypoplasie et insuffisance surrénalienne 

 Faciès caractéristique (bosses frontales, 

anomalies du nez) 

 Membres courts 

 Anomalies génitales chez les garçons 

 

 

 

Table 4 : Caractéristiques des syndromes Silver-Russell et IMAGe 

3.3.p57 et cancer 

De par sa fonction de régulateur négatif du cycle cellulaire, p57 est un potentiel suppresseur 

de tumeur. Cependant la létalité des souris p57KO a pour l’instant empêché de tester cette 

hypothèse correctement et aucune publication faisant usage des deux modèles de souris 

knockout conditionnelle de p57 (Mademtzoglou et al., 2017; Matsumoto et al., 2011) n’a été 

publiée jusqu’à présent. La question de l’implication de p57 dans les cancers reste donc 

ouverte. Néanmoins, une diminution de l’expression de p57 est observée dans de nombreux 

types de tumeurs, notamment dans les cancers gastriques, colorectaux, pancréatiques, 

pulmonaires, mammaires, ainsi que dans les leucémies (Pateras et al., 2009; Stampone et al., 

2018). De plus, la diminution de son niveau d’expression est corrélée avec l’agressivité dans 

plusieurs tumeurs et est associée à un mauvais pronostique clinique (Kavanagh and Joseph, 

2011 ; Qiu et al., 2018). Aucune mutation du gène n’a été observée dans les cancers jusqu’à 

présent (Pateras et al., 2009). La perte d’expression de p57 dans les carcinomes humains est 

principalement causée par des pertes d’hétérozygotie du locus 11p15.5, des augmentations de 

méthylation au niveau du promoteur de CDKN1C ainsi que des méthylations des histones 

(Kikuchi et al., 2002; Pateras et al., 2006 ). Plusieurs miRNA ont également été montrés 

comme étant des répresseurs de p57 dans plusieurs types de cancers, notamment les miR-

221/222 qui sont surexprimés dans les cancers hépatiques, colorectaux, oraux et les 

glioblastomes (Kavanagh and Joseph, 2011 ; Stampone et al., 2018). Enfin, la répression de 



 
 

62 
 

p57 peut également être associée à une augmentation de sa dégradation causée par la 

surexpression de Skp2 (Pateras et al., 2006).  

3.4.Les modèles animaux 

La perte de Cdkn1c chez la souris (p57KO) entraîne un phénotype similaire à BWS, bien que 

beaucoup plus sévère, avec également des variabilités de pénétrance de certains phénotypes 

(Yan et al., 1997 ; Zhang et al., 1997). Les animaux p57KO présentent une mortalité 

embryonnaire et périnatale élevée, et moins de 10% des animaux survivent à l’âge adulte. Les 

embryons p57KO présentent également de nombreuses anomalies du développement, certaines 

présentes dans BWS, qui sont principalement causées par des défauts de différenciation et une 

augmentation de l’apoptose. Par exemples les souris p57KO présentent des fentes palatines, des 

défauts de fermeture de la paroi abdominale (hernie ombilicale et omphalocèle) associés à un 

défaut de développement des muscles de la paroi abdominale, des anomalies digestives 

(malrotation et raccourcissement de l’intestin, désorganisation tissulaire), un raccourcissement 

osseux en rapport avec un défaut de différenciation des chondrocytes, une hyperplasie 

surrénale, une dysplasie rénale, et une augmentation de l’apoptose dans le cristallin (Yan et al., 

1997; Zhang et al., 1997) (Table 5, Figures 25 & 26). De manière cohérente avec le mécanisme 

d’empreinte, les animaux ayant hérité l’allèle muté de la mère, p57+/-m, présentent le même 

phénotype que les animaux p57-/- (Yan et al., 1997; Zhang et al., 1997 ). Ces études ont donc 

montré que p57 est requis pour le développement embryonnaire, à l’inverse des autres 

inhibiteurs de CDK de la famille Cip/Kip dont les knockouts sont viables et ne présentent pas 

d’anomalies embryonnaires (discuté p.52) (Besson et al., 2008).  

De façon intéressante les doubles knockouts p27-/-p57-/- et p21-/-p57-/- présentent une 

aggravation de certains phénotypes (défauts du placenta et du cristallin, augmentation de la 

létalité embryonnaire chez les animaux p27-/-p57-/-, et aggravation des défauts du squelette chez 

les mutants p21-/-p57-/-) ainsi que l’apparition de nouveaux phénotypes (altération du 

développement pulmonaire et défaut des muscles squelettiques chez les animaux p21-/-p57-/- ) 

(Zhang et al., 1998; Zhang et al., 1999 ). De plus, un modèle de souris knock-in p57p27KI, où 

p27 a été inséré dans le locus de p57, a montré que la présence de p27 permet de corriger un 

certain nombre de phénotypes causés par l’absence de p57 (Table 5), ce qui révèle donc des 

fonctions redondantes entre p27 et p57 et souligne l’importance de l’inhibition des CDK par 

p57 au cours du développement. Cependant, certains phénotypes causés par la perte de p57 ne 

sont pas restaurés chez ces mutants p57p27KI (Susaki et al., 2009). De plus, la génération d’un 
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mutant knock-in p57CK-, dans lequel p57 ne lie plus les complexes cycline/CDK (le mutant CK- 

porte 2 mutations sur le domaine de liaison aux cyclines, R33A et F36D, et 2 mutations sur le 

domaine de liaison aux CDK W63A et F67D) a fourni la preuve génétique de rôles 

indépendants des cycline/CDK au cours du développement. En effet, certains phénotypes 

présents chez les souris p57KO sont absents chez les souris p57CK-, ce qui montre donc que 

BWS résulte en partie de la perte de fonctions indépendantes des CDK de p57 (Table 5, Figure 

26). Certains phénotypes sont également aggravés par cette mutation CK-, ce qui suggère que 

dans ces tissus p57 joue des rôles à la fois dépendants et indépendants des CDK (Table 5, 

Figure 26). De plus, la mutation CK- entraîne un défaut de dégradation de p57 causant une 

augmentation de son expression, cette aggravation des phénotypes pourrait donc aussi être 

causée par un excès d’expression de p57CK- (Duquesnes et al., 2016).  

 

 

 

 

Figure 25 : Les souris p57KO présentent de nombreuses anomalies du développement 
Les souris p57KO présentent de nombreuses anomalies du développement CDK dépendantes : un retard de migration 
des muscles de la paroi abdominale (A), un défaut de développement du cristallin causé par une augmentation de 
l’apoptose (B) (Photos de Duquesnes N.et al, 2016), ainsi qu’un raccourcissement osseux avec un retard d’ossification 
associé à un défaut de différenciation des chondrocytes (C) visible après marquage du squelette par le bleu alcian 
(cartilage) et le rouge alizarine (os) (en haut, Susaki et al, 2009). Le défaut de différenciation de chondrocytes est 
illustré par l’élongation de l’épiphyse, p57 est fortement exprimé dans les chondrocytes en cours de différenciation 
(C, et b) (Yan et al. 1997). 
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p57KO p57p27KI p57CK- Fonction par rapport aux 

CDK 

 Létalité néonatale 

 Défaut du cristallin 

 Raccourcissement 

osseux 

 Défaut de fermeture de la 

paroi abdominale* 

 Raccourcissement de 

l’intestin 

 Dysplasie rénale* 

 Fentes palatines* 

 Hyperplasie des glandes 

surrénales* 

Corrigé 

Corrigé 

Corrigé 

 

Présent 

 

Corrigé 

 

Présent 

Corrigé 

50% Corrigé 

 

Présent 

Présent 

Présent 

 

Présent 

 

Corrigé 

 

Corrigé 

Augmenté 

Augmenté 

Dépendant 

Dépendant 

Dépendant 

 

Indépendant et commun à p27 

et p57 

Indépendant et commun à p27 

et p57 

Indépendant 

Dépendant et Indépendant 

Dépendant et Indépendant 

Table 5 : Résumé des phénotypes observés chez les animaux p57KO, p57p27KI et p57CK- 

* : phénotypes présents chez BWS (Duquenes N. et al, 2016) 

Figure 26 : Phénotypes indépendants de l'inhibition des CDK 
La dysplasie rénale et les défauts de développement intestinaux (raccourcissement et désorganisation tissulaire) sont absents chez 

les souris p57CK-, ce qui indique que p57 a des fonctions indépendantes des CDK dans le développement de ces tissus (A). Certains 

phénotypes sont aggravés dans les animaux mutants, les souris p57CK- présentent une augmentation de l’incidence des fentes 

palatines ainsi qu’une hyperplasie plus importante des glandes surrénales (B) ce qui suggère que dans ces organes p57 exerce à la 

fois des fonctions dépendantes et indépendantes des CDK. (Duquesnes N. et al, 2016). 



 
 

65 
 

III. Fonctions de p57 

p57 a initialement été décrit comme inhibiteur du cycle cellulaire via l’inhibition des 

complexes cycline/CDK. Cependant, de nouvelles fonctions de p57 ont récemment été 

découvertes. Cette capacité de p57 à réguler des processus cellulaires variés est probablement 

liée à sa capacité à interagir avec de nombreux partenaires protéiques. En effet, un interactome 

a permis d’identifier 183 partenaires potentiels impliqués dans diverses fonctions cellulaires, 

notamment la régulation de la transcription, du cytosquelette et de l’apoptose (Duquesnes et 

al., 2016).  

1. p57 : régulateur du cycle cellulaire 

Comme les autres membres de la famille Cip/Kip, l’expression de p57 entraîne un blocage 

du cycle cellulaire en phase G1. p57 est capable de lier et d’inhiber l’ensemble des complexes 

cycline/CDK avec cependant une affinité moins importante pour les complexes cycline 

B/CDK1 et cycline D2/CDK6 (Matsuoka et al., 1995). Il a également été montré que p57 est 

capable de favoriser l’interaction entre Cycline D1/CDK4, entrainant ainsi la formation d’un 

complexe actif (Reynaud et al., 2000a). p57 peut également inhiber le cycle cellulaire via 

l’inhibition de PCNA. En effet, il a été montré in vitro que la perte de liaison des CDK ou de 

PCNA entraîne une inhibition partielle de l’activité de p57 alors que l’invalidation de ces deux 

interactions abolit complètement l’activité inhibitrice du cycle cellulaire de p57 (Watanabe et 

al., 1998).  

p57 joue également un rôle dans la régulation de l’endoréplication. L’endoréplication est 

une succession de phases G1 et S en l’absence de mitose, entraînant la formation de cellules 

géantes polyploïdes. Ce phénomène est observé par exemple dans les trophoblastes au cours 

de leur différenciation, ce qui permet l’implantation du placenta. Les niveaux protéiques de 

p57 oscillent au cours de ce phénomène, diminuant avant l’entrée en phase S et s’accumulant 

après la fin de cette phase S et en G1 (Hattori et al., 2000). La présence de p57 est requise pour 

l’endoréplication et la différenciation des trophoblastes (Ullah et al., 2008). 

Enfin, la surexpression de p57 induit un phénotype de sénescence dans plusieurs types 

cellulaires (lignées d’hépatocytes, d’astrocytomes, et cellules épithéliales de la prostate et 

urothéliale) (Giovannini et al., 2012 ; Schwarze et al., 2001; Tsugu et al., 2000 ). Ce phénotype 

de sénescence est caractérisé par une augmentation de p16 ainsi qu’une induction partielle de 
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l’expression de la β-galactosidase (Tsugu et al., 2000). Cependant, les mécanismes par lesquels 

p57 est capable d’induire cet état de sénescence n’ont pas encore été identifiés. 

2. Fonctions non canoniques de p57 

Un nombre croissant d’études rapporte qu’en plus de sa fonction d’inhibiteur du cycle 

cellulaire, p57 possède de nombreuses fonctions non-canoniques impliquées dans des 

processus biologiques variés. 

2.1.Régulation du cytosquelette 

Tous les membres de la famille Cip/Kip ont été montrés comme ayant un rôle dans la 

régulation de la migration cellulaire et de l’organisation du cytosquelette en agissant à 

différents niveaux de la voie Rho/ROCK/LIMK/Cofiline (Besson et al., 2008). Il a été montré 

que l’extinction de p57 par shRNA in vivo entraîne un retard de migration neuronale dans le 

cortex au cours du développement (Itoh et al., 2007).  

p57 est capable d’interagir avec LIMK1 via son domaine central (Yokoo et al., 2003). 

LIMK1 est une sérine/thréonine kinase permettant l’assemblage des fibres de stress d’actine 

via la phosphorylation inhibitrice de Cofiline, une protéine qui cause le désassemblage des 

fibres d’actine, LIMK1 est activée par les effecteurs de RhoA, ROCK1/2 (Rho-kinases) 

(Bernard, 2007). Une étude réalisée dans les ostéoblastes a montré que la liaison de p57 à 

LIMK1 entraîne sa translocation et séquestration nucléaire diminuant son activité inhibitrice 

sur Cofiline et la formation de fibres de stress (Yokoo et al., 2003). En accord avec ses résultats, 

il a été montré que la transfection de p57 dans des cellules de Schwann, entraîne une 

relocalisation nucléaire de LIMK1 et un défaut de différenciation (Heinen et al., 2008b).  

En opposition à ces conclusions, l’interaction entre p57 et LIMK1 a été confirmée dans les 

cellules HeLa. Cependant dans ce contexte, l’interaction entre p57 et LIMK1 ne mène pas à 

une relocalisation de LIMK1 mais, entraîne à une augmentation de son activité kinase de façon 

indépendante de ROCK, ce qui aboutit donc à une augmentation du nombre de fibres de stress 

et une diminution de la migration cellulaire (Vlachos and Joseph, 2009). Des données non 

publiées de notre équipe obtenues dans des fibroblastes issus de souris p57+/+ et p57-/- sont en 

accord avec ces résultats, les cellules p57-/- migrent plus rapidement que les cellules p57+/+. 

Le rôle de p57 sur le remodelage du cytosquelette est donc médié via son interaction avec 

LIMK1 et semble être fonction du contexte et de sa localisation subcellulaire.  
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2.2.Rôle dans l’apoptose  

Plusieurs des phénotypes observés chez les souris p57KO peuvent être attribués à une 

augmentation de l’apoptose permettant de compenser l’hyperprolifération et les défauts de 

différenciation. p57 a la capacité de moduler l’apoptose par différents mécanismes et des rôles 

pro et anti-apoptotiques ont été rapportés en fonction du contexte cellulaire, de la voie de 

signalisation impliquée et du stress auquel sont soumises les cellules (Figure 27).  

Un moyen par lequel p57 est capable de protéger contre l’apoptose est via l’inhibition des 

CDK. Il a été montré que la protéine kinase SAPK p38, une protéine activée en réponse à 

différents stress, est capable de phosphoryler p57 sur la Thréonine 143 ce qui augmente son 

affinité pour CDK2 et résulte en un arrêt du cycle cellulaire en G1. Les cellules déficientes pour 

p38 ou p57 présentent une diminution de viabilité en réponse à différent stress comme le stress 

osmotique, l’exposition aux UVs ou le stress oxydatif (Joaquin et al., 2012). Dans ce contexte 

l’augmentation d’activité de p57 protège donc les cellules contre l’apoptose. 

Des mécanismes indépendants de l’inhibition des CDK ont également été décrits, 

notamment via la participation à la voie de signalisation JNK/SAPK. p57 peut interagir par son 

domaine QT avec la kinase JNK1, ce qui empêche son interaction avec c-Jun et inhibe son 

activité kinase. L’expression du domaine QT est suffisante pour bloquer l’apoptose médiée par 

JNK/SAPK en réponse aux UVs ou à la surexpression de MEKK (Chang et al., 2003).  

Inversement, il a été montré que p57 potentialise le rôle pro-apoptotique de la staurosporine 

dans les cellules HeLa (Samuelsson et al., 2002). p57 ne montre pas d’effet pro-apoptotique 

propre, mais sensibilise les cellules à l’apoptose en réponse des agents génotoxiques comme la 

staurosporine, le cisplatin ou l’étoposide, cependant p57 n’a aucun effet sur l’apoptose médiée 

par la voie extrinsèque Fas (Vlachos et al., 2007). L’effet pro-apoptotique de p57 en réponse à 

ces drogues est indépendant des CDK et implique l’activation de la voie apoptotique 

mitochondriale. En réponse à la staurosporine, p57 se relocalise au niveau de la mitochondrie 

et promeut l’activation de Bax et une diminution du potentiel de membrane mitochondrial, 

entraînant ainsi un relargage du cytochrome-c et des signaux apoptotiques dans le cytoplasme, 

menant à l’activation consécutive des caspases-9 et -3 (Vlachos et al., 2007). La spécificité de 

la voie mitochondriale a été confirmé par la surexpression de Bcl-2 qui permet d’abolir les 

effets de p57 (Vlachos et al., 2007). Le mécanisme par lequel p57 active la voie mitochondriale 

est dépendant de sa capacité à interagir avec LIMK1 et à stimuler son activité. La stabilisation 

de l’actine entraîne le déplacement de l’héxokinase 1 (HK-1), une enzyme régulatrice du canal 
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VDAC (Voltage Dependant Anion Channel) de la mitochondrie, ce qui permettrait la 

dépolarisation membranaire mitochondriale et l’activation de la voie apoptotique 

mitochondriale (Kavanagh et al., 2012). Enfin il a également été montré que l’inhibition de p57 

supprime l’apoptose médiée par p73β en réponse au cisplatin (Gonzalez et al., 2005).  

 

2.3.Régulation de la transcription 

De la même façon que les autres membres de la famille Cip/Kip, p57 peut réguler la 

transcription indirectement par l’inhibition des complexes cyclines/CDK, ce qui empêche la 

phosphorylation des protéines Rb et l’activation de E2F. Cependant p57 peut également réguler 

l’activité de facteurs de transcription en les liant directement. 

En effet, p57 est capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle de b-Myb de façon 

indépendante des CDK, mais en se fixant directement sur b-Myb (Joaquin and Watson, 2003). 

p57 est également impliqué dans la régulation de la stabilité du facteur de transcription bHLH, 

MyoD. La phosphorylation de MyoD par CDK2 sur la sérine 200 entraîne une diminution de 

sa stabilité, l’inhibition des CDK par p57 résulte donc en une augmentation de stabilité de 

Figure 27 : Régulation de l'apoptose par p57 
p57 peut indirectement inhiber l’apoptose via l’inhibition des CDK. Il possède également la capacité de moduler 

directement la réponse apoptotique de façon indépendante des CDK. p57 inhibe l’apoptose médiée par la voie JNK/SAPK 

via son domaine QT. Inversement p57 sensibilise à l’apoptose après un traitement cytotoxique via l’activation de la voie 

apoptotique mitochondriale. p57 est également impliqué dans la réponse apoptotique médiée par p73β. 
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MyoD, favorisant ainsi la différenciation musculaire (Reynaud et al., 1999). p57 est également 

capable de stabiliser MyoD indépendamment de l’inhibition des CDK en interagissant 

directement via sa partie N-terminale et au niveau de son domaine hélice 310, avec MyoD, ce 

qui protège MyoD de la dégradation et permet la transactivation de gènes musculaires 

(Reynaud et al., 2000b).  

De façon similaire, p57 peut interagir directement avec d’autres facteurs de transcription 

bHLH comme Ascl1/Mash1, NeuroD et Atoh2/Math2 dans les progéniteurs neuraux. p57 agit 

alors comme un répresseur transcriptionnel et inhibe directement l’activité d’Ascl1 de façon 

indépendante des CDK, en se fixant au niveau des promoteurs cibles d’Ascl1, modulant ainsi 

la différenciation neuronale (Joseph et al., 2009). De façon similaire, p57 peut moduler 

l’activité transcriptionnelle de Nurr1 de façon indépendante des CDK au cours de la maturation 

des neurones dopaminergiques (Joseph et al., 2003).  

Enfin, p57 est également capable de réprimer l’activité de l’ARN polymérase II via son 

interaction avec E2F1. L’interaction avec E2F1 permet le recrutement de p57 au niveau de 

l’ADN où il inhibe CDK7 et CDK9, ce qui entraîne une diminution de phosphorylation du 

domaine C-terminal de l’ARN polymérase II et résulte en une diminution de la transcription 

(Ma et al., 2010). De plus, dans l’interactome réalisé au sein de l’équipe, de multiples 

partenaires impliqués dans la régulation de transcription ont été identifiés, dont de nombreux 

facteurs de transcription ou encore HDAC7 (histone déacétylase 7), suggérant que p57 joue un 

rôle majeur dans la régulation de la transcription (Duquesnes et al., 2016).  

2.4.Régulation de la différenciation 

p57 joue un rôle primordial dans la différenciation de nombreux types cellulaires en 

favorisant la sortie du cycle cellulaire via l’inhibition des CDK, ou par des fonctions 

indépendantes des CDK. En effet, plusieurs phénotypes observés chez les souris p57KO sont 

causés par un défaut de différenciation cellulaire (Zhang et al., 1997). 

De nombreuses études ont montré que p57 régule différents aspects de la neurogénèse 

notamment en contrôlant la différenciation cellulaire dans le système nerveux central et aussi 

dans le système nerveux périphérique. p57 est présent dans les cellules souches neurales et 

contrôle leur détermination et leur différenciation (Jadasz et al., 2012), p57 promeut la 

différenciation des astrocytes au dépend de la différenciation des oligodendrocytes (Jadasz et 

al., 2012). Au niveau du système nerveux périphérique, p57 inhibe la différenciation des 

cellules de Schwann, en effet sa suppression par shRNA entraîne une sortie du cycle cellulaire, 
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une croissance et une différenciation cellulaire ainsi qu’une augmentation de la production de 

myéline (Heinen et al., 2008a). De la même façon, au niveau du système nerveux central, p57 

inhibe la différenciation des oligodendrocytes, et la suppression de p57 accélère leur 

différenciation (Kremer et al., 2009). Ces résultats sont controversés, en effet il a été montré in 

vitro dans des cellules primaires de rat et in vivo dans le poisson zèbre que p57 favorise la 

différenciation des progéniteurs oligodendrocytaires (Dugas et al., 2007; Park et al., 2005). Au 

cours de la différenciation des oligodendrocytes, une relocalisation cytoplasmique de p57 est 

observée. Dans le noyau, p57 interagit et inhibe Ascl1 (Joseph et al., 2009), un facteur de 

transcription impliqué dans la différenciation des oligodendrocytes, alors que dans le 

cytoplasme p57 interagit avec LIMK1 et CDK2. L’export nucléaire de p57 favorise la 

différenciation, probablement grâce à ses différentes interactions cytoplasmiques et à une levée 

de l’inhibition d’Ascl1. La relocalisation de p57 entraîne également un export de Hes5 ce qui 

l’inhibe et renforce l’effet pro-différenciatif de p57 cytoplasmique (Gottle et al., 2015). Il 

semblerait donc que l’effet de p57 sur la différenciation des oligodendrocytes soit dépendant 

de sa localisation subcellulaire. En plus de ces types cellulaire, p57 est impliqué dans la 

différenciation des neurones dopaminergiques en coopérant avec Nurr1 (Joseph et al., 2003), 

ou dans le développement des neurones amacrines de la rétine (Pounds and Dyer, 2008).  

p21 et p57 coopèrent et sont requis in vivo pour la différenciation terminale des muscles 

squelettiques. Les souris double KO p21-/-p57-/- présentent une altération de la différenciation 

des muscles squelettiques se manifestant par des défauts de formation des myotubes et une 

augmentation de la prolifération et de l’apoptose des myoblastes (Zhang et al., 1999). 

L’expression de p57 augmente au cours de la différenciation musculaire et est induite par le 

facteur myogénique MyoD, de façon indirecte via l’induction de p73 qui augmente l’expression 

de p57, créant ainsi une boucle d’autorégulation positive, puisque à son tour p57 stabilise 

MyoD, favorisant la myogenèse (Vaccarello et al., 2006). Les facteurs de transcription SP1 et 

EGR1 participe également à l’induction de p57 au cours de la différenciation myogénique 

(Figliola et al., 2008). Enfin MyoD peut stimuler directement l’expression de p57 via un 

mécanisme épigénétique, MyoD se fixe au niveau d’un élément de régulation négatif, ce qui 

entraîne un remodelage de la chromatine et une levée de l’inhibition de l’expression de p57 

(Busanello et al., 2012). Dans les rhabdomyosarcomes, la protéine chimérique PAX3-FOXO1 

inhibe indirectement la transcription de p57 via la déstabilisation de EGR1, ce qui empêche la 

différenciation des myoblastes. La réexpression de p57 dans ces cellules est suffisante pour 

restaurer la différenciation myogénique (Roeb et al., 2007). 
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p57 participe également à la différenciation des chondrocytes. La différenciation 

hypertrophique des chondrocytes est requise pour le processus d’ossification, les chondrocytes 

différenciés sont caractérisés par l’expression de collagène X, une forte activité de la 

phosphatase alcaline ainsi qu’une augmentation du volume cellulaire (Stewart et al., 2004). Les 

souris p57KO présentent un raccourcissement osseux et un délai d’ossification causé par un 

défaut de différenciation des chondrocytes visible grâce à une augmentation de la prolifération 

ainsi qu’une diminution de l’expression de collagène X. L’expression de p57 augmente au 

cours de la différenciation, ce qui entraîne un arrêt de la prolifération (Yan et al., 1997; Zhang 

et al., 1997 ). L’expression de p57 est stimulée par C/EBPβ (Hirata et al., 2009) et en plus de 

ses fonctions d’inhibiteur du cycle cellulaire, p57 potentialise l’induction du Collagène X 

médiée par BMP2 (Stewart et al., 2004).  

Enfin, la voie de signalisation Notch/Hes1 inhibe l’expression de p57 dans plusieurs tissus 

afin de favoriser la prolifération des progéniteurs et d’empêcher la sortie du cycle cellulaire et 

donc une différenciation précoce notamment dans l’intestin (Riccio et al., 2008), le pancréas 

(Georgia et al., 2006) ou encore le cristallin (Jia et al., 2007). 

2.5.Régulation des cellules souches  

Plusieurs études récentes ont révélé un rôle de p57 dans le maintien de la quiescence des 

cellules souches adultes dans un certain nombre de tissus.  

L’hématopoïèse requière le maintien d’une population de cellules souches hématopoïétiques 

quiescentes et multipotentes. p57 est le CKI le plus abondant dans les cellules souches 

hématopoïétiques et est requis pour leur maintenance (Matsumoto et al., 2011). En effet, la 

perte de p57 chez l’adulte grâce à un modèle de souris knockout conditionnelle, entraîne une 

diminution du pool de cellules souches causée par une sortie de quiescence (G0) et leur entrée 

en apoptose. La capacité de reconstitution du système hématopoïétique après transplantation 

est également diminuée en l’absence de p57 (Matsumoto et al., 2011). Ces défauts de 

l’hématopoïèse peuvent être corrigés par l’expression de p27 dans le locus p57 (knock-in 

p57p27KI) (Matsumoto et al., 2011). De plus, dans les cellules souches hématopoïétiques fœtales 

du foie, la perte de p57 est compensée par une augmentation de l’expression de p27 (Zou et al., 

2011). Par ailleurs, l’invalidation de p21 ou p27 n’entraîne aucun défaut des cellules souches, 

ce qui suggère donc que p57 est le principal CKI requis pour la maintenance des cellules 

souches hématopoïétiques (Matsumoto et al., 2011). De manière cohérente, le facteur TGF-β1 

induit la quiescence des cellules souches hématopoïétiques et augmente p57 (Yamazaki et al., 
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2009). Inversement, l’augmentation de Skp2 et donc la diminution de p57, est nécessaire à la 

reprise du cycle cellulaire dans ces cellules (Rodriguez et al., 2011). Le rôle de p57 dans le 

contrôle de la quiescence des cellules souches hématopoïétiques implique son interaction avec 

la protéine chaperonne Hsc70. L’association entre p57 et Hsc70 entraîne une séquestration 

cytoplasmique du complexe Hsc70/Cycline D1, ce qui inhibe l’entrée dans le cycle cellulaire. 

De la même manière, p27 est capable d’interagir avec Hsc70 afin de compenser la perte de p57 

(Zou et al., 2011).  

Au niveau du poumon, l’homéostasie et la régénération tissulaire sont soutenues par les 

cellules souches pulmonaires résidentes appelées BASCs (Bronchioalveolar Stem Cells). 

L’autorenouvèlement de ces cellules souches nécessite une régulation précise du niveau 

d’expression de p57. En effet, dans les deux cas, une perte ou une augmentation du niveau 

d’expression de p57 dans les BASCs cause un défaut d’autorenouvèlement entraînant une 

altération de la régénération tissulaire (Zacharek et al., 2011). Ces résultats soulignent 

l’importance de l’empreinte et de l’expression monoallélique de p57. L’expression de p57 et 

de nombreux gènes soumis à empreinte est contrôlée par Bmi1 au niveau du poumon, 

cependant aucun défaut de méthylation n’a été observé en absence de Bmi1. Il semblerait donc 

que Bmi1 soit plutôt associé à l’expression de l’allèle des gènes soumis à l’empreinte (Zacharek 

et al., 2011). Par contre le mécanisme par lequel p57 régule le maintien des BASCs n’a pas été 

étudié.  

Dans le cerveau adulte, p57 est exprimé dans les cellules souches neurales quiescentes mais 

est absent dans les progéniteurs prolifératifs. La présence de p57 est requise pour le maintien 

de la quiescence des cellules souches. En effet, sa délétion entraîne à court terme une 

augmentation de la prolifération des cellules souches et stimule la neurogénèse. Mais à plus 

long terme, la perte de p57 entraîne un épuisement du pool de cellules souches neurales et 

aboutit à une altération de la neurogénèse (Furutachi et al., 2013). De façon similaire, au cours 

du développement, les embryons p57KO présentent une macroencéphalie causée par une 

augmentation de la prolifération des progéniteurs et des cellules souches neurales (Mairet-

Coello et al., 2012). Chez la drosophile, les cellules souches neurales peuvent adopter deux 

types de quiescence, G0 et G2 (75 % des cellules souches). Les cellules en G2 peuvent être 

rapidement activées et se diviser en réponse à des stimuli nutritionnels, alors que les cellules 

en G0 répondent plus lentement. Le choix entre les quiescences G0/G2 est déterminé au stade 

embryonnaire et dépend de p57 qui favorise l’entrée en G0 au dépend de G2. La délétion de p57 
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entraîne un changement du destin des cellules souches neurales qui s’orientent alors 

préférentiellement vers l’état de quiescence G2 (Otsuki and Brand, 2019).  

Dans le muscle squelettique en développement, l’inhibition de p57 est requise pour le 

maintien de certaines cellules souches et progéniteurs. Notch inhibe l’expression de p57 dans 

les progéniteurs musculaires Pax3+/7+ via Hes1, permettant ainsi l’amplification du pool de 

progéniteurs. La perte de la signalisation Notch entraîne une augmentation de l’expression de 

p57 dans ces progéniteurs, ce qui est associé avec une différenciation précoce et une déplétion 

des progéniteurs musculaires (Zalc et al., 2014). Dans le muscle adulte, les cellules souches 

adultes, appelées cellules satellites, dérivent des progéniteurs Pax3+/7+ et sont mobilisées en 

cas de dommages afin de pouvoir régénérer les fibres musculaires. De manière surprenante, 

p57 n’est pas exprimé dans les cellules souches quiescentes mais est induit pendant leur 

mobilisation (Mademtzoglou et al., 2018). De plus, il a été montré in vivo, que la perte de p57 

entraîne une augmentation de la prolifération et de l’autorenouvèlement des progéniteurs et 

myoblastes au dépend de leur différenciation. Suite à des dommages, l’absence de p57 entraîne 

une déplétion des cellules satellites et un retard de régénération (Mademtzoglou et al., 2018).  

Enfin, la présence de p57 a été détectée dans les cellules souches quiescentes du follicule 

pileux (Leishman et al., 2013) ainsi que dans les cellules intestinales CBC quiescentes 

Mex3aHigh (Barriga et al., 2017).  

Conclusion 

p57 a la particularité d’être le seul inhibiteur de CDK requis pour le développement 

embryonnaire. Depuis sa découverte en tant qu’inhibiteur de CDK, un nombre croissant 

d’études ont montré que p57 est impliqué dans de nombreux processus cellulaires dont la 

différenciation, l’apoptose, la régulation transcriptionnelle ou encore le maintien de la 

quiescence des cellules souches. La génération d’un modèle de souris knock-in p57CK- a fourni 

la preuve génétique que certaines de ces fonctions sont indépendantes des cyclines/CDK au 

cours du développement, cependant les mécanismes sous-jacents restent largement à identifier.  
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Chapitre 3 : modèles de culture pour l’ingénierie tissulaire 

La fonction tissulaire est déterminée à la fois par les composants cellulaires et non 

cellulaires. En effet, à l’intérieur d’un tissu, les cellules interagissent entre-elles et avec la 

matrice extracellulaire via des signaux biochimiques et mécaniques créant un réseau de 

communications en trois dimensions. Cependant, jusqu’à présent, la plupart des études in vitro 

ont été réalisées sur des modèles à deux dimensions, ne reconstituant pas la complexité présente 

in vivo. Afin de contourner ces limites, un nombre croissant de modèles 3D sont développés, 

notamment avec l’avènement des cultures en organoïdes/sphéroïdes, puis grâce à l’ingénierie 

tissulaire.  

Le terme d’ingénierie tissulaire a été initialement définit en 2000 par Robert Langer comme 

un « domaine interdisciplinaire qui s’applique sur les principes de l’ingénierie et des sciences 

de la vie pour le développement de substituts biologiques qui restaurent, maintiennent ou 

améliorent la fonction tissulaire » (Langer, 2000). L’ingénierie tissulaire est principalement 

basée sur la construction de supports de culture, qui reproduisent certaines spécificités de 

l’environnement natif d’un point de vue structurel, chimique et mécanique et qui permettraient 

donc de cultiver les cellules dans des conditions plus représentatives des tissus in vivo 

(Ramanan et al., 2014).  

 

Figure 28: L'ingénierie tissulaire pour récapituler la complexité du vivant 
Les conditions de culture standard consistent en une culture cellulaire monocouche sur plastique. L’ingénierie tissulaire a 

pour but de modéliser la complexité des systèmes de culture en intégrant différents composants : plusieurs types 

cellulaires, la matrice extracellulaire, l’architecture 3D et l’environnement biochimique. (D’après Ramanan V et al., 2014). 
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I. De la culture 2D au modèles 3D 

1. Evolution vers les modèles de culture 3D 

Depuis les débuts de la culture cellulaire, les supports de culture les plus couramment 

utilisés pour soutenir la croissance cellulaire restent des surfaces plates en polystyrène ou en 

verre. Cependant, de nombreuses études ont montrées que les cultures en 2 dimensions ne sont 

pas représentatives des conditions de prolifération et de croissance cellulaire in vivo. C’est 

pourquoi les cultures cellulaires ont progressivement évoluées d’un modèle en 2 dimensions 

vers des modèles en 3 dimensions (Simian and Bissell, 2017). Les premières cultures 3D datent 

du début des années 1900. En 1907, Ross Harrison a développé le système de gouttes 

renversées afin d’étudier et de récapituler l’organogénèse et le développement des fibres 

nerveuses. A partir de fragments de cordes neurales de grenouille placés dans une goutte de 

lymphe sur une lamelle de verre qui est ensuite renversée et scellée, ce qui permet l’agrégation 

des cellules, il a observé la croissance de fibres nerveuses et a maintenu ces cultures jusqu’à 4 

semaines (Harrison et al., 1907). La même année, H.V. Wilson a démontré la capacité d’auto-

organisation de cellules d’éponge après dissociation afin de régénérer un organisme entier 

(Wilson, 1907). Ces deux expériences pionnières ont posé les bases des cultures 3D encore 

utilisées aujourd’hui.  

L’évolution des modèles de culture a également bénéficiée de l’avancement de la 

compréhension et de la synthèse des protéines de la matrice extracellulaire. Suite à la 

reconstitution de collagène extrait de queue de rat, il a été montré, sur 29 lignées cellulaires 

différentes, que la culture sur une couche de collagène en 2 dimensions améliore fortement la 

prolifération cellulaire et entraîne également une augmentation de l’adhésion, de l’élongation 

et de la migration cellulaire (Ehrmann and Gey, 1956). Dans les années suivantes, ces résultats 

ont été confirmés avec de nombreux types cellulaires, dont des cellules primaires d’hépatocytes 

embryonnaires et adultes, cependant après quelques jours de cultures ces hépatocytes perdent 

leur fonction de cellules différenciées (Bissell and Tilles, 1971). Il a été montré que de cultiver 

des cellules sur des gels flottants de collagène plutôt que sur une couche 2D permettait de 

maintenir la fonction cellulaire et l’état de différenciation. En effet, si après ensemencement le 

gel de collagène est détaché du fond de la boîte, les cellules s’agrègent alors autour de ce gel 

flottant, ce qui permet d’augmenter leur viabilité et de conserver certaines fonctions des 

hépatocytes différenciés (Michalopoulos and Pitot, 1975). Ces observations ont été confirmées 

avec des cellules épithéliales mammaires. Les cellules cultivées sur des gels de collagène en 

suspensions maintiennent certaines caractéristiques de cellules différenciées (polarisation avec 
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présence de microvillosités, expression de protéines de lait, et réticulum endoplasmique très 

développé) jusqu’à un mois de culture (Emerman and Pitelka, 1977). De manière similaire, il 

a été montré que la culture de cellules épithéliales mammaires ou rénales entre deux couches 

de collagènes de type I permettait l’organisation et la polarisation des cellules avec la formation 

de lumières semblable aux tubules ou aux acini (Hall et al., 1982). En parallèle à ces études sur 

le collagène, une tumeur murine de chondrosarcome, appelée EHS, a été identifiée comme 

étant une source importante de matrice extracellulaire contenant du collagène de type IV et très 

riche en laminine (Orkin et al., 1977 ; Timpl et al., 1979). Cette matrice extracellulaire est 

aujourd’hui connue sous le nom commercial de Matrigel (Kleinman and Martin, 2005). La 

culture en Matrigel promeut la différenciation de nombreux types cellulaires et favorise 

également la croissance de cellules primaires. A l’heure actuelle, la culture de cellules en 

Matrigel reste l’un des moyens les plus utilisés pour la génération de modèles 3D (Kleinman 

and Martin, 2005). En 1975, la première culture long terme de cellules primaires humaines a 

été mise au point. Des kératinocytes humains ont été co-cultivés avec des fibroblastes 

immortalisés 3T3, ce qui permet la formation d’un épithélium stratifié similaire à l’épiderme, 

avec les cellules prolifératives dans la couche basale et une kératinisation des couches 

supérieures. Ce modèle représente la première reconstitution 3D d’un tissu à partir de cellules 

cultivées (Rheinwald and Green, 1975). Toutes ces expériences ont permis d’établir les bases 

et les outils pour le développement des modèles de culture 3D et des organoïdes.  

Figure 29 : Evolution des modèles de culture cellulaires vers les modèles 3D 



 
 

78 
 

2. Sphéroïdes et organoïdes 

Les sphéroïdes sont des cultures 3D simples qui exploitent la tendance naturelle de 

nombreux types cellulaire à s’agréger. La plupart des sphéroïdes sont générés par la techniques 

de la goutte renversée, en ensemencement les cellules dans des conditions non adhérentes, ou 

encore en maintenant les cultures sous agitations, les cellules vont alors s’agréger entre elles et 

se compacter pour former des structures rondes qui peuvent être maintenues en suspension 

(Pampaloni et al., 2007; Weiswald et al., 2015). Le premier modèle de sphéroïde date de 1971, 

des cellules pulmonaires de hamster V79 ont été cultivées sous agitation ce qui permet la 

formation d’agrégats cellulaires en quelques heure, les sphères se développent ensuite grâce à 

la prolifération des cellules. Dès que le diamètre des sphéroïdes est supérieur à 200 µm, les 

cellules s’organisent en 3 zones : une couche extérieure proliférative, une couche intermédiaire 

contenant peu de cellules et qui prolifèrent lentement et un cœur nécrotique, ce qui récapitule 

l’organisation des tumeurs in vivo (Sutherland et al., 1971). Depuis, des sphéroïdes ont été 

développés avec de nombreuses lignées cellulaires et leur facilité d’obtention, leur capacité à 

récapituler les conditions de croissance tumorale, ainsi que leur organisation concentrique qui 

mime la disponibilité des capillaires sanguins par rapport aux cellules tumorales, en font donc 

un modèle de choix pour les tests d’agents anti-cancéreux (Friedrich et al., 2007; LaBarbera et 

al., 2012 ). Ces modèles de cultures ont également permis d’accroitre la compréhension des 

interactions entre les cellules et avec leur microenvironnement, notamment avec la matrice 

extracellulaire. La première preuve que la matrice influe directement sur l’expression des gènes 

via les intégrines est issue d’un modèle de culture où des cellules primaires mammaires isolées 

inclues en Matrigel sont capables de s’auto-organiser et de synthétiser la β-caséine, ce qui est 

abolit en présence d’un anticorps bloquant anti-intégrine β1 (Streuli et al., 1991). Ce modèle 

de culture a permis de distinguer les cellules normales des cellules cancéreuses. Les cellules 

primaires normales cultivées en Matrigel prolifèrent dans un premier temps, puis deviennent 

quiescentes, s’auto-organisent, se polarisent et se différencient pour former des structures 

tubulaires similaires à celles observées in vivo. Inversement les cellules cancéreuses continuent 

de proliférer et ne sont pas capables d’organisation ou de différenciation (Petersen et al., 1992). 

Il a ensuite été montré que ce phénotype cancéreux peut être rétabli par inhibition de 

l’intégrine-β1 (Weaver et al., 1997) et de l’EGFR (Wang et al., 1998). De façon intéressante, 

il existe une régulation réciproque entre ces deux récepteurs, favorable à la différenciation, qui 

n’a pas été observée en 2D, (Wang et al., 1998), soulignant l’importance et la pertinence de 

l’utilisation des modèles de culture 3D.  
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Afin d’étudier les mécanismes de morphogénèse mammaire, des cellules primaires obtenues 

à partir de glandes inguinales mammaires murines dissociées ont été inclues dans un gel de 

collagène de type I. Les différents types cellulaires s’auto-organisent dans le gel pour former 

des structures polarisées avec une lumière centrale bordées des cellules épithéliales et 

myoépithéliales, entourées d’une membrane basale et récapitulant les évènements de 

morphogénèse observées in vivo (Simian et al., 2001). Cette étude a permis de mettre en 

évidence que la morphogénèse dépend de l’activité des métalloprotéases ainsi que des facteurs 

de croissance et morphogènes (Simian et al., 2001). Ce modèle constitue l’un des premiers 

modèles d’organoïdes développés.  

Le terme organoïde (littéralement « qui ressemble à un organe ») implique que ces cultures 

sont multicellulaires, possèdent une fonctionnalité et sont organisées spatialement (Lancaster 

and Knoblich, 2014). Les organoïdes sont définit comme des cultures organotypiques qui se 

développent à partir de progéniteurs, de cellules souches primaires ou de cellules souches 

pluripotentes induites (iPSCs) ; qui s’auto-renouvèlent, s’auto-organisent et s’engagent dans 

un lignage de différenciation restreint dans l’espace, de manière similaire au développement in 

vivo et démontrent certaines fonctionnalités similaires au tissu d’origine (Fatehullah et al., 

2016; Lancaster and Knoblich, 2014). Le champ de recherche sur les organoïdes s’est 

largement développé grâce aux progrès réalisés en biologie des cellules souches. La première 

lignée de cellules souches embryonnaires (ES) humaines a été établie en 1998 à partir de 

blastocystes (Thomson et al., 1998). Il a également été montré qu’il est possible de cultiver et 

d’amplifier des cellules souches neurales embryonnaires primaires en suspensions sous forme 

de neurosphères. Dans ces conditions de cultures, les progéniteurs neuraux conservent leur 

capacité d’auto-renouvèlement, de prolifération et de différenciation vers plusieurs lignages 

(Reynolds and Weiss, 1996). Des cellules souches mammaires sont capables de proliférer dans 

les mêmes conditions de culture et de former des mammosphères (Dontu et al., 2003). Toutes 

ces études ont mené au développement des modèles organoïdes.  

En 2008, des organoïdes cérébraux ont été générés à partir de cellules souches 

embryonnaires pluripotentes. Après dissociation, les cellules sont ensemencées dans des 

conditions de culture non adhérente et s’agrègent. Les cellules agrégées s’auto-organisent, se 

différencient et les structures récapitulent la corticogénèse et l’organisation du cortex cérébral 

et exhibent certaines fonctions tissulaires telle que le flux calcique (Eiraku et al., 2008). Les 

mêmes cellules cultivées en présence de Matrigel s’auto-organisent pour former des cupules 

optiques et des neurones rétiniens (Eiraku et al., 2011). Les cellules souches adultes sont 
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également capables de former des organoïdes. En 2009, des organoïdes intestinaux ont été 

établis à partir de cellules souches Lgr5+ triées. Il a été démontré qu’une cellule isolée inclue 

en Matrigel est capable de proliférer, et permet de générer des structures 3D organisées en 

cryptes/villosités bordant une lumière centrale contenant les cellules mortes excluent de 

l’épithélium au cours du renouvèlement. Les cellules prolifératives sont localisées au niveau 

des structures de type cryptes et migrent dans les structures de type villosités au cours de leur 

différenciation, tous les types cellulaires de l’intestin sont retrouvés dans ces organoïdes (Sato 

et al., 2009). Enfin, en 2013, des organoïdes cérébraux ont été générés à partir de cellules 

souches induites dérivées de fibroblastes de patients atteint de microcéphalie (Lancaster et al., 

2013). Depuis ces premières études, de nombreux organes ont été modélisés sous la forme 

d’organoïdes à partir de sources cellulaire variées (Fatehullah et al., 2016).  

Les organoïdes représentent donc des modèles puissants permettant de mimer 

l’organisation, la morphogénèse et l’hétérogénéité tissulaire. Cependant, ils présentent 

également certaines limites, notamment liées à l’impossibilité de créer des gradients (facteurs 

de croissance, cytokines, matrice…), de mimer les forces mécaniques, ainsi que l’absence 

d’interaction avec d’autres cellules du microenvironnement. Les organoïdes sont également 

dépendant du Matrigel, un produit d’origine animale dont la qualité est très hétérogène suivant 

les lots et l’origine, ce qui introduit une grande variabilité dans ce modèle (Fatehullah et al., 

2016 ; Yin et al., 2016). Il est également important de noter que l’architecture tridimensionnelle 

n’est pas conservée dans ces modèles de culture. C’est pourquoi, il est intéressant de 

développer des modèles alternatifs. L’une des possibilités est l’utilisation d’explants tissulaires 

qui sont des fragments d’organes cultivés in vitro, ce qui permet de conserver l’architecture, 

l’hétérogénéité et la fonction tissulaire. Cependant il est difficile de maintenir ces explants en 

culture pour de longues durées du fait de la faible diffusion des nutriments, de l’oxygène et des 

facteurs de croissance à travers le tissu (Shamir and Ewald, 2014).  

Dans ce contexte, il y a un intérêt grandissant pour l’ingénierie tissulaire et l’utilisation 

d’approches multidisciplinaires afin de créer des systèmes de culture plus physiologiques de 

manière contrôlée et standardisée (Rossi et al., 2018).  

II. Apport des techniques de microfabrication en ingénierie tissulaire 

Les technologies de microfabrication tel que la photolithographie, le dépôt par contact 

(microcontact printing), le moulage, l’impression 3D ou encore la microfluidique offrent de 
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multiples possibilités afin de créer des modèles de cultures plus physiologiques et plus 

représentatifs que les modèles actuellement disponibles (Huh et al., 2011).  

1. Microstructuration de modèles de culture 

Alors que les organoïdes sont basés sur l’auto-organisation cellulaire en 3D, l’une des 

approches majeures de l’ingénierie tissulaire est la reproduction de l’architecture tissulaire afin 

de permettre une organisation guidée des cellules.  

Plusieurs technologies peuvent être utilisées pour contrôler la topographie, la distribution 

spatiale de molécules ou de cellules. Une approche simple à mettre en place est l’approche par 

lithographie douce. La lithographie douce est un ensemble de techniques de microfabrication 

basées sur l’utilisation de timbres ou tampons en PDMS (polydiméthylsiloxane), un 

élastomère, afin de structurer des matériaux, ou de transférer des motifs de protéines ou de 

polymères (microcontact printing) (Figure 30) (Huh et al., 2011).  

L’une des premières contributions des techniques de microfabrication dans des modèles 

biologiques est l’utilisation du microcontact printing pour contrôler l’adhésion, la distribution 

spatiale, la migration et l’organisation des cellules. Le dépôt de motifs de matrice 

extracellulaire sur des surfaces non adhésives permet de contraindre les cellules à adhérer 

uniquement sur ces îlots adhésifs, empêche la migration et contrôle la morphologie cellulaire 

(Singhvi et al., 1994). Une diminution de la prolifération d’hépatocytes cultivés sur des motifs, 

ainsi qu’une augmentation de la sécrétion d’albumine en comparaison à une culture sur une 

surface non structurée a été observée (Singhvi et al., 1994). De la même manière, des cellules 

endothéliales, cultivées sur des îlots de faible diamètre (<10 µm), sont rondes et entrent en 

apoptose, alors que les cellules cultivées sur une surface plus importante s’étalent et prolifèrent 

(Chen et al., 1997). Le microcontact printing a également été utilisé pour l’orientation des 

cellules cardiaques afin de générer des fibres myocardiques organisées avec des fibres d’actine 

alignées le long de la cellule, une élongation du noyau et un arrangement des sarcomères 

parallèles, similaire à l’organisation observée in vivo (Bursac et al., 2002).  
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Figure 30 : Les techniques de lithographie douce 
Le timbre ou tampon de PDMS est fabriqué par un procédé de lithographie (A), une résine photosensible est déposée en couche fine 

sur un substrat en silicone, un masque optique est ensuite déposé sur la résine. Le masque est généralement en verre transparent 

avec des motifs opaques en chrome. L’ensemble est ensuite exposé au UVs, la résine polymérise à travers le masque, une fois le 

masque retiré, l’étape de développement permet de structurer la résine selon les motifs souhaités, ce qui permet de mouler le timbre 

de PDMS. Ce timbre est ensuite utilisé pour diverse applications (B). Il peut être utilisé pour du moulage, par exemple pour la 

polymérisation d’un polymère qui permet la reproduction du motif du timbre en négatif. Le microcontact printing consiste à transférer 

le motif sur un substrat, plusieurs types d’encres peuvent être utilisées notamment des protéines de la matrice, l’encre est déposée 

sur les motifs, séchée puis le timbre est inversé sur la surface du substrat, lorsque le timbre est retiré les protéines restent sur le 

substrat. Enfin, le même principe peut être utilisé pour faire du moulage par microtransfert en utilisant une encre formée de polymère. 

(Weibel et al., 2007) 
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Alors que la plupart des approches décrites précédemment restent limitées à une 

structuration planaire (2D), les technologies de lithographie douce peuvent également être 

utilisées pour modifier la topographie des surfaces de culture (Figure 30), ce qui peut fortement 

influencer le comportement cellulaire. Par exemple, la culture de myocytes sur des membranes 

micro-texturées (sillons de 5 µm de profondeur et 20 µm de largeur), permet l’alignement des 

cellules, une augmentation de leur taille, et l’acquisition d’une morphologie ressemblant au 

cellules in vivo (Deutsch et al., 2000). La culture sur des surfaces micro ou nano structurées 

influence également la migration (Teixeira et al., 2003), l’adhésion ou encore la prolifération 

cellulaire (van Kooten et al., 1998). Toutes ces études soulignent l’importance de la 

topographie dans les modèles de culture cellulaire.  

Une autre approche permettant de combiner à la fois fonctionnalisation et structuration de 

surface est le « in-mold patterning ». Cette technique consiste à transférer simultanément des 

motifs protéiques et des microstructures d’un moule au substrat final. Dans ce cas, la protéine 

est déposée sur la partie saillante des microstructures du moule (Yamada et al., 2016). Cette 

approche a été utilisée afin de générer des supports de culture microstructurés en lignes droites 

de 5µm de profondeur, 1 mm de long et de largeur variable (5, 10, 20, 40 et 80 µm), et un dépôt 

de Poly-L-Lysine uniquement dans le fond de ces sillons, laissant les parois des structures et la 

surface supérieure non adhésive. Les supports ont ensuite été ensemencés avec des cellules 

neurales et cette géométrie particulière combinée au traitement de surface permet un 

confinement et le guidage axonal plus reproductible et plus efficace qu’avec les techniques 

classiques de microstructuration et de microcontact printing (Yamada et al., 2016).  

Afin de reproduire la topographie tissulaire, l’approche la plus utilisée est la génération d’un 

support de culture ou scaffold (le terme de scaffold sera utilisé dans la suite de ce manuscrit) 

reproduisant l’architecture tissulaire. Le scaffold a également pour but de fournir un 

environnement favorable à la croissance cellulaire de par ses propriétés biochimiques, 

mécaniques et topographiques. De la même manière que les tissus, l’architecture du scaffold 

doit permettre une colonisation optimale par les cellules, et doit donc offrir une surface 

importante d’adhésion, interconnectée avec une porosité adaptée, des propriétés mécaniques et 

une forme tridimensionnelle spécifique au type cellulaire.  

Selon leur application, il existe deux types de scaffolds : des scaffolds destinés à 

l’implantation et à la médecine régénérative, le scaffold est, dans ce cas, souvent dégradable. 

Ou alors des scaffolds destinés à la culture cellulaire in vitro afin d’étudier des mécanismes 
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biologiques fondamentaux, dans ce cas la dégradabilité du scaffold n’est pas nécessaire (Yuan 

et al., 2018). Hormis cette différence, les propriétés mécaniques, chimiques, l’architecture et 

les techniques de fabrication sont similaires dans les deux cas. 

Plusieurs technologies permettent la génération de scaffolds. Une approche simple, est la 

création d’un moule de PDMS par lithographie, l’avantage de cette technique est qu’un seul 

masque peut être utilisé pour fabriquer de nombreux moules en PDMS peu couteux, robustes 

et réutilisables pour mettre en forme de nombreux matériaux avec une grande résolution. 

L’inconvénient de cette approche est le manque de flexibilité dans le choix de géométrie du 

scaffold qui reste généralement limité à des structures 2D ou 2,5D du fait de l’étape de moulage. 

En effet, le scaffold doit être formé de structures continues et il est difficile de fabriquer des 

structures poreuses ou suspendues. De plus de nombreuses étapes de fabrication sont 

nécessaires pour l’obtention du moule en PDMS (Vozzi et al., 2003).  

2. L’impression 3D et la bioimpression pour la génération de support de 

culture 

Une alternative pour la fabrication de scaffolds est l’impression 3D. L’impression 3D est 

une technique de fabrication additive permettant la mise en forme de pièces par ajout de matière 

ou empilement de couches successives permettant de reconstituer une structure 

tridimensionnelle. L’objet est dessiné numériquement à l’aide d’un logiciel de conception 

assisté par ordinateur (CAO), ce qui permet de générer un fichier STL (Standard Tesselation 

Language). Le fichier STL est traité par le logiciel de l’imprimante qui découpe l’objet en fines 

couches, qui sont ensuite imprimées successivement par l’imprimante 3D (Gross et al., 2014). 

L’impression 3D a de nombreux avantages, elle est rapide, permet l’impression de formes 

complexes (canaux, structures poreuses non connectées et structures suspendues) et est peu 

couteuse en termes de fabrication (Gross et al., 2014). Les progrès réalisés dans les 

technologies d’impression en terme de résolution, ainsi que sur les biomatériaux utilisables ont 

permis d’adapter ces techniques pour l’impression directe de cellules, on parle dans ce cas de 

bioimpression (Murphy and Atala, 2014). Contrairement à l’impression de scaffolds formés de 

matériaux inertes, la bioimpression permet l’impression en 2 ou 3 dimensions de matériaux 

cellularisés appelés bioencre. La bioencre est composé d’un biomatériau mimant la matrice 

extracellulaire qui peut être directement ensemencé avec des cellules vivantes. Une fois 

imprimées, les cellules prolifèrent, s’étalent et migrent, ce qui introduit la notion d’impression 

4D où la quatrième dimension représente l’évolution au cours du temps de l’objet biologique 

fabriqué (Gao et al., 2016). Il existe plusieurs technologies d’impression 3D pour la 
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bioingénierie, dont la stéréolithographie, l’impression par traitement numérique de la lumière 

(DLP), l’impression par jet d’encre, l’extrusion ou l’impression assistée par laser, qui diffèrent 

suivant les matériaux utilisés et la résolution de l’impression (Table 6) (Gross et al., 2014; 

Murphy and Atala, 2014 ).  

La stéréolithographie ou SLA (stereolithography apparatus) est la première technique 

d’impression 3D développée dans les années 1980. Elle est basée sur le principe de 

photopolymérisation d’un matériau (Figure 31 A). Il existe différentes configurations mais le 

principe d’impression reste le même. Un laser ou une lampe balaye la surface du matériau soit 

au travers d’un réservoir transparent soit à l’interface air-matériaux, ce qui entraîne la 

polymérisation d’une première couche de l’objet. Le laser est déplacé sur le matériau via des 

miroirs galvanométriques ou bien via des platines de translations, ce qui permet de contrôler 

sa position sur les axes x et y par ordinateur. L’objet est fabriqué sur une plateforme support, 

la polymérisation de la première couche permet l’accroche de l’objet sur la plateforme, et 

l’épaisseur de la couche est définie par la distance entre la plateforme d’impression et le haut 

ou le fond du réservoir. Une fois la première couche terminée, la plateforme, qui est mobile en 

z, remonte (ou descend suivant la configuration de l’imprimante), et la deuxième couche peut 

alors être imprimée. L’épaisseur entre les deux couches définit la résolution en z de 

l’impression (Juskova et al., 2018 ; Melchels et al., 2010). La longueur d’onde du laser est 

variable et définit le photoinitiateur utilisable présent dans le matériau. Le plus souvent les 

imprimantes utilisent des longueurs d’ondes UVs ou proche UVs (325 à 405 nm). Cette 

technologie est donc limitée à des matériaux photosensibles. Les matériaux utilisés sont 

généralement des résines ou hydrogels à base de polymères qui vont réticuler après exposition 

à la lumière en présence d’un photoinitiateur. La réaction de polymérisation est radicalaire : 

l’énergie lumineuse est absorbée par le photoinitiateur ce qui déclenche la formation de 

radicaux qui vont réagir avec les chaînes libres de polymère, entraînant la formation de liaisons 

covalentes permettant de créer un réseau réticulé. Cette réaction permet la polymérisation ou 

la réticulation d’hydrogel à partir de divers polymères naturels ou synthétiques de façon simple 

et rapide. Cette réaction de polymérisation permet également de contrôler précisément la 

réticulation spatiale de l’hydrogel (Annabi et al., 2014 ; Pereira and Bártolo, 2015). Cependant 

ce type de réaction en chaîne présente plusieurs inconvénients : la réaction de polymérisation 

radicalaire produit des radicaux libres qui présentent une cytotoxicité à haute concentration 

(Sabnis et al., 2009), les réactions sont inhibées par l’oxygène, la cinétique de réticulation est 

difficile à contrôler et les réactions aléatoires entre les chaînes de polymère peuvent générer 
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des hydrogels hétérogènes (Pereira and Bártolo, 2015). L’impression DLP (Digital Light 

Processing) est une technologie de fabrication additive par photopolymérisation utilisant un 

procédé de projection d’images. Les deux techniques sont similaires, toutefois, la 

technologie DLP est considérée comme un procédé d’écriture parallèle où l’image de chaque 

couche est projetée en une étape sur l’ensemble de la zone d’écriture. Le principal avantage de 

l’approche DLP est sa rapidité d’impression (Mandrycky et al., 2016; Pereira and Bártolo, 

2015 ). Cependant, contrairement à l’écriture laser, la résolution d’impression en X,Y (jusqu’à 

25 µm) dépend de la surface totale d’exposition.  

La SLA est une technique qui offre la possibilité d’imprimer des géométries complexes avec 

une haute résolution (inférieure à 50 µm). Cette technologie a déjà été utilisée pour l’impression 

de scaffolds de culture cellulaire mais aussi pour la bioimpression (Melchels et al., 2010) 

(Figure 31). La stéréolithographie a été utilisée pour mettre en forme un hydrogel de gélatine 

méthacrylate (Gel-MA) en couche de motifs hexagonaux, ces couches ont été superposées afin 

de créer une structure 3D complexe. La colonisation cellulaire a été testée, et il a été montré 

que ces scaffolds 3D supportent la croissance, la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales HUVECs. L’expression des marqueurs spécifiques endothéliaux CD31 et Von 

Willebrand Factor a également été observée (Figure 31 B) (Gauvin et al., 2012). De façon 

similaire, un scaffold poreux souple et élastique à base de résine méthacrylée a été généré par 

SLA pour l’ingénierie tissulaire cartilagineuse. Ces scaffolds supportent l’adhésion de 

chondrocytes bovins ainsi que leur prolifération et la sécrétion de glycosaminoglycanes et de 

fibrilles de collagène jusqu’à 6 semaines de cultures, ce qui aboutit à une augmentation de la 

rigidité du scaffold au cours du temps (Schuller-Ravoo et al., 2013). La SLA a également été 

utilisée pour de la bioimpression, et la génération de co-culture en 3D de cellules encapsulées 

dans un hydrogel à base de PEG-DA (poly-ethylène glycol diacrylate). Des couches contenant 

des cellules NIH 3T3 ont été imprimées successivement et la présence de cellules vivantes a 

été observée jusqu’à 14 jours après impression, malgré un faible taux de viabilité (Chan et al., 

2010) (Figure 31 C).  

La stéréolithographie est actuellement la technique d’impression 3D qui offre un des 

meilleur compromis résolution/volume d’impression, en faisant donc une technique de choix 

pour l’impression de matériaux inertes afin de générer des scaffolds complexes. Les 

technologies de lithographie laser par 2 photons (Accardo et al., 2017) offrent des résolutions 

d’impression bien supérieures avec des tailles de voxel de 200 x 400 nm (x,y,z) mais leur 
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lenteur et leur faible volume d’impression (quelques mm3 au maximum) sont des limites 

considérables pour des applications dans l’ingénierie tissulaire.  

Il est important de noter, dans les deux cas de figures, que l’utilisation de laser ou lampes 

UVs restreint l’utilisation de ces techniques pour la bioimpression (Melchels et al., 2010; 

Moroni et al., 2018). En effet, l’exposition au UVs peut entraîner des dommages à l’ADN, la 

puissance des lampes UVs est donc généralement limitée à 5-10mW/cm2. Il a été montré sur 

des cellules musculaires aortiques humaines, que l’exposition aux UVs d’une longueur d’onde 

de 365 nm et une puissance de 10 mW/cm2 jusqu’à 5 min n’affecte pas la viabilité cellulaire, 

cependant la présence de dommages à l’ADN n’a pas été vérifiée (Sabnis et al., 2009). Par 

ailleurs, comme mentionné précédemment, la libération de radicaux libres lors de la réaction 

de polymérisation peut être cytotoxique. La SLA permet d’atteindre une viabilité cellulaire 

allant de 40 à 80 % en fonction de la longueur d’onde, de la puissance de la lampe, et du 

photoinitiateur utilisé (Cui et al., 2017). Les photoinitiateurs Irgacure 819 et Irgacure 2959 sont 

faiblement cytotoxiques à faible concentration (< 0,5 % m/v) (Arcaute et al., 2006; Urrios et 

al., 2016 ), alors que l’Irgacure 651 est fortement cytotoxique à une concentration de 0,2 % 

(Mironi-Harpaz et al., 2012). Cependant ces résultats sont controversés puisqu’il a été montré 

Figure 31 : La stéréolithographie en ingénierie tissulaire 
La stéréolithographie est une méthode de fabrication additive permettant l’impression d’un objet couche par couche grâce à la 

photopolymérisation d’un matériau par un laser (Melchels et al., 2010) (A). La SLA est utilisée pour la génération de scaffold 

permettant la culture cellulaire (B), un scaffold constitué de couches poreuses de Gel-MA empilées a été utilisée pour la culture 

de cellules HUVECs-GFP après 4 jours de culture, le scaffold est entièrement recouvert de cellules (Gauvin et al., 2012). La SLA 

permet également l’encapsulation de cellules (C). Une structure multimatériaux contenant des cellules a été imprimée. Juste 

après l’impression un test MTT a permis de vérifier l’homogénéité et la viabilité cellulaire, les cultures ont été maintenues 

jusqu’à 14 jours et des cellules vivantes et étalées ont été observées (Chan V. et al., 2010).  



 
 

88 
 

que l’Irgacure 2959 était cytotoxique à des doses beaucoup plus faibles (0,04 %). Cet effet est 

dû à la libération de radicaux libres et est abolit en présence d’agents antioxydants (Sabnis et 

al., 2009). Enfin, la puissance et le temps d’exposition au laser vont déterminer l’énergie 

absorbée par le matériau (Energie (Joule/cm2) = Puissance (Watt) x temps (secondes)), il y a 

donc un équilibre à déterminer entre le temps d’impression et la puissance de la lampe utilisée. 

Par exemple, un système avec une lampe à 365 nm d’une puissance de 78mW/cm2, peut 

réticuler un gel de PEG-dma (diméthacrylate) + 0,5 % Irgacure 2959 en 5 sec, encapsulant des 

fibroblastes avec une viabilité de 90 % (Arcaute et al., 2006). Ce taux de survie est équivalent, 

voire supérieur, à d’autres observations réalisées avec des puissances plus faibles (2-10 

mW/cm2) et peut s’expliquer par la diminution du temps d’exposition des cellules aux UVs et 

donc de l’énergie absorbée (350 mJ/cm2 versus 1200 mJ/cm2) (Arcaute et al., 2006).  

En complément à ces techniques d’impression 3D par la lumière, les trois techniques de 

bioimpression principales sont l’impression par jet d’encre, l’extrusion et les imprimantes 

assistées par laser (Figure 32) (Murphy and Atala, 2014 ; Pati et al., 2016).  

 Les imprimantes à jet d’encre fonctionnent grâce à une tête d’impression qui éjecte des 

gouttes de liquide sur une surface via un procédé thermique ou piézoélectrique. Les approches 

thermiques fonctionnent grâce à une tête d’impression qui produit des augmentations de 

température très rapide (de l’ordre de 2 µs), ce qui génère une bulle de vapeur dont l’expansion 

permet d’expulser des gouttelettes au travers d’une aiguille d’un diamètre de 30 à 200 µm. La 

chaleur dissipée au niveau de la tête engendre des augmentations localisées de température qui 

atteignent entre 200 et 300 °C, ce qui ne semble pas impacter l’intégrité du matériel biologique 

ou des cellules imprimées (Murphy and Atala, 2014). Les approches basées sur un cristal piézo-

électrique permettent de créer une onde acoustique dans la tête d’impression pour fractionner 

le liquide en gouttelettes à intervalle régulier. L’avantage de ces imprimantes est la possibilité 

de contrôler la taille des gouttelettes et leur éjection, ainsi que d’éviter l’exposition des cellules 

à la chaleur (Murphy and Atala, 2014) (Figure 32 A). Les imprimantes par jet d’encre 

permettent d’imprimer des cellules selon des motifs prédéfinis, les matériaux utilisés peuvent 

être thermo ou photosensibles pour être polymériser après leur impression. Le principal 

inconvénient de cette technique est la faible densité cellulaire nécessaire afin d’empêcher 

l’obstruction des têtes d’impression (< 1.106 cellules/ml) (Mandrycky et al., 2016) et la 

nécessité de contrôler la viscosité et les propriétés rhéologiques des matériaux pour garantir 

leur extrusion et la stabilité des structures générées. Cette technique a été utilisée pour de 

multiples applications : l’impression de chondrocytes dans le but de régénérer du cartilage (Cui 
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et al., 2012), la reconstruction de vaisseaux sanguins par impression de cellules endothéliales 

humaines (Cui and Boland, 2009) ou encore l’impression de cellules souches multipotentes et 

de fibroblastes afin de régénérer de la peau (Saunders et al., 2008; Skardal et al., 2012 ). Toutes 

ces études montrent que l’impression par jet d’encre permet d’imprimer des structures 3D 

complexes avec une haute résolution (environ 10 µm) et une viabilité cellulaire importante 

(supérieure à 85%) (Li et al., 2016a ; Mandrycky et al., 2016). 

 Les imprimantes à extrusion consistent en une seringue mobile en x, y et z qui 

permet d’extruder les biomatériaux grâce à l’application d’une pression pneumatique ou 

mécanique (piston et vis) à travers des buses de quelques centaines de micromètres de diamètre 

afin de créer des rubans continus de matériaux. Des systèmes comprenant plusieurs têtes 

d’impression ou seringues ont été développés, permettant de déposer simultanément plusieurs 

matériaux afin d’imprimer en une étape un scaffold et une suspension cellulaire (Li et al., 

2016a; Murphy and Atala, 2014 ) (Figure 32 B). Les imprimantes à extrusion sont les 

imprimantes les plus utilisées en bioimpression, et sont compatibles avec de nombreux 

matériaux biologiques. L’inconvénient majeur de ces imprimantes est le stress mécanique 

généré au moment de l’impression causant dans certains cas une importante mort cellulaire 

(Mandrycky et al., 2016; Murphy and Atala, 2014 ). De nombreux paramètres peuvent 

influencer la qualité de l’impression et la survie cellulaire notamment le diamètre de l’aiguille, 

la pression exercée pour extruder le matériau et enfin les propriétés rhéologiques du matériau 

qui représentent l’une des composantes les plus importantes de cette technique (Chang et al., 

2008). En effet, en addition aux propriétés biologiques permettant la prolifération et le 

développement cellulaire, le matériau doit à la fois présenter des propriétés rhéologiques 

(viscosité, plasticité et élasticité) appropriées pendant l’extrusion, et des propriétés de 

gélification permettant le dépôt couche après couche au cours de l’impression ainsi que la 

conservation de la forme tridimensionnelle au cours du processus post-impression. Cependant, 

augmenter la viscoélasticité et les propriétés de gélation, ce qui facilite l’impression, entraîne 

une augmentation des forces de cisaillement subit par les cellules et donc une augmentation de 

la mort cellulaire. Des propriétés rhéologiques optimales de la bioencre représentent donc l’un 

des facteurs les plus cruciaux à considérer pour la bioimpression par extrusion (Chang et al., 

2008; Zhao et al., 2015). Les imprimantes par extrusion ont notamment été utilisées pour 

imprimer des fibroblastes primaires humains afin de reconstituer de la peau in vitro ou encore 

une oreille (Pourchet et al., 2017). De manière similaire une oreille « bionique » a été fabriquée 

à partir de chondrocytes imprimés dans le but de reconstituer le cartilage auriculaire (Mannoor 

et al., 2013). Enfin cette technologie permet l’impression multimatériaux, ce qui a été exploité 
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pour générer des structures hétérogènes formées de cellules endothéliales et de fibroblastes afin 

de mimer un réseau vasculaire (Kolesky et al., 2014).  

 Les imprimantes assistées par laser utilisent un laser pulsé comme source 

d’énergie pour déposer le biomatériau sur un substrat. Ce procédé LIFT (Laser Induced 

Forward Transfer) repose sur trois composants : un laser pulsé d’une longueur d’onde pouvant 

se situer dans l’infrarouge ou dans l’UV, une lame donneuse qui consiste généralement en une 

lamelle de verre recouverte d’une couche absorbante d’énergie en métal (or, titane ou argent) 

et de la couche de biomatériau, et enfin d’une lame receveuse située en face de la couche 

donneuse. Le laser irradie la lame donneuse, la couche absorbante permet de convertir l’énergie 

lumineuse en énergie thermique, propulsant des gouttes de matériel biologique sur la lame 

receveuse (Li et al., 2016a ; Murphy and Atala, 2014) (Figure 32 C). Cette technologie permet 

l’impression de matériaux multiples avec une haute résolution (de l’ordre de la dizaine de µm 

ou de la cellule unique) et une très forte viabilité cellulaire (95 %), néanmoins son coût très 

élevé limite son utilisation dans la recherche en ingénierie tissulaire (Mandrycky et al., 2016). 

L’impression par laser a été utilisée pour imprimer de la peau en imprimant successivement 

des couches de matrice, fibroblastes puis kératinocytes in vitro (Koch et al., 2012) et in vivo 

(Michael et al., 2013). De manière similaire des cellules souches mésenchymateuses ont été 

Figure 32 : Les trois approches majeures de bioimpression 
Les trois principales technologies de bioimpression sont l’impression par jet d’encre (A) l’extrusion (B) et l’impression 

assistée par laser (C), ces techniques ont permis d’imprimer de nombreux types cellulaires afin de générer des structures 

variées. Murphy & Atala, 2014 
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imprimées sur le crâne d’animaux après lésions afin de stimuler la régénération osseuse 

(Keriquel et al., 2017).  

En résumé, plusieurs approches sont envisageables afin d’introduire une microstructuration 

des modèles de culture actuellement disponibles permettant de guider l’organisation cellulaire. 

Le choix de la technologie dépend ensuite des applications souhaitées (Table 6). L’impression 

3D est une technologie prometteuse pour le prototypage et la production de support de culture. 

Elle permet la fabrication de modèles 3D complexes de façon reproductible et automatique afin 

de créer des modèles in vitro plus fidèles et physiologiques avec de nombreuses applications 

possibles, notamment dans les domaines de l’ingénierie tissulaire, de la médecine régénérative, 

ou encore pour les tests de cytotoxicité et d’efficacité de molécules thérapeutiques. Ce type 

d’approche pourrait notamment contribuer à diminuer ou remplacer l’utilisation des modèles 

animaux pour ces dernières applications. 

3. Apport de la microfluidique : le développement des organes sur puces 

L’intérêt pour le développement de modèles de culture plus physiologiques, standardisés et 

mimant à la fois les propriétés physiques et biochimiques naturelles, a mené à l’utilisation de 

systèmes microfluidiques pour la culture cellulaire. La microfluidique est définie comme « la 

science et la technologie des systèmes qui manipulent de petits volumes de fluides (10-8 à 10-9 

L), en utilisant des canaux de quelques dizaines de micromètres de diamètre» (Whitesides, 

2006). Du fait de ces volumes réduits, le flux dans les systèmes microfluidiques est entièrement 

laminaire et aucun mélange par convection ne se produit entre 2 flux qui s’écoulent côte à côte 

Table 6 : Avantages et inconvénients des techniques de microstructuration 
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avec le même canal de sortie, ce qui permet la génération précise de gradients uniquement par 

des processus de diffusions. Les systèmes les plus simples consistent en une seule chambre 

microfluidique perfusée et contenant un seul type cellulaire (Huh et al., 2011).  

Ce type de biopuces a permis dans un premier temps d’étudier l’impact de gradients 

biochimiques linéaires sur le chimiotactisme des neutrophiles en réponse l’IL8 (Li Jeon et al., 

2002), la différenciation de cellules souches neuronales en présence d’un gradient de facteurs 

de croissance (Chung et al., 2005) ou encore le guidage axonal des neurones rétiniens en 

réponse à un gradient d’éphrines (Lang et al., 2008).  

Depuis, des systèmes beaucoup plus sophistiqués ont été développés, composés de plusieurs 

canaux interconnectés par des membranes poreuses, et comprenant plusieurs types cellulaires 

afin de récréer l’interface entre les différents compartiments tissulaires. Ces systèmes peuvent 

également intégrer des forces physiques, telles que forces de compression, le stress généré par 

le flux ou encore des forces cycliques (extension/contraction). Cette technologie permet donc 

de développer des systèmes in vitro plus complexes, nommés les organes-sur-puce (Zhang et 

al., 2018). Le terme « Organ-on-Chip » a été inventé par Donald Ingberg en 2010 et il définit 

les organes sur puce comme « des dispositifs microfluidiques pour la culture de cellules 

vivantes dans des canaux perfusés en continu afin de modéliser les fonctions physiologiques 

des tissus et organes » (Bhatia and Ingber, 2014).  

Le premier organe sur puce développé est un système récapitulant les interfaces alvéoles-

capillaires et le mouvement de respiration des poumons (Huh et al., 2010). Le système est 

formé de deux chambres séparées par une fine membrane (10 µm) de PDMS flexible et 

poreuse. Du Matrigel est déposé sur la membrane, des cellules humaines épithéliales 

Figure 33 : Puce microfluidique 
Exemple de puces microfluidiques fabriquées en PDMS, un élastomère transparent, biocompatible et perméable à 

l’oxygène. (A) deux fluides (rouge et vert) injectés à deux entrées indépendantes se rejoignent dans une jonction en Y 

et entrent dans un canal droit où ils s’écoulent selon des flux laminaires adjacents sans mélange (Huh et al, 2011). (B) 

photographie d’une puce microfluidique à deux chambres de cultures, avec des colorants rouge et bleu perfusés par 

les canaux supérieur et inférieur (Bathia S.N. & Ingberg D.E., 2014). 
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alvéolaires sont cultivées au niveau du compartiment supérieur et des cellules endothéliales 

pulmonaires humaines sont ensemencées de l’autre côté de la membrane au niveau du 

compartiment inférieur. Une fois que les cellules ont atteint la confluence, de l’air est introduit 

dans le compartiment épithélial afin de recréer l’interface air-liquide. Les forces mécaniques 

générées par la respiration ont été mimées grâce à deux chambres placées sur les côtés du 

dispositif, une mise en dépression de ces chambres permet l’étirement de la membrane et donc 

des cellules, une augmentation de pression permet un retour à l’état basal (Figure 34). Ces 

conditions de culture favorisent la croissance des cellules pendant plusieurs semaines, 

permettent une augmentation de la production de surfactants et récapitulent la perméabilité et 

l’intégrité de la barrière pulmonaire observées in vivo. Ce système a été utilisé pour investiguer 

les mécanismes de réponses à des agents infectieux et pathogènes, ainsi que la réponse à 

l’exposition aux nanoparticules (Huh et al., 2010).  

A l’heure actuelle, de nombreux organes ont été modélisés sur puce microfluidique avec 

différents niveaux de complexité. Un système d’intestin sur puce a été développé permettant 

de reproduire les composantes mécaniques tels que le péristaltisme ou le stress généré par le 

flux, en adaptant le modèle précédemment développé pour le poumons (détaillé p.106) (Kim 

et al., 2012a). De nombreux microsystèmes permettant de récapituler certaines aspects 

structuraux, fonctionnels, biochimiques et mécaniques ont également été développés pour 

mimer le foie (Nakao et al., 2011), le rein (Jang et al., 2013), le cerveau (Park et al., 2015), la 

peau (Abaci et al., 2015), et la barrière hémato-encéphalique (Griep et al., 2013). Ces systèmes 

peuvent également être connectés via un réseau microfluidique afin de recréer les interactions 

inter-organes (figure 34). 

Ces technologies d’organes-sur-puces peuvent également bénéficier des techniques 

d’impression 3D afin de créer des systèmes plus complexes d’organes sur puces formés de 

plusieurs matériaux imprimés simultanément en trois dimensions. Un modèle de cœur-sur-puce 

a été fabriqué entièrement par impression 3D. Ce système contient un senseur mécanique 

déformable en polyuréthane sur lequel repose une couche en PDMS rainuré pour 

l’ensemencement de cardiomyocytes, ce motif strié du PDMS permet l’assemblage et le 

guidage des cellules pour former un tissu anisotropique. La contraction des cardiomyocytes se 

produit de façon synchrone ce qui entraîne la déformation du senseur et permet donc de détecter 

et mesurer la contraction cellulaire. Une composante électrique a également été intégrée pour 

mesurer la résistance cellulaire. Enfin, un puit en PDMS est imprimé autour des puces afin de 

les isoler et de multiplexer le système (Figure 34). Pour créer ce système, 6 encres ont été 
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utilisées et imprimées successivement grâce à une imprimante par extrusion multimatériaux. 

Cette puce est l’un des premiers modèles d’organes sur puce entièrement généré par impression 

3D. Une preuve de concept a été réalisée sur ce système cardiaque microphysiologique via le 

test de drogues influençant la force de contraction ou le rythme cardiaque, tels que des agonistes 

β-adrénergique (Lind et al., 2017).  

Ces organes-sur-puces représentent donc un outil puissant pour l’études des mécanismes 

biologiques ou biophysiques, mais également pour les tests de cytotoxicité dans le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques.  

Récemment, un nouveau concept émerge pour décrire ces modèles in vitro, les systèmes 

microphysiologiques. Ce terme, plutôt que le terme « Organ-On-Chip » désigne des modèles 

in vitro récapitulant certains aspects de la fonction d’organes in vivo, et non de l’organe entier, 

grâce à l’utilisation de microenvironnements de culture spécialisés, notamment des matrices 

3D et une microperfusion (Edington et al., 2018).  

Figure 34 : Les organes sur puce 
Le premier « Organ-On-Chip » développé est le « Lung-On-Chip » qui permet de mimer la barrière pulmonaire grâce à la 

microfluidique. Depuis les technologies d’impression 3D ont été intégré et ont permis de fabriquer des systèmes complexes de 

façon automatisée, exemple du « Heart-On-Chip ». Ces puces microfluidiques représentant un seul organe peuvent être 

combinées afin de créer un « Human-On-Chip » pour étudier notamment l’absorption de molécule à l’échelle multi-organes. 
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III. Matériaux mimant la matrice extracellulaire 

Une composante clé de ces nouveaux modèles de culture est le choix du biomatériau utilisé 

pour la génération des scaffolds. Le rôle de ce matériau est de reproduire de manière artificielle 

les sites d’adhésion et les propriétés biochimiques, mécaniques et de porosité de la matrice 

extracellulaire. Certains polymères thermoplastiques, photosensibles ou thermosensibles ont 

été utilisés dans la littérature comme support de culture (Brown et al., 2005 ; Huh et al., 2011). 

C’est le cas notamment du PDMS dont les propriétés de porosité au gaz, de biocompatibilité et 

de déformation élastique ont pu être mise à profit pour étudier l’impact d’une déformation 

cyclique sur l’homéostasie et la fonction tissulaire (Huh et al., 2010). Toutefois, les difficultés 

de contrôle de la rigidité et la non porosité aux espèces en solutions limitent fortement 

l’utilisation de ce matériau. C’est pourquoi, dans la plupart des applications, les scaffolds de 

biomatériaux sont généralement formés d’hydrogels qui reproduisent plus fidèlement les 

propriétés physico-chimiques de la matrice extracellulaire.  

Les gels sont des matériaux semi-solides biphasiques formés d’un réseau de polymères 

dilués dans un liquide, lorsque la phase liquide est aqueuse on parle alors d’hydrogels. Les 

hydrogels sont formés d’un réseau tridimensionnel de polymères hydrophiles qui interagissent 

via des liaisons chimiques ou physiques, ce qui leur permet d’absorber de grandes quantités 

d’eau ou de liquide biologique et de gonfler, tout en conservant leur structure tridimensionnelle 

sans se dissoudre (El-Sherbiny and Yacoub, 2013 ; Zhu and Marchant, 2011). L’intégrité de la 

structure dépend du degré de réticulation entre les chaînes de polymères et du mécanisme de 

polymérisation, ce qui permet de différencier les hydrogels en deux classes : chimiques ou 

physiques. Les liaisons physiques comprennent les liaisons hydrogènes, les interactions 

hydrophobes, les interactions ioniques ou encore des enchevêtrements entre les chaînes de 

polymères. Ces liaisons sont non permanentes, mais suffisantes pour maintenir la structure de 

l’hydrogel dans l’eau. En opposition, les liaisons chimiques, sont permanentes et formées par 

des liaisons covalentes. Un moyen simple de créer ces liaisons covalentes est de fonctionnaliser 

les chaînes de polymères afin de créer des groupements réactifs, la réticulation peut alors se 

faire par polymérisation radicalaire, réaction chimique ou grâce à la présence d’enzymes. 

(Ruedinger et al., 2015 ; Zhu and Marchant, 2011). Les hydrogels sont des gels poreux et la 

porosité du réseau (taille des pores ou maille) doit être suffisante pour assurer l’apport en 

oxygène et en nutriments. La taille des pores du réseau dépend du degré de réticulation de 

l’hydrogel, de la structure chimique du polymère et notamment de la longueur des chaînes ainsi 
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que des facteurs environnementaux tel que le pH, la température ou la force ionique (Peppas et 

al., 2000; Verhulsel et al., 2014).  

Les hydrogels utilisés en ingénierie tissulaire peuvent également être classés en deux 

catégories selon l’origine des polymères : les matériaux d’origine naturelle ou synthétique.  

1. Matériaux d’origine naturelle 

Les matériaux naturels sont des protéines ou polysaccarides purifiés à partir d’une source 

biologique animale ou végétale. Parmi les protéines couramment utilisées on retrouve 

notamment le collagène, l’albumine, la fibrine, le Matrigel et les protéines de la soie ; les 

polysaccharides comprennent l’acide hyaluronique, le chitosan ou l’agarose (Ruedinger et al., 

2015; Verhulsel et al., 2014 ). Ces polymères naturels restent les plus physiologiques pour 

mimer la matrice puisqu’ils sont retrouvés dans les matrices extracellulaires in vivo et sont très 

efficaces pour soutenir l’adhésion, la croissance et la différenciation cellulaire (Peppas et al., 

2006). Les gels de polymères naturels peuvent être réticulés selon plusieurs mécanismes. Par 

exemple, des gels de collagène peuvent être obtenus sans aucune modification chimique, les 

chaînes peuvent s’auto-assembler pour former des fibres stables via la formation liaisons 

hydrogènes, cependant les gels obtenus présentent des propriétés mécaniques très faibles 

(Drury and Mooney, 2003). Afin d’augmenter la rigidité, il est possible de former des scaffolds 

de collagène via l’ajout d’agents réticulants, tels que le glutaraldéhyde, l’exposition à des 

agents physiques (UVs, température), en le mélangeant avec d’autres polymères (Lee et al., 

2001), ou encore via la conjugaison de groupements réactifs de type acrylate afin de le rendre 

photosensible, ce qui permet une réticulation par réaction radicalaire en présence d’un 

photoinitiateur (Drzewiecki et al., 2017). De manière similaire, la gélatine méthacrylate est 

couramment utilisée en ingénierie tissulaire. La gélatine est un dérivé du collagène obtenu par 

Figure 35 : Structure d'un hydrogel 
Un hydrogel est un réseau de polymères hydrophiles réticulés chimiquement ou physiquement et capable d’absorber 

de grande quantité d’eau tout en maintenant sa structure tridimensionnelle. 
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hydrolyse de la triple hélice de collagène en molécules simple brin. La gélatine est moins 

immunogénique que le collagène et conserve les séquences RGD (Arg-Gly-Asp) qui favorisent 

l’adhésion cellulaire (Yue et al., 2015). La gélatine contient de nombreux groupements amines 

(-NH2) qui réagissent avec l’anhydride méthacrylique, entraînant la substitution des 

groupements amines par des groupements méthacrylates, permettant ensuite la 

photoréticulation par réaction des groupement acryloyles entre eux (Nichol et al., 2010). Le 

degré de substitution des groupements amines est variable mais reste faible, laissant ainsi la 

majorité des motifs RGD intacts et n’affectant donc pas les propriétés d’adhésion de la gélatine 

(Yue et al., 2015).  

Les matériaux naturels sont dégradables par les métalloprotéases cellulaires ce qui est un 

atout pour les scaffolds destinés à l’implantation, mais un inconvénient pour le développement 

de modèles in vitro, puisque la topographie 3D n’est pas conservée lors de cultures de longues 

durées (Blondel and Lutolf, 2019; Yu et al., 2012 ). Les hydrogels naturels possèdent 

également des propriétés mécaniques et biochimiques souvent faiblement caractérisées et donc 

difficilement modifiables ou contrôlables. De plus, du fait de leur origine naturelle, leur 

composition peut varier d’un lot à l’autre, nuisant à la reproductibilité des expériences 

(Ruedinger et al., 2015). 

Une alternative intéressante permettant de limiter ces inconvénients est l’utilisation 

d’hydrogels à base de polymères synthétiques. 

2. Matériaux synthétiques 

Les hydrogels synthétiques peuvent être générés à partir de nombreux polymères tel que le 

polyvynil alcohol (PVA), polyethylene oxide (PEO), polyhydroxymethyl methacrylate 

(PHEMA), polyacryl amide ou le polyethylene glycol (PEG). Les hydrogels à base de PEG 

font partis des matériaux les plus utilisés pour des applications biomédicales, ils sont 

biocompatibles, non immunogènes, et inertes vis-à-vis de de la plupart des molécules 

biologiques et notamment des protéines, et le PEG est approuvé par la FDA (Food and Drug 

Administration) (Peppas et al., 2006; Zhu, 2010). Le PEG a une structure linéaire ou branchée 

(multibras), la structure basique est un PEGdiol, se terminant par des groupements hydroxyles 

(-OH). Ces groupements hydroxyles peuvent être convertis en de nombreux groupes 

fonctionnels tel que des groupements thiols (-SH), amine (-NH2), acide carboxylique (-COOH) 

ou encore acrylate (-CH2=COOH). Ces groupes terminaux peuvent être identiques (PEG 

symétrique) ou différents (PEG asymétrique) et servent pour la formation des hydrogels ou la 
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conjugaison de biomolécules. Les polymères de PEG peuvent être réticulés par de nombreux 

mécanismes, l’approche la plus couramment utilisée pour créer des hydrogels de PEG est la 

photopolymérisation via l’utilisation de PEG acrylates comme le PEG-DA, le PEG 

diméthylacrylate et les PEG multibras acrylate (n-PEG-Acr) (Zhu, 2010), par un mécanisme 

de réaction radicalaire. La réaction est initiée par un photoinitiateur qui absorbe fortement 

l’énergie lumineuse à une longueur d’onde donnée, ce qui entraîne son clivage et la libération 

de radicaux. Les espèces radicalaires réagissent avec les groupements acrylates sur la carbone 

vinyle et causent l’ouverture des doubles liaisons, le radical est alors porté par la chaîne de 

PEG modifiées menant à la formation de liaison covalentes entre deux groupements acrylates 

sans double liaison. La réticulation se propage ensuite par addition successive de monomères 

sur la chaîne en croissance porteuse du radical (Figure 36) (Nguyen and West, 2002; Yang et 

al., 2015; Zhu et al., 2013 ). Les radicaux libres étant très réactifs, la réaction de polymérisation 

est très rapide.. Les hydrogels synthétiques offrent également plus de flexibilité en terme de 

propriétés chimiques et physiques, par exemple en faisant varier la masse molaire du polymère, 

la quantité de photoinitiateur, ou encore le pourcentage de polymères présent dans la solution 

(Verhulsel et al., 2014).  

Les hydrogels à base de PEG sont donc des matériaux de choix pour la création de scaffolds, 

cependant le PEG est complètement inerte et ses propriétés non adhésives font que les cellules 

n'adhèrent que très faiblement sur ce matériau. Il est donc nécessaire de combiner à ce matériau 

des molécules d’adhésion, telles que le collagène, la fibronectine ou encore des peptides RGD, 

afin de créer des matériaux hybrides semi-synthétiques contenant des polymères synthétiques 

conjugués avec des molécules biologiques (Guarnieri et al., 2010; Ruedinger et al., 2015).  
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Figure 36 : Réaction de photopolymérisation du PEG-DA en présence d'Irgacure 819 

La réticulation du PEG-DA pour former un hydrogel se produit via une réaction radicalaire. La réaction est 

initiée grâce au photoinitiateur, ici l’Irgacure 819, qui après absorption de photons est clivé ce qui entraîne 

la formation de radicaux. Le clivage de l’Irgacure 819 peut former jusqu’à 4 espèces radicalaires. Ces 

radicaux réagissent avec les groupements acrylates du PEG-DA, ce qui entraîne la liaison des chaînes de PEG 

via leurs groupements acrylates terminaux et aboutit à la formation d’un réseau tridimensionnel de PEG-

DA et donc à la réticulation de l’hydrogel.  
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Les hydrogels de PEG peuvent être modifiés de différentes façons pour promouvoir 

l’adhésion cellulaire. Les peptides ou protéines peuvent être greffés à l’hydrogel après sa 

polymérisation, dans ce cas il est nécessaire de modifier la surface de l’hydrogel afin de fournir 

des sites de liaisons pour les peptides. Une méthode rapide consiste à co-polymériser le PEG-

DA avec de l’acide acrylique ce qui fournit des groupements acides carboxyliques COO- à pH 

neutre, qui chargent négativement le gel et permettent l’interaction avec des molécules 

chargées positivement via des interactions électrostatiques (Chen et al., 2015).  

Ces groupements carboxyliques offrent également la possibilité de greffer de façon 

covalente des protéines sur l’hydrogel via l’ajout d’EDC (1-ethyl-3-(3-

(dimethylamino)propyl)carbodiimide hydrochloride) qui permet la formation d’une liaison 

amide entre une fonction carboxylique et une fonction amine dans l’eau. L’EDC réagit avec 

les groupements acides pour former un intermédiaire actif, l’O-acylisourée, qui est facilement 

déplacé par les groupements amines primaires présents dans le mélange réactionnel. L’amine 

primaire va alors former une liaison amide avec le groupement carboxylique d’origine et un 

sous-produit de l’EDC est libéré sous la forme d’un dérivé soluble de l’urée . L’intermédiaire 

O-acylisourée est peu stable dans les solutions aqueuses et l’absence de réaction avec une 

amine entraîne son hydrolyse et la régénération de l’acide carboxylique ainsi que la libération 

d’urée. Le N-hydroxysuccinimide (NHS) est souvent ajouté à la réaction pour améliorer 

l’efficacité et créer des intermédiaires stables. L’EDC couple le NHS aux carboxyles, formant 

un ester activé qui est plus stable que le O-acylisourée tout en permettant une conjugaison 

efficace aux amines primaires (Figure 37) (Bart et al., 2009 ; Kokkinis et al., 2013; Lee et al., 

2007 ). 
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Les molécules d’adhésion peuvent également être incorporées dans le mélange avant 

polymérisation et être soit piégées physiquement dans les mailles de l’hydrogel, soit liées 

chimiquement aux chaînes de polymères (Zhu, 2010). Une stratégie couramment utilisée pour 

la fabrication d’hydrogel de PEG bioactif est la copolymérisation de molécules acrylées avec 

des chaînes de PEG-DA. Les peptides-acrylates peuvent être générés via la fonctionnalisation 

du groupement amine N-terminal avec un acide acrylique portant un groupement ester activé 

NHS, créant une liaison amide stable entre le peptide et l’acide acrylique. De la même façon, 

les peptides peuvent être greffés directement sur les chaînes de PEG, grâce à l’utilisation de 

PEG-monoacrylate-NHS (PEG-Acr-NHS), qui porte un groupe acrylate à une extrémité et un 

groupe NHS à l’autre (Hern and Hubbell, 1998).  

Cette technique a été utilisée afin de générer des peptide RGD monoacrylé et du PEG-RGD 

qui peuvent être co-polymérisés avec du PEG-DA, ce qui augmente l’adhésion et la migration 

cellulaire (Hern and Hubbell, 1998). Dans ce cas la distribution spatiale des groupements RGD 

est aléatoire et la quantité de peptide disponible est hétérogène. Afin de contrôler la quantité et 

l’organisation spatiale des peptides RGD dans les hydrogels, du PEG-DA-RGD a été synthétisé 

par conjugaison de RGD-DAP (acide diaminopropionique) au PEG-Acr-NHS, afin d’attacher 

le peptide RGD au milieu d’une chaîne de PEG-DA. Dans ce cas le PEG-RGD conserve les 

groupements acrylates aux deux extrémités. Cette approche permet d’incorporer une grande 

Figure 37 : Réaction de couplage EDC/NHS 
L’EDC permet la conversion des acides carboxyliques en un intermédiaire O-acylisourée qui peut réagir avec 

les groupements amines pour former une liaison amide stable. L’ajout de NHS à cette réaction permet 

d’augmenter l’efficacité de la conjugaison. Kokkinis et al., 2013 
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quantité de peptides RGD de manière homogène sans affecter les propriétés mécaniques de 

l’hydrogel (Zhu et al., 2006; Zhu et al., 2009a ). Des hydrogels de PEG-DA contenant du RGD 

linéaire ou cyclique ont ainsi été obtenus, et il a été montré que la présence de RGD cyclique 

augmente significativement l’adhésion cellulaire par rapport aux peptides RGD linéaires (Zhu 

et al., 2009a). 

Ces techniques de modification des chaînes de PEG-DA ont été utilisées pour 

l’incorporation de différents sites d’adhésions, mais également de sites de dégradation 

reconnus par les métalloprotéases afin de rendre les hydrogels dégradables (Phelps et al., 2010), 

ou encore des facteurs de croissances tel que le VEGF (Phelps et al., 2010) ou l’EGF (Gobin 

and West, 2003) pour favoriser la colonisation des scaffolds, la prolifération, la migration et la 

différenciation cellulaire.  

Bien que la photopolymérisation présente de nombreux avantages, l’utilisation d’UVs peut 

créer des dommages cellulaires. Une des alternatives pour la réticulation et la modification des 

hydrogels de PEG est l’addition de Michael, qui permet la création d’une liaison covalente 

entre un groupement nucléophile (amine ou thiol) et un groupement électrophile : acrylate, 

vinyle sulfone (VS) ou maléimide (Mal). Le mélange des polymères portant ces groupements 

est suffisante à la réaction et l’hydrogel peut se former dans des conditions physiologiques en 

contact avec des tissus, et affecte peu la viabilité cellulaire, en faisant donc une méthode de 

réticulation idéale pour l’encapsulation cellulaire (Hiemstra et al., 2007; Lutolf and Hubbell, 

2003 ; Lutolf et al., 2003 ).  

La flexibilité des hydrogels synthétiques est un des avantages majeurs de ces matériaux et 

permet de décomposer la complexité de la matrice extracellulaire afin d’étudier l’effet des 

facteurs biochimiques ou mécaniques de façon indépendante sur le comportement cellulaire.  

Ce type de biomatériau a récemment été utilisé pour remplacer le Matrigel afin de générer 

des organoïdes et améliorer le contrôle des propriétés physiques et la reproductibilité des 

cultures (Blondel and Lutolf, 2019). Des organoïdes intestinaux ont été obtenus à partir de 

cellules souches intestinales adultes Lgr5+ (Gjorevski et al., 2016), d’iPSC, ou de cellules 

souches embryonnaires humaines (Cruz-Acuna et al., 2017) inclues dans des hydrogels à base 

de PEG multibras PEG-4MAL (Cruz-Acuna et al., 2017) ou PEG-8-Acr (Gjorevski et al., 

2016). Les hydrogels de PEG-8 bras ont été polymérisés via l’action du facteur XIII de la 

coagulation en présence de calcium et fonctionnalisés avec différentes molécules d’adhésion et 

de dégradation. Les propriétés mécaniques de l’hydrogel ont également été modifiées 
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(Gjorevski et al., 2016). Ce travail a permis de mettre en évidence que la présence de 1 mM de 

peptide RGD dans une matrice de rigidité intermédiaire (1,3kPa) permettait l’expansion des 

cellules souches intestinales de manière optimale via l’activation de la voie de signalisation 

YAP, alors que la diminution de la rigidité et la présence de laminine α1β1γ1 sont essentielles 

à la différenciation et à la formation des organoïdes (Gjorevski and Lutolf, 2017; Gjorevski et 

al., 2016 ). De manière similaire, une autre étude a rapporté l’utilisation d’hydrogels de PEG-

4MAL polymérisés via une réaction d’addition de Michael et fonctionnalisés avec des sites 

d’adhésion, puis liés à des peptides dégradables par les métalloprotéases indispensables à la 

survie des organoïdes. La proportion de polymères et des groupements d’adhésion ont été 

modulés afin d’identifier les conditions optimales pour l’expansion des cellules souches de 

manière similaire au Matrigel. Ces conditions sont 4% PEG-4MAL (module élastique 

d’environ 100 Pa) en présence de 2 mM de RGD et de peptides dégradables (Cruz-Acuna et 

al., 2017 ; Cruz-Acuna et al., 2018).  

Ces études ont donc confirmé l’intérêt de l’utilisation de matériaux synthétiques et des 

techniques de bioingénierie pour les études in vitro, cependant plusieurs limitations sont encore 

présentes dans les organoïdes, comme l’absence de gradients biochimiques, de forces 

dynamiques ou encore de topographie. C’est pourquoi, ces dernières années, plusieurs modèles 

in vitro ont été générés afin d’étudier l’épithélium intestinal.  

IV. Modèles de culture microfabriqués de l’intestin 

La convergence des systèmes de culture d’organoïdes et des techniques de microfabrication 

développés ces dernières années a mené au développement de divers modèles de cultures 

microfabriqués d’intestin in vitro. 

1. Reproduction de la topographie 

Comme décrit précédemment, l’épithélium intestinal est un tissu hautement structuré et 

polarisé, organisé en cryptes et villosités. Afin d’étudier l’impact de cette architecture sur le 

comportement cellulaire, des scaffolds 3D ont été générés afin de mimer cette topographie 

spécifique. L’introduction de gradients de signaux biochimiques le long de l’axe 

crypte/villosité a également été testé dans plusieurs modèles.  

Des scaffolds reproduisant les villosités ont été fabriqués en collagène de type 1 par 

moulage, puis ensemencés avec des cellules Caco-2 (Sung et al., 2011) (Figure 38 A). Les 

Caco-2 sont des cellules d’adénocarcinome colorectal humain qui se différencient 
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spontanément lorsqu’elles atteignent la confluence en un épithélium polarisé présentant des 

caractéristiques similaires aux entérocytes (Hidalgo et al., 1989). Ces cultures 3D ont permis 

l’obtention d’un épithélium polarisé en trois dimensions. Ce modèle a révélé que la culture en 

3 dimensions sur les scaffolds en collagène 1 entraînait une diminution de la résistance 

transépithéliale et une augmentation de la perméabilité, avec des valeurs plus proches des 

valeurs observées in vivo par rapport aux cultures en 2 dimensions (Yu et al., 2012). Ce système 

de culture permet aussi une augmentation de l’expression de marqueurs de différenciation 

comme les mucines, notamment MUC17 (Kim et al., 2014a). Cette approche a été utilisée pour 

évaluer la perméabilité de molécules pharmaceutiques (Yu et al., 2012), ainsi que l’effet de 

MUC17 sur la réponse antibactérienne et l’intégrité de la barrière intestinale (Kim et al., 

2014a). Ce système présente donc plusieurs avantages, cependant le scaffold en collagène est 

progressivement dégradé par les cellules et les structures ne sont pas conservées dans le temps, 

ce matériau ne permet donc pas de réaliser des cultures prolongées (Yu et al., 2012). Afin de 

contourner cette limite, des scaffolds en matériaux synthétiques ont été développés.  

En utilisant la même technique de moulage, des scaffolds poreux en PLGA (poly-lactic-

glycolic acid) reproduisant l’architecture des villosités ont été fabriqués et fixés sur membranes 

poreuses dans un système de type transwell, ce qui permet l’introduction de gradients de 

signaux biochimiques. Ces scaffolds supportent la co-culture de cellules Caco-2/HT29-MTX 

(lignée cancéreuse colorectale modifiée pour la sécrétion de mucus) jusqu’à 28 jours (Figure 

38 B) (Costello et al., 2014a). Comme précédemment, la culture en trois dimensions permet 

l’augmentation de certains marqueurs de différenciation comme la phosphatase alcaline.  

De plus, la présence d’un gradient d’EGF, le long de l’axe vertical du scaffold en PLGA ,  

augmente significativement l’activité de la phosphatase alcaline et la sécrétion de mucus, ce 

qui n’est pas observé sur des cultures en 2 dimensions (Costello et al., 2014a). Ce système a 

également été validé pour la culture de cellules intestinales primaires. Les scaffolds de PLGA 

ont été recouverts de Matrigel puis les cellules intestinales obtenues à partir de cryptes 

dissociées ont été cultivées pendant 7 jours en présence de facteurs de croissance (EGF, R-

spondin, Noggin et Wnt3a). Une différenciation ainsi qu’une organisation spatiale des cellules 

ont été observées : les cellules exprimant le lysozyme (marqueurs des cellules de Paneth) 

restent en bas du scaffold alors que les cellules exprimant la mucine-2 (cellules en gobelet) 

migrent vers le haut (Costello et al., 2014a). Ce système a été utilisé pour mimer l’invasion 
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d’agents pathogènes sur la barrière intestinales et évaluer l’effet thérapeutique de probiotiques 

(Costello et al., 2014b).  

Récemment des scaffolds en hydrogel à base d’un mélange de 6,5 % PEG-DA (m/v) /0,3 % 

acide acrylique (m/v) en présence d’un photoinitiateur (1% Irgacure 2959) ont été fabriqués 

par photolithographie puis assemblés dans un transwell, les scaffolds ont été fonctionnalisés 

avec des protéines de la matrice (collagène ou laminine) via la réaction EDC/NHS (décrite 

p.100) (Castano et al., 2019). Ces structures 3D supportent la croissance de cellules Caco-2 

jusqu’à 21 jours et comme observés précédemment, la culture en trois dimensions permet 

l’obtention d’un épithélium polarisé, exprimant des marqueurs de différenciation avec des 

valeurs de résistance transépithéliale plus proche de celles obtenues in vivo. Cependant l’effet 

seul de l’hydrogel en 2 dimensions n’a pas été évalué, il n’est donc pas possible de dire si cette 

amélioration de la différenciation est due à la topographie du scaffold, à la matrice ou aux deux 

(Castano et al., 2019).  

Ces modèles permettent donc de récapituler certains aspects de la topographie intestinale et 

ont mis en évidence un impact pro-différenciatif de cette architecture. Cependant, les scaffolds 

générés reproduisent uniquement les villosités mais pas les cryptes et ne récapitulent donc pas 

totalement la topographie de l’épithélium. En effet, la topographie des cryptes joue un rôle 

important dans la régulation des cellules intestinales. La culture de cellules Caco-2 sur un 

support de PDMS mimant des cryptes (puits de 120 µm de profondeur et 50, 100 ou 500 µm 

de diamètre) cause une diminution de la prolifération, de l’étalement et de l’activité 

phosphatase alcaline ainsi qu’une augmentation de l’activité métabolique (Wang et al., 2009). 

Enfin, une étude récente décrit la génération d’un scaffold en collagène 1 réticulé 

reproduisant les dimensions de l’épithélium intestinal humain. Le scaffold a été fabriqué par 

moulage, le moule étant généré par des techniques de lithographie, et le collagène 1 est réticulé 

de façon covalente grâce à la chimie EDC/NHS, ce qui empêche sa dégradation par les cellules 

(Wang et al., 2017b) (Figure 38 C). Les scaffolds ont ensuite été placés dans des transwells 

afin de reproduire le gradient inverse de facteurs de croissance, puis ensemencés avec des 

organoïdes. Ces structures permettent la croissance et la différenciation des cellules primaires 

humaines et cette étude a révélé que même si l’architecture tridimensionnelle favorise 

l’organisation cellulaire, la présence des gradients de facteurs de croissance est nécessaire pour 

une ségrégation des cellules prolifératives et immatures dans les cryptes et des cellules 

différenciées au niveau des villosités (Wang et al., 2017b).  



 
 

106 
 

 

Figure 38 : Modèle de culture reproduisant la topographie intestinale 
Plusieurs modèles reproduisant l’architecture tridimensionnelle de l’épithélium intestinal ont été générés 

grâce à des techniques de microfabrication. Des scaffolds naturels en collagène 1 (A) ou synthétiques en 

PLGA (B) ont été fabriqués par moulage et supportent la culture et la différenciation de Caco-2. Plus 

récemment, un scaffold en collagène réticulé et la génération d’un gradient inverse de facteurs de croissance 

(C) a permis la culture et l’organisation spatiale de cellules intestinale primaire humaine. 
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En résumé, toutes ces études soulignent donc l’importance de la topographie sur le 

comportement cellulaire et offrent des modèles plus physiologiques et pertinents pour l’étude 

de l’épithélium intestinal. Cependant, les techniques de fabrication utilisées reposent 

principalement sur la génération d’un moule, ce qui offre peu de flexibilité en termes de 

géométrie et limite la complexité de l’architecture.  

2. Gut-On-Chip : reproduction de la composante mécanique 

Une autre composante importante du microenvironnement intestinal est la présence de 

forces mécaniques dynamiques telles que le péristaltisme et les forces de cisaillement générées 

par le flux. Afin d’étudier l’influence de ces forces sur les cellules intestinales un système 

microfluidique d’intestin-sur-puce a été généré. Ce système est adapté du modèle de poumons-

sur-puce (Huh et al., 2010) et permet la reproduction des mouvements péristaltiques et du flux 

de liquide (Kim et al., 2012a). La puce consiste en une chambre centrale subdivisée en 2 canaux 

par une membrane poreuse fine de PDMS. Deux chambres latérales sont connectées à une 

pompe à vide afin d’exercer des forces cycliques d’étirement pour mimer le péristaltisme 

(étirement de 10 % à une fréquence de 0,15 Hz) (Kim et al., 2012a). Des cellules Caco-2 ont 

été ensemencées sur une membrane de PDMS (2D) après dépôt d’une couche de Matrigel et le 

milieu de culture a été perfusé à un flux de 30 µL/h (Figure 39). Ce système permet de 

distinguer les effets provoqués par les forces de cisaillement des effets générés par les forces 

cycliques d’étirement afin d’étudier leur influence séparément ou collectivement sur 

l’épithélium. Dans ces conditions de culture dynamique, les Caco-2 forment spontanément des 

structures de types villosités, et montrent une augmentation de la polarisation de l’actine ainsi 

qu’une diminution de la résistance transépithéliale. L’écoulement de fluide semble être plus 

important que la déformation cyclique pour l’induction de la morphogénèse des villosités (Kim 

et al., 2012a). Les cellules adoptent également une organisation spécifique avec des cellules 

prolifératives localisées au niveau de la membrane de PDMS et les cellules différenciées 

exprimant des marqueurs  comme la villine, la kératine 20, des mucines ou encore la sucrase 

isomaltase localisées dans les structures de types villosités (Kim and Ingber, 2013). Ce système 

a été utilisé afin d’étudier les interactions entre la flore bactérienne et l’épithélium (Kim et al., 

2012a). La présence de 2 chambres, supérieure et inférieure permet également de reproduire 

les interfaces tissulaires. Afin de récapituler la réponse inflammatoire en réponse à des agents 

pathogènes, des cellules immunitaires circulantes ont été introduites dans le canal inférieur, ce 

qui a permis de mettre en évidence que les signaux inflammatoires, notamment la sécrétion 

d’IL8, générés par les cellules immunitaires favorisent les effets délétères des agents 
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pathogènes sur les Caco-2. Ce modèle mimant la réponse inflammatoire a été utilisé pour 

évaluer l’effet protecteur d’agents probiotiques sur l’épithélium intestinal (Kim et al., 2016).  

Plus récemment, ce système microfluidique a été adapté pour la co-culture de cellules 

épithéliales intestinales primaires humaines dans le compartiment supérieur avec des cellules 

endothéliales primaires humaines dans le canal inférieur. Comme précédemment, les cellules 

soumises à des contraintes mécaniques se différencient et s’organisent spontanément en cryptes 

et villosités (Kasendra et al., 2018) (Figure 39). Le mécanisme proposé pour expliquer cette 

morphogénèse des villosités est la sécrétion basale de l’antagoniste de Wnt, Dickkopf-1 

(DKK1) par les cellules épithéliales. En présence d’un flux, DKK1 est enlevé ce qui permet la 

signalisation Wnt et initie la morphogénèse des villosités, notamment via l’activation du 

récepteur de Wnt Fz 9, dont l’expression est induite par le flux. Dans des conditions de culture 

statiques, l’antagoniste sécrété s’accumule dans la chambre basale et inhibe la formation des 

villosités (Shin et al., 2019).  

En résumé cette puce microfluidique a permis de mettre en évidence l’importance des 

mouvements et des forces dynamiques dans le développement et l’homéostasie intestinale. Ce 

système constitue également un modèle pertinent pour l’étude des interactions tissulaires ou 

microbiote-épithélium.  

Figure 39 : Modèle d'intestin-sur-puce 
Une puce microfluidique permettant la reproduction des mouvements dynamiques de l’intestin a été développée en 

adaptant le modèle de poumons-sur-puce (Huh et al., 2010). L’introduction de ces forces dynamiques entraîne une 

amélioration de la différenciation et l’organisation des cellules en structures de type villosités contenant les cellules 

différenciées alors que les cellules prolifératives restent localisées au niveau de la membrane.  
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Conclusion 

L’avènement de l’ingénierie tissulaire et l’apport des technologies de microfabrication aux 

modèles de culture a permis le développement de modèles plus physiologiques et pertinents, 

récapitulant mieux la complexité du microenvironnement physique et biochimique observée in 

vivo ainsi que certaines fonctions des tissus ou organes. Ces systèmes représentent donc un 

outil puissant pour la médecine régénérative, mais également pour l’étude de mécanismes 

biologiques ou biophysiques fondamentaux ainsi que pour le développement de nouvelles 

molécules thérapeutiques. Ce champ de recherche en est encore à ses premiers pas et les 

prochaines années devraient voir un développement exponentiel de ce type de technologies. 
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Hypothèses et objectifs 

Ce travail de recherche a porté sur la biologie de l’intestin et plus particulièrement sur 

l’étude des mécanismes impliqués dans le maintien des cellules souches intestinales et de 

l’homéostasie tissulaire, ce projet s’articule autour de deux axes principaux.  

Le premier objectif de cette thèse a porté sur l’étude du rôle de p57 dans les cellules souches 

intestinales. p57 est un inhibiteur des complexes cycline/CDK de la famille Cip/Kip, requis 

pour le développement embryonnaire (Besson et al., 2008). Le gène codant pour p57, CDKN1C 

est également le gène le plus fréquemment réprimé ou muté dans le syndrome de Beckwith-

Wiedemann (BWS). Des mutations ponctuelles du gène CDKN1C sont identifiées dans environ 

8% des cas sporadiques et sont responsables de la majorité des cas familiaux (50 %) de BWS 

(Eggermann et al., 2014b). Ces mutations sont réparties sur l’ensemble de la séquence codante 

et ne sont pas limitées au domaine de liaison cycline/CDK (Eggermann et al., 2014b), suggérant 

donc que p57 joue des rôles indépendants de l’inhibition du cycle cellulaire pendant le 

développement. Afin d’identifier ces rôles indépendants des CDK, un modèle de souris knock-

in a été généré au sein de l’équipe. Les souris expriment une forme mutante de p57 (p57CK-) 

qui ne peut plus lier les complexes cycline/CDK, le reste de la protéine est complètement 

fonctionnel. La comparaison des phénotypes des souris p57KO et p57CK- a permis d’identifier 

des fonctions de p57 indépendantes de l’inhibition du cycle pendant le développement et de 

mettre en évidence que BWS n’est pas entièrement causé par la perte d’inhibition des CDK 

due à l’inactivation de p57 (Duquesnes et al., 2016). L’étude comparative des souris p57KO et 

p57CK- a également permis de mettre en évidence que p57 joue un rôle primordial dans le 

développement intestinal, de manière indépendante des CDK. En effet environ un tiers des 

souris p57KO présentent un raccourcissement de l’intestin et une forte désorganisation du tissu, 

alors que ce phénotype n’est pas observé chez les souris p57CK- (Duquesnes et al., 2016).  

L’hypothèse de ce projet est que p57 agit comme un régulateur essentiel de la 

prolifération et de la spécification des cellules souches intestinales, de façon indépendante 

de l’inhibition des complexes cycline/CDK. Afin de répondre à cette hypothèse les objectifs 

de ce projet ont été de (1) : déterminer quelles populations de la crypte intestinale sont affectées 

par l’absence de p57 grâce à des techniques de traçage génétique et (2) : déterminer le 

mécanisme moléculaire par lequel p57 contrôle la spécification des cellules souches 

intestinales via l’identification de nouveaux partenaires. Ces travaux ont permis l’identification 
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d’une nouvelle fonction de p57 dans les cellules souches intestinales au cours du 

développement et pourrait expliquer le rôle de p57 dans la tumorigénèse intestinale. 

Afin, d'étudier la prolifération et la différenciation des cellules souches intestinales et de 

leur descendance in vitro, le deuxième objectif de ce projet de thèse a été par une approche 

pluridisciplinaire de développer un nouveau modèle de culture microfabriqué en 3 

dimensions d’épithélium intestinal. En effet, les modèles de culture en deux dimensions ne 

récapitulent pas la topographie, le microenvironnement biochimique et mécanique ou 

l’organisation spatiale des cellules au sein du tissu in vivo. Le développement de modèle 

tridimensionnels tels que les organoïdes permet de récapituler et modéliser certains aspects de 

l’organisation et de l’hétérogénéité tissulaire, cependant ces modèles présentent toujours 

certaines limites comme l’absence de lumière, l’impossibilité de créer des gradients 

biochimiques ou de générer des forces mécaniques ou encore une faible reproductibilité liée à 

l’utilisation du Matrigel (Fatehullah et al., 2016). Les objectifs de ce projet ont donc été : (1) 

de développer un nouveau matériau synthétique photopolymérisable supportant la culture 

cellulaire, (2) de mettre en forme ce matériau par de nouvelles technologies d’impression 3D 

haute résolution afin de créer des supports de culture reproduisant l’architecture 

tridimensionnelle de l’intestin, et (3) d’évaluer l’impact de la topographie 3D sur le 

comportement cellulaire.  
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Résultats 

I. 1er objectif : rôle de p57 dans la maintenance et la spécification des 

cellules souches intestinales. 

Introduction 

p57kip2, codé par le gène CDKN1C, est un inhibiteur des complexes cycline/CDK 

appartenant à la famille Cip/Kip avec p21Cip1 et p27Kip1. De par son activité inhibitrice des 

CDK, p57 agit comme un régulateur négatif du cycle cellulaire (Besson et al., 2008). 

Contrairement aux autres inhibiteurs de CDK, p57 joue un rôle crucial au cours du 

développement embryonnaire, ce qui est illustré par la létalité périnatale des souris p57KO (Yan 

et al., 1997; Zhang et al., 1997 ). Les animaux p57KO présentent de nombreuses anomalies du 

développement dont certaines sont retrouvées dans le syndrome génétique Beckwith-

Wiedemann (BWS) (Zhang et al., 1997). En effet, la répression épigénétique ou les mutations 

de CDKN1C entraînant une perte de fonction ou d’expression de p57 représentent les 

principales causes de BWS (Eggermann et al., 2014b). Les mutations décrites couvrent 

l’ensemble de la partie codante et ne sont pas restreintes au domaine de liaison aux 

cycline/CDK (Brioude et al., 2015; Eggermann et al., 2014b ), suggérant que des rôles 

indépendants de l’inhibition des cycline/CDK par p57 sont impliqués dans le développement 

de BWS. De plus, un nombre croissant d’études ont montré qu’en plus de sa fonction inhibitrice 

du cycle cellulaire, p57 intervient dans des processus biologiques variés via son interaction 

avec de nombreux partenaires (Pateras et al., 2009). La génération d’un modèle de souris 

knock-in p57CK-, dans lequel p57 ne peut plus lier les complexes cycline/CDK, a fourni la 

preuve génétique de ces fonctions indépendantes des CDK et a permis de mettre en évidence 

que BWS résulte en parti de la dérégulation de fonctions CDK-indépendantes de p57 

(Duquesnes et al., 2016). Cette étude a également permis de mettre en évidence le rôle crucial 

de p57 dans le développement intestinal de manière indépendante des CDK (Duquesnes et al., 

2016). En effet, les souris p57KO présentent un raccourcissement intestinal et une 

désorganisation tissulaire (Susaki et al., 2009; Yan et al., 1997 ) qui n’est pas observé chez les 

souris p57CK- (Duquesnes et al., 2016). Cependant, à ce jour seulement deux études ont décrit 

la présence de p57 au niveau intestinal et sa fonction dans le développement reste à élucider 

(Barriga et al., 2017; Riccio et al., 2008 ). Au niveau des progéniteurs intestinaux, il a été 

montré que l’expression de p57 est inhibée par la signalisation Notch, afin de favoriser la 
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prolifération des progéniteurs et d’éviter une différenciation précoce (Riccio et al., 2008). Une 

étude plus récente a également identifié la présence de p57 dans la population de réserve CBC 

quiescentes Mex3aHigh (Barriga et al., 2017).  

L’épithélium intestinal est organisé en cryptes et villosités et présente un très fort taux 

d’auto-renouvèlement avec un turnover de 5 à 7 jours (Clevers, 2013a). Ce renouvèlement est 

assuré par les cellules souches intestinales, localisées en bas des cryptes, qui prolifèrent pour 

donner des progéniteurs, qui à leur tour se divisent trois à quatre fois avant leur différenciation 

terminale, tout en migrant vers le haut des villosités. Une fois le haut des villosités atteint, les 

cellules tombent dans la lumière du tube digestif et meurent par d’anoïkis (Barker, 2014; 

Clevers, 2013a). Deux types de cellules souches intestinales ont été décrites, les CBC 

prolifératives responsables de l’auto-renouvèlement constant (Barker et al., 2007), et les 

cellules souches +4 de réserve mobilisées en cas de dommages afin de régénérer l’épithélium 

(Tian et al., 2011). Plusieurs études ont démontré qu’il existe un échange dynamique entre ces 

deux populations de cellules souches et que chacune peut reconstituer l’autre (Barriga et al., 

2017; Montgomery et al., 2011 ; Takeda et al., 2011 ). La maintenance des cellules souches 

intestinales est cruciale pour l’homéostasie tissulaire cependant malgré de nombreuses études, 

les mécanismes gouvernant la spécification de ces dernières restent mal compris.  

L’objectif de ce travail a été de déterminer par quels mécanismes p57 contrôle le 

développement de l’intestin.  

Matériel et Méthodes 

Anticorps, plasmides et réactifs 

Les anticorps de souris anti-PCNA (PC10-sc59), -mSin3a (G-11, sc-5299), -HDAC7 (A-7, 

sc-74563), -Myc (9E10, sc-40) et les anticorps de lapin anti-p57 (H-91, sc-8298), -Myc (A-14, 

sc-789) ont été achetés chez Santa Cruz Biotechnology. Tous les anticorps de Santa Cruz sont 

utilisés au 1/1000ème en western blot et au 1/100ème pour les marquages histologiques.  

Les anticorps de souris anti-Ascl2 (8F1, MAB4417, dilution au 1/100ème pour les PLA) et 

de lapin anti-Sox9 (AB5535, dilution au 1/200ème pour les marquages histologiques) et -p57 

(06556, dilution 1/1000ème en immunoblot) ont été achetés chez Merck Millipore. 

Les anticorps de souris anti-β Actine (A2228, dilution 1/10000 en immunoblot) et de lapin 

anti-Ascl2 (SAB1305026, dilution au 1/100ème pour les PLA), -HDAC7 (SAB4502143, 

dilution au 1/100ème pour les PLA) et -p57 (P0357, dilution au 1/500ème pour les PLA) ont été 

achetés chez Sigma-Aldrich.  
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Les anticorps de lapin anti-mSin3a (PA1-870, 1/2000ème pour les western blot et au 1/100ème 

pour les PLA), - HDAC7 (PA5-29937, 1/2000ème pour les western blot), - Ki-67 (SP6, RM-

9106-S1, dilution 1/100ème pour las marquages histologiques) ont été achetés chez Thermo 

Scientific.  

Les anticorps de lapin anti-caspase-3 clivée (Asp175; 5A1E, dilution 1/100ème pour les 

marquages histologiques) et anti-Olfm4 (D6Y5A, dilution au 1/400ème pour les marquages 

histologiques) ont été achetés chez Cell Signalling. 

L’anticorps de lapin anti-tGFP (AB513, dilution au 1/1000ème pour les immunoblots) a été 

acheté chez Evrogen.  

L’anticorps de chèvre anti-GFP (GTX26673, dilution au 1/100ème pour les marquages 

histologiques) a été acheté chez Gentex. 

L’anticorps de lapin anti-Id1 (BCH-1/#37-2, dilution au 1/400ème pour les marquages 

histologiques) a été acheté chez BioCheck. 

L’anticorps de souris anti-Grb2 (610112, dilution 1/1000ème en immunoblot) a été acheté 

chez BD Transduction Laboratories.  

Les anticorps secondaires dirigés contre les Ig totales ou les chaînes légères d’Ig de souris 

et lapin et conjugués à la horseradish peroxydase (HRP) (715-035-150, 711-035-152) ont été 

achetés chez Jackson ImmunoResearch et utilisés au 1/10000ème. Les anticorps secondaires 

couplés au cyanines anti-souris cyanines -2,-3,-5 (respectivement 715-225-150, 715-175-150, 

715-165-150), anti-lapin cyanines -2,-3 (respectivement 715-255-152, 711-165-152) et anti-

chèvre cyanines -2,-3 (respectivement 705-225-147, 705-165-147) ont été achetés chez 

Jackson ImmunoResearch et utilisé au 1/400ème. 

La phalloïdine couplée au FITC est utilisée au 1/500ème est achetée chez Interchim (FP-

47548A). 

Les séquences codantes pour p57WT, p57CK- et Ascl2 ont été sous clonées dans un vecteur 

pcDNA3.1-Hygro (Invitrogen). Les séquences des promoteurs GAPDH, Sox9, Lgr5 et Phox2a 

ont été sous clonées dans un vecteur pZs-Green1-Dr codant pour une forme déstabilisée de la 

GFP (Clontech). Le vecteur codant pour Ascl2-tGFP a été acheté chez Origene.  

Modèles animaux 

Les souris p57KO et p57CK-, décrites précédemment (Duquesnes et al., 2016 ; Susaki et al., 

2009), maintenus dans un fond génétique 129S4/C57BL6J ont été croisées avec des souris 

hétérozygotes Lgr5+/eGFP-creERT (JAX #008875) ou des souris homozygotes Hopx3xFlag (JAX 
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#029271). Les souris Lgr5+/eGFP-creERT et Hopx3xFlag sont maintenues dans un fond C57BL6J. 

Les lignées reportrices ont été achetées chez Jackson laboratory. Les souris ont été maintenues 

et les procédures effectuées conformément aux règlementations européennes et nationales.  

Culture cellulaire 

Les cellules HEK293 sont cultivées dans du milieu DMEM 4,5 g/L de glucose (Sigma, 

D6429) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Fœtal (FBS, Sigma), 0,1 mM d’acides 

aminés non essentiels (Sigma, M7145) et 2 µg/mL de pénicilline/streptomycine (Sigma, 

P4333). Les cellules SW480 sont cultivées dans du milieu RPMI 2 g/L glucose (Sigma, R8758) 

supplémenté avec 10%, de Sérum de Veau Fœtal (Sigma), 0,1 mM d’acides aminés non 

essentiels, 2 µg/mL de pénicilline/streptomycine et 2,5 g/L D-Glucose (Sigma, G7021). Toutes 

les cellules ont été maintenues en culture à 37°C dans une atmosphère contenant 5% de CO2. 

Les cellules HEK293 ont été transfectées par la méthode de phosphate de calcium pour 24 à 72 

h avec une confluence d’environ 40%. Les cellules SW480 sont transfectées par le réactif 

JetPrime et maintenues en sélection par hygromycine à 250 µg/mL.  

Histologie 

Les intestins ont été fixés dans de la formaline 10% à 4°C. Pour la cryosection, les intestins 

ont été fixés pendant 2 h, incubés dans une solution de sucrose 30% sur la nuit puis inclus en 

OCT. Pour les coupes paraffines les tissus ont été fixés en formaline 10% pendant 4h, incubés 

dans de l’éthanol 70% pendant 4h puis inclus en paraffine.  

Pour les tissus inclus en paraffine, des coupes de 5µm ont été réalisées sur un microtome 

(Microm Microtech) et placées sur des lames SuperFrost Plus (Thermo Scientific). Les tissus 

ont été déparaffinés et réhydratés puis utilisés pour une coloration Hématoxyline/Eosine (H&E) 

ou pour immunomarquage. Le démasquage des antigènes a été réalisé avec des solutions de 

citrate de sodium (10 mM, pH 6) (marquages Ki67, caspase 3 clivée, p57, PCNA) ou High pH 

(H-3301, Vector Laboratories) (marquages Olfm4, Id1, Sox9, PCNA) pendant 30 min dans un 

cuit vapeur. Pour les immunofluorescences, les coupes ont été bloquées avec du PBS-0.2% 

TritonX-100-3% BSA-10% sérum d’âne pendant 30 min à 2h dans une chambre humide à 

température ambiante. Les coupes ont été incubées avec l’anticorps primaire sur la nuit à 4°C 

ou 1h à 37°C puis lavées 2 fois 5 min dans du PBS-0.2% Triton X-100 puis une fois 5 minutes 

au PBS. Les lames sont ensuite incubées avec les anticorps secondaires conjugués aux cyanines 

-2 -3 pendant 30 min à 37°C en chambre humide, puis lavées 3 fois 5 min dans du PBS, le 

premier bain contient du Hoechst 33342 (0,1 µg/mL) afin de marquer les noyaux. Enfin, les 
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lames sont montées avec du Gelvatol (20% glycerol (v/v), 10% polyvinyl alcohol (m/v), 70 

mM Tris pH 8). 

Pour les immunohistochimies, après le démasquage l’activité péroxydase endogène est 

bloquée par incubation des coupes pendant 30 min avec une solution de PBS-3% H2O2-1% 

Azide de Sodium puis les coupes sont lavées 3 fois à l’eau. Les coupes ont ensuite été incubées 

dans une solution de blocage (Vector Horse serum solution S-2012). L’anticorps primaire est 

incubé sur la nuit à 4°C ou 1 h à 37°C puis lavé 2 fois 5 min dans du PBS-0.2% Triton X-100 

et une fois 5 min dans du PBS. Les coupes ont été incubées 30 min à 37°C avec le réactif 

Immpress (Anti-Lapin ou Souris) (Vector Laboratories, MP-7401 ou MP-7402), lavées 3 fois 

5 min dans du PBS-0.2% Triton X-100 et une fois 5 min dans du PBS. Le marquage est 

visualisé en utilisant le chromogène 3’3’-diaminobenzidine (ImmPact DAB, Vector 

Laboratories SK-4105). Les noyaux sont contremarqués avec l’hématoxyline. Les lames sont 

ensuite déshydratées et montées avec la résine de montage Permount (FisherScientific SP15-

500). 

Les images des sections paraffines ont été acquises sur un microscope Eclipse 90i (Nikon) 

équipé avec une caméra Digital Ds-Fi1 (Nikon) en utilisant le logiciel NIS-Br.  

Les tissus inclus en OCT ont été congelés à -80°C puis des coupes de 12 µm ont été réalisées 

avec cryotome (Cryostat Leica CM1950), et déposées sur lames SuperFrost Plus, puis 

conservées à -20°C. Les coupes sont décongelées puis incubées dans une solution de blocage 

(10% sérum d’âne) pendant 30 min. Les coupes ont été incubées avec l’anticorps primaire sur 

la nuit à 4°C ou 1 h à température ambiante puis lavées 3 fois 5 min dans du PBS-0.1% Triton 

X-100. Les lames sont ensuite incubées avec les anticorps secondaires conjugués aux cyanines- 

2, -3 pendant 30 min à température ambiante, puis lavées 3 fois 5 min dans du PBS-0.1% Triton 

X-100. Les noyaux sont marqués avec le Hoechst 33342 (0,1 µg/mL). Enfin les lames sont 

montées avec du Gelvatol. Les images des cryosections ont été réalisées sur microscope 

confocal SP8 Leica inversé ou sur microscope spinning disk inversé (microscope Leica inversé 

DMI8 équipé avec une tête confocale CSU-X1-M1N, Yokogawa) et traitées avec le logiciel 

Image J.  

Cytométrie en flux 

Les intestins des embryons ont été disséqués au stade E18.5, découpés en morceaux à l’aide 

d’une lame de rasoir puis incubés avec de la Dispase (1U/mL) (Sigma, D4693) et de la DNAse1 

(0,2 mg/mL) (Euromedex, 1307) dans du PBS à 37°C pendant 15 min sous agitation (800 rpm). 

Les suspensions de cellules uniques ont été recueillies, filtrées sur un tamis de 40 µm puis 
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lavées au PBS (centrifugation 10 min à 2000 rpm). Les cellules ont été resuspendues du PBS-

2% SVF. Les cellules mortes ont été marquées par le 7-AAD (0,5 µg/mL) (Sigma, A9400) 

pendant 30 min à 37°C. Afin d’évaluer le contenue en ADN les cellules ont été marquées avec 

du Hoechst 33342 (0,1 µg/mL) pendant 30 min à 37°C. Pour déterminer le pourcentage de 

cellules GFP+, la population totale est gatée sur les singulets et les cellules vivantes. Les 

analyses de cytométrie en flux ont été réalisées sur un cytomètre CytoFlex S (Beckman 

Coulter) et analysées avec le logiciel FlowJo. Toutes les analyses ont été réalisées en aveugle 

du génotypage.  

Isolation des cryptes et tri de cellules souches intestinales adultes 

Les intestins de souris adultes ont été prélevés puis les cellules ont été isolées par 

dissociation mécanique et enzymatique. Brièvement, les intestins ont été ouvert 

longitudinalement puis incubés dans de l’HBSS-30 mM EDTA pendant 15 min à 37°C. 

L’épithélium est détaché de la muqueuse par agitation puis récupéré par centrifugation. Les 

cellules sont incubées avec de la Dispase (1U/mL) et de la DNAse 1 (0,2 mg/mL) pendant 20 

min à 37°C. Les cellules isolées sont récupérées par centrifugation puis resuspendues dans de 

l’HBSS-5% SVF. Avant tri, la suspension cellulaire est filtrée sur un tamis 70 µm puis 40 µm 

puis les cellules mortes sont marquées par le 7-AAD (0,5µg /mL) pendant 30 min à 37°C. Le 

tri est réalisé sur un FACS BD AriaFusion. Les cellules triées sont centrifugées 10 min, 1500 

rpm à 4°C puis les culots sont lysés pour la RT-qPCR.  

Reverse transcriptase et qPCR  

Les culots cellulaires ont été lysés dans du TriReagent (T9424, Sigma) et les ARN ont été 

extraits selon les recommandations du fournisseur. Les ARN ont été quantifiés au Nanodrop et 

les cDNA ont été synthétisés en utilisant la SuperScript IV (Thermo Fisher) selon les 

instructions du fournisseur avec 1µg d’ARN. Un contrôle négatif sans Reverse Transcriptase a 

été réalisé pour chaque expérience. Les qPCR ont été réalisées sur un appareil Biorad CFX96 

en utilisant le Supermix SsoFast EvaGreen (BioRad) avec des amorces à une concentration 

finale de 500mM et une quantité de cDNA correspondant à 2,5 ng d’ARN par réaction. Les 

valeurs de Ct ont été générées avec le logiciel BioRad CFX96 Real-Time PCR et les données 

ont été analysées puis normalisées en utilisant la méthode 2-ΔΔCt avec GAPDH comme gène de 

ménage. Toutes les valeurs de Ct sont normalisées par rapport à l’expression génique de 

cellules GFP négatives dans une même expérience. Les amorces utilisées sont présentées dans 

la Table 7. 
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 Forward Reverse 

mp57 CGAGGAGCAGGACGAGAATC GAAGAAGTCGTTCGCATTGGC 

mMex3a ACACCACGGAGTGCGTTC GTTGGTTTTGGCCCTCAGA 

mLgr5 AGGCTGCCAAAAACTTCAGA TAACCCAGTCACAGGGAAGG 

mAscl2 CCGCGGTAGAGTACATTCGT TGCTTTCCTCCGACGAGTAG 

mOlfm4 GGACCTGCCAGTGTTCTGTT GACCTCTACTCGGACCGTCA 

mMuc2 TGATGCCCATTGAGGTGGAG CTGGCCCTTTGTGTTGTTGC 

mMuc4 GCTACAGAGCCAAGTGGACAC AAGCCCATGAGCACCCGGTT 

mSucrase GCTGGTCGATGGGGAGGA CCAACGAGCACAGAGGTGGTAT 

mAtoh1 GCTTCCTCTGGGGGTTACTC CTGTGGGATCTGGGAGATGT 

mHes1 CCAGCCAGTGTCAACACGA AATGCCGGGAGCTATCTTTCT 

mHopx CTTCAACAAGGTCAACAAGCAC AGGCGCTGCTTAAACCATT 

mTert GCAGGTGAACAGCCTCCAGACAG TCCTAACACGCTGGTCAAAGGGAAGC 

mSox9 AGTACCCGCATCTGCACAAC CGTTCTTCACCGACTTCCTC 

mGAPDH GGGAAATTCAACGGCACAGT AGATGGTGATGGGCTTCCC 

Table 7 : Liste des amorces de qPCR 

Co-Immunoprécipitation 

Les cellules sont lysées dans un tampon d’immunoprécipitation (50 mM Hepes pH 7,5, 150 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 1% NP-40, 0,1% Tween-20, 10% glycerol, 

complémenté avec 10 mM β-glycerophosphate, 10 mM sodium orthovanadate, 1 mM DTT, et 

10 mg/mL d’inhibiteurs de protéases Aprotinine, Bestatine, Leupeptine et Pepstatine A). Les 

lysats sont soniqués 10 s puis centrifugés à 12 500 g pendant 5 min à 4°C. Les surnageants sont 

récoltés et la concentration protéique est déterminée par dosage Bradford.  

Les lysats (500 µg) sont incubés avec 3 µg de l’anticorps d’intérêt et 12 μL de billes de 

sépharose liées à un mélange de protéines A/G (IPA300, Repligen et PC-G5, Generon), 

pendant 4h sous agitation douce à 4°C. Les billes sont lavées trois fois dans 750 µL de tampon 

d’immunoprécipitation (1 min à 1000 g) puis les culots sont repris dans 12 µL de tampon 

Laemmli. Les échantillons sont chauffés 3 min à 96 °C avant d’être déposés sur gel de 

polyacrylamide à une concentration adaptée à la taille des protéines à détecter. Pour les 

immunoprécipitations avec des protéines surexprimées, 1/5ème
 de lysat est utilisé pour le 

contrôle de charge. 

Les anticorps utilisés pour les immunoprécipitations sont : R α tGFP (AB513), M α Myc 

(9E10, sc-40), R α p57 (H-91, sc-8298), R α HDAC7 (PA5-29937) et R α Sin3a (PA1-870). 
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Western Blot 

Les lysats et les immunoprécipitations sont préparés comme décrit précédemment. Les 

protéines sont séparées par SDS-PAGE et transférées sur des membranes de polyvinylidene 

difluoride (PVDF) (Immobilon-P, Millipore). Les membranes sont ensuite bloquées 1 h dans 

la solution de blocage (PBS-T : PBS-0,1% Tween-20, complémenté de 5% lait écrémé sans 

acide gras) puis incubées avec l’anticorps primaire dilué dans solution de blocage sur la nuit à 

4°C. Les membranes sont lavées trois fois dans du PBS-T et incubées avec l’anticorps 

secondaire couplé à la HRP (1/10000ème) 3 h à température ambiante. Enfin, les signaux sont 

visualisés par des agents de détection de chémiluminescence (Millipore, BioRad) sur films 

autoradiographiques (Blue Devil). 

Transcription Reporter Assay 

Les cellules HEK293 ensemencées sur des plaques 24 puits (45 000 cellules/puits) sont co-

transfectées pour 48 h avec 50 ng de plasmide reporteur (pZsGreen DA (sans promoteur, 

contrôle négatif), pZsGreen pGAPDH (contrôle positif), pZsGreen pSox9, pZsGreen pPhox2a 

ou pZsGreen pLgr5), 50 ng de plasmide pcDNA3.1 Ascl2 et pcDNA3.1 p57WT (0, 100 ou 200 

ng) ou pcDNA3.1 hygro p57CK- (0, 100 or 200 ng). Le milieu est changé 24 h après la 

transfection. Après 24 h, 9 images par puits ont été prises en contraste de phase et fluorescence 

avec le microscope automatisé Incucyte FLR (Essen Bioscience), avec un objectif 20X. Le 

nombre de cellules fluorescentes a été quantifié sur chaque image en utilisant le logiciel 

Incucyte Software (v2001A) et les valeurs ont été normalisées avec les valeurs de fluorescence 

obtenues avec le plasmide reporteur pGAPDH pour chaque condition.  

Immunoprécipitation de chromatine 

Les cellules SW480 ont été cultivées jusqu’à confluence. Le milieu a été remplacé par du 

PBS et les cellules ont été fixées avec 1% de formaldéhyde pendant 10 min à température 

ambiante afin de lier covalamment les complexes protéines/ADN. La fixation a été stoppée par 

ajout de glycine à une concentration finale de 0,125 M pendant 5 min. Les cellules ont été 

rincées avec du PBS froid puis grattées dans du PBS + inhibiteurs de protéases (Aprotinine, 

Bestatine, Leupeptine et Pepstatine A à 10 µg/mL). Les cellules ont ensuite été culottées à 3000 

rpm pendant 10 min et lysées sur glace pendant 30 min avec 200 µL/1.106 cellules de tampon 

de lyse (10 mM Tris-HCL pH 8, 0,25% Triton-X100, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM 

Sodium butyrate complémenté avec 20 mM β-glycérophosphate, 10 µM sodium orthovanadate 

et inhibiteurs de protéases à 10µg/mL). Les lysats ont été homogénéisés avec un Dounce sur la 
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glace en faisant 20 aller-retours pour aider à la libération de la chromatine. Les cellules ont été 

centrifugées 5 min à 3000 rpm et les culots contenant l’ADN et les protéines liées ont été repris 

dans 300 µL/1.106 cellules de tampon de sonication (10 mM Tris-HCL pH 8, 100 mM NaCl, 

1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM Sodium butyrate complémenté avec 20 mM β-

glycérophosphate, 10 µM sodium orthovanadate, 1% SDS et inhibiteurs de protéases à 10 

µg/mL) et incubés dans la glace pendant 10 min. La chromatine est fragmentée par sonication 

16 cycles de 30 s on/20 s off d’amplitude 40% avec un sonicateur Vibra-cell VCX130 Sonicator 

(Sonics). Le sonicat est centrifugé 10 min à 14000 rpm à 4°C, le SDS est éliminé et le 

surnageant contenant l’ADN est récupéré. La digestion de la chromatine a été vérifiée sur gel 

d’agarose 1% et la concentration d’ADN a été déterminée au NanoDrop. Pour chaque 

immunoprécipitation (IP), 200 µg de chromatine ont été utilisés et 10 % du volume ont été 

conservés pour le contrôle input. Le volume de chaque IP a été complété à 800 µL avec du 

tampon de sonication puis converti en tampon RIPA par ajout de 80 µL de 10% Triton-X100, 

23 µL de NaCl 5mM et 8 µL de sodium deoxycholate (DOC) 10 % dans chaque tube. Pour 

chaque IP, 4 µg de l’anticorps d’intérêt et 20 µL de billes magnétiques Magna ChIP Protein 

A/G (Millipore) sont ajoutés et les échantillons sont incubés sur la nuit à 4°C sous agitation 

douce. Les IP sont lavées 3 fois avec du tampon low salt (10 mM Tris-HCL pH 8, 0,1% Triton 

X-100, 0,1% SDS, 0,1% DOC, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM Sodium 

butyrate complémenté avec 20 mM β-glycérophosphate et 100 µM sodium orthovanadate), 3 

fois avec du tampon high salt (même tampon avec 500 mM de NaCl), 2 fois dans du tampon 

LiCl (0,25 M LiCl, 1% NP-40, 1% DOC, 10 mM Tris-HCL pH 8, 1 mM EDTA, 10 mM Sodium 

butyrate et 100 µM sodium orthovanadate) puis 2 fois dans du tampon Tris-EDTA. Les 

complexes ADN/protéines ont ensuite été purifiés et élués avec le kit IPure (Diagenode) selon 

les recommandations du fournisseur. Les qPCR sont ensuite réalisées avec 20 ng d’ADN par 

réaction comme décrit précédemment. Les amorces utilisées pour l’amplification des 

promoteurs sont données Table 8. 

 Forward Reverse 

Lgr5 TCTCCCAGGTCTGGTGTGTT AGTCCACCCTGAGCAACATC 

Sox9 GTAAACTCGGCTACGCATTA CCACCTCCTCCGACATTTCTTT 

EphB3 GTCTTGTCCATTGCGGTAG CACTGGGCTGCGTATTTAG 

Table 8 : Amorces utilisées pour les qChIP 
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Proximity Ligation Assay 

Les expériences de PLA ont été réalisées en utilisant le kit Duolink in situ fluorescence 

technology (Sigma-Aldrich) selon les recommandations du fournisseur. Brièvement, les 

cellules SW480 ont été ensemencées sur des lamelles de verres à une densité de 25 000 

cellules/cm2 et cultivées pendant 2 jours. Les cellules ont été fixées avec 4% paraformaldéhyde 

pendant 20 min à 37°C puis perméabilisées avec PBS-0,2% Triton X100 pendant 3 min. Les 

cellules sont incubées avec la solution de blocage Duolink 30 min à 37°C puis incubées avec 

les différentes combinaisons d’anticorps primaires 1 h à 37°C en chambre humide. Les 

anticorps suivants ont été utilisés pour la PLA : lapin anti-p57 (Sigma P0357, 1/500), Ascl2 

(Sigma SAB1305026, 1/100), HDAC7 (Sigma, SAB4502143, 1/100) et souris anti-mSin3a (G-

11, sc-5299 1/100), HDAC7 (A-7, sc-74563 1/100), Ascl2 (Millipore 8F1, MAB4417, 1/100). 

Les cellules ont ensuite été incubées avec les sondes de PLA anti-Rabbit PLUS (DUO92002) 

et anti-Mouse MINUS (DUO92004) pendant 1 h à 37°C. Les réactifs Duolink Detection 

Reagent Red (DUO9008) ont été utilisés selon les recommandations pour la détection du 

signal. Après cette étape d’amplification, les cellules ont été incubées avec la Phalloïdine-A488 

au 1/500ème pendant 30 min à 37°C, l’ADN a été marqué avec du Hoechst 33342 (0,1 µg/mL). 

Les images ont été acquises sur un microscope Eclipse 90i (Nikon) équipé avec une caméra 

Digital Ds-Qi2 (Nikon) en utilisant le logiciel NIS-Br.  

Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism Graphpad 6.0 sur au moins 

trois animaux ou trois expériences indépendantes. La comparaison entre deux groupes est 

réalisée avec un test Mann-Whitney. La comparaison entre trois groupes ou plus est réalisée 

avec un test ANOVA suivi d’une correction de Bonferroni pour comparaisons multiples. Les 

données sont présentées avec la moyenne ± SEM. Les symboles statistiques utilisés sont : ns : 

p > 0.05; * : p ≤ 0.05; ** : p ≤ 0.01; *** : p ≤ 0.001; **** : p ≤ 0.0001. 
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 Résultats 

1. Rôle de p57 dans les cellules souches intestinales 

1.1.Altération du développement intestinal chez les souris p57KO 

Des travaux récents de l’équipe ont montré que p57 joue un rôle primordial dans le 

développement intestinal de façon indépendante de l’inhibition des CDK (Duquesnes et al., 

2016). En effet, environ 30% des souris p57KO présentent un raccourcissement ou une 

troncation de l’intestin (Susaki et al., 2009; Yan et al., 1997), cependant ce phénotype n’a 

jamais été observé chez les animaux mutants p57CK- (Duquesnes et al., 2016) (Figure 40 A-

C). De plus, des marquages hématoxyline/éosine (H&E) ont révélé une forte désorganisation 

de l’épithélium chez les animaux p57KO (Figure 40 D), a contrario les mutants p57CK- 

présentent un phénotype similaire aux animaux sauvages (WT) avec un développement 

intestinal normal (Figure 40 A-D) (Duquesnes et al., 2016).  

Figure 40 : p57 joue un rôle essentiel dans le développement intestinal indépendamment des CDK 
Les souris p57KO présentent un fort raccourcissement intestinal ainsi qu’une désorganisation tissulaire. Ce 

phénotype est absent chez les souris knock-in p57CK- (A,B). Photos représentatives des abdomens (A) et des 

intestins (B) des souris p57WT, p57KO ou p57CK-à P0, barre d’échelle = 1 cm. (C) graphe représentant la 

comparaison de la longueur de l’intestin suivant le génotype p57 (p57WT (n=60), p57KO (n=29) ou p57CK- (n=25)). 

(D) photos représentatives de marquages H&E à E18.5 montrant des altérations de morphologie de 

l’épithélium intestinal chez les souris p57KO, barre d’échelle = 50 µm. 
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Ces défauts de développement peuvent résulter d’un défaut de prolifération des cellules 

épithéliales, la prolifération a donc été évaluée grâce à un marquage PCNA (Figure 41 A). Ces 

marquages montrent une forte augmentation de la prolifération au niveau des domaines 

intervillositaires chez les souris p57KO, alors que les souris p57CK- présentent une prolifération 

similaire aux souris sauvages. Cette augmentation de prolifération n’est donc pas causée par la 

perte d’inhibition des CDK. Ce résultat a été confirmé par un marquage Ki67 (Figure 41 B-

C), de la même façon, une forte augmentation du nombre de cellules Ki67+ a été observée en 

absence de p57 mais pas chez les souris knock-in p57CK-. Une augmentation de l’apoptose a 

également été observée au sommet des villosités chez les souris p57KO (Figure 41 D).  

 

Figure 41 : Augmentation de la prolifération dans les cryptes en absence de p57 
Des coupes intestinales d’embryons à E18.5 ont été marquées contre PCNA (A) et Ki67 (B) (bleu). (C) graphe 

représentant le nombre de cellules Ki67+ par crypte chez des souris p57WT (n=7), p57KO (n=6) ou p57CK- (n=3). Un 

immunomarquage de caspase 3 clivée a été réalisé afin d’évaluer l’apoptose (D). 
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Aucun défaut de différenciation ni de localisation des cellules de Paneth (marquage 

lysozyme), des entérocytes (marquage villine) ou des cellules entéroendocrines (marquage 

contre la chromogranine A) n’a été observé chez les souris p57KO (données non montrées). Ces 

données suggèrent donc une dérégulation du compartiment immature en absence de p57.  

1.2.Dérégulation des cellules souches intestinales 

Afin de déterminer quelle population cellulaire est affectée par l’absence de p57, des 

marquage Sox9 ont été réalisés (Figure 42). En effet, les CBC expriment faiblement Sox9 

(Sox9Low) en comparaison aux cellules souches de réserves qui l’expriment fortement 

(Sox9High) (Formeister et al., 2009 ; Van Landeghem et al., 2012). Nos résultats montrent que 

la perte de p57 entraîne une forte augmentation du nombre de cellules Sox9High mais n’affecte 

pas le nombre de cellules Sox9Low (Figure 42 A-C). Par contre, les souris p57CK-, présentent, 

un nombre de cellules Sox9Low et Sox9High similaire aux souris sauvages. Les cellules souches 

+4 sont normalement quiescentes (seulement 20% de ces cellules sont en prolifération) 

(Formeister et al., 2009; Li et al., 2016b; Van Landeghem et al., 2012). Afin de déterminer si 

l’augmentation du nombre de cellules souches Sox9High résulte d’une augmentation de leur 

prolifération, un co-marquage Sox9/PCNA a été réalisé sur des coupes intestinales d’embryons 

p57WT, p57KO ou p57CK-.  
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Figure 42: Dérégulation des cellules souches intestinales chez les souris p57KO 

(A) Immunohistomarquage de Sox9 sur des coupes intestinales d’embryon p57WT (n=3), p57KO (n=3) et p57CK- (n=3) 

à E18.5. On distingue les CBC exprimant un faible niveau de Sox9 (Sox9Low) et les cellules souches +4 exprimant un 

fort niveau de Sox9 (Sox9High) (flèches rouges). (B-C) graphes représentant le nombre de cellules Sox9Low (B) ou 

Sox9High (C) par crypte en fonction du génotype de p57. (D) Co-marquage Sox9 et PCNA sur des coupes intestinales 

d’embryons p57WT (n=3), p57KO (n=3) et p57CK- (n=3) à E18.5. Les cellules Sox9High sont indiquées par une flèche 

blanche. (E) graphe représentant le pourcentage de cellules Sox9High exprimant PCNA.  
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Les souris p57KO présentent une forte augmentation de la prolifération des cellules souches 

+4, environ 65% des cellules Sox9High expriment également PCNA, alors que chez les souris 

p57WT et p57CK- seulement environ 20% des cellules Sox9High sont positives pour PCNA 

(Figure 42 D-E), comme attendu (Van Landeghem et al., 2012). Ces résultats suggèrent donc 

que p57 est impliqué dans le maintien de la quiescence des cellules souches +4.  

Cependant, l’expression de Sox9 dans la crypte intestinale n’est pas restreinte au cellules 

souches, Sox9 est également exprimé dans les progéniteurs, ainsi que dans certaines cellules 

différenciées, (Furuyama et al., 2011), notamment les cellules entéroendocrines et les cellules 

de Tuft. Ces observations ont donc été confirmées par des expériences de traçage génétique.  

1.3.Confirmation de la dérégulation des cellules souches en absence de p57 

Les cellules souches CBC prolifératives sont identifiées par le marqueur Lgr5 (Barker et al., 

2007). Les mutants p57 (p57KO ou p57CK-) ont été croisés avec un modèle de souris reportrice 

Lgr5-eGFP-IRES-creERT2 (notées p57KO;Lgr5eGFPCre-ERT et p57CK-;Lgr5eGFPCre-ERT, 

respectivement). Dans ce modèle murin, la GFP est placée sous le contrôle du locus Lgr5, ce 

qui permet par cytométrie en flux de distinguer une population GFPHigh et une population 

GFPLow représentant les CBC et leur descendants immédiats, respectivement. Les cellules 

GFPNeg représentent les cellules différenciées (Munoz et al., 2012 ; van der Flier et al., 2009b). 

L’analyse du pourcentage de cellules GFPHigh n’a révélé aucun défaut des CBC chez les souris 

p57KO (0,17+/- 0,04 % des cellules sont GFPHigh contre 0,15+/- 0,02 % chez les souris WT et 

0,14 +/- 0,01 % chez les souris p57CK-). Une augmentation des progéniteurs GFPLow a été 

observées chez les animaux p57KO par rapport aux souris sauvages ou knock-in p57CK- (1,06 

+/- 0,18 % de cellules GFPLow chez les souris p57KO, 0,58 +/- 0,05 % chez les souris WT et 

0,48 +/- 0,13% chez les animaux p57CK-) (Figure 43 A-B). De la même façon, le nombre de 

CBC par crypte a été évalué par analyses histologiques sur des coupes congelées, après 

immunomarquage contre la GFP, ce qui a permis de confirmer que le nombre de CBC n’est 

pas affecté par l’absence de p57 (Figure 43 C-D). Il n’est cependant pas possible d’évaluer la 

population GFPLow par immunohistologie contre la GFP.  
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Figure 43 : L’absence de p57 n’affecte pas le nombre des CBC mais cause une augmentation du nombre de progéniteurs 
(A) Dot plot représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression de la GFP sur des intestins dissociés d’embryons WT, 

Lgr5GFP;p57WT (n=29), Lgr5GFP;p57KO (n=16) ou Lgr5;p57CK- (n=10) à E18.5. Les chiffres indiquent les valeurs obtenues pour un 

individu. (B) Analyse quantitative du pourcentage de cellules GFPHigh ou GFPLow par cytométrie en flux en fonction du génotype de 

p57. (C) graphe représentant le nombre de cellules GFP positives évaluées par microscopie sur des coupes congelées. (D) Images 

confocales représentatives d’immunomarquages p57 et GFP sur des coupes intestinales d’embryons Lgr5GFP;p57WT (n=5), 

Lgr5GFP;p57KO (n=4) ou Lgr5GFP;p57CK- (n=2) à E18.5. Barre d’échelle = 30 µm 
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Afin d’identifier les progéniteurs, un marquage Id1 a été réalisé, (Zhang et al., 2014) et a 

permis de confirmer l’augmentation du nombre de  progéniteurs intestinaux chez les animaux 

p57KO (Figure 44 A-B). Cette augmentation n’est pas retrouvée chez les animaux p57CK-.  

Le nombre de CBC a été évalué par un marquage Olfm4, marqueur robuste des cellules 

souches (van der Flier et al., 2009a) pour lequel des anticorps fonctionnent en 

immunohistologie (Figure 44 C-D). En accord avec les analyses de cytométrie en flux et les 

marquages histologiques Sox9 et GFP, aucune différence significative du nombre de CBC n’est 

observée entre les animaux p57WT, p57KO et p57CK-.  

 

 

Ces résultats indiquent donc que p57 n’est pas requis pour le maintien des CBC, cependant 

son absence entraîne une augmentation du pool de progéniteurs et ce indépendamment de la 

perte d’inhibition des CDK.  

 

Figure 44 : Confirmation de l'augmentation des progéniteurs en absence de p57par immunomarquage 
(A,C) Des coupes intestinales d’embryons p57WT (n=9), p57KO(n=6) ou p57CK-(n=5) à E18.5 ont été marquées par 

immunohistochimie contre Id1 (A) et Olfm4 (C) (marrons), barre d’échelle = 25 µm. (B-D) Graphes représentant le 

nombre de cellules Id1+ (B) ou Olfm4+ (D) par crypte.  
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Les cellules souches +4 sont identifiées par les marqueurs Bmi1, mTert et Hopx (Takeda et 

al., 2011). Afin de suivre les cellules souches +4, les souris p57KO ont été croisées avec des 

souris reportrices Hopx3xFlagGFP (notée p57KO;Hopx3xFlagGFP). Comme précédemment, la 

proportion de cellules GFP a été évaluée par cytométrie en flux, ce qui a mis en évidence que 

la délétion de p57 cause une augmentation du nombre de cellules souches Hopx+ (0,33 +/- 0,04 

% de cellules GFP chez les souris sauvages contre 0,88 +/- 0,23 % chez les souris p57KO) 

(Figure 45 A-B). Le statut de prolifération de ces cellules Hopx+ a ensuite été évalué. Un co-

marquage GFP/Ki67 sur des coupes congelées a permis de confirmer l’augmentation de 

prolifération de ces cellules souches de réserve en l’absence de p57 (Figure 45 C-D).  Afin 

d’évaluer le contenu en ADN des cellules Hopx+ un marquage Hoechst a été réalisé sur cellules 

vivantes. Les résultats préliminaires indiquent une légère augmentation de la proportion de 

cellules 4n chez les animaux KO par rapport aux animaux WT (Figure 45 E), ce qui est 

cohérent avec l’augmentation de la prolifération observée. Ces expériences doivent être 

renouvelées avec un plus grand nombre d’animaux afin de confirmer cette augmentation. A 

cause de difficultés techniques, nous ne pouvons pas réaliser de marquage iodure de propidium 

ou BrdU après fixation des cellules. Une possibilité pour déterminer la distribution dans le 

cycle cellulaire de façon plus précise sur les cellules souches serait de trier les cellules GFP+ 

puis de les fixer et marquer à l’iodure de propidium après le tri. Il est maintenant primordial de 

réaliser ces expériences avec les mutants p57CK- afin de confirmer de manière certaine que cette 

augmentation de la population Hopx+ n’est pas due à une perte d’inhibition des CDK. 

Dans l’ensemble, ces résultats confirment donc les observations obtenues par le marquage 

Sox9 qui indiquaient une amplification des cellules souches +4 (Sox9High) en l’absence de p57, 

retrouvée dans les souris Hopx, alors que les CBC (Sox9Low), n’étaient pas affectées, ce qui est 

confirmé dans les souris Lgr5-eGFP-IRES-creERT2. De plus, l’observation que les cellules 

Sox9High n’étaient plus quiescentes dans les souris p57KO est confirmée par le traçage des 

cellules Hopx+, qui prolifèrent elles aussi en absence de p57. Une hypothèse attractive est qu’en 

absence de p57, les cellules souches +4 deviennent prolifératives, s’amplifient par division 

symétrique, expliquant l’augmentation du nombre de cellules Hopx+, et génèrent des 

progéniteurs prolifératifs (Id1+) par division asymétrique, qui a leur tour prolifèrent et causent 

la désorganisation tissulaire observée dans les intestins des souris p57KO. 
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Figure 45 : L'absence de p57 entraîne une augmentation du nombre de cellules souches +4 
(A) Dot plots représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression de la GFP sur intestin dissociés d’embryons 

p57WT;Hopx3xFlagGFP( n=23) et p57KO;Hopx3xFlagGFP (n=10) à E18.5. Les chiffres indiquent les valeurs obtenues pour un individu. (B) 

Analyse quantitative du pourcentage de cellules GFP par cytométrie en flux en fonction du génotype de p57. (C)  Images confocales 

représentatives d’un co-marquage GFP/Ki67 réalisé sur des coupes intestinales congelées d’embryons p57WT;Hopx3xFlagGFP (n= 3) et 

p57KO;Hopx3xFlagGFP (n=3) Barre d’échelle = 20µm. (D) Graphe représentant le pourcentage de cellules Hopx GFP+ exprimant Ki67 en 

fonction du génotype de p57. (E) Analyse du contenu en ADN des cellules Hopx+ par un marquage Hoechst des intestins dissociés 

d’embryons p57WT;Hopx3xFlagGFP (n=4), p57KO;Hopx3xFlagGFP (n=3) à E18.5. Plot représentatif du contenu en ADN des cellules GFP+ et 

graphe représentant l’analyse quantitative du pourcentage de cellules contenant 2n ou 4n d’ADN suivant le génotype p57. 
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1.4. p57 est fortement exprimé dans les cellules souches Hopx+ 

Sur les coupes histologiques, p57 apparaît comme étant exprimé dans les villosités (Figure 

43 D). Afin de vérifier sa présence dans les cellules souches intestinales, l’expression de 

l’ARNm de p57 a été évaluée par RT-qPCR après tri cellulaire dans les différentes lignées 

reportrices (Figure 46). Dans un premier temps, la nature des différentes populations a été 

confirmée en évaluant l’expression de la signature génique des CBC et des cellules souches +4 

(Figure 46 A-B).  

Comme attendu, les cellules Lgr5-GFPHigh présentent une forte expression des gènes 

signatures des CBC tels que Lgr5, Ascl2 et Olfm4 et une faible expression des marqueurs de 

cellules différenciées (Muc2, Muc4 et Sucrase). Comme décrit précédemment, (Munoz et al., 

2012), nous avons détecté l’expression de certains marqueurs des cellules souches +4 comme 

mTert, Sox9, et Hopx. Les CBC Lgr5-GFPHigh ainsi que les progéniteurs Lgr5-GFPLow 

présentent une forte expression de Atoh1 (cible de la voie Notch, exprimé dans les progéniteurs 

sécréteur). Nous avons également détecté l’expression de Hes1 (effecteur de la voie Notch 

exprimé dans le lignage absorptif) dans les cellules Lgr5-GFPHigh (Yang et al., 2001) (Figure 

46 A). Concernant les cellules souches +4, nous avons observé l’expression de Hopx et de 

Mex3a, marqueurs des cellules souches quiescentes (Barriga et al., 2017; Takeda et al., 2011 ), 

comme attendu, ainsi qu’une expression modeste des gènes signatures des CBC, Lgr5 et Ascl2 

par rapport aux cellules Hopx-GFPNeg (Figure 46 B). Ces cellules souches de réserve 

présentent également une forte augmentation de Atoh1 ainsi qu’une diminution de l’expression 

de Hes1 et des gènes de différenciation. Cependant ces variations ne sont pas significatives 

(Figure 46 B).  

Nous avons ensuite évalué l’expression de p57 dans les différentes populations cellulaires 

et nos résultats indiquent une diminution de l’expression de p57 dans les cellules Lgr5-GFPLow 

et Lgr5-GFPHigh, ce qui est cohérent avec l’absence de marquage p57 dans les cryptes en 

histologie (Figure 43 D). A contrario, nous avons observé une forte expression de l’ARNm de 

p57 dans les cellules souches Hopx+ (Figure 46 C). L’expression de p57 dans les cellules 

Mex3High a également été mise en évidence récemment, ces cellules sont considérées comme 

des CBC quiescentes capables de se mobiliser en cas de régénération (Barriga et al., 2017). Le 

fort niveau d’expression de p57 observé est également cohérent avec le faible niveau de Hes1 

dans les cellules Hopx+, puisque Hes1 a été montré comme étant un répresseur de l’expression 

de p57 dans la crypte intestinale (Riccio et al., 2008). 
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Figure 46 : p57 est exprimé dans les cellules souches +4 

Des préparations de cryptes dissociées obtenues à partir de souris adultes Lgr5eGFPCre-ERT et Hopx3xFlagGFP 

ont été triées sur la base de l’expression de la GFP par cytométrie en flux. Le niveau d’expression de 

différents gènes souches et marqueurs de différenciation a été évalué par RT-qPCR sur ces populations 

triées. Les niveaux d’ARNm ont été normalisés par rapport à l’expression de GAPDH et sont exprimés en 

expression génique relative par rapport à la population GFP négative. (A) Expression relative des gènes 

marqueurs de CBC, de différenciation ou de cellules souches +4 dans les populations Lgr5-GFPNeg, Lgr5-

GFPLow et Lgr5-GFPHigh (n=3). (B) Expression relative des gènes marqueurs de CBC, de différenciation ou 

de cellules souches +4 dans les populations Hopx-GFPNeg et Hopx-GFP+ (n=3). (C) Expression relative de 

l’ARNm de p57 dans les populations Lgr5 GFPLow, Lgr5-GFPHigh et Hopx-GFP+.  
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Ces résultats sont donc en accord avec la littérature et avec nos résultats précédents qui 

montrent une dérégulation des cellules souches +4 en absence de p57, sans affecter les CBC.  

En résumé, ces expériences in vivo semblent indiquer que p57 est impliqué dans la 

maintenance de la quiescence des cellules souches intestinales +4 de manière indépendante de 

l’inhibition des CDK. La suite de ce projet a été de déterminer par quel mécanisme moléculaire 

p57 régule les cellules de la crypte intestinale.  

2. Mécanisme moléculaire par lequel p57 contrôle la prolifération des 

cellules souches intestinales 

Dans les cellules souches neurales, p57 module la différenciation via l’inhibition du facteur 

de transcription Ascl1. p57 interagit avec Ascl1, est présent au niveau de ses promoteurs cibles 

et inhibe son activité de manière indépendante des CDK (Joseph et al., 2009). De manière 

intéressante, le paralogue d’Ascl1, Ascl2, est l’un des facteurs de transcription clé dans la 

régulation des cellules souches intestinales. L’expression d’Ascl2 est dépendante de Wnt. Il est 

exprimé au niveau de la crypte et une augmentation de son expression entraîne une 

hyperprolifération alors que sa délétion cause une perte des cellules souches (van der Flier et 

al., 2009b). Ascl2 contrôle l’expression de nombreux gènes souches, notamment Lgr5, Sox9 et 

EphB3. Wnt et Ascl2 agissent de manière synergique afin d’activer la transcription de ces gènes 

souches, il a également été montré que Ascl2 forme une boucle d’autorégulation positive et 

active sa propre transcription en présence de signaux Wnt (Schuijers et al., 2015). L’hypothèse 

que nous avons donc émise est que comme dans les cellules souche neurales, p57 est capable 

de moduler l’activité d’Ascl2 afin de contrôler les cellules de la crypte. 

2.1.p57 interagit avec Ascl2 et inhibe son activité transcriptionnelle 

L’interaction entre p57 et Ascl2 a été testée par co-immunoprécipitation après surexpression 

de Ascl2 et p57WT ou p57CK- dans des cellules HEK 293. Ces expériences indiquent que p57WT 

et p57CK- peuvent interagir avec Ascl2 (Figure 47 A). Cette interaction a été confirmée sur les 

protéines endogènes par des expériences de Proximity Ligation Assay (PLA) dans des cellules 

SW480 (lignée de cancer colorectale). Dans ces cellules, nos résultats indiquent que p57 est 

capable de lier Ascl2 (Figure 47 B).  
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Figure 47 : p57 interagit avec Ascl2 
(A) Ascl2-tGFP, p57WT-Myc et p57CK--Myc ont été surexprimés dans des cellules HEK 293. p57WT et 

p57CK- ont été immunoprécipités avec un anticorps anti-Myc et la présence d’Ascl2 a été visualisée par 

western blot avec un anticorps anti-tGFP. (B) Proximity Ligation Assay (PLA) sur cellules SW480 après 

2 jours de culture. Les évènements d’interaction entre p57 et Ascl2 sont visibles par des points rouges. 

Des contrôles négatifs avec les anticorps seuls ou les sondes seules ont été réalisés. La phalloïdine-

FITC a été utilisée pour visualiser le contour des cellules. Barre d’échelle = 25 μm. Les photos sont 

représentatives de 5 expériences indépendantes.  
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Afin de déterminer l’effet de p57 sur l’activité d’Ascl2, nous avons réalisé des expériences 

d’activité transcriptionnelle ou « transcription reporter assay », dans lesquelles une forme 

déstabilisée de la GFP (demi-vie ≈ 1 h) placée sous le contrôle de promoteurs cible d’Ascl2 

(Lgr5 et Sox9) est transfectée dans des HEK 293 en présence d’Ascl2 et de doses croissantes 

de p57. Le nombre de cellules GFP est ensuite suivi par microscopie (Incucyte), et les résultats 

sont normalisés par rapport à l’expression du promoteur GAPDH dans les mêmes conditions. 

On observe, que la transfection de quantité croissante de p57WT ou p57CK- entraîne une 

diminution de l’activité des promoteurs de Lgr5 et Sox9, traduisant une répression de l’activité 

transcriptionnelle d’Ascl2 (Figure 48).  

 

L’ensemble de ces résultats indique donc que p57 interagit avec Ascl2 et inhibe son activité 

transcriptionnelle, et ce de manière indépendante des cycline/CDK. 

Figure 48 : p57 inhibe l'activité transcriptionnelle d'Ascl2 
Des cellules HEK 293 ont été transfectées avec 50 ng d’Ascl2, 50 ng de plasmides rapporteurs dans lesquels les promoteurs 

de gènes cible d’Ascl2 (Sox9, Lgr5) ou Ascl1 (Phox2A) ou aucune séquence promotrice (Neg) sont clonés en amont d’une 

GFP déstabilisée, et des quantités croissantes de p57WT (A) ou p57CK- (B). Le nombre de cellules fluorescentes a été suivi et 

mesuré avec l’Incucyte. Les résultats sont normalisés par rapport à l’activité de GAPDH. 
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2.2.p57 participe à la formation d’un complexe répresseur présent au niveau des 

promoteurs cibles d’Ascl2 

L’interactome de p57 déterminé au sein de l’équipe en utilisant du p57 recombinant pour 

cribler des puces protéiques (9500 protéines), a permis d’identifier, parmi les 183 partenaires 

potentiels, de multiples régulateurs de la transcription dont l’histone déacétylase 7 (HDAC7) 

(Duquesnes et al., 2016). HDAC7 appartient à la famille des HDAC de classe II et réprime la 

transcription via la formation de complexes répresseurs notamment par son interaction avec la 

protéine échafaudage mSin3a (Kao et al., 2000).  

L’interaction entre p57 et ce complexe co-répresseur HDAC7/mSin3a a donc été testée sur 

des protéines endogènes dans des SW480 par co-immunoprécipitation (Figure 49 A), ce qui a 

mis en évidence que p57, HDAC7 et mSin3a existent au sein d’un même complexe. Ces 

interactions ont été confirmées par PLA, toujours sur des protéines endogènes dans les cellules 

SW480, ces expériences de PLA ont permis de valider l’interaction entre p57/mSin3a et 

p57/HDAC7 (Figure 49 B). L’interaction entre Ascl2 et les membres de ce complexe co-

répresseur a été vérifiée en expression endogène par PLA sur des SW480 (Figure 50). Enfin, 

nous avons également confirmé par co-immunoprécipitation que le mutant p57CK- est 

également capable d’interagir avec mSin3a et HDAC7 dans un modèle de SW480 où le mutant 

p57CK- a été surexprimé (Figure 51).  

Afin d’investiguer si p57 participe à un complexe co-répresseur au niveau des promoteurs 

des gènes cibles d’Ascl2, nous avons effectué des expériences d’immunoprécipitation de 

chromatine (ChIP). Après immunoprécipitation avec des anticorps dirigés contre Ascl2, p57, 

HDAC7 et mSin3a, des qPCR pour différents promoteurs cibles d’Ascl2 ont été réalisées. 

Comme attendu, Ascl2 est présent sur les promoteurs de Lgr5, Sox9 et EphB3 (van der Flier et 

al., 2009b). Nous avons aussi mis en évidence que tous les membres du complexes co-

répresseur précédemment identifié, p57, mSin3a et HDAC7, sont également présents au niveau 

de ces promoteurs cibles d’Ascl2 (Figure 52).  

En conclusion, ces résultats suggèrent donc que p57 est capable d’inhiber l’activité 

transcriptionnelle d’Ascl2 via la formation d’un complexe corépresseur avec HDAC7 et 

mSin3a.  
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Figure 49 : p57 participe à la formation d'un complexe répresseur 
(A) Co-immunoprécipitation de p57 avec HDAC7 et mSin3a endogènes dans des cellules SW480. p57 ou HDAC7 ont été 

immunoprécipités avec des anticorps anti-p57 ou anti-HDAC7 respectivement, des billes seules ont été utilisées comme 

contrôle négatif. Les protéines immunoprécipitées ont été détectées par immunoblots avec des anticorps anti-p57, anti-

HDAC7 ou anti-mSin3a. Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes. (B) PLA avec des anticorps p57 

et HDAC7 ou p57 et mSin3a dans des cellules SW480 après 2 j de culture. Les évènements d’interaction sont visibles par 

des points rouges (p57/mSin3a ou p57/HDAC7). Des contrôles négatifs avec chaque anticorps seul ont été réalisés. La 

phalloïdine-FITC a été utilisée pour visualiser le contour des cellules. Barre d’échelle = 25μm. Les données sont 

représentatives de 4 expériences indépendantes.  
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Figure 50 : Interaction entre Ascl2 et le complexe corépresseur 
PLA sur cellules SW480 après 2 j de culture pour vérifier l’interaction entre HDAC7 ou mSin3a et Ascl2. Les évènements d’interaction 

sont visibles par des points rouges (Ascl2/HDAC7, Ascl2/mSin3a et HDAC7/mSin3a). Des contrôles négatifs avec les anticorps seuls 

ou les sondes seules ont été réalisés. La phalloïdine-FITC a été utilisée pour visualiser le contour des cellules. Barre d’échelle = 25 

μm. Les données sont représentatives de 4 expériences indépendantes.  
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Figure 51 : p57CK- peut interagir avec le complexe corépresseur 
Co-immunoprécipitation de p57 ou p57CK- avec HDAC7 ou mSin3a dans des cellules SW480 sauvages ou 

surexprimant le mutant p57CK-. mSin3a ou HDAC7 ont été immunoprécipités avec des anticorps anti-mSin3a ou 

anti-HDAC7 respectivement, des billes seules ont été utilisées comme contrôle négatif. Les protéines 

immunoprécipitées ont été détectées par immunoblots avec des anticorps anti-p57, anti-HDAC7 ou anti-mSin3a. 

Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes. 
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Figure 52 : Le complexe corépresseur est présent sur les promoteurs cibles d’Ascl2 
Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont été réalisées pour déterminer la présence du 

complexe co-répresseur sur les promoteurs des gènes cibles d’Ascl2. Après immunoprécipitation de l’ADN avec 

les différents anticorps (p57, Ascl2, HDAC7, mSin3a ou isotype contrôle) des qPCR ont été réalisées avec des 

amorces spécifiques des promoteurs cibles d’Ascl2 : Lgr5 (A), Sox9 (B) et EphB3 (C). Les graphes montrent les 

données d’une expérience représentative d’au moins 3 expériences.  
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Conclusion 

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence que p57 joue un rôle essentiel 

dans le développement intestinal de manière indépendante de l’inhibition des CDK. En effet, 

les animaux p57KO présentent un raccourcissement de l’intestin et une hyperprolifération de la 

crypte. Nous avons pu mettre en évidence que les animaux p57KO présentent une augmentation 

du nombre de cellules souches +4, qui normalement expriment fortement p57, ainsi qu’une 

augmentation du pool de progéniteurs. Le mécanisme moléculaire que nous proposons pour 

expliquer cette dérégulation est que p57 est capable de lier et d’inhiber l’activité 

transcriptionnelle d’Ascl2 via la formation d’un complexe répresseur avec mSin3a et HDAC7. 

La perte de p57 entraînerait donc la dérépression d’Ascl2 et la conversion des cellules souches 

+4 en une population plus proche des CBC prolifératives, résultant ainsi en une augmentation 

du nombre de cellules souches +4 et du nombre de progéniteurs. Il reste néanmoins certains 

points à éclaircir concernant ce mécanisme moléculaire.  

 

 

 

Figure 53 : Modèle proposé pour la régulation des cryptes intestinales par p57 
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II. 2ème objectif : Développement d’un modèle 3D d’épithélium 

intestinal 

L’épithélium intestinal présente une topographie et une organisation caractéristique en 

cryptes et villosités avec les cellules souches et progéniteurs prolifératifs localisés au niveau 

des cryptes et les cellules différenciées migrant vers le haut des villosités. L’autorenouvèlement 

des cellules souches et la différenciation des progéniteurs sont soutenus par le 

microenvironnement qui varie le long de l’axe crypte/villosité avec la présence de gradient de 

facteurs de croissance et de matrices extracellulaires. Des signaux supplémentaires fournis par 

les autres types cellulaires de la niche sont également important dans le maintien de 

l’homéostasie tissulaire.  

L’objectif de ce projet a été de développer un modèle de culture en 3 dimensions 

reproduisant la topographie de l’épithélium intestinal. Dans un premier temps, nous avons 

développé un nouveau matériau photosensible compatible avec la culture cellulaire composé 

d’un mélange de PEG-DA/acide acrylique en présence de matrice extracellulaire. Cet hydrogel 

a ensuite été imprimé en 3 dimensions par une technique de stéréolithographie haute résolution 

afin de fabriquer des scaffolds de culture reproduisant la topographie et les dimensions de 

l’épithélium intestinal murin. Enfin, nous avons montré que ces scaffolds 3D supportent la 

culture de cellules de cancer colorectal Caco-2 jusqu’à 21 jours et permettent la formation d’un 

épithélium polarisé en 3 dimensions.  

Ces systèmes de cultures en 3D peuvent constituer une approche complémentaire aux 

organoïdes afin d’étudier les cellules souches et leur descendance in vitro. Ce modèle 

microfabriqué représente également une alternative intéressante aux tests animaux pour le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques. 

Les résultats de ce projet sont présentés dans le manuscrit suivant publié dans le journal 

Biomaterials. 
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Figure S4: Influences of villi length on cellular behavior 

(A) SEM images of 3D scaffolds of 500 µm and 1500 µm high villi. (B, C) 

Representative confocal images of Caco-2 cells grown on 500 µm (B) or 1500 

µm (C) high villi. Cells were grown for 21 d, fixed and stained for F-actin 

(Phalloidin-rhodamine, red), β-catenin (green) and nuclear DNA (DRAQ5, 

blue). (D) Average height of Caco-2 cells grown on 3D scaffolds with 500 µm 

or 1500 µm high villi. 
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Discussion 

Les travaux de cette thèse ont porté de façon très générale sur la biologie de l’intestin et sur 

l’étude des mécanismes impliqués dans la maintenance des cellules souches intestinales. Dans 

un premier travail de recherche, nous avons pu mettre en évidence une nouvelle fonction de 

p57 dans les cellules souches intestinales indépendante des complexes cycline/CDK. Dans un 

deuxième projet, en utilisant une approche interdisciplinaire, nous avons développé un nouveau 

modèle in vitro en 3 dimensions pour la culture et l’étude des cellules souches intestinales et 

de leurs descendants. 

I. Rôle de p57 dans les cellules souches intestinales 

Nos travaux indiquent que p57 est exprimé dans les cellules souches +4, identifiées grâce à 

un marquage Sox9 et un traçage génétique Hopx, et que p57 est requis pour leur maintien en 

quiescence de façon indépendante des CDK. En effet, selon nos résultats, l’absence de p57 

entraîne une augmentation de la prolifération de ces cellules souches de réserve qui sont 

quiescentes dans des conditions physiologiques (Takeda et al., 2011; Tian et al., 2011 ).  

p57 détermine-t-il le devenir des cellules souches ? 

Plusieurs marqueurs identifiant la population de cellules souches +4 ont été décrits, dont 

Bmi1 (Sangiorgi and Capecchi, 2008), mTert (Montgomery et al., 2011) ou encore Hopx 

(Takeda et al., 2011). Toutes ces études ont montré, par des expériences de traçage génétique, 

que dans des conditions de régénération, ces cellules souches +4 sont résistantes aux dommages 

et capables d’entrer en prolifération afin de régénérer l’épithélium en donnant des progéniteurs 

qui vont générer les cellules différenciées, mais également en générant des CBC afin de 

reconstituer le pool de cellules Lgr5High (Takeda et al., 2011 ; Tian et al., 2011). Il a également 

été montré que les cellules Lgr5High sont capables de donner ces cellules souches +4 Hopx+ 

(Takeda et al., 2011). Il existe donc une relation dynamique et une interconversion possible 

entre ces deux populations de cellules souches. Cependant, malgré de nombreuses études, 

l’identité de ces cellules souches de réserve et la nature de leur relation et de la hiérarchie par 

rapport aux CBC reste discutée.  

En effet, il a été montré que les CBC Lgr5High expriment également, à des niveaux moindres, 

les marqueurs des cellules +4 notamment Bmi1, mTert et Hopx (Itzkovitz et al., 2011; Munoz 

et al., 2012). En accord avec ces études, nous avons également observé une expression modeste 
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des marqueurs Hopx et mTert dans les cellules Lgr5High. De plus, une étude a montré que les 

cellules Lgr5High sont relativement radiorésistantes et peuvent contribuer à la régénération post-

dommages, ce qui remet en question le rôle des cellules souches +4 dans la régénération (Hua 

et al., 2012).  

Une hypothèse attractive pour expliquer ces études controversées, est que selon leur statut, 

certaines cellules +4 expriment également de forts niveaux de Lgr5. En effet, des études 

réalisées sur les souris Lgr5eGFP ont révélé que certaines cryptes expriment de forts niveaux de 

GFP dans la région +4/+5, au-dessus de la dernière cellule de Paneth (Barker et al., 2007; 

Buczacki et al., 2013). Les deux populations de cellules souches seraient alors chevauchantes, 

et auraient une seule et même origine, les CBC. Dans ce cas, la population de cellules CBC 

serait en réalité hétérogène, comprenant à la fois des cellules Lgr5High prolifératives mais aussi 

une fraction de cellules quiescentes, qui exprimeraient alors les marqueurs des cellules souches 

+4.  

Dans ce sens, l’existence d’une population quiescente, exprimant à la fois les marqueurs de 

CBC et de cellules +4, réconciliant ces deux modèles a récemment été décrite (Barriga et al., 

2017; Buczacki et al., 2013 ). Dans une première étude, une population LRC a été identifiée 

grâce à une stratégie permettant de marquer génétiquement les LRC par un allèle Cyp1a1-H2B-

YFP. (Buczacki et al., 2013). Des cellules YFP-LRC ont ainsi été identifiées, localisées 

préférentiellement en position +3/+4 exprimant des marqueurs du lignage sécrétoire mais aussi 

les marqueurs des cellules souches Lgr5, ainsi que les marqueurs des cellules +4 (Buczacki et 

al., 2013). En accord avec cette possibilité, dans nos expériences, une expression modeste de 

Lgr5 et Ascl2 dans les cellules Hopx+ a été observée. De manière similaire, une population 

Mex3aHigh a récemment été identifiée (Barriga et al., 2017). Cette population est principalement 

localisée en position +3/+4 et, comme les YFP-LRC, exprime à la fois les marqueurs des 

cellules souches Lgr5High et des cellules souches +4. De manière intéressante, la population 

Mex3aHigh est enrichie en gènes codant pour la fonction de sécrétion et présente une forte 

expression de p57 par rapport aux CBC Lgr5High (Barriga et al., 2017). De plus, les auteurs ont 

montré que les gènes spécifiquement exprimés dans les YFP-LRC, qui expriment aussi de forts 

niveaux de Mex3a, sont également significativement enrichies dans cette population 

Mex3aHigh, indiquant donc qu’il s’agit de la même population cellulaire qui a été définie comme 

des CBC quiescentes (Barriga et al., 2017).  
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La différence majeure entre cette population LRC/Mex3aHigh et les CBC actives serait donc 

leur statut de prolifération, qui pourrait être déterminé par p57. En effet, l’absence de p57 

entraîne une augmentation de prolifération des cellules Hopx+ qui deviendrait alors similaire à 

des cellules Lgr5High. Un rôle de p57 dans la détermination du destin des cellules souches 

neurales a récemment été montré chez la drosophile. Au cours du développement,75% des 

cellules souches neurales quiescentes sont arrêtées en G2 et non G0, ce qui leur confère une 

cinétique de réponse différente aux stimuli nutritionnels et sont donc distinctes sur le plan 

fonctionnel (Otsuki and Brand, 2018). Le choix d’orientation entre G0 et G2 est déterminé par 

la présence de Decapo (homologue de p57 chez la drosophile) qui promeut l’entrée en 

quiescence de type G0 (Otsuki and Brand, 2019). Il est donc tentant de faire un parallèle avec 

ce système, et d’émettre l’hypothèse que le choix d’orientation entre les cellules souches CBC 

actives et les cellules souches +4 est déterminé par la présence de p57, qui favoriserait alors 

l’orientation vers les cellules souches de réserve et les maintiendrait quiescentes (Figure 54). 

Afin de confirmer cette hypothèse, il serait intéressant de comparer le profil transcriptionnel 

des cellules souches Hopx+ d’embryons p57KO avec des cellules souches issues de souris p57WT 

et p57CK- en réalisant un RNA-seq sur des cellules GFP triées afin de déterminer l’identité de 

Figure 54 : Hypothèse sur la fonction de p57 dans la détermination du destin des cellules souches 
Il a été montré que les cellules souches +4 proviennent des CBC et expriment à la fois les marqueurs des 

cellules +4 et des CBC. Une possibilité pour expliquer ces observations est que les deux cellules aient la même 

origine et soient en réalité une seule et même population hétérogène de cellules souches. Le choix de 

l’orientation au sein de cette population pourrait alors être déterminé par p57.  
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ces cellules en absence de p57. Si notre hypothèse est correcte, l’expression des gènes 

signatures des CBC comme Lgr5, Ascl2 ou Olfm4 dans les cellules Hopx+ en l’absence de p57 

devrait être augmentée. Ces expériences permettront également d’évaluer l’expression des 

protéines du cycle cellulaire tel que les cyclines ou PCNA afin de confirmer la sortie de 

quiescence des cellules souches de réserve en absence de p57.  

Nous n’avons pas observé d’augmentation des CBC chez les souris p57KO, mais une 

augmentation du nombre de cellules Hopx+ et du pool des progéniteurs. Il semblerait donc que 

les cellules Hopx+ ne se convertissent pas en CBC mais s’auto-renouvèlement de façon plus 

importante (division symétrique) et génèrent des progéniteurs (division asymétrique). Afin de 

confirmer l’origine de ces progéniteurs (CBC ou cellules Hopx+) il serait intéressant de réaliser 

des expériences de traçage génétique des cellules Hopx en absence de p57. Pour cela, nous 

croiserons des souris p57flox/flox avec des souris HopxCreERT;R26Tomato afin d’abolir l’expression 

de p57 spécifiquement dans ces cellules et de suivre les cellules Hopx et leurs descendants via 

l’expression du marqueur fluorescent Tomato par histologie et cytométrie en flux après 

induction de la recombinaison par le tamoxifène. Il serait également intéressant d’évaluer si 

l’augmentation des progéniteurs résulte d’un retard de différenciation ou bien d’une 

augmentation de leur prolifération. Pour cela, nous pouvons effectuer des co-marquage 

Id1/PCNA ou Id1/Ki67 sur des coupes d’embryons p57WT, p57KO et p57CK-. Une augmentation 

du nombre de cellules doublement positives indiquerait alors que l’augmentation des 

progéniteurs résulte d’une augmentation de leur prolifération. 

Les croisements de souris p57flox/flox nous permettraient également d’étudier l’effet de la 

perte de p57 sur le long terme chez l’adulte, ce qui n’a jamais été étudié dans l’intestin du fait 

de la létalité périnatale des souris p57KO. Cette approche permettrait potentiellement de révéler 

des phénotypes différents. Par exemple, dans les cellules souches neurales, la perte de p57 à 

court terme entraîne une augmentation de leur prolifération (Furutachi et al., 2013). Cependant 

sur le long terme, l’augmentation de prolifération, due à l’absence de p57, cause un épuisement 

des cellules souches et un défaut de neurogénèse (Furutachi et al., 2013). Il serait donc 

intéressant d’étudier si un mécanisme similaire se produit dans l’intestin et d’évaluer l’effet de 

la perte de p57 sur long terme dans les cellules souches Hopx+, et si il y a un épuisement de ce 

pool de cellules de réserve ce qui pourrait engendrer des défauts de régénération tissulaire.  
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Les résultats obtenus sur les souris mutantes p57CK- suggèrent que cette fonction de p57 est 

indépendante de l’inhibition du cycle cellulaire. La réalisation d’un RNA-seq sur les cellules 

souches Hopx+ des embryons p57KO permettra également de confirmer le mécanisme 

moléculaire que nous avons mis en évidence en étudiant le profil d’expression des gènes cibles 

d’Ascl2 dans les cellules Hopx+ en fonction du statut de p57, ou bien de mettre en évidence un 

autre mécanisme moléculaire.  

Mécanisme moléculaire par lequel p57 contrôle les cellules souches 

intestinales  

Au cours de cette étude, nous avons identifié une nouvelle fonction de p57 en qualité de 

répresseur transcriptionnel. Nous avons montré que p57 est capable de lier et d’inhiber 

l’activité d’Ascl2 de façon directe, en se fixant sur les promoteurs cibles d’Ascl2 avec un 

complexe co-répresseur formé notamment de HDAC7 et mSin3a. Il serait intéressant d’étudier 

le rôle de p57 dans ce complexe, et notamment de savoir si p57 est nécessaire à son 

recrutement. En effet, il a été montré que p27, un autre inhibiteur de la famille Cip/Kip, 

participe au recrutement de mSin3a et d’HDAC1 sur le complexe p130/E2F4 sur ses 

promoteurs cibles afin d’inhiber leur transcription (Pippa et al., 2012). Cette même étude a 

également montré que p27 est capable de réguler la transcription de nombreux gènes de 

manière dépendante et indépendante des CDK (Pippa et al., 2012). Afin de vérifier si p57 est 

nécessaire au recrutement du complexe répresseur, il est possible de réaliser des ChIP dans des 

cellules SW480 après transfection d’un siRNA dirigé contre p57. Il serait également intéressant 

de réaliser un ChIP-Seq afin d’identifier l’ensemble des gènes cibles de p57 et d’identifier de 

nouveaux gènes possiblement impliqués dans la régulation des cellules souches intestinales.  

Nous proposons que la présence de p57 permettrait de maintenir l’identité des cellules 

souches +4 en inhibant l’activité d’Ascl2. Initialement, la présence d’Ascl2 a été détectée 

uniquement dans les CBC et non dans les cellules souches +4 (van der Flier et al., 2009b). 

Nous avons néanmoins détecté une faible expression d’Ascl2 dans les cellules souches Hopx+ 

triées (augmentation de 1,8 +/- 0,5 par rapport aux cellules GFP négative). Il est possible que 

p57 inhibe également l’expression d’Ascl2, puisque ce dernier est capable de réguler sa propre 

expression afin de renforcer l’identité des cellules souches (Schuijers et al., 2015). Au niveau 

des progéniteurs, l’inhibition d’Ascl2 permettrait d’engager les cellules vers la différenciation 

et de limiter leur prolifération ce qui est cohérent avec l’augmentation du pool de progéniteurs 

observée chez les souris p57KO.  
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Une autre possibilité est qu’en plus de l’inhibition d’Ascl2, p57 agissent via un autre 

mécanisme pour le maintien des cellules souches +4, et notamment via Hes1. En effet, des 

données préliminaires montrent une augmentation de l’expression de Hes1 dans les cryptes des 

souris p57KO (Figure 55). L’interaction entre p57 et Hes1 a également été montrée entre les 

protéines endogènes par co-immunoprécipitation dans des cellules HEK 293 (Figure 55). 

Comme décrit dans l’introduction, Hes1 est impliqué dans le choix du lignage 

absorptif/sécrétoire, or nous n’avons observé aucun défaut de différenciation des cellules 

épithéliales, il est donc nécessaire de confirmer cette augmentation d’expression de Hes1 sur 

un nombre plus important d’animaux. Il serait également intéressant d’étudier l’effet de 

l’interaction entre Hes1 et p57 sur l’activité transcriptionnelle de Hes1 en réalisant un 

Transcription Reporter Assay. Enfin, il serait aussi intéressant d’évaluer l’expression de Atoh1, 

cible de Hes1, selon le statut de p57. En effet, de manière similaire à Ascl1, p57 est capable 

d’interagir avec Atoh2 dans les progéniteurs neuraux, cependant à ma connaissance l’effet de 

cette interaction n’a pas été testé (Joseph et al., 2009).  

En plus de sa fonction dans la détermination du lignage, Hes1 stimule également la 

prolifération des cellules souches intestinales dans la crypte via la répression de p57 et p27 

dans ce compartiment (Riccio et al., 2008). p57 pourrait ainsi être impliqué dans une boucle de 

rétrocontrôle négatif afin de limiter l’expansion des cellules souches et des progéniteurs en 

réprimant l’expression de facteurs de transcription comme Ascl2 et Hes1.  

Enfin, la kinase GSK3β a été identifiée comme partenaire potentiel de p57 dans 

l’interactome réalisé au sein de l’équipe (Duquesnes et al., 2016). GSK3β fait partie du 

complexe de dégradation de la β-caténine et inhibe donc la voie Wnt, principal moteur de la 

Figure 55 : p57 module l'expression de Hes1 ? 
Immunohistochimie (marron) contre Hes1 sur des coupes intestinales de souris p57WT, p57KO ou p57CK-. Co-

immunoprécipitation Hes1/p57, Hes1 a été immunoprécipité dans des cellules HEK 293 et la présence de 

p57 a été observé par western-blot.  
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prolifération des cellules souches intestinales. Il serait donc intéressant de valider cette 

interaction par co-immunoprécipitation et de réaliser des marquages histologiques contre β-

caténine afin d’observer si la signalisation Wnt est altérée en fonction du statut de p57.  

En résumé, malgré l’identification d’une nouvelle fonction de p57, il reste de nombreux 

points à éclaircir, et il est possible voire probable que plusieurs mécanismes indépendants 

soient impliqués et que p57 agissent à plusieurs niveaux afin de participer à la maintenance de 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal.  

p57 : suppresseur de tumeur dans l’intestin ? 

Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus commun et la quatrième cause de décès 

par cancer dans le monde, représentant environ 1,2 millions de nouveaux cas et 600 000 décès 

par an. L’incidence est faible chez les personnes de moins de 50 ans, mais augmente fortement 

avec l’âge (Brenner et al., 2014). La plupart des patients présentent une dérégulation de la 

signalisation Wnt, et notamment des mutations du gènes APC, qui sont la principale cause de 

la forme héréditaire de cancer colorectaux (Cancer Genome Atlas, 2012 ; Fearnhead et al., 

2001). La progression des adénomes en cancers métastatique est ensuite accompagnée de 

mutations additionnelles de gènes tels que K-Ras, p53 ou Smad4 (Rizk and Barker, 2012).  

De par sa fonction de régulateur négatif du cycle cellulaire, p57 est un potentiel gène 

suppresseur de tumeur. Cependant, la létalité périnatale des souris p57KO n’a pas permis jusqu’à 

présent d’étudier cette fonction in vivo, et cela n’a pas encore été étudié dans les souris p57KO 

conditionnelles (p57cKO). Néanmoins, p57 est un marqueur pronostique dans de nombreux 

types de cancers et notamment dans le cancer colorectal (Kavanagh and Joseph, 2011; Kikuchi 

et al., 2002; Li et al., 2003). En effet, une forte diminution d’expression de p57 a été observée 

dans les cancers colorectaux (Li et al., 2003). La perte d’expression de p57 est principalement 

causée par hyperméthylation de son promoteur (Kikuchi et al., 2002). En effet, il a été montré 

que l’expression de la méthyltransférase Dnmt3a est fortement augmentée dans le cancer du 

côlon. De façon cohérente, sa délétion inhibe la formation de tumeurs in vivo au moins en partie 

par l’augmentation de l’expression de p57 due à l’hypométhylation de son promoteur (Weis et 

al., 2015). Il semble donc important d’évaluer le rôle suppresseur de tumeur de p57 dans les 

cancers colorectaux in vivo.  
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Afin d’évaluer l’effet de p57 sur la tumorigénèse intestinale, nous utiliserons les souris p57 

knock-out conditionnelles (Mademtzoglou et al., 2017). Ces souris p57cKO pourront être 

croisées avec des souris Lgr5+/CreERT (Barker et al., 2007) ou HopxCreERT (Takeda et al., 2011) 

afin d’abolir l’expression de p57 spécifiquement dans les deux types de cellules souches 

(Figure 55). Dans un premier temps, la tumorigénèse sera induite par un modèle de traitement 

chimique AOM-DSS. L’AOM (azoxyméthane) est un agent génotoxique induisant la 

génération spontanée de tumeurs du colon. La combinaison d’un traitement AOM par injection 

intrapéritonéal avec l’agent inflammatoire DSS (Dextran Sodium Sulfate) dans l’eau de 

boisson, entraîne une accélération de l’apparition des tumeurs et permet d’observer de multiple 

tumeurs au niveau du colon environ 10 semaines après traitement (De Robertis et al., 2011). 

La présence de LacZ dans l’allèle p57cKO permettra également permettre d’évaluer le taux de 

recombinaison et de suivre les cellules recombinées et leurs descendants par marquage β-

galactosidase.  

Figure 56 : Délétion de p57 spécifiquement dans les cellules souches 
L’utilisation du modèle de souris p57cKO et des souris reportrices Lgr5 et Hopx Cre permettra la délétion de p57 

spécifiquement dans les cellules souches. Suite à la recombinaison, l’induction de la carcinogénèse par un traitement 

chimique nous permettra d’évaluer le rôle de p57 en tant que suppresseur de tumeur. 
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Une deuxième approche est l’utilisation du modèle de souris ApcfloxΔe1-15. La recombinaison 

par la recombinase Cre entraîne la délétion totale d’Apc ce qui induit un développement 

spontané de multiples adénomes semblables à ceux observés chez l’homme (Cheung et al., 

2010). Ces souris seront ensuite croisées avec les souris Lgr5+/CreERT ou HopxCreERT avec ou 

sans l’allèle p57cKO (Figure 57). Ces croisements permettront d’abolir l’expression d’Apc et/ou 

p57 spécifiquement dans les cellules souches intestinales. La comparaison du développement 

de tumeurs en présence ou en absence de p57 permettra ainsi d’évaluer le rôle de p57 dans la 

tumorigénèse intestinale.  

 

En conclusion, ces travaux ont mis en évidence une nouvelle fonction de p57 dans les 

cellules souches intestinales pendant le développement. Ce rôle de p57 dans la régulation des 

Figure 57 : Etude du rôle de p57 dans la tumorigénèse intestinale par croisement avec les souris Apc 
Une deuxième approche pour évaluer le rôle de p57 dans la tumorigénèse est l’utilisation du modèle de souris ApcfloxΔe1-15 

qui développe spontanément des adénomes après recombinaison. Ces modèles nous permettrons d’abolir simultanément 

l’expression d’Apc et de p57 ou bien d’Apc seulement dans les cellules souches intestinales. 
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cellules souches pourrait être transposé dans un contexte de tumorigénèse et pourrait expliquer 

le rôle suppresseur de tumeur supposé de p57 dans la carcinogénèse intestinale. Il reste 

cependant de nombreux points à investiguer, notamment sur le plan moléculaire.  

II. Développement d’un nouveau modèle de culture en 3D 

A l’heure actuelle, le modèle in vitro le plus couramment utilisé pour l’étude des cellules 

souches intestinales est la culture d’organoïdes. Ce système permet de récapituler certains 

aspects de l’organisation et de l’hétérogénéité tissulaire. Cependant ces systèmes présentent 

également un certain nombre de limites, notamment l’absence de topographie 3D et le faible 

contrôle de l’organisation 3D des cellules, l’absence de gradient biochimique ou encore le 

faible taux de reproductibilité liée entre autre à l’utilisation du Matrigel. Dans ce contexte, nous 

avons développé un nouveau modèle in vitro par l’utilisation d’un scaffold imprimé en trois 

dimensions. Afin de réaliser une preuve de concept, dans cette étude, le modèle a été développé 

en utilisant la lignée de cellules cancéreuses colorectales Caco-2 et les scaffolds ont été réalisés 

dans un matériau unique et les cellules cultivées dans un environnement uniforme.  

Les cellules Caco-2 représentent un modèle pratique et facile à mettre en œuvre pour l’étude 

de l’épithélium intestinal. Cependant, il est certain que ce modèle de cellules cancéreuses 

présente des limites et ne reflète pas la physiologie in vivo. En effet, tous les types cellulaires 

de l’épithélium ne sont pas représentés, de plus les différents récepteurs, transporteurs ou 

enzymes ne sont pas exprimés de la même façon dans les Caco-2 et dans les cellules primaires 

(Dutton et al., 2019). Ainsi, afin de reproduire de façon fidèle l’épithélium intestinal il serait 

donc nécessaire de travailler avec des cellules primaires.  

Comme décrit précédemment (p.102), des cellules intestinales primaires ont déjà été 

cultivées dans des hydrogels de type PEG, on peut donc supposer que le matériau développé à 

base d’un mélange de PEG-DA/acide acrylique permettra la culture de cellules intestinales 

primaires. Ces études ont montré que, sur ce même type de matériau, une matrice de rigidité 

de 1,3 kPa était optimale pour la prolifération des cellules souches intestinales, alors qu’une 

matrice moins rigide et dégradable était nécessaire à la différenciation et à la formation des 

organoïdes (Cruz-Acuna et al., 2017 ; Gjorevski et al., 2016). De plus, il a été montré que la 

culture en 2D sur des surfaces rigides, telles que le polystyrène ou le PDMS, ne permet pas la 

survie et la croissance de cryptes intestinales murines (Wang et al., 2017a). Ceci est 

probablement dû aux propriétés mécaniques des supports, puisque le dépôt de matrice comme 

le Matrigel ou la laminine sur ces supports n’améliore pas la survie cellulaire (Wang et al., 
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2017a). En revanche, des gels de collagène de type 1, beaucoup moins rigides supportent la 

prolifération des cellules souches intestinales (Figure 58) (Wang et al., 2017a). Il semblerait 

donc qu’une matrice possédant une rigidité de l’ordre du kPa soit optimale pour la culture des 

cellules souches intestinales.  

Il y a encore peu d’études rapportant des valeurs de rigidité in vivo du fait des difficultés 

techniques à effectuer ces mesures. Cependant des mesures par un microindenteur ont été 

réalisées sur des fragments d’intestin humain ex vivo non fixés, et il a été montré que la matrice 

intestinale saine possède un module de Young de 2,9 kPa contre 16 kPa pour des intestins de 

patient atteints de la maladie de Crohn ce qui suggère un remodelage important de la matrice 

en cas d’inflammation (Johnson et al., 2013). Il est cependant possible que ces mesures sous-

estiment la valeur réelle de rigidité du tissu puisque les mesures ont été faites ex vivo et donc 

sans la contraction des couches musculaires sous-jacentes qui peuvent rigidifier la muqueuse.  

 

Des mesures de microscopie à force atomique indiquent que le module de Young de notre 

hydrogel (40% PEG-DA + 30% acide acrylique + Fibronectine 250 µg/mL) est de l’ordre de 

90 kPa (Figure 58). Il sera donc nécessaire de modifier la composition de l’hydrogel afin de 

diminuer la rigidité du support, soit en diminuant la quantité de polymère présent dans 

l’hydrogel, soit en utilisant des PEG à chaînes plus longues (PEG-DA 2400), ou encore en 

modifiant les chaînes de PEG afin de le rendre dégradable. De manière intéressante nos 

Figure 58 : Propriétés mécaniques de l'hydrogel 
(A) Echelle de grandeur des rigidités connues de différents substrats. D’après de Wang et al, 2017 

(B) Module de Young mesuré par microscopie à force atomique des hydrogels de PEG-DA. 
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résultats de microscopie à force atomique montrent également que la présence de fibronectine 

dans l’hydrogel augmente fortement sa rigidité, ce qui a déjà été décrit dans la littérature 

(Gildner et al., 2004). Cette propriété de la fibronectine à augmenter la rigidité pourrait ainsi 

participer à l’augmentation du module de Young observée chez les patients atteints de 

pathologies inflammatoires où une augmentation du dépôt de fibronectine a été décrite (Petrey 

and de la Motte, 2017).  

Comme décrit dans l’introduction, la matrice extracellulaire varie le long de l’axe 

crypte/villosité et la fibronectine est majoritairement retrouvée au niveau de la crypte, alors 

que dans les villosités on retrouve du collagène et des laminines α3 et α5 (Meran et al., 2017). 

Ce gradient de matrice suggère donc un gradient de rigidité le long de l’axe, avec une matrice 

plus rigide au niveau des cryptes due à la présence de fibronectine et qui décroit 

progressivement vers les villosités. Cette hypothèse est cohérente avec les observations 

réalisées sur les organoïdes cultivés dans des hydrogels de PEG, où une diminution de la 

rigidité est nécessaire à la différenciation des cellules primaires (Gjorevski et al., 2016). Il serait 

donc intéressant de mesurer la rigidité de notre hydrogel avec d’autres matrices que la 

fibronectine (collagène 1 et laminine) pour confirmer ces variations de rigidité en fonction des 

protéines de la matrice extracellulaire. Les protéines de la matrice extracellulaire ne fournissent 

pas uniquement des informations mécaniques mais apportent aussi des signaux biochimiques, 

il serait donc dans tous les cas important d’intégrer ce gradient de matrice en imprimant des 

scaffolds multimatériaux, ce qui est possible en changeant le réservoir du matériau au cours de 

l’impression.  

Afin de récapituler complètement le microenvironnement intestinal il est nécessaire 

d’intégrer d’autres composants et notamment le gradient de facteurs de croissance. En effet, il 

a été montré par ensemencement de cellules intestinales primaires sur des scaffolds de 

collagène que la présence de ces gradients inverses de facteurs de croissance est nécessaire à 

la polarisation des cellules en compartiments prolifératif et différencié (Wang et al., 2017b). 

L’application de forces mécaniques mimant le péristaltisme et les forces de cisaillement 

générées par le flux ont également été montrées comme favorisant la différenciation cellulaire 

et l’organisation spatiale (Kasendra et al., 2018).  

 Afin d’intégrer ces composants dans notre système, il serait intéressant d’incorporer les 

scaffolds dans un système microfluidique similaire au système Gut-On-Chip précédemment 
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décrit (Kim et al., 2012a), composé de deux canaux séparés par une membrane de PDMS 

poreuse et extensible (Figure 59).  

 

 

La porosité de la membrane de PDMS offrirait la possibilité de recréer les gradients inverses 

de facteurs de croissance par simple diffusion, en introduisant au niveau de la chambre basale 

des facteurs pro-prolifératifs (Wnt, R-spondin et Noggin) et dans la chambre supérieure des 

facteurs nécessaires à la différenciation tels que le DAPT (inhibiteur de la voie Notch) et des 

BMP. Le renouvèlement constant du milieu par le système microfluidique nous permettrait de 

maintenir ce gradient stable. Cette configuration offrirait également la possibilité d’étudier le 

transport de molécule à travers l’épithélium. Le flux peut être facilement contrôlé en perfusant 

le milieu de culture dans la chambre supérieure alors que le péristaltisme pourrait être mimé en 

appliquant une pression au niveau de la chambre inférieure ce qui permettrait de déformer la 

membrane de PDMS et donc d’étirer le scaffold et les cellules. Ce système permettrait de 

coupler la reproduction de l’architecture tridimensionnelle avec l’application de contraintes 

mécaniques et la présence de gradient biochimiques, ce qui n’a pas été étudié jusqu’à présent 

à notre connaissance.  

 

Figure 59 : Intégration du scaffold dans un système microfluidique 
L’insertion du scaffold dans un système microfluidique permettrait d’introduire des gradients de facteurs de croissance 

ainsi que d’appliquer des contraintes mécaniques afin de mimer le microenvironnement.  
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En conclusion, ce nouveau modèle de culture en 3 dimensions représente un outil prometteur 

pour l’étude des cellules souches intestinales et de leur descendance malgré les différents 

aspects qu’il reste à améliorer. Cette étude a également montré la faisabilité et l’intérêt de 

l’impression 3D pour le développement de modèles de culture de topologie contrôlée. Ce type 

de système représente un outil puissant pour les tests in vitro de molécules thérapeutiques mais 

également pour les études de mécanismes fondamentaux. En effet, il serait intéressant d’étudier 

le rôle de p57 sur ce modèle en ensemençant des cellules intestinales primaires issues de souris 

p57WT, p57KO ou p57CK- sur les scaffolds.  
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