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RÉSUMÉ 

Étude des interactions cellule-matrice dans l'ancrage des cellules souches 
intestinales humaines 

Joelle Auclair 
Département d'anatomie et biologie cellulaire, Faculté de médecine, 
Université de Sherbrooke 

Dans l'intestin grêle, l'épithélium se renouvelle grâce à la présence d'une 
population souche localisée au fond des cryptes. Cependant, les mécanismes 
d'ancrage associés à l'établissement et au maintien de ce compartiment 
spécialisé sont encore inconnus. La distribution péricryptale de la laminine-2 
exclusivement à ce site, au stade adulte, pourrait contribuer à cette 
mobilisation cellulaire. Par conséquent, les intertactions laminine-dépendante 
nécessite la participation d'un répertoire spécifique de récepteurs dont 
plusieurs intégrines et le dystroglycan, un récepteur initialement identifié dans 
le muscle strié. 

Dans cette étude, les intégrines alPl et a2Pl ainsi que le dystroglycan ont été 
analysés dans la muqueuse intestinale humaine et les modèles cellulaires 
épithéliaux. Les résultats obtenus par immunofluorescence indirecte, 
immunobuvardage de type western et RT-PCR, ont permis de démontrer leur 
présence dans le compartiment épithélial prolifératif au cours du 
développement fœtal. Chez l'adulte, la sous-unité al des intégrines et le 
dystroglycan ont été retrouvés en co-distribution avec la laminine-2. ln vitro, 
les trois récepteurs étaient exprimés par les cellules intestinales humaines 
indifférenciées HIEC-6. Dans un second temps, ces cellules ont été utilisées 
afin d'évaluer l'impact des régulateurs du développement intestinal (EGF et 
glucocorticol"des), sur la mise en place d'un système d'ancrage intégrine 
dépendant. Les analyses ont révélé une modulation différentielle de 
l'expression des sous-unités al et a2. De même, le potentiel adhésif des 
cellules HIEC-6 a également été altéré par ces facteurs de croissance. Les 
traitements aux glucocorticol"des ont permis, entre autres, de mettre en 
évidence des mécanismes d'ancrage distincts pour les laminines 1 et 2. 

Ces résultats démontrent que l'interaction de ces récepteurs avec la laminine-
2, pourrait être impliqué dans la formation d'un compartiment cellulaire 
souche sous l'influence de régulateurs du développement tels que l'EGF et les 
glucocortico.ides. 
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1 - INTRODUCTION 

1. L'intestin grêle humain 

1. 1. Anatomie et histologie fonctionnelle 

Au sein du système digestif, l'intestin grêle est un organe indispensable à la 

progression de la digestion ainsi qu'à l'absorption des nutriments. Ces 

fonctions sont accomplies avec une efficacité étonnante grâce à la complexité 

de la muqueuse intestinale. Cette complexité se définit, dans un premier 

temps, par la subdivision de l'intestin grêle dans l'axe proximo-distal en 3 

segments (duodénum, jéjunum et iléon) procurant ainsi une certaine hiérarchie 

fonctionnelle. D'autre part, l'aspect morphologique de la muqueuse constitue 

un second élément déterminant. En effet, cette dernière présente, à sa face 

luminale, un grand nombre de replis profonds et de projections digitiformes, les 

villosités, qui permettent d'augmenter de façon importante la surface 

disponible pour l'entrée des nutriments. De même, l'acquisition de 

spécialisations membranaires telles que les microvillosités, par les entérocytes 

matures, contribue également au rendement exceptionnel du tractus digestif. 
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1.2. Dynamique de l'épithélium intestinal 

L'épithélium de l'intestin grêle est composé d'une monocouche de cellules dont 

la cohésion est assurée par un système de jonctions intercellulaires et une 

interaction avec la matrice extracellulaire. Cet épithélium unique est 

caractérisé par un renouvellement cellulaire constant qui s'opère à l'intérieur 

d'une unité fonctionnelle distincte, l'axe crypte-villosité (Figure 1) (Leblond, 

1981 ). Ce modèle hautement dynamique permet l'étude de plusieurs processus 

biologiques tels que la prolifération, la différenciation, la migration et 

l'adhésion cellulaire. Les propriétés morphologiques et fonctionnelles des 

cellules épithéliales permettent de diviser cet axe en deux segments 

spécifiques. En effet, le compartiment cryptal (glande de Lieberkühn) se 

compose principalement de cellules prolifératives indifférenciées et en voie de 

différenciation ainsi que d'une population cellulaire mature, les cellules de 

Paneth (Potten et Loeffler, 1990), tandis que la portion villositaire est 

constituée de cellules pleinement différenciées et actives tels que les cellules 

absorbantes, à mucus et entéro-endocrines (Leblond, 1981; Babyatsky et 

Podolsky, 1999). 

L'épithélium intestinal se renouvelle à tous les 3 à 5 jours grâce à la présence 

de cellules souches localisées au fond des cryptes (Klein et Mckenzie, 1983). Par 

division mitotique, ces cellules pluripotentes donnent naissance à des cellules 

filles (Cheng et Leblond, 1974). Ces dernières prolifèrent et amorcent leur 

programme de différenciation au cours du processus migratoire dans le 
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compartiment cryptal. Dès leur détermination, les cellules absorbantes, à 

mucus et entéro-endocrines s'engagent dans une migration ascendante qui les 

mènera au compartiment villositaire tandis que les cellules de Paneth se 

dirigent à la base des cryptes (Karam, 1999). Dans la villosité, les cellules 

poursuivent leur migration le long de cet axe et aboutissent à l'apex où se 

termine le cycle, par une élimination apoptotique (Renehan et al., 2001 ). 

1.3. Organisation de la crypte 

Le compartiment cryptal obéit à une hiérarchie cellulaire très stricte (Figure 2). 

Cette distribution ordonnée permet de répondre aux contraintes du 

renouvellement cellulaire. Ainsi, les glandes de Lieberkühn regroupent 

différentes populations cellulaires: les cellules de Paneth, les cellules souches 

et les cellules prolifératives en voie de différenciation. 

Principales composantes matures de l'unité cryptale, les cellules de Paneth 

résident au fond de cette structure glandulaire, intercalées entre les cellules 

souches. Les cellules de Paneth semble être impliquées dans la cytoprotection 

par la sécrétion de molécules bioactives telles que les défensines (Porter et 

al.,1997; Ouellette, 1997; Ganz, 2000), le lysozyme (Erlandsen et al., 1974; 

Porter et al., 2002; Salzman et al. 2003) et la phospholipase A2 groupe Il 

(Nevalainen et al., 2001) qui sont reconnus pour leurs effets antimicrobiens. 
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Pour leur part, les cellules souches se localisent également dans le tiers 

inférieur des cryptes et peuvent être subdivisées en quatre classes distinctes 

(Potten, 1998). Chacune de ces classes a été identifiées expérimentalement par 

des essais de survie aux irradiations (Withers et Elkind, 1970; Potten, 1977; 

Roberts et al., 1994 ). Ce modèle suggère qu'il y a entre 4-6 cellules souches 

fonctionnelles par crypte à l'état normal. Par contre, en présence d'agents 

génotoxiques (irradiations), ces cellules optent pour l'activation d'une voie 

apoptotique p53-dépendante plutôt que d'une voie menant à la réparation de 

l' ADN (Merritt et al., 1994; Potten, 2004). Lorsque les cellules souches 

disparaissent, elles peuvent être remplacées par leurs cellules filles immédiates 

qui possèdent une plus grande résistance. Ces cellules en transit sont dites 

clonogéniques puisqu'elles ont conservé un potentiel de régénération 

permettant de reconstituer et de maintenir la population cryptale. De même, 

les deux autres générations cellulaires, subséquentes aux cellules filles 

immédiates, retiennent également ce potentiel clonogénique. Ce système 

hiérarchique permet donc d'estimer la population souche/clonogénique entre 

30-40 cellules (Marshman et al., 2002). Enfin, après trois générations de 

cellules clonogéniques, les cellules en transit acquièrent leur détermination et 

perdent donc leur capacité de régénération cryptale (Booth et Potten, 2000). 
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1.4. Morphogenèse de l'intestin grêle 

Dans l'intestin grêle humain, l'architecture et les fonctions tissulaires sont 

acquises très tôt dans le développement fœtal (Figure 3). À la Be semaine de 

gestation, la paroi tubulaire consiste en un épithélium stratifié reposant sur un 

tissu mésenchymateux (Verma, 1979; Lacroix et al., 1984). L'abondance de 

figures mitotiques à chacune des strates témoignent des capacités de 

prolifération des cellules épithéliales (Moxey et Trier, 1978). Le remodelage de 

la muqueuse et la formation de villosités débutent dès la 9e semaine, dans les 

régions proximales de intestin grêle (Montgomery et al., 1999). Ces projections 

sont alors tapissées d'un épithélium cylindrique simple tandis que les espaces 

intervillositaires ont conservé une apparence stratifiée (Moxey et Trier, 1978). 

L'invagination des cellules épithéliales dans le mésenchyme s'effectue vers la 

14e semaine de vie fœtale et permet le développement de cryptes primitives. À 

partir de ce stade, la zone proliférative se retrouve confinée dans une structure 

glandulaire (Arsenault et Ménard, 1987). Ainsi, à la mi-gestation (18-20 

semaines), la morphologie de la muqueuse de l'intestin grêle fœtal est 

semblable à celle d'un tissu adulte avec une axe crypte-villosité bien 

développée et des capacités digestives comparables (Ménard et Beaulieu, 

1994). 
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1.5. Régulateurs du développement intestinal 

Depuis plusieurs décennies, une reconnaissance est octroyée aux hormones ainsi 

qu'aux facteurs de croissance pour leur implication dans la régulation du 

développement fonctionnel de l'intestin grêle (Moog, 1979; Simon et al., 1982; 

Kedinger et al., 1986; Babyatsky et Podolsky, 1999; Montgomery et al., 1999). 

Parmi ces candidats, les glucocorticoïdes et le facteur de croissance 

épidermique (EGF) sont les modulateurs morphogéniques les plus étudiés du 

système gastro-intestinal (Simon-Assmann et al., 1982; Beaulieu et al., 1985; 

Arsenault et Ménard, 1985; Quaroni, 1985; Conteas et al., 1986; Beaulieu et 

Cal vert, 1984, 1987; Ménard et al., 1988) 

1.5.1. Glucocortico"ides 

L'activité promotrice des glucocorticoïdes sur le développement fœtal humain 

est principalement associée au cortisol. La présence de cette hormone dans le 

compartiment fœtal provient en partie d'une diffusion transplacentale du 

cortisol maternel. Toutefois, la majorité de ce cortisol est métabolisé en 

cortisone par le placenta lors du transfert (Murphy, 1981). Cette conversion 

semble être une caractéristique physiologique importante de l'activité des 

glucocortico"ides puisque la cortisone est considérée comme étant une hormone 

inactive (Murphy, 1979). Néanmoins, le cortisol maternel résiduel alimente 

significativement le compartiment fœtal (Davies, 1980). En plus d'une 

contribution maternelle, les glandes surrénales du fœtus produisent du cortisol 
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dès la Be semaine de gestation (Murphy, 1979; Murphy et Diez d'Aux, 1972). 

Cette production endogène constitue une source importante de glucocorticol"des 

qui est également régulée par l'activité oxidative du placenta (Murphy, 1981 ). 

Au cours du développement fœtal, les niveaux de glucocortico'ides sont soumis 

à une régulation très stricte. Au premier trimestre, les taux circulants de 

cortisol sont relativement faibles. À partir de la 1 Be semaine, le ratio 

cortisol/cortisone augmente graduellement dans le liquide amniotique grâce au 

potentiel réducteur du chorion et de certains organes fœtaux qui permettent la 

conversion de la cortisone en cortisol (Murphy,1979;1981). Entre les 35e et 40e 

semaines, la concentration de cortisol double pour atteindre sa valeur 

maximale (Murphy, 1979). Cette forte augmentation, en fin de grossesse, 

contribue à la maturation de certaines enzymes digestives de l'intestin grêle. 

En effet, des expériences en culture organotypique ont démontrées que des 

concentrations élevées de glucocortico'ides augmentaient significativement 

l'activité de la lactase et de la phosphatase alcaline, des enzymes de la bordure 

en brosse (Arsenault et Ménard, 1985; Simon-Assmann et al., 1986). De plus, 

cette hormone augmenterait également la prolifération cellulaire dans les 

épithéliums d'explants intestinaux humains (Arsenault et Ménard, 1985). Ainsi, 

les glucocortico'ides participent directement au développement fonctionnel du 

tractus digestif. 
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1.5.2. Facteur de croissance épidermique 

La présence du facteur de croissance épidermique (EGF) dans plusieurs fluides 

corporels (salive, sérum, liquide amniotique et lait maternel) évoque une 

implication dans le développement embryonnaire ainsi que dans la 

morphogenèse et le maintien fonctionnel du tractus digestif (Chailler et 

Ménard, 1999). Dans l'intestin grêle fœtal humain, la distribution épithéliale du 

récepteur EGF est principalement confinée à la zone proliférative (Ménard et 

Pothier, 1991 ). L'expression de ce récepteur est maximale entre la 12e et la 

14e semaine de vie fœtale et diminue drastiquement dans les semaines 

suivantes (Pothier et Ménard, 1988). Les effets biologiques de l'EGF diffèrent 

de ceux observés pour les glucocorticoïdes. En culture organotypique, la 

présence d'EGF, à certaines concentrations, induit une diminution significative 

de la synthèse d' ADN et de l'activité enzymatique de plusieurs dissacharidases 

dans l'intestin grêle fœtal (Ménard et al. 1988). En plus d'affecter la 

prolifération cellulaire et l'activité enzymatique, ce facteur de croissance est 

également impliqué dans la synthèse et le renouvellement de la matrice 

extracellulaire (Ha ta et al., 1984; Panneerselvam et al., 1985). 
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Figure 1. L'axe crypte-villosité et les modèles cellulaires 

L'axe crypte-villosité constitue l'unité fonctionnelle de l'intestin grêle. Dans 

cet épithélium hautement dynamique, les cellules prolifératives, descendantes 

des cellules souches localisées à la base des cryptes, se différencient au cours 

du processus migratoire dans le compartiment cryptal (c). Par la suite, elles 

progressent dans le compartiment villositaire (v) jusqu'à l'apex où elles sont 

éliminées par apoptose. 

Certains modèles cellulaires épithéliaux permettent de récapituler l'axe crypte-

villosité. Les HIEC-6 forment une lignée épithéliale normale représentative de 

la population de cellules prolifératives et indifférenciées des cryptes 

intestinales humaines. La lignées Caco-2/15, malgré son origine 

carcinomateuse (côlon), permet l'analyse des mécanismes associés à la 

différenciation cellulaire. 



Entérocyte 
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Différenciation 

-----------------Caco-2/15 Ë --------------
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Figure 2. Organisation hiérarchique de la crypte intestinale 

Les cellules souches primordiales résident au fond des cryptes. Elles génèrent 

les cellules souches clonogéniques qui maintiennent un potentiel souche 

pendant trois génération (SC1-SC3). La détermination cellulaire, à la 

génération suivante (cellules en transition T1 ), co'incide avec la perte de cette 

capacité de régénération cryptale. Après deux autres divisions, (T2 et T3), les 

cellules amorcent leur programme de différenciation terminale pour atteindre 

une pleine maturité à la base du compartiment villositaire. 
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Figure 3. Morphogenèse de la muqueuse intestinale humaine 

À partir de la 9e semaine de vie fœtale, le tube digestif humain amorce un 

processus morphogénique menant à la formation d'une muqueuse intestinale 

mature à la mi-gestation. 

Dans un premier temps, la paroi tubulaire consiste en un épithélium stratifié 

reposant sur un tissu mésenchymateux (A). Par la suite, le remodelage de la 

muqueuse donne naissance à des villosités (V), tapissées d'un épithélium 

cylindrique simple, préservant l'apparence stratifiés des espaces 

intervillositaires (IV) (B). Vers la 14e semaine, l'invagination des cellules 

épithéliales dans le mésenchyme permet le développement de cryptes 

primitives. Ainsi, vers la 18e semaine, l'intestin grêle possèdent une unité 

fonctionnelle mature, l'axe crypte-villosité (C). 
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2. Niches des cellules souches 

L'ensemble des signaux externes contrôlant la destinée des cellules souches 

constituent un microenvironnement ou une niche (Watt and Hogan, 2000). 

Cette niche permet de procurer des conditions optimales pour le maintien des 

fonctions physiologiques exercées par ces cellules (Brittan and Wright, 2004). 

Les éléments externes composant ce microenvirronnement peuvent être divisés 

en trois groupes distincts : les facteurs sécrétés, les interactions cellule-cellule 

et les interactions cellule-matrice extracellulaire. 

2.1. Facteurs sécrétés 

Plusieurs molécules exogènes contribuent à la régulation du comportement des 

cellules souches. Parmi ces molécules, les plus caractérisées sont les Wnts, le 

TGF-~ (Transforming Growth Factor ~), et les BMPs (Bone Morphogenetic 

Protein). 

Le facteur Wnt, sécrété par le compartiment mésenchymateux, permet 

l'activation du facteur de transcription TCF-4 via la translocation nucléaire de 

la ~-caténine. Pour sa part, le facteur TCF-4 semble essentiel au maintien de la 

zone proliférative des cryptes. En effet, les souris mutantes pour le gène TCF4 

ont un épithélium intestinal dépourvu de prolifération cellulaire (Korinek et al. 

1998). Un résultat semblable est observé lors d'une expression transgénique de 

Dickkopf1 (DKK1 ), un inhibiteur extracellulaire des facteurs Wnt (Glinka et al, 
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1998; Pinto et al, 2003). Ces phénomènes supposent l'absence de cellules 

souches fonctionnelles. De plus, l'inactivation de TCF-4 empêche la 

transcription du gène Cdx1 connu pour son rôle dans la prolifération des cellules 

épithéliales intestinales (Lickert et al., 2000; Subramanian et al. 1998). Enfin, 

TCF-4 semble être un facteur déterminant pour l'établissement d'une 

population cellulaire souche dans les cryptes de l'intestin grêle (Korinek et al. 

1998). 

Contrairement à la famille des Wnt, la voie du TGF-p permet d'inhiber la 

prolifération des cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal. Un 

dysfonctionnement de cette voie de signalisation cause une augmentation de la 

prolifération cellulaire pouvant mener à la tumorigenèse (Massague, 1998). 

Ainsi, le TGF-P semble être un facteur important pour l'homéostasie cryptale 

(Koyama et Podolsky, 1989). 

Les BMPs sont d'autres facteurs sécrétés pouvant agir sur l'épithélium 

intestinal. Cette voie de signalisation joue un rôle important pendant le 

développement gastrointestinal ( Roberts, 2000; Haramis et al., 2004) et dans 

le maintien de l'homéostasie tissulaire au stade adulte (ltoh et al., 2000). 

Chez un modèle murin, l'expression de BMP-4 se retrouve dans les cellules 

mésenchymateuses intravillositaires et celles adjacentes aux cryptes (Haramis 

et al., 2004; He et al.,2004). Cette molécule soluble permet d'inhiber le 

potentiel de régénération des cellules souches par l'inactivation de la p-
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caténine (He et al. 2004). De plus, l'expression exogène de Noggin, un 

antagoniste des BMPs, dans la région péricryptale semble être requis pour 

restaurer la voie des Wnt dans le compartiment prolifératif (He et al. 2004). Par 

conséquent, l'action des BMP-Noggin semble réguler l'activité promotrice de la 

voie des Wnt sur le renouvellement cellulaire (Reya et al. 2003; He et al., 

2004). 

2.2. Interactions cellule-cellule 

Les molécules solubles produites dans le mésenchyme tels que les Wnt, le TGF-

P et les BMPs peuvent atteindre, malgré tout, leurs cibles épithéliales. Par 

contre, d'autres éléments de la niche requièrent un contact intercellulaire 

direct. Les récepteurs Notch et EphB, des protéines transmembranaires, sont 

des exemples d'une signalisation contact-dépendante. 

La voie de signalisation du récepteur Notch affecte la détermination des 

cellules dans une grande variété de tissus incluant l'épithélium intestinal 

(Karanu et al., 2001; Sander et Powell, 2004; Dontu et al., 2004). L'attribution 

de caractéristiques spécifiques à une lignée cellulaire s'effectue dans le 

compartiment prolifératif de l'axe crypte-villosité (de Santa Barbara et al., 

2003). L'interaction du récepteur Notch avec son ligand Delta permet d'établir 

cette diversité cellulaire dans l'épithélium intestinal. En effet, une présence 

élevé du récepteur membranaire Notch conduit vers une différenciation de type 

entérocytaire (Yang et al., 2001 ). Au contraire, une forte expression de ligand 
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Delta porte la décision vers la promotion d'une lignée cellulaire sécrétrice 

(cellules de Paneth, à mucus ou entéroendocrines). Par conséquent, la voie de 

Notch joue un rôle important dans le maintien des fonctions digestives (Sander 

et Powell, 2004). 

Le renouvellement cellulaire de l'épithélium intestinal est intimement lié à une 

migration bi-directionnelle des précurseurs de chacune des lignées (Sancho et 

al., 2003). Les récepteurs EphB et leur ligand ephrin-B semble nécessaire à la 

coordination de cette migration cellulaire. En effet, la voie des Wnt semble 

restreindre les déplacements par l'expression du récepteur EphB3 à la surface 

des cellules du tiers inférieur des cryptes (Batlle et al., 2002). L'interaction du 

récepteur avec son ligand ephrin-B, exprimé par les cellules en transit, résulte 

en une répulsion permettant aux cellules EphB3 de conserver leur localisation 

cryptale (Wilkinson, 2001; Batlle et al., 2002). De plus, la délétion du gène 

EphB3 amène la dispersion des cellules de Paneth dans toutes la cryptes (Batlle 

et al., 2002). Ainsi, ce système de signalisation intercellulaire permet de 

conserver l'intégrité de l'épithélium intestinal. 

15 



2.3. Interactions cellule-matrice 

L'adhésion à la matrice extracellulaire constitue le troisième élément 

extrinsèque de la niche des cellules souches. Plusieurs classes de récepteur 

permettent de localiser adéquatement les cellules au sein d'un tissu. La 

famille des intégrines forme le groupe de récepteurs le plus largement 

caractérisé. 

Durant cette dernière décennie, certaines sous-unités des intégrines ont été 

identifiées comme marqueur de cellules souches de l'épiderme (Jones et Watt, 

1993; Hotchin et al., 1995; Li et al., 1998), de la prostate (Collins et al., 2001) 

et du système nerveux central (Campos et al., 2004). Dans le modèle 

épidermique, il est possible d'enrichir une culture en cellules souches par la 

sélection de cellules possédant une très forte expression d'intégrine p1 (Jones 

et al., 1995; Jensen et al., 1999). De plus, une mutation génétique de ce 

récepteur amène les cellules souches à se comporter comme des cellules en 

transit qui se différencient après quelques rondes d'amplification (Zhu et al., 

1999). Ainsi, la perte d'un ancrage intégrine p1 dépendant provoque le départ 

des cellules épidermiques indifférenciées et prolifératives du compartiment 

basal. 

De même, les tissus ayant un renouvellement cellulaire très limité possèdent 

également des cellules souches (Bonkhoff et Remberger, 1996). L'épithélium 

prostatique humain est un exemple éloquent de l'utilisation des intégrines pour 
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des fins d'identification et d'isolation de cellules souches. En effet, 

l'expression soutenue de la sous-unité a2 des intégrines, à la surface de 

certaines cellules épithéliales de la prostate, corrèle parfaitement avec une 

habilité à former des colonies et un potentiel de régénération tissulaire (Collins 

et al. 2001 ). Enfin, la présence d'un système d'ancrage cellule-matrice efficace 

permet la séquestration des cellules souches au sein d'un environnement bien 

défini. 

3. Interactions épithélio-mésenchymateuses via la matrice extracellulaire 

dans le contexte de l'axe crypte-villosité 

La morphogenèse de l'intestin et le maintien de ses propriétés fonctionnelles 

dépendent d'une interaction constante entre l'épithélium et le mésenchyme 

sous-jacent (Kedinger et al., 1998; Roberts et al., 1998; Ratineau et al., 2003). 

Plusieurs éléments extrinsèques de la niche cellulaire souche témoignent de 

cette étroite collaboration entre ces deux compartiments tissulaires 

(Clatworthy et Subramanian, 2001; Brittan et Wright, 2004). En effet, 

l'établissement de mécanismes complexes de signalisation, entre les cellules 

épithéliales intestinales et le compartiment mésenchymateux, s'effectue par 

l'intermédiaire des molécules de la membrane basilaire (Beaulieu, 1997) et des 

facteurs solubles (cytokines et facteurs de croissances) ainsi que par des 

contacts intercellulaires (Montgomery et al., 1999). 
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3.1. Membrane basilaire 

La membrane basilaire constitue un feuillet spécialisé de matrice 

extracellulaire localisé à l'interface épithélio-mésenchymateuse (Leblond et 

lnoue, 1989). Cette structure apparaît dès les premiers stades du 

développement embryonnaire et oriente ainsi l'architecture tissulaire (Miner et 

Yurchenco, 2004; Hagios et al., 1998). 

L'assemblage de la membrane basilaire repose sur la formation de deux réseaux 

protéiques indépendants constitués de collagène de type IV et de laminines 

respectivement (Timpl, 1996; Erickson et Couchman, 2000; Kalluri, 2003). Ces 

réseaux distincts sont liés l'un à l'autre par le nidogène (entactine) permettant 

ainsi l'intégration des protéoglycans (perlecan et agrin) et d'autres 

glycoprotéines (Sparc/ osteonectine/BM40 et fibulin-1 /2) (Timpl et Brown, 1996; 

Lussier et al., 2001; Sasaki et al., 2004). Les membranes basilaires se 

distinguent entre elles par leur composition macromoléculaire et la distribution 

spatio-temporelle de ces molécules (Simon-Assmann et al., 1995; Beaulieu, 

1997; Miner, 1999; McMillan, 2003). D'autre part, dans la muqueuse intestinale, 

cette structure résulte d'une contribution partagée entre l'épithélium et le 

mésenchyme (Perreault et al. 1998; Lefebvre et al., 1999). Ces caractéristiques 

établissent la nature même des signaux transmis de la matrice extracellulaire 

aux cellules avoisinantes. En plus de procurer un support mécanique aux 

cellules, la conformation flexible et dynamique de ce feuillet spécialisé permet 
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également de réguler les échanges bidirectionnels entre le mésenchyme et 

l'épithélium (Timpl, 1996; Kleinman et al., 2003). 

Dans la muqueuse intestinale, cette matrice extracellulaire peut moduler 

plusieurs processus biologiques dont l'adhésion, la migration, la prolifération et 

la survie des cellules épithéliales. De même, l'influence de la membrane 

basilaire sur le comportement cellulaire revient, en grande partie, aux 

différentes isoformes de laminines distribuées le long de l'axe crypte-villosité 

(Teller et Beaulieu, 2001 ). 

3.2. Laminines 

3.2.1. Structure et isoformes 

Les laminines représentent les composantes bioactives majeures de la 

membrane basilaire. Ces macromolécules constituent une grande famille de 

glycoprotéines hétérotrimériques de haut poids moléculaire (500-1000 kDa) 

formées par l'association de trois chaînes génétiquement distinctes (a, ~et y). 

Premier membre de cette famille, la laminine-1 fut isolée en 1979 d'une 

tumeur Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) (Timpl et al., 1979). Depuis sa 

découverte, la caractérisation de la laminine dans divers tissus a permis 

l'identification d'un certain nombre de variants pour chacune des chaînes 

(Tunggal et al. 2000; Teller et Beaulieu, 2001 ). Jusqu'à présent, l'agencement 
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des différentes sous-unités permet la formation d'au moins 12 isoformes 

différentes (Colognato et Yurchenco, 2000; Tunggal et al., 2000). 

3.2.2. Laminines dans le contexte de l'axe crypte-villosité 

Dans la muqueuse de l'intestin grêle humain, les laminines 1 (alplyl), 

2(a2Plyl), 5(a3p3y2) et 10(a5plyl) sont les formes prédominantes. L'expression 

de chacune de ces isoformes est assujettie à des contraintes spatio-temporelles 

au cours du développement (Figure 4). Cette régulation étroite semble être 

associée à des événements morphogéniques importants. Tout d'abord, au 

moment de la formation des villosités, entre la se et 1 oe semaine de gestation, 

la laminine-1 se concentre graduellement à l'espace intervillositaire pour être 

remplacée par la laminine-2 à la naissance du compartiment cryptal (Teller, 

Auclair et al., 2002). Au stade adulte, la laminine-2 est la seule isoforme 

exprimée exclusivement dans les cryptes (Beaulieu et Vachon, 1994). Dans un 

deuxième temps, la redistribution des laminines ubiquitaires 5 et 10 s'opère dès 

l'apparition des projections villositaires. Dans un intestin grêle mature, ces 

dernières se localisent au tiers supérieur des cryptes ainsi que dans les villosités 

(Teller et Beaulieu, 2001 ). 
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3.2.3. Laminines: morphogenèse, prolifération, adhésion et survie cellulaire 

Les fonctions biologiques des laminines, dans le contexte de l'axe crypte-

villosité, semblent être liées à leur distribution. Dans la muqueuse intestinale 

humaine, les laminines-1 et 2 sont principalement associées aux zones 

prolifératives de l'épithélium. De même, certains auteurs s'avancent quant au 

rôle que pourrait jouer la laminine-2 au sein de la niche des cellules souches de 

l'épithélium intestinal adulte (Potten et al., 1997; Simon-Assmann et al., 1998). 

L'avancement des techniques d'analyses démontrent que la laminine-1 est 

essentielle à la formation d'une membrane basilaire au stade embryonnaire (Li 

et al., 2002, 2003; Miner et Yurchenco, 2004). La laminine-1 semble aussi jouer 

un rôle important dans la morphogenèse de plusieurs tissus épithéliaux (Sorokin 

et al. 1992; Ekblom et al., 1998, 2003; Durbeej et al. 2001). De même, 

l'association de la laminine-2 avec le développement des glandes gastriques 

(Tremblay et Ménard, 1996) et des cryptes intestinales humaines (Perreault et 

al., 1995) supporte l'hypothèse d'une implication de cette isoforme dans 

l'architecture glandulaire. Toutefois, l'analyse de l'intestin d'une souris 

mutante pour la chaîne a2 des laminines n'a apporté aucune évidence d'un tel 

rôle. Contrairement à l'intestin grêle adulte humain, la chaîne a1 est 

également présente dans les cryptes de souris (Kedinger et al., 1998; Gawlik et 

al., 2004) et semble donc compenser pour l'absence de la chaîne a2. 

Néanmoins, l'analyse de spécimens d'intestin grêle affecté par la maladie de 

Crohn semble indiquer que la perte de la laminine-2 pourrait être associée à la 
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désorganisation de la crypte (Bouatrouss et al., 2000). De même, la mutation du 

gène LAMA2 codant pour la chaîne a2 des laminines constitue la cause majeure 

de dystrophie musculaire congénitale (Helbling-Leclerc et al., 1995; 

Brockington et al., 2001 ). En plus des symptômes musculaires, cette pathologie 

présente également des complications reliés à des dysfonctions du tractus 

digestif (Ronnblom et al., 1998, 1999; Ronnblom et Danielsson, 2004). 

Toutefois, aucune investigation exhaustive n'a été produite sur les spécimens 

intestinaux provenant de ces patients. 

D'autre part, des études ont permis d'établir un lien entre la distribution 

complémentaire de la laminine-2 et 10, le long de l'axe crypte-villosité, et 

l'apparition précoce de marqueurs de différenciation fonctionnels chez les 

cellules Caco-2/15, un modèle entérocytaire humain (Beaulieu et Vachon, 1994; 

Vachon et Beaulieu, 1995). Ces résultats permettent l'exclusion de la 

laminine-2 pour un rôle instructif dans la différenciation des entérocytes. En 

effet, par sa localisation dans le tiers inférieur des cryptes, elle se voit plutôt 

attribuer un rôle dans la prolifération des cellules épithéliales et dans la 

différenciation des cellules de Paneth (Simon-Assmann et al., 1994). 

En plus d'une implication dans la morphogenèse et la prolifération, les 

laminines permettent également la régulation de l'adhésion et la survie 

cellulaire. Les propriétés adhésives des isoformes trimériques réflètent des 

différences tant dans leur cinétique d'adhésion que dans leurs impacts sur 
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l'aspect morphologique des cellules (Turck et al., 2005). De plus, la matrice 

extracellulaire affecte la survie des cellules adhérentes (Meredith et al., 1996). 

Une perte de cette interaction cellule-matrice induit une forme d'apoptose, 

l'ano"lkose. Par conséquent, la laminine-2 est un promoteur important de la 

survie cellulaire et supprime l'ano"lkose des myofibres squelettiques (Vachon et 

al., 1996; Laprise et al., 2002). Enfin, l'effet des laminines sur le 

comportement cellulaire implique nécessairement l'activation de récepteurs à 

la surface des cellules (Beaulieu, 1999; Lussier, 2000). 

3.3. Récepteurs des laminines 

Les fonctions biologiques des laminines sont directement reliées au potentiel 

d'interaction que possède une cellule via l'expression d'un répertoire 

spécifique de récepteurs. Parmi ce répertoire, plusieurs récepteurs provenant 

de la famille des intégrines ainsi que le dystroglycan ont été identifiés dans 

divers tissus. 

3.3.1. lntégrines 

Les intégrines constituent une superfamille de glycoprotéines 

transmembranaires composées d'une sous-unité a et p (Humphries, 2000). 

Jusqu'à présent, dix-huit sous-unités a et huit sous-unités p permettent la 

génération d'au moins 24 hétérodimères fonctionnels chez l'humain (Plow et al. 

2000; Danen et Sonnenberg, 2003). De même, l'association des différentes sous-
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unités confère aux récepteurs leur spécificité de liaison et de signalisation (van 

der Flier et Sonnenberg, 2001 ). Les intégrines peuvent lier divers types de 

ligands dont principalement les protéines de la matrice extracellulaire (Albelda 

et Buck, 1990). Cette interaction s'effectue par l'intermédiaire des deux sous-

unités via leur domaine globulaire extracellulaire (Humphries, 2000; van der 

Flier et Sonnenberg, 2001). La liaison des intégrines aux composantes de la 

membrane basilaire provoque un changement conformationnel du domaine 

cytoplasmique et permet le recrutement de protéines intracellulaires. Ces 

molécules assurent l'ancrage des récepteurs au cytosquelette d'actine menant 

ainsi à la formation de structures adhésives matures (van der Flier et 

Sonnenberg, 2001 ). En plus de procurer un lien dynamique entre la matrice 

extracellulaire et le cytosquelette d'actine, les intégrines participent 

également à une signalisation bidirectionnelle. Les phénomènes de transduction 

de signal attribués aux intégrines résultent d'une association étroite avec des 

protéines adaptatrices. Ces dernières permettent aux intégrines d'interagir 

indirectement avec les kinases cytoplasmiques ainsi que les récepteurs de 

facteurs de croissance (Giancotti et Ruoslahti, 1999). 

Dans la muqueuse de l'intestin grêle humain, plusieurs isoformes d'intégrine 

ont été identifiées et caractérisées (Beaulieu, 1999; Lussier et al., 2000). Parmi 

les intégrines liant les laminines, les entérocytes expriment les récepteurs 

alpl, a2Pl, a3pl, a6pl, a6P4 et a7Pl (Basora et al., 1999; Belkin et Stepp, 

2000; Teller et Beaulieu, 2001 ). Au sein de l'axe crypte-villosité, l'expression 
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de certaines de ces isoformes subit une régulation spatio-temporelle au cours 

du développement. Au stade adulte, les intégrines alPl et a2Pl sont les seules 

isoformes fonctionnelles exclusivement exprimées dans le compartiment cryptal 

(Figure 5) (Beaulieu, 1992; Basora et al., 1999). Par conséquent, ces deux 

récepteurs semble être des candidats potentiels pour l'adhésion des cellules 

épithéliales à la laminine-2. 

3.3.1.1. lntégrine a1 P1 

L'intégrine al possède un seul partenaire, la sous-unité p1, et cet hétérodimère 

favorise des interactions cellule-matrice via diverses isoformes de collagène et 

de laminine (Pfaff et al. 1994; Gardner et al., 1996; Calderwood et al. 1997; 

Colognato et al., 1997; Ettner et al., 1998; Lussier et al. 2000). La sous-unité a1 

appartient à un sous-groupe d'intégrines, comprenant entre autres les sous-

unités a2, a10 et a11, où l'activité de liaison réside dans le domaine 1, une 

structure extracellulaire. L'intégrine al Pl se lie au bras court de la chaîne a 

des laminines, tout comme l'intégrine a2Pl (Ettner et al., 1998). ln vnro, ces 

interactions supportent l'adhésion cellulaire mais dans le contexte du 

développement et du maintien de l'intégrité tissulaire leurs impacts sur les 

processus biologiques sont encore inconnus (Miner et Yurchenco, 2004). 

Chez l'humain, l'intégrine a1 p1 est principalement exprimée dans les tissus 

musculaires lisses (Belkin et al., 1990; Heino, 2000), les cellules myoépithéliales 
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des glandes mammaires (Glukhova et al. 1995), les chondrocytes (Loeser et al., 

1995), les cellules endothéliales (Senger et al., 1997) et les cellules mésengiales 

des glomérules (Korhonen et al., 1990). Ce récepteur est impliqué dans 

plusieurs processus cellulaires tels que l'adhésion, la prolifération, la survie 

ainsi que la réorganisation de la matrice extracellulaire. Les souris mutantes 

pour la sous-unité al des intégrines sont viables et fertiles (Gardner et al. 

1996). Par contre, une analyse détaillée démontre que le derme de ces 

animaux apparaît hypocellularisé. En effet, la perte de ce récepteur affecte la 

croissance et la survie des cellules fibroblastiques via la voie Ras-MAP kinase 

(Pozzi et al. 1998; De Arcangelis et Georges-Labouesse, 2000). De même, une 

régulation anormale de la synthèse de collagène et de l'expression des 

métalloprotéinases de la matrice est également observée (Langholz et al., 

1995; Gardner et al. 1999; Pozzi et al., 2000; Tulla et al., 2001). Les 

informations provenant des souris mutantes pour le gène /TGA 1 révèlent que 

cette intégrine joue un rôle secondaire au cours du développement. Par contre, 

ce récepteur semble être associées à des phénomènes physio-pathologiques 

comme l'angiogenèse tumorale (Pozzi et al., 2000), la fibrose (Gardner, 1999) 

et l'inflammation chronique (MacDonald et al., 1990; Fiorucci et al., 2002). De 

même, l'intégrine al~l est impliquée dans la déposition anormale de la chaîne 

a2 des laminines à la membrane basilaire des glomérules affectés par le 

syndrome d'Alport (Cosgrove et al., 2000; Sampson et al., 2001). 
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En culture cellulaire, l'expression de la sous-unité al peut être régulée par des 

facteurs de croissance (NGF, TGF-p1, PDGF, TNF et VEGF) et l'acide rétinol"que 

(Du band et al. 1992; Gardner et al., 1996; Hong et al., 2004). Ces facteurs 

sécrétés permettent ainsi de moduler l'intégrine al p 1 lors de différents 

processus physio-pathologiques. 

Dans l'épithélium de l'intestin grêle adulte, l'expression de cette intégrine est 

relativement restreinte et se limite au domaine basolatéral des cellules 

cryptales (Beaulieu, 1992). Au contraire, le patron d'expression de la sous-unité 

al est inconnu au cours du développement fœtal humain. De même, les 

connaissances actuelles sur le rôle potentiel de la sous-unité a1, dans la 

muqueuse intestinale, sont très limitées. 

3.3.1.2. lntégrine a2p1 

Récepteur des laminines et des collagènes, l'intégrine a2p1 est principalement 

exprimée par les cellules d'origine épithéliale (Colognato et al., 1997; Wang et 

al., 2000). Dans l'épithélium intestinal adulte, elle se localise au domaine baso-

latéral des cellules du fond de la crypte jusqu'à la base du compartiment 

villositaire (Beaulieu, 1992; Lussier et al., 2000). Au cours du développement, 

cette isoforme est présente dès la r semaine de gestation et se localise aux 

espaces intervillositaires à la naissance des villosités. Par la suite, l'intégrine 

a2p1 reste confinée au compartiment cryptal (Perreault et al. 1995). 
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Le rôle de l'intégrine a2p1 dans l'activation des voies de prolifération est type 

cellulaire spécifique (Schwartz et Assoian, 2001 ). Dans les cellules Caco-2, un 

modèle intestinal, l'intégrine a2 stimule la prolifération cellulaire et restreint 

l'expression de marqueurs de différenciation (Basson et al., 2000). Cette 

intégrine est également impliquée dans l'architecture tubulaire et glandulaire 

de certains tissus ainsi que dans la survie cellulaire (Saelman et al., 1995; 

Zutter et al. 1999; Zhang et al., 2003; Chen et al., 2004 ) . En effet, chez la 

souris, la mutation du gène ITGA2 limite le développement des glandes 

mammaires en réduisant le nombre de ramifications (Chen et al., 2002). Une 

autre fonction attribuée à cette isoforme est la participation au remodelage de 

la matrice extracellulaire (Heino, 2000; White et al., 2004). Des études ont 

démontré que l'interaction de l'intégrine a2Pl avec des matrices de collagène 

pouvait augmenter l'expression transcriptionnelle des métalloprotéases de la 

matrice (MMPs) (Langholz et al., 1995). 

ln vitro, certains facteurs de croissances tels que l'EGF, le TGF-p1 et le VEGF 

augmentent l'expression de l'intégrine a2p1 dans divers contextes cellulaires 

(Belkin et Stepp, 2000; Yamanaka et al., 2003; ffrench-Constant et Colognato, 

2004; Hong et al., 2004). Cette augmentation procure un moyen par lequel les 

facteurs de croissances peuvent maximiser les réponses cellulaires dans les 

régions où la matrice extracellulaire est peu abondante (ffrench-Constant et 

Colognato, 2004). 
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3.3.2. Dystroglycan 

La grande famille des intégrines n'est pas seule responsable de l'adhésion 

cellulaire. D'autres types de récepteurs ont la capacité de lier les laminines de 

la membrane basilaire. Dans les tissus musculaires, par exemple, le 

dystroglycan est un des principaux systèmes d'ancrage cellulaire reconnu pour 

son interaction avec les laminines-1 et 2 (Ervasti et Campbell, 1993). Ce 

récepteur est un hétérodimère protéique composé de sous-unités a et p issues 

d'un transcrit unique (Figure 6) (lbraghimov-Beskrovnaya., 1993). La 

production de deux sous-unités distinctes s'effectue par un clivage 

protéolytique du précurseur (Holt et al., 2000; Winder, 2001; Esapa et al., 

2003). 

La sous-unité a est une protéine de surface hautement glycosylée dont le poids 

moléculaire (120-180 kDa) varie selon l'origine tissulaire et le stade du 

développement (Leschziner et al., 2000; Durbeej et Campbell, 1999). Elle lie 

avec une haute affinité les protéines de la matrice extracellulaire telles que les 

laminines, l'agrin et le perlecan, d'une manière calcium dépendante (Losasso 

et al., 2000). La liaison dystroglycan-laminine peut être inhibée par l'héparine. 

Cette molécule partage avec le dystroglycan un site de liaison sur la laminine-1 

aux modules LG 4-5 du domaine globulaire de la chaîne a (Scheele et al., 2005). 

Contrairement à ce qui est observé avec cette isoforme, l'adhésion cellulaire à 

la laminine-2 reste insensible à l'action de l'héparine (Pallet al., 1996; Shimizu 

et al., 1999; Talts et Timpl, 1999; Smirnov et al., 2002). 
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Contrairement à la sous-unité a, la protéine transmembranaire B conserve un 

poids de 43 kDa dans un contexte biologique normal. La portion cytoplasmique 

de cette dernière permet des interactions avec des protéines cytoplasmiques 

comme les dystrophines, l'utrophine et Grb2, une protéine adaptatrice des 

voies de signalisation associées aux facteurs de croissance (Durbeej et al., 1998; 

Lossaso et al. 2000). Ainsi, le dystroglycan permet la formation d'un lien 

continu entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette d'actine (Henry et 

Campbell, 1996; Winder, 2001 ). 

Chez l'humain, l'expresison du dystroglycan est très abondante dans les 

muscles squelettiques et cardiaques (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1993). En 

plus des tissus musculaires, le récepteur est exprimé à la membrane des 

cellules de Schwann du système nerveux périphérique et de certaines cellules 

du système nerveux central (Ushino et al., 1996; Matsumura et al., 1997; 

Montanaro et Carbonetto, 2003). De même, on le détecte également dans les 

tissus d'origine épithéliale tels que les poumons et les reins (White et al., 

2001 ). 

Le dystroglycan est impliqué tôt dans le développement embryonnaire de la 

souris. En effet, la délétion du gène DAG 1 provoque un arrêt du développement 

précédant le jour 5 embryonnaire (Williamson et al., 1997). À ce jour, aucune 

maladie génétique n'a été associée au dystroglycan chez l'être humain. 

Toutefois, la létalité embryonnaire observée chez la souris suggère que ce gène 
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serait tout aussi important pour l'homme (Durbeej et al., 1998). Le 

dystroglycan participe également a plusieurs processus physiologique et 

cellulaire tels que l'adhésion, la morphogenèse des épithéliums, la 

myélinisation, la synaptogenèse et semble important pour le maintien de la 

barrière hémato-encéphalique (Henry et campbell, 1996; Tian et al., 1996; 

Durbeej et al., 1995, 1998). En plus, dans les cellules musculaires, l'interaction 

dystroglycan-laminine permet la propagation des signaux de survie par 

l'activation de la voie Pl3K/ AKT (Langenbach et Rando, 2002) 

Les informations disponibles sur l'expression et la localisation du dystroglycan 

dans l'intestin grêle se résument à une seule étude histologique produite chez 

la souris (Durbeej et al., 1998). Dans ce modèle, le récepteur est présent à la 

base de l'épithélium intestinal dans la région des cryptes. Pour l'intestin grêle 

humain, l'expression et les fonctions du dystroglycan sont encore inconnues. 
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Figure 4. Distribution des laminines dans l'axe crypte-villosité au cours du 

développement de l'intestin grêle humain 

Au cours du développement, les laminines-1 (vert) , -5 (bleu) et -10 (rouge) sont 

les premières isoformes présentes dans la membrane basilaire intestinale. À la 

12e semaines, la laminine-1 est confinée à l'espace intervillositaire (IV), tandis 

que les laminines-5 and -10 sont détectées à l'interface épithélio-

mésenchymateux de tout l'épithélium. Dès la formation des cryptes (C) (16e 

semaines) la laminine-1 est graduellement substituée par la laminine-2 

(orange), alors que l'expression des laminines-5 and -10 devient de plus en plus 

limitée aux villosités (V). Dans l'intestin grêle adulte, les laminines-2 et -10 

adoptent une distribution complémentaire le long de l'axe crypte-villosité, 

tandis que l'expression de la laminine-5 est essentiellement restreinte au 

compartiment villositaire. 
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Figure 5. Distribution des intégrines récepteurs de laminines dans l'intestin 

grêle adulte 

Représentation schématique, dans la membrane basilaire, de la distribution des 

intégrines impliquées dans les interactions de type cellule-laminine. Le niveau 

d'expression de chaque sous-unité est représenté par la largeur de la bande 

correspondante. Pour la sous-unité ~4, le segment hachuré souligne la présence 

d'un variant cytoplasmique dans le compartiment cryptal. De même, la 

distribution de ces molécules est illustrée en fonction de l'axe-crypte villosité 

retrouvée à la gauche de la figure. 
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Figure 6. Le dystroglycan 

A. Représentation du dystroglycan et de ses ligands à la surface cellulaire. 

L'a-dystroglycan extracellulaire et le p-dystroglycan membranaire sont illustrés 

en bleu. L' Agrin, le perlecan et les laminines se lient aux hydrates de carbones 

de la région mucine-like (ML) de l' a-dystroglycan. Au contraire, le biglycan se 

lie en N-terminal de l' a-dystroglycan dans une région non-glycosylée. Du côté 

intracellulaire, la queue cytoplasmique du p-dystroglycan interagit, entre 

autres, avec la dystrophine ou l'utrophine. 

B. Production des sous-unités a et p du dystroglycan 

L'a/p-dystroglycan est le produit du gène DAG1 uniquement. La synthèse des 

deux sous-unités provient du clivage protéolytique (P) d'un seul propeptide. De 

plus, la glycosylation est nécessaire pour l'expression adéquate du récepteur à 

la surface cellulaire. 
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4. Problématique et objectifs du projet de recherche 

Les connaissances actuelles concernant le microenvironnement des cellules 

souches de l'épithélium intestinal sont limitées. De plus, rien n'est connu sur 

leur mode d'ancrage à la matrice extracellulaire. Par contre, la co-localisation 

de la laminine-2 et de l'intégrine alPl au voisinage des cellules souches, dans 

l'intestin grêle adulte suggère une certaine implication de ces molécules dans 

l'attachement des cellules pluripotentes à la matrice extracellulaire (Beaulieu, 

1992; Beaulieu et Vachon, 1994). 

L'objectif principal de ce projet de recherche était donc d'identifier des 

mécanismes d'ancrage potentiels via la laminine-2 permettant aux cellules du 

compartiment souche d'échapper au courant migratoire ascendant de l'axe 

crypte-villosité. Les objectifs spécifiques étaient de: 

1) Déterminer l'expression et la distribution de l'intégrine cryptale alPl au 

cours du développement intestinale humain ainsi que dans les modèles 

cellulaires. 

2) Poursuivre la caractérisation de l'intégrine a2Pl dans l'épithélium 

intestinal humain. 
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3) Définir l'impact du facteur de croissance épidermique et des 

glucocortico"ides, des régulateurs du développement intestinal, sur la 

mise en place d'un système d'ancrage intégrine dépendant au cours de la 

formation des cryptes. 

4) Caractériser l'expression et les fonctions adhésives du dystroglycan, un 

récepteur potentiel pour l'ancrage des cellules souches à la laminine-2, 

dans la muqueuse intestinale humaine. 
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Il. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1. Tissus fœtaux et adultes 

Les spécimens d'intestin grêle de fœtus âgés entre 9 et 20 semaines étaient 

récupérés à la suite d'interruptions légales de grossesse réalisées au Centre 

Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. Les segments intestinaux adultes 

étaient obtenus de donneurs sains (25 à 75 ans) en collaboration avec un 

organisme de don d'organes, Québec-Transplant. Ces procédures étaient en 

conformité avec les protocoles établis et approuvés par le comité d'éthique de 

l'Université de Sherbrooke. 

2. Culture in vitro: 

2.1. Culture cellulaire : HIEC-6 (Human Intestinal Epithelial Cells) 

La lignée cellulaire HIEC-6 a été générée dans notre laboratoire (Perreault et 

Beaulieu, 1996 ). Les cellules étaient cultivées dans des plats de Pétri en 

plastique de 100 mm (Falcon, Becton-Dickinson) à 37°C, dans une atmosphère 

contrôlée comportant 95% d'air et 5% de C02. Le milieu de culture utilisé était 

l'Opti-MEM 1 (GIBCO) contenant 4% de FBS (CELLect GOLD, ICN Biomedicals), 10 

mM HEPES, 2 mM de glutamine (gluta MAX Il, GIBCO) et 5ng/ml d'EGFh (BD 

Biosciences). À tous les deux jours, le milieu de culture était remplacé par 1 Oml 
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de milieu frais. Le passage des cellules HIEC-6 s'effectuait 1 : 3 avant 

l'atteinte de la confluence (-95%). 

2.2. Culture organotypique 

La méthode de culture organotypique d'intestin grêle fœtal humain était celle 

décrite précédemment (Ménard et Arsenault, 1985). Brièvement, les explants 

étaient placés sur du papier lentille supporté par une grille en acier inoxydable. 

Cette grille était disposée à la surface d'un puits central d'un plat Falcon pour 

la culture organotypique. De cette façon, ce réservoir de milieu de culture 

pouvait conserver le papier lentille humide. Ainsi, les spécimens étaient gardés 

à l'interface milieu/atmosphère. Les tissus étaient incubés à 37°C dans une 

atmosphère contrôlée à 5% C02 et cultivés dans le milieu Leibovitz L-15 (enrichi 

en gentamicine et nystatine) contenant 4% de FBS, 10 mM HEPES et 2 mM de 

glutamine. Les explants étaient traités ou non avec 100 ng/ml d'EGFh et/ou 

1 µM de dexaméthasone hydrosoluble (sigma). Le milieu de culture et les 

traitements étaient renouvelés après 48 heures. La récupération des spécimens 

s'effectuait après 48 ou 72 heures. Par la suite, les explants étaient inclus dans 

l'O.C.T., congelés dans l'azote liquide et conservés à -80°C pour des analyses 

ultérieures par d'immunofluorescence indirecte. 
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3. lmmunofluorescence Indirecte 

3.1. Préparation des échantillons 

Après la récupération, les tissus étaient rapidement inclus dans une résine 

d'O.C. T (Optimum Cutting Temperature, Tissue-tek, Canemco-Marivac), 

congelés dans l'azote liquide et conservés à -B0°C. De ces spécimens, des 

coupes de 3µm d'épaisseur étaient produites à l'aide d'un cryostat (CM3050, 

LEICA) et transférées sur des lames de verre préalablement salinisées (Sigma) 

puis séchées à 37°C pendant 30 minutes. Les lames étaient ensuite placées à -

B0°C afin de préserver l'intégrité tissulaire. Pour l'analyse par 

immunofluorescence indirecte, les lames devaient être décongelées 30 min 

avant le début de l'expérience. 

3.2. Procédure d'immunofluorescence indirecte 

3.2.1. lmmunodétection simple 

Les spécimens étaient fixés par immersion dans l'éthanol ou le méthanol à 

-20°( pendant 10 minutes, ou dans le para-formaldéhyde 2% dans du PBS, pH 

7.4, pendant 60 minutes. Le type de fixation dépendait de l'anticorps primaire 

utilisé (tableau 1 ). Avant de passer à l'étape suivante, les spécimens étaient 

rincés au PBS. L'incubation des tissus dans une solution de PBS-glycine 1 OO mM, 

après la fixation au para-formaldéhyde, était utilisée pour saturer les 

groupements aldéhydes libres. Afin de bloquer les sites non spécifiques, les 
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spécimens étaient recouverts, pendant 30 minutes, d'une solution de PBS 

contenant 10% de lait en poudre écrémé ou 2% de BSA (tableau 1 ). Par la suite, 

une dilution d'anticorps primaires dans la solution bloquante était appliquée sur 

les tissus. L'incubation des anticorps primaires pouvait varier d'une heure à 

deux heures à température pièce jusqu'à une nuit entière à 4°C (tableau 1 ). 

Après 3 lavages au PBS, les anticorps secondaires anti-lg de souris ou de lapin 

conjugués à la fluorescéine étaient ensuite ajoutés sur les échantillons et 

incubés à l'abri de la lumière pendant une heure à la température de la pièce. 

Après l'incubation des anticorps secondaires, les spécimens étaient rincés dans 

le PBS puis colorés dans une solution d'Evan Bleu pendant une minute (0,001% 

dans le PBS). Pour enlever l'excès de colorant, les échantillons étaient lavés 

pour une dernière fois. Pour certaines applications, les noyaux des cellules 

étaient colorés au DAPI pendant 2 minutes (1 /5000 dans l'eau distillée). 

Finalement, une solution de montage de glycérol-PBS (9: 1) contenant 0, 1% de 

para phénylène diamine (Johnson et Nogueira Araujo, 1981) était appliquée sur 

les spécimens. L'analyse était réalisée à l'aide des microscopes à fluorescence 

Reichert Polyvar 2 (Leica Instruments) ou DM-RXH (LEICA). 

3.2.2. lmmunodétection double 

Pour réaliser la procédure d'immunofluorescence indirecte à double marquage 

certaines étapes du protocole classique étaient modifiées. Premièrement, deux 

anticorps primaires produits par des espèces différentes étaient utilisés (ex. 
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souris et lapin). L'incubation des anticorps primaires était effectuée en une 

seule étape par l'addition sur les spécimens d'une solution contenant les deux 

anticorps. La révélation en double marquage des antigènes était produite par 

des anticorps secondaires anti-lg de souris conjugués à la fluorescéine et anti-lg 

de lapin conjugués à la rhodamine ou l'inverse. L'étape de la coloration à 

l'Evan bleu était omise pour éviter de masquer l'immunodétection à la 

rhodamine. 
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Tableau 1. Anticorps utilisés en immunofluorescence indirecte 

Anticorps Primaires 

Antigène 
1 

Clone Hôte Dilution Conditions 
Type (M/P) 

",. .. " 

lntégrine a 1 TS2/7 s 1: 10 F: Ethanol, 

(M) B: Blotto 10% 
1: 2h à T.P. 

lntégrine a.2 P1E6 s 1:200 F: Méthanol 

(M) B: Blotto 10% 
1: 2h à T.P. 

a.-Dystroglycan V1A4-1 s 1:500 F: Ethanol 

(M) B: BSA 2% 
1: O/N 4°C 

~-Dystroglycan 43-DAG1 /805 s 1:200 F: Ethanol 
(M) B: Blotto 10% 

1: O/N 4°( 

Retérences 
Compagnies 

Sérotec et 
Endogen 

Chemicon 

Upstate 

NovoCastra 
Laboratories 

Phospholipase L 1 :1000 F: P-formaldéhyde Nevalainen 

A2 groupe Il (P) B: Blotto 1% 
1: O/N 4°( 

Laminine-a.2 5H2 et 2G9 s 1:200 F: Ethanol 

(M) B: Blotto 10% 
1: 1hàT.P. 

Laminine-y1 ~1 L 1 :1000 F: Ethanol 

(P) B: Blotto 10% 
1: O/N 4°C 

Anticorps secondaires 

Anticorps 

1 
Fluochrome conjugué Dilution 

Anti-lgG de souris Fluorescéine ou Rhodamine 1 :25 

Anti-lgG de lapin Fluorescéine ou Rhodamine 1 :25 

Légende: 

Type: monoclonal (M), polyclonal (P) 

Hôte: souris (S), lapin (P) 

T J et al. 2001 

Che mie on 
(5H2) 
Engvall E et 
al. 
1994 (2G9) 
Serotec 

Compagnies 

Chemicon 

Chemicon 

Conditions : fixation (F), solution bloquante (B) et incubation pour l'anticorps 

primaire (1) 
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4. lmmunobuvardage Western 

4. 1 . Extraction protéique 

Pour certains échantillons, différents traitements étaient appliqués aux cellules 

HIEC-6 pendant les 72 heures précédant l'extraction protéique. À la suite d'un 

passage, les cellules étaient cultivées en présence de 20 ng/ml d'EGF, 0, 1 µM 

de dexaméthasone ou la combinaison EGF I dexaméthasone. Les milieux 

contrôles et traités étaient remplacés à toutes les 24 heures. Afin de prélever 

les protéines, le milieu de culture était aspiré des plats de Pétri contenant les 

cellules et ces dernières étaient lavées deux fois au PBS. À chacun des plats de 

Pétri était ajouté un tampon de solubilisation 1X (tampon Tris-HCL 0,0625M pH 

6,8; 2,3% de sodium dodécyl sulfate (SDS); 10% glycérol; 0,001% de bleu de 

bromophénol; 5% de ~-mercaptoéthanol) et les cellules étaient récupérées. 

Pour libérer les protéines, les échantillons étaient soumis à la sonication avec 

un sonicateur de type Ultrasonic Processor XL (Mandel Scientific Compagny) 

pendant 10 secondes à une intensité de 2, 5. Les extractions protéiques étaient 

ensuite chauffées pendant 5 minutes à 95°C et centrifugées à 13 000 rpm 

pendant 10 minutes. Les surnageants étaient récupérés et conservés à -80°C. 
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4.2. Migration des protéines sur gel SOS-PAGE 

Les gels séparateurs utilisés étaient de type Thomas et Kornberg (Thomas et 

Kornberg, 1975) et étaient composés de 10 à 15% d'acrylamide (rapport 

acrylamide : bis-acrylamide 30 : 0, 15), 0,075 M de Tris-HCL pH 8,8 et 1% SDS. 

Les gels d'entassement (4% acrylamide rapport acrylamide : bis-acrylamide 

29:1, 0,25 M Tris-HCl pH 6,8 et 1% SDS) étaient employés afin de concentrer les 

protéines à l'entrée des gels séparateurs. Pour l'électrophorèse, les gels de 

polyacrylamide étaient immergés dans un tampon contenant 0, 1% SDS, 0,38 M 

de glycine et 50 mM Tris-base dans l'eau bidistillée. Une quantité de protéines 

variant de 50 µg à 1 OO µg était déposée sur le gel et un temps de migration de 

16 heures à 60 volts était requis pour une séparation adéquate. 

4.3. Transfert des protéines sur membrane et détection de la protéine d'intérêt 

Suite à l'électrophorèse, les gels de polyacrylamide étaient retirés des plaques 

de verre et placés pendant 30 minutes dans le tampon de transfert à 4°C (0, 19 

M glycine, 25 mM Tris-base dans l'eau bidistillée; un ajout de 20% méthanol 

était nécessaire pour les protéines:-::; 100 kDa). Une membrane de nitrocellulose 

(Trans-Blot transfert medium, bio-rad ou Hybond-ECL, Amersham Biosciences) 

était utilisée pour le transfert protéique. Le transfert électrophorétique 

s'effectuait pour une période 30 minutes à 20 volts suivis par un temps de 1 h -

1h30 à 100 volts dans un système Bio-Rad. Une fois la procédure terminée, les 

membranes étaient lavées à l'eau bidistillée puis colorées au rouge de ponceau 
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pour repérer les protéines captées sur la nitrocellulose. La décoloration des 

membranes s'effectuait par des lavages successifs dans le PBS. Les sites non 

spécifiques étaient saturés à la température de la pièce sous agitation pendant 

une heure dans une solution de 1%-10% de lait en poudre préparée dans le 

tampon PBS avec ou sans Tween 0, 1% (tableau 2). Après le blocage, les 

membranes étaient incubées à 4°C ou température pièce avec des anticorps 

primaires dilués dans l'agent bloquant pendant toute la nuit sous agitation. 

Ensuite, des lavages au PBS-Tween 0, 1% étaient effectués avant l'ajout de 

l'anticorps secondaire lgG anti-lapin, anti-souris ou anti-rat conjugué à la 

phosphatase alcaline (BioRad Laboratories) ou couplé à la peroxydase 

(Amersham Biosciences). L'anticorps secondaire était incubé pendant au moins 

une heure sous agitation à la température de la pièce. Pour la détection des 

antigènes via l'alcaline phosphatase, les membranes étaient lavées 

alternativement dans le PBS-Tween 0, 1 %, PBS et TBS. Les membranes étaient 

incubées dans le tampon ALP avant l'addition du substrat de la phosphatase 

alcaline (AP conjugate substrate kit, Bio-Rad). La réaction colorimétrique était 

arrêtée par l'immersion des membranes dans l'eau bidistillée. Pour la méthode 

de chemiluminescence, les membranes étaient rincées au PBS-Tween 0, 1% puis 

au PBS. L'activité de la peroxydase était détectée avec le système ECL 

(Amersham Biosciences) sur des films à autoradiographie Hyper Film ECL 

(Amersham Bioscience). 
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4.4. Densitométrie des bandes immunoréactives 

Afin de quantifier l'expression des protéines d'intérêts, les bandes 

immunoréactives étaient acquises et analysées via le logiciel Scion Image 

(version Beta 4.02, Scion Corporation). La quantification résultait de la 

normalisation des valeurs densitométriques de la protéine analysée par les 

valeurs obtenues pour des protéines structurales des cellules épithéliales 

comme l'actine. 
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Tableau 2. Anticorps utilisés en immunobuvardage de type Western 

Anticorps Primaires 

Antigène r · tlOne ·· Hôte ·Dilution Conditions Références 
Type (M/P) Compagnies 

lntégrine a.1 FB12 s 1 :500 B: Blotto 1% Chemicon 

(M) 1: O/N T.P. 
R: ALP 

lntégrine a.2 L 1 :1000 B: Blotto 10% Gico. Wayner 

(P) 1: O/N 4°( et Carter, 1987 
R: ALP 

lntégrine ~1 Mab13 R 1 :1000 B: Blotto 5% Don de S.K. 
(M) Tween-0.1% Akiyama 

1: O/N 4°C Mould et al., 
R: ALP 1996 

~-Dystroglycan 43DAG/8D5 s 1 :50 B: Blotto 5% NovoCastra 

(M) 1: O/N T.P. La bora tories 
R: ECL 

Actine C4 s 1 :10000 B: Blotto 10% Chemicon 

(M) Tween-0.1% 
1: O/N 4°C 

R: ECL 
Anticorps Secondaires 

Anticorps Conjugaison Dilution Compagnies 

Anit-lgG Phosphatase Alcaline 1 :1000 Bio-Rad 

souris/lapin 

Anti-lgG Horseradish Peroxydase 1 :5000 Amersham Biosciences 

souris/lapin 

Anti-lgG rat Phosphatase Alcaline 1:1000 Caltag Laboratories 

Légende: 

Type: monoclonal (M), polyclonal (P) 

Hôte: souris (S), lapin (L), rat (R) 

Conditions : solution bloquante (B), temps d'incubation pour l'anticorps 

primaire (1) et méthode de révélation (R) 
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5. Extraction d' ARNs totaux 

5.1. Cellules et extraction d' ARNs 

Après une culture en boîte de Pétri, les cellules étaient rincées au PBS. La 

récupération des cellules s'effectuait par l'addition de 3 ml de TriPure Isolation 

Reagent (TIR; Boehringer Mannheim) par boîte de Pétri et le transfert des lysats 

cellulaires dans des tubes stériles. Après une incubation de 5 min à la 

température de la pièce, un volume de 0,2 ml de chloroforme par ml de TIR 

était ajouté à chaque tube. Ensuite, les lysats étaient vortexés pendant 15 

secondes, incubés à sur la glace pendant 10 minutes et centrifugés à 10 000 rpm 

pendant 15 minutes à 4°C. Pour chacun des tubes, la phase aqueuse était 

récupérée et la précipitation de l' ARN était réalisée par l'ajout de 0,5 ml 

d'isopropanol par ml de TIR. Les solutions aqueuses étaient ensuite mélangées 

par inversion, incubées pendant 10 minutes sur la glace et centrifugées 10 

minutes à 10 000 rpm. Les surnageants étaient éliminés et les culots étaient 

lavés à l'éthanol 75% puis séchés pendant 10 minutes à la température de la 

pièce. Les produits d'extraction étaient suspendus dans 30 ul de la solution 

RNAsecure (Ambion) et chauffés pendant 10 minutes à 60°C. Les extraits 

d' ARNs totaux étaient conservés à -80°C. 
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5.2. Tissus et extraction d' ARNs 

La préparation des ARNs totaux s'effectuait à partir de tissus préservés à -80°C. 

Pour procéder à l'homogénéisation, 200mg de tissus était placé dans 2 ml de 

solution dénaturante à 4°C (2, 7 M thiocyanate de guanidine, 1,3 M thiocyanate 

d'amonium, 100 mM acetate de sodium pH 4,0; Clontech Laboratories) et broyé 

sur glace à l'aide d'un Polytron (Brinkmann Instruments). L'homogénat était 

incubé sur glace pour une période de 10 minutes et centrifugé à 10 000 rpm 

pendant 5 minutes à 4°C. Après la récupération des surnageants, une 

extraction phénol-chloroforme était produite par l'ajout de 4 ml de phénol 

saturé à l'acétate de sodium 2M pH 4,0. Les tubes étaient vortexés pendant 1 

minute puis incubées 5 minutes sur la glace. Ensuite, 1,2 ml de chloroforme 

était additionné à la solution de phénol. Le mélange phénol-chloroforme était 

homogénéisé et incubé 5 minutes sur la glace puis centrifugé à 10 000 rpm 

pendant 5 minutes à 4°C. Sur la phase aqueuse obtenue, une deuxième 

extraction était produite avec 3,2 ml phénol saturé et 0,8 ml de chloroforme. 

Après cette dernière extraction, 4 ml d'isopropanol était ajouté à la phase 

aqueuse. Cette dernière était incubée sur la glace pendant 10 minutes avant 

d'être centrifugée à 10 000 rpm pendant 15 minutes à 4°C. Finalement, les 

culots étaient lavés à l'éthanol 80%, séchés et remis en suspension dans la 

solution RNAsecure (Ambion). Les produits d'extractions étaient chauffés 

pendant 10 minutes à 60°( puis conservés à -80°C. 
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5.3. Réaction de transcription inverse: production d' ADNc 

Pour l'obtention d' ADNc, les extraits d' ARNs totaux étaient soumis à une 

réaction enzymatique catalysée par la transcriptase inverse (RT; Reverse 

Transcriptase). Cette réaction enzymatique était produite dans une solution 

contenant 0.5 mM de dNTPs, 1µM d'amorce oligo-dT, 10 unités d'inhibiteurs de 

RNase, 4 unités de la transcriptase inverse (Omniscript; Quiagen) et 2 µl de 

tampon 10x. Le volume était complété à 20 µl avec de l'eau sans nucléase. Par 

la suite, 2µg d' ARNs totaux étaient ajoutés à la solution. Cette dernière était 

incubée à 37°C afin de permettre la transcription inverse des ARNm en ADNc. 

Le produit de la réaction était ensuite conservé à -20°C pour l'amplification 

par PCR. 

5.4. Réaction de polymérisation en cha1ne (PCR) 

Pour l'amplification par PCR, 1 µl de l' ADNc produite par transcription inverse 

était ajoutée à une solution composée de 10 µl de tampon 10x (Qiagen), 0,2 mM 

de dNTPs, 0,2 µM de chacune des amorces (tableau 3) et de 2,5 unités de l' ADN 

polymérase Taq (Qiagen). Le volume était complété à 50 µl avec de l'eau 

traitée par DEPC (Diethyl Pyrocarbonate) pour neutraliser les ARNases 

protégeant ainsi l' ARN de la dégradation. Un protocole de Touchdown PCR (Don 

et al. 1991) était utilisé pour amplifier des segments d' ADNc. La procédure 

consistait en une dénaturation (94°C, 1 minute), suivie d'une hybridation (2 
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minutes) et d'une extension (72°C, 1 minute). Pour débuter, la température 

d'hybridation était réglée à 65°C et, à tous les deux cycles, elle était réduite 

d'un degré. La réaction de polymérisation en chaîne était poursuivie jusqu'à 

l'atteinte d'une température d'hybridation minimale de 50°C. Cette réaction 

était terminée par une extension de 13 minutes à 72°C. L' ADNc était amplifié 

par un nombre de cycles variant de 20 à 32 dépendant de l' ARNm analysé. Les 

produits PCR étaient séparés sur gel d'agarose 1,5% dans le tampon TAE 1X 

(0.04 M tris-acétate, 0.0001 M EDTA) et visualisés par coloration au bromure 

d'éthidium. 

5.5. RT-PCR quantitatif (PCR en temps réel) 

La procédure de RT-PCR quantitatif était réalisée avec un système en temps 

réel (Mx3000P, Stratagene). Chaque réaction PCR était composée de 1 µl de 

ADNc, 0, 15 µM de chacune des amorces, 0,3X SYBR Green 1, 0,8 mM de dNTPs, 

2,5 mM MgCl2, 2,5 U SureTaq DNA polymérase et du tampon 1X (Brillant SYBR 

Green QPCR Core Reagent Kit, Stratagene). Pour la détection des amplicons, le 

colorant fluorescent SYBR Green était utilisé. Cette coloration était hautement 

spécifique pour l' ADN double-brin permettant de mesurer l'accumulation des 

produits à chaque cycle (Simpson et al., 2000). Après une étape de 

dénaturation à 94°C pendant 10 minutes, les réactions de RT-PCR étaient 

suivies par 40 cycles (dénaturation à 94°C pour 30 secondes, hybridation à 57°C 

pour 60 secondes et élongation à 72°C secondes). Pour vérifier la spécificité des 

51 



produits, l'analyse du point de dissociation des double-brins d' ADN était 

réalisée. Après le dernier cycle d'amplification, les échantillons étaient 

refroidis à 57°C. Par la suite, la température était augmentée de 0,2°C/seconde 

jusqu'à une valeur maximale de 95°C. Pour chaque gène cible, un seul produit 

d'amplification était décelé à une température de dissociation spécifique. La 

spécificité de l'amplification était aussi confirmée par l'électrophorèse du 

produit de RT-PCR sur gel d'agarose. La quantification des échantillons était 

accomplie par l'évaluation du CT (threshold cycle) en utilisant la courbe 

standard réalisée avec l'ARN total de cellules HIEC-6 non-traitées (dilution 10X, 

100X et 1 OOOX). Tous les échantillons étaient analysés en duplicata et les 

expériences étaient exécutées à trois reprises. Les résultats étaient exprimés 

en utilisant des unités arbitraires après une correction par les efficacités 

d'amplification pour chacun des gènes et une normalisation par 514 pour 

chacun des échantillons. 
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Tableau 3. Séquences d'amorces utilisées pour les expériences de 

RT-PCR et RT-PCR quantitatif 

ARNm cible Amorce en 5' Amorce en 3' Séquence ADNc 

catcaggtggggatggtaag tggctcaaaattcatggtca NCBI 
lntégrine a 1 XM_032902 

lntégrine a.2 cagctgcagaaatcaacacc tctcatctggatttttggtca NCBI 
AF512556 

lntégrine a3 ctcatcgcctttgaggtcat agaagctttgtagccggtga NCBI 
NM_002204 
(variant a) 

lntégrine a.6 ttatcggtctcgggagttg ggccactgaatgttcaaggt NCBI 
NM_000210 

lntégrine f31 tgtgagtgcaaccccaacta ggggtaatttgtcccgactt NCBI 
NM_002211 

Dystroglycan gactgggaaaaccagcttga agggtgtggctctgtgagtc NCBI 
L19711 
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6. Test d'adhésion cellulaire 

6.1. Préparation des plaques 

L'adhésion des cellules HIEC-6 sur différentes matrices était effectuée dans des 

plaques de 96 puits (Starstedt), selon un protocole modifié de Niessen et al. en 

1994. Dans un premier temps, les matrices étaient diluées à différentes 

concentrations dans le PBS (tableau 4) et déposées dans les puits (200 µl/puits). 

L'adsorption des protéines matricielles était effectuée pendant toute une nuit à 

4°C. Le lendemain, les puits étaient rincés au PBS et une solution bloquante de 

2% BSA était ajoutée (200 µl/puits). La plaque était incubée au moins deux 

heures à 37°C. Après la saturation des sites non spécifiques, les puits étaient 

rincés à nouveau au PBS et 100 µl de milieu Opti MEM 1 0,5% BSA supplémenté 

avec 0,3 mM MnCl2 était déposé dans chaque puits. Pour les analyses 

fonctionnelles du dystroglycan, 1 mM de CaCl2 était ajouté au milieu 

d'adhésion en plus du MnCli. 

Tableau 4. Matrices utilisées pour les tests d'adhésion cellulaire 

Matrices .... , Concentration r Quantité par puits Compagnies 

Collagène 
50 µg/ml 5 ug BD Biosciences 

type 1 

Laminine-1 5µg/ml 1 ug Gibco BRL 

Laminine-2 5µg/ml 1 ug Chemicon 
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6.2. Récupération et ensemencement des cellules 

Les cellules cultivées en boîte de Pétri étaient rincées au PBS et incubées 

pendant une période de 15 minutes dans 1 ml de PBS-EDTA 0,5mM afin d'inhiber 

les interactions cellules-matrices. Pour augmenter le rendement de cellules 

récupérées, quelques gouttes de trypsine-EDTA étaient ajoutées à chaque boîte 

de Pétri. Après quelques secondes, un volume égal d'inhibiteur (TNS, Cambrex 

Bio Science) était utilisé pour neutraliser la réaction enzymatique. Les cellules 

étaient diluées dans 10 ml de milieu Opti MEM 1 0,5% BSA (supplémemté en Mn2
+ 

ou Mn2+ /Ca2+), placées dans un tube falcon et centrifugées à 800 rpm pendant 4 

minutes dans une centrifugeuse IEC PR-J. Le culot cellulaire était ensuite remis 

en suspension dans du milieu d'adhésion afin d'obtenir 500 000 cellules/ml. Les 

cellules étaient conservées dans cet état d'homogénéité pour un temps fixe de 

60 minutes. Pour les tests d'inhibition d'adhésion, les cellules étaient incubées 

en présence d'anticorps neutralisants dans les 30 dernières minutes de cette 

période. Par la suite, 50 000 cellules étaient ensemencées dans chaque puits et 

les plaques étaient transférées à 37°( dans un incubateur à 5% C02 pour une 

durée de 30 minutes. 
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Tableau 5. Anticorps neutralisants et agent pharmacologique utilisés pour 

les tests d'inhibition d'adhésion cellulaire. 

Anticorps neutralisants 

Antigène Clone Hôte Concentration 
(M/P) 

lntégrine a.1 FB12 s 10 µg/ml 

(M) 

lntégrine a.2 P1E6 s 10 µg/ml 

(M) 

lntégrine a.3 P1B5 s 10 µg/ml 

(M) 

lntégrine a.6 GOH3 R 10 µg/ml 

(M) 

lntégrine f31 Mab13 R 10 µg/ml 

(M) 

lgG de souris s 10 µg/ml 

Inhibiteur pha,rmacologique 
Agent inhibiteur 

Héparine 

Légende: 

Type: monoclonal (M) 

Hôte: souris (S) et rat (R) 

Concentration 

1mg/ml 

Référence 
Compagnie 

Chemicon 

Chemicon 

Chemicon 

Santa Cruz 

Mould et al. 

1996 

Sigma 

Compagnie 

Leo Pharma 

lnc. 
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6.3. Quantification de l'adhésion cellulaire 

Suite aux 30 minutes d'incubation à 37°C, les plaques étaient immergées dans 

du PBS à la température de la pièce. L'excès de PBS était enlevé par aspiration 

en laissant 100 µl dans le fond de chaque puits et 100 µl de formaldéhyde 7,4% 

(pH 7,4) était ajouté. Le temps de fixation était de 25 minutes à la 

température de la pièce. Les cellules étaient ensuite lavées au PBS par 

immersion. Pour la quantification calorimétrique, 50 µl de cristal violet 1 % 

dans du méthanol était placé dans les puits et incubé pendant 10 minutes sous 

agitation. La plaque était ensuite lavée dans un bain d'eau et l'excès de 

colorant était enlevé par un lavage au PBS. Le liquide était aspiré des puits et 

200 ul de SDS 2% dans du PBS était ajouté pour solubiliser la coloration. Le 

nombre de cellules était quantifié selon la densité optique de la solution à 595 

nm à l'aide d'un lecteur de microplaque (modèle 3550, BIO-RAD). 
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7. Tests statistiques 

Les données obtenues étaient exprimées selon la moyenne ± l'erreur standard 

(ES) d'au moins trois expériences distinctes. Afin d'évaluer l'égalité entre les 

moyennes, le test d' ANOVA (ANalysis Of Variance between groups) One-way 

était utilisé pour une analyse comparative impliquant plus de deux groupes. 

Lorsque l'hypothèse nulle était rejetée, l'analyse statistique était poursuivie en 

utilisant les tests post hoc de Bonferroni ou de Tukey pour procéder aux 

comparaisons multiples, dans un intervalle de confiance p~ 0,05. Le test de 

Student était substitué au test d' ANOVA pour une analyse comportant 

seulement deux groupes. Les logiciels statistiques utilisés pour cette étude 

étaient Statistix 7.0 , Staîable 1.01. et Prism 3.0. 
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Ill - RÉSULTATS 

1. Analyse des intégrines cryptales associées aux interactions cellules-

laminines dans la muqueuse intestinale humaine 

1.1. Expression de la sous-unité a1 des intégrines dans la muqueuse intestinale 

Dans l'épithélium de l'intestin grêle adulte, la sous-unité a1 des intégrines a 

été observée dans la région des cryptes (Beaulieu, 1992). Suite à cette étude, 

une analyse du patron d'expression de cette protéine a été effectuée au cours 

de la morphogenèse. Des immunofluorescences indirectes ont été produites sur 

des spécimens d'intestin grêle fœtal de 10 à 20 semaines ainsi que sur des 

tissus adultes (figure 7). Tout d'abord, l'analyse révèle l'absence de la sous-

unité a1 de la muqueuse intestinale à la me semaine de vie fœtale (figure 7A). 

Sa présence se manifeste faiblement dans l'espace intervillositaire et les 

cellules musculaires du mésenchyme vers la 14e semaine, période précédant la 

formation des cryptes (figure 7B). À la 18e et 20e semaines, l'expression 

épithéliale est culminante et confinée à la moitié inférieure du compartiment 

cryptai (figure 7C,D). La détection de la sous-unité a1 se caractérise alors par 

un marquage basolatéral régulier et défini à la membrane des cellules. Dans les 

spécimens adultes, l'expression épithéliale est maintenue (figure 7E). De plus, 

l'immunolocalisation met en évidence un marquage soutenu associé aux cellules 

musculaires et aux couches de muscles lisses (figure 7D,E). 
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Par RT-PCR, la présence du transcrit de la sous-unité a1 des intégrines a été 

détectée dans les trois fractions tissulaires (muscle lisse, mésenchyme et 

épithélium) de spécimens d'intestin grêle fœtal âgé entre 17 et 20 semaines 

(figure BA). La forte expression du messager dans le muscle lisse et le 

mésenchyme corrèle parfaitement avec les observations réalisées lors des 

analyses histologiques. Dans les lignées cellulaires épithéliales, les quantités 

relatives du transcrit sont élevées pour les cellules HIEC-6 et plus faibles pour 

les cellules Caco-2/15, même à sous-confluence. Au cours du processus de 

différenciation, dans les cellules Caco-2/15, l'expression de la sous-unité a1 

chute au 5ejour de post-confluence. 

L'analyse protéique des cellules HIEC-6 et Caco-2/15 révèle un patron 

d'expression semblable à celui obtenu pour l' ARN messager (figure BB). En 

effet, les quantités relatives de la sous-unité a1 dans les cellules HIEC-6 sont 

plus importantes que dans les cellules Caco-2/15. De plus, les variations 

protéiques dans les cellules Caco-2/15 sont également associées à la 

différenciation cellulaire avec une expression à la limite de la détection au 15e 

jour de post-confluence. 
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Figure 7. Expression et localisation de la sous-unité al des intégrines au 

cours de la morphogenèse de l'intestin grêle humain 

Micrographies d'immunofluorescences indirectes de champs représentatifs 

d'iléon à 10 (A), 14 (B), 18 (C) et 20 (D) semaines de gestation et adulte (E) 

incubé en présence d'un anticorps monoclonal de souris dirigé contre la sous-

unité al des intégrines. 

Au début du développement, la sous-unité al est absente (A). À la 14e semaine, 

l'apparition d'un faible marquage est observé dans l'épithélium (e) 

intervillositaire (B). À 18 (C) et 20 (D) semaines, la détection est maximale et 

restreinte à l'épithélium cryptal ainsi qu'aux cellules musculaires du 

mésenchyme (m). Chez l'adulte, l'expression de la sous-unité est conservée. 

Les barres représentent une mesure de 25 µm. 
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Figure 8. Expression de la sous-unité a.1 des intégrines dans l'intestin grêle 

fœtal et les lignées cellulaires intestinales humaines. 

A. RT-PCR représentatif du transcrit de la sous-unité a1 dans l'intestin grêle 

fœtal intact (1 ), les fractions tissulaires de muscle lisse (2), de mésenchyme (3) 

et d'épithélium (4) ainsi que dans les lignées cellulaires HIEC-6 (5) et Caco-2/15 

à différentes confluences cellulaires (6-9). Deux analyses statistiques ont été 

effectuées sur ces échantillons afin de révéler les différences quantitatives de 

messager pour les fractions tissulaires (a) et, les modèles cellulaires HIEC-6 et 

Caco2/15 (b). 

B. lmmunobuvardage de type Western d'extraits protéiques totaux de cellules 

HIEC-6 (1) et Caco-2/15 au cours du processus de différenciation (2-5) pour 

l'expression de la sous-unité al des intégrines (180 kDa). Les protéines 

(100µg/puits) ont été séparées par SDS-PAGE sous des conditions réductrices. 

Les quantités relatives d' ARNm et de protéines pour la sous-unité al ont été 

déterminées par rapport à l'expression du transcrit 514 et de la protéine 

d'actine respectivement (n = 3). Les différences statistiques entre les quantités 

relatives de messager pour les Caco-2/15 à sous-confluence et Caco-2/15 à 20 

jours de post-confluence ont été notées (* p < 0,02 ANOVA et test de 

comparaison Bonferroni) 
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1.2. La sous-unité a2 des intégrines est présente dans l'épithélium intestinal 

Des études antérieures ont démontré que l'expression de la sous-unité a2 était 

détectée au cours du développement, dans l'épithélium de l'intestin grêle 

humain (Perreault et al. 1995; Beaulieu, 1992). Afin de consolider ces 

observations, des analyses par immunofluorescence indirecte ont été 

reproduites en utilisant des conditions expérimentales différentes (spécimens, 

agent bloquant et concentration d'anticorps). Dans un premier temps, les 

micrographies arborent une distribution comparable à la caractérisation initiale 

de la sous-unité a2 (figure 9A, B, C). En effet, la protéine se retrouve 

majoritairement dans la région intervillositaire et cryptale de l'épithélium. De 

même, l'expression se restreint au domaine basolatéral des cellules 

épithéliales. 

L'étude des transcrits, par RT-PCR, a permis de déceler une presence 

importante de la sous-unité a2 dans la fraction épithéliale (figure 9D). En 

culture in vitro, les résultats démontrent qu'il y a des quantités relatives 

considérables de cette sous-unité dans les cellules HIEC-6. Pour les cellules 

Caco-2/15, l'expression du gène est plus faible et ne semble pas varier au cours 

de la différenciation cellulaire. 
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Par analyse de type Western, l'expression protéique de la sous-unité a2 a été 

caractérisée dans les lignées cellulaires HIEC-6 et Caco-2/15 (figure 9E). Dans 

un premier temps, l'immunodétection confirme une présence importante de 

cette sous-unité dans les cellules HIEC-6. Par contre, dans le modèle cellulaire 

Caco-2/15, l'expression est plus faible et semble s'atténuer légèrement avec la 

confluence cellulaire comparativement à l' ARN messager. 
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Figure 9. Localisation et expression de la sous-unité a2 des intégrines au 

cours de la morphogenèse de l'intestin grêle humain ainsi que dans les tissus 

fœtaux et les lignées cellulaires intestinales. 

Micrographies d'immunofluorescences indirectes d'iléon foetal à 12 (A) et 18 

(B) semaines ainsi qu'au stade adulte (C) incubé en présence d'un anticorps 

spécifique dirigé contre la sous-unité a2 des intégrines. Dès la 1 oe semaine, une 

forte expression est observée dans l'épithélium (e) de l'espace intervillositaire 

(A). À la 18e semaines, la détection est maximale et restreinte à l'épithélium 

de la crypte (B). Cette distribution est maintenue dans l'intestin grêle adulte 

(C). 

D. RT-PCR représentatif de l' ARNm de la sous-unité a2 dans l'intestin grêle 

fœtal intact (1 ), les fractions tissulaires de muscle lisse (2), de mésenchyme (3) 

et d'épithélium (4) ainsi que dans les lignées cellulaires HIEC-6 (5) et Caco-2/15 

à différentes confluences cellulaires (6-8). Les quantités relatives d'ARNm, 

pour ce RT-PCR, ont été déterminées par rapport à l'expression du transcrit 

514. 

E. lmmunobuvardage de type Western d'extraits protéiques totaux de cellules 

HIEC-6 (1) et Caco-2/15 au cours du processus de différenciation (2-5) pour 

l'expression de la sous-unité a2 des intégrines (160 kDa). Les protéines 

(100µg/puits) ont été séparées par SDS-PAGE sous des conditions réductrices. 
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2. Effet de régulateurs du développement intestinal, glucocortico"ides et 

EGF, sur l'expression des intégrines et la morphologie cellulaire 

2.1. Modulation de l'expression des sous-unités a1 et a2 des intégrines en 

culture organotypique 

Les analyses précédentes d'immunolocalisation pour la sous-unité a1 ont 

démontré que cette protéine apparaissait tardivement au cours du 

développement fœtal de l'intestin grêle humain. De plus, il est maintenant 

établi que les régulateurs morphogéniques (hormones et facteurs de 

croissances) peuvent agir sur l'expression protéique et l'activité enzymatique 

(Arsenault et Ménard, 1985; Basson et al., 1992; Simon-Assmann et al., 1995). 

Suite à ces observations, l'action des glucocorticoïdes et de l'EGF, deux 

régulateurs importants, a été étudiée au niveau de l'expression des sous-unités 

a1 et a2 des intégrines par immunofluorescence indirecte, en utilisant des 

explants d'intestin grêle fœtal âgé entre 17-20 semaines (figure 10). Les 

spécimens ont été exposés à des concentrations fixes d'EGF et de 

dexaméthasone, un analogue pharmacologique du cortisol, pour une période 

variant entre 48 et 72 heures. Dans un premier temps, l'analyse de la sous-

unité a2, sous les quatre conditions de culture, permet de souligner l'influence 

de l'EGF sur l'expression de la protéine. Dès les premières 48 heures, l'addition 

d'EGF augmente fortement la présence épithéliale de la sous-unité a2 

comparativement au contrôle (figure 10A, B). Lorsque combiné à la 
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dexaméthasone, l'EGF contribue à une hausse partielle de l'expression 

protéique puisque la dexaméthasone seule n'a aucun effet (figure 10C-D). 

Pour la sous-unité a1 des intégrines, les modulations d'expression dans 

l'épithélium sont difficilement perceptibles, même après 72h en culture, par la 

présence d'un grand nombre de cellules musculaires dans le mésenchyme 

(figure 10E-H). Les expériences n'ont donc pas été concluantes pour cette 

sous-unité. 

2.2. Variations quantitatives des intégrines cryptales dans les cellules HIEC-6 

Les résultats obtenus en culture organotypique ont permis d'exposer l'action de 

l'EGF et possiblement des glucocortico.ides sur l'expression des intégrines. Suite 

à ces conclusions, les analyses ont été poursuivies dans le modèle cellulaire 

HIEC-6. Les cellules ont été traitées pendant 72 heures à des concentrations 

fixes d'EGF et/ou de dexaméthasone. Dans un premier temps, les sous-unités 

a1, a2 et ~1 des intégrines ont été évaluées pour leur expression protéique 

dans ces cellules. Pour la sous-unité a1, l'analyse démontre une double réponse 

aux traitements (figure 11A). Les cellules HIEC-6 réagissent à l'EGF en 

diminuant de 65% l'expression de cette protéine et à la dexaméthasone en 

l'augmentant de 111%. En présence des deux régulateurs, l'effet positif de la 

dexaméthasone est presque entièrement neutralisé par l'EGF, ramenant 

l'expression protéique comparable à celle du contrôle. Contrairement à la 

sous-unité a1 des intégrines, l'ajout d'EGF au milieu de culture accroît 
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significativement de 138% la présence de la sous-unité a2 (figure 11 B). De plus, 

l'effet de l'EGF n'est en aucun cas perturbé par une interaction avec la 

dexaméthasone. Enfin, l'analyse de la sous-unité p1, pouvant 

s'hétérodimériser avec a1 et a2, révèle l'absence de modulation protéique par 

les divers traitements (figure 11 C). 

Par RT-PCR quantitatif, l'action de l'EGF et des glucocorticoïdes a été étudiée 

au niveau des ARNm des intégrines (figure 12). Tout comme pour l'analyse 

protéique, l'EGF diminue significativement la présence des messagers de la 

sous-unité a1 et augmente celle de la sous-unité a2. L'addition de 

dexaméthasone induit également des changements spécifiques à la sous-unité 

a1 par une hausse importante des transcrits. Pour la sous-unité p1, les 

quantités relatives des ARNm des cellules traitées restent comparables à celles 

du contrôle. Cette analyse a aussi été produite sur deux autres sous-unités a 

connues pour lier les laminines, soit les intégrines a3 et a6. Les résultats 

démontrent que la dexaméthasone peut également moduler de façon négative 

l'expression de la sous-unité a6. 
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2.3. Observation de différences morphologiques pour les cellules HIEC-6 traitées 

aux glucocorticoïdes et/ou à l'EGF 

Des distinctions morphologiques importantes chez les cellules HIEC-6 ont été 

remarquées suite à l'addition de concentrations fixes d'EGF et/ou de 

dexaméthasone au milieu de culture (figure 13). Premièrement, les 

micrographies en contraste de phase témoignent de l'effet du facteur de 

croissance EGF sur l'aspect physique des cellules. Ces dernières adoptent des 

configurations plus allongées et leur cytoplasme est plus dense 

comparativement au contrôle (figure 13B, D). L'action des glucocorticoïdes est 

tout autre sur la morphologie des HIEC-6. En présence de cette hormone, les 

cellules s'étalent de façon très importante laissant des contours cytoplasmiques 

quasi imperceptibles et un noyau central occupant une surface restreinte 

(figure 13C). 
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Figure 1 O. Effet de l'EGF et des glucocorticoYdes sur l'expression des sous-

unités a.1 et a.2 des intégrines en culture organotypique 

Micrographies d'immunofluorescences indirectes représentatives d'explants 

d'intestin grêle fœtal (17 à 20 semaines) sans traitement (A,E), exposés à 

100ng/ml d'EGF (B,F), 1µM de dexaméthasone (C,G) et la combinaison 

dexaméthasone/EGF (D,H). Les spécimens ont été marqués avec des anticorps 

monoclonaux de souris dirigés spécifiquement contre les sous-unités a.1 (E-H) 

et a.2 des intégrines (A-D). 

Après 48 heures en culture, l'expression épithéliale de la sous-unité a.2 est 

augmentée en présence d'EGF (B,E) par rapport au contrôle (A). Aucune 

modulation n'est observée dans les explants traités à la dexaméthasone (C). 

Pour la sous-unité al des intégrines, une absence de réponse significative suite 

aux différents traitements a été notée, même après 72 heures en culture (E-H). 
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Figure 11. Effet de l'EGF et des glucocortico"ldes sur l'expression protéique 

des sous-unités a.1, a.2 et ~1 des intégrines dans les cellules HIEC-6 

Analyse Western représentative pour l'expression d'intégrines dans les cellules 

HIEC-6 sans traitement (1) et traitées pendant 72 heures avec 20ng/ml d'EGF 

(2,4) et/ou 0, 1 µM de dexaméthasone (3,4). La détection des sous-unités a.1 

(A), a.2 (B) et ~1 (C) a été effectuée par l'utilisation d'anticorps spécifiques. 

Les protéines (100 µg/puits) ont été séparées par SOS-PAGE sous des conditions 

réductrices. 

Les quantités relatives ont été déterminées par rapport à l'expression protéique 

de l'actine. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM de trois expériences 

indépendantes. Les différences statistiques entre les quantités relatives de 

protéines ont été notées pour les sous-unités a.1 (* p < 0,03 ANOVA et test de 

comparaison Turkey) et a.2 (** p < 0,008 ANOVA et test de comparaison 

Bonferroni). 
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Figure 12. Effet de l'EGF et des glucocorticoides sur l'expression de l' ARNm 

des sous-unités a et ~ des intégrines dans les cellules HIEC-6 

Analyse par RT-PCR quantitatif de l' ARNm des sous-unités a1, a2, a3, a6 et ~1 

des intégrines dans les cellules HIEC-6 sans traitement et traitées pendant 72 

heures avec 20ng/ml d'EGF et/ou 0, 1 µM de dexaméthasone. 

Les résultats ont été exprimés en fonction du calibrateur (cellules non traitées) 

après correction par l'efficacité d'amplification pour chacun des gènes et 

normalisation par l'expression du transcrit S 14 pour chaque échantillon. Les 

valeurs représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes en 

duplicata. Des différences statistiques entre les quantités relatives de 

messagers ont été relevées pour les sous-unités al (* p < 0,0002 ANOVA et test 

de comparaison Bonferroni), a2 (* p < 0,0001 ANOVA et test de comparaison 

Bonferroni) et a6 (* p < 0,007 ANOVA et test de comparaison Bonferroni). 
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Figure 13. Effet de l'EGF et des glucocorticoYdes sur la morphologie des 

cellules HIEC-6 

Micrographies à contraste de phase représentatives des cellules HIEC-6 cultivées 

sur plastique après 72 heures sans traitement (A), incubées en présence de 

20ng/ml d'EGF (B), 0, 1 µM de dexaméthasone (C) et la combinaison 

EGF/dexaméthasone (D). (n ~ 4) 

Des différences morphologiques significatives sont observées pour le modèle 

cellulaire HIEC-6, en réponse aux traitements. En effet, les cellules traitées à 

l'EGF adoptent une forme plus allongée et leur cytoplasme est plus dense que 

les cellules contrôles (A,B). La dexaméthasone, pour sa part, favorise 

l'étalement maximal des cellules (C). La combinaison EGF/dexaméthasone 

semble provoquer une réponse intermédiaire à celles produites par le facteur 

de croissance et l'hormone individuellement (D). Les lignes pointillées 

délimitent le contour cytoplasmique des cellules. 
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3. Modification du potentiel adhésif des cellules HIEC-6 en présence d'EGF 

et/ou de glucocorticoYdes 

3.1. Adhésion court terme des cellules HIEC-6 traitées aux glucocortico.ides 

et/ou à l'EGF sur les laminines-1 /2. 

Les résultats précédents ont démontré que la présence de facteur de croissance 

épidermique et de glucocorticoYdes pouvaient moduler l'expression de certaines 

intégrines cryptales et modifier l'apparence morphologique des cellules HIEC-6. 

Ces deux observations étant étroitement reliées à l'adhésion cellulaire, les 

analyses ont été poursuivies afin de caractériser le potentiel adhésif des 

cellules traitées sur les laminines-1 et 2 (figure 14). Tout d'abord, les résultats 

des tests d'adhésion à court terme démontrent que la dexaméthasone seule ou 

en présence d'EGF augmente le nombre de cellules adhérées de 48% et 75% 

respectivement, sur la laminine-1. De plus, l'ajout d'EGF au milieu de culture 

ne modifie d'aucune façon le mode adhésif des cellules à la laminine-1 

comparativement aux cellules non traitées. Dans un deuxième temps, l'analyse 

révèle que la présence d'EGF diminue de 33% l'adhésion des cellules HIEC-6 à la 

laminine-2. Au contraire, le nombre de cellules adhérées sur la laminine-2 

augmente en présence de dexaméthasone. L'effet répresseur de l'EGF n'est 

pas noté lorsqu'il est combiné aux glucocortico·ides relevant ainsi un 

phénomène de dominance d'action. 
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Ces observations renforcent les concordances entre une modulation 

différentielle de l'expression des récepteurs de type intégrine et une 

modification du potentiel adhésif cellulaire suivant un traitement à l' EGF et/ ou 

aux glucocortico1"des. 

3.2. Adhésion long terme des cellules HIEC-6 traitées aux glucocortico"ides 

et/ou à l'EGF sur les laminines-1 /2. 

Les analyses du potentiel adhésif des cellules HIEC-6 à court terme ont permis 

de montrer que l'EGF et les glucocortico"ides pouvaient affecter l'affinité de ces 

cellules pour des isoformes spécifiques de laminine. Afin de caractériser 

davantage ce phénomène, des essais d'adhésion à plus long terme ont été 

produits sur les laminines-1 et 2 (figure 15). La morphologie et l'adhésion 

cellulaire ont été analysées par microscopie à contraste de phase suivie par une 

quantification calorimétrique. Les micrographies exposent trois grandes 

tendances. Premièrement, les cellules adhèrent plus fortement à la laminine-1 

qu'à la laminine-2, tous traitements confondus. Dans un second temps, 

l'adhésion des cellules traitées à l'EGF est plus faible comparativement au 

contrôle, peu importe ['isoforme de laminine étudiée. Dans ces conditions, un 

grand nombre de cellules adoptent une morphologie plus ronde. L'apparition 

de cloques membranaires animées (blebbing membranaire) sur les cellules s'est 

manifestée plus particulièrement dans les puits contenant la laminine-2. 

75 



Pour terminer, les cellules traitées à la dexaméthasone adhérent plus 

solidement aux matrices. De plus, ce glucocorticoïde cause un impact 

important sur l'aspect morphologique des celulles HIEC-6. L'augmentation 

considérable de l'étalement cellulaire, préalablement observée, est aussi 

présente lorsque les cellules sont en contact avec les laminines-1 et 2. 
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Figure 14. Effet de l'EGF et des glucocorticoYdes sur le potentiel adhésif à 

court terme des cellules HIEC-6 

Les cellules HIEC-6, préalablement traitées pendant 72 heures avec 20ng/ml 

d'EGF et/ou 0, 1µM de dexaméthasone, ont été ensemencées dans des puits 

contenant les laminines-1 ou 2 à une concentration de Sµg/ml. L'incubation 

cellule-matrice a été effectuée à 37°C pour une période de 30 minutes. Le 

nombre de cellules adhérées a été déterminé par une courbe standard sur le 

collagène de type 1. L'adhésion non spécifique a été quantifiée par 

l'interaction des cellules avec l'agent de blocage BSA 2%. 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM d'au moins trois expériences 

indépendantes en triplicata. Des différences statistiques entre le nombre de 

cellules adhérées suite aux traitements à la dexaméthasone et/ ou EGF ont été 

décelées pour les laminine-1 et 2 (* p < 0,003; ** p < 0,0005; *** p < 0,0001 

ANOVA et test de comparaison Bonferroni). 
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Figure 15. Effet de l'EGF et des glucocorticoYdes sur le potentiel adhésif à 

long terme des cellules HIEC-6. 

Micrographies à contraste de phase représentatives des essais d'adhésion long 

terme sur laminine-1 et 2 de cellules HIEC-6 sans traitement ainsi qu'avec un 

traitement préalable de 72 heures à 20ng/ml d'EGF, 0, 1µM de dexaméthasone 

ou une combinaison. Après l'ensemencement, les cellules étaient incubées à 

37°( pendant 16 heures. Pour chacune des expériences, l'adhésion des cellules 

traitées sur le collagène de type 1 représentait l'adhésion cellulaire maximale 

(100%). L'adhésion non spécifique a été déterminée par l'interaction des 

cellules avec l'agent de blocage BSA 2%. 
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3.3. Identification des intégrines justifiant l'adhésion sur laminine-1 des 

cellules HIEC-6 traitées à l'EGF 

Suites à ces expériences, une analyse plus exhaustive du mode adhésif des 

cellules traitées à l'EGF a été effectuée par l'utilisation d'anticorps 

neutralisants solubles dirigés contre certaines sous-unités des intégrines 

pouvant lier la laminine-1 (figure 16). L'emploi d'agents inhibiteurs a permis 

de révéler les intégrines impliquées dans ce processus physiologique. 

L'inhibition non spécifique a été déterminée par l'incubation des cellules HIEC-

6 traitées en présence d'un anticorps lgG de souris. Premièrement, les tests 

d'inhibition d'adhésion cellulaire à court terme démontrent que l'ajout 

d'anticorps bloquants individuellement contre les sous-unités a1, a2, a3 et a6 

des intégrines n'affecte pas l'adhésion cellulaire (figure 16A). Par contre, en 

présence d'une combinaison d'anticorps contre les sous-unités a1 et a2 le 

nombre de cellules adhérées diminue significativement de 35%. Cette 

diminution s'accroît à 90% par l'addition d'un anticorps neutralisant dirigé 

contre la sous-unité a6 et rejoint les valeurs d'inhibition générées par 

l'anticorps bloquant de la sous-unité p1. 

De plus, les micrographies à contraste de phase des tests d'inhibition à long 

terme soutiennent que l'ajout d'anticorps neutralisants contre les sous-unités 

a2 et a6 a peu d'effet sur l'adhésion des cellules (figure 168). Par contre, 

l'addition d'anticorps bloquants contre la sous-unité p1 provoque une perte 
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d'adhésion importante causant La formation de nombreux agrégats cellulaires. 

Ces résultats témoignent sans équivoque d'une adhésion à La Laminine-1 de type 

intégrine ~1 dépendante pour Les cellules HIEC-6 traitées à L'EGF. 

3.4. Détermination des intégrines permettant L'adhésion sur Laminine-1 des 

cellules HIEC-6 traitées aux glucocorticoïdes 

IL a été démontré précédemment que Les glucocorticoïdes provoquaient des 

changements significatifs dans L'expression des intégrines, La morphologie et 

L'adhésion cellulaire. L'analyse des intégrines impliquées dans L'adhésion des 

cellules HIEC-6 traitées à La dexaméthasone a tout d'abord été effectuée pour 

La Laminine-1 (figure 17). Les tests d'inhibition d'adhésion cellulaire ont été 

effectués à L'aide d'anticorps neutralisants. L'inhibition non spécifique a été 

définie par L'utilisation d'un anticorps lgG de souris. Les essais à court terme 

montrent que L'ajout d'anticorps contre La sous-unité a1 diminue partiellement 

L'adhésion des cellules HIEC-6 (figure 17A). La neutralisation de cette sous-

unité en combinaison avec a2 réduit Le nombre de cellules adhérées à 25 %. Ce 

résultat est similaire à celui obtenu par L'addition d'anticorps bloquants contre 

~1. L'incubation des cellules en présence d'un anticorps neutralisant dirigé 

contre La sous-unité ~4 seule ou combinée à ~1 n'a aucun effet sur L'adhésion 

cellulaire. 
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De plus, les micrographies à contraste de phase des essais à long terme pour les 

cellules HIEC-6 traitées à la dexaméthasone soulignent une implication majeure 

des intégrines à sous-unités p1 pour leur adhésion à la laminine-1 (figure 17B). 

3.5. Définition du mode adhésif sur laminine-2 des cellules HIEC-6 traitées aux 

glucocorticol'des 

Les résultats obtenus ont indiqué qu'en présence de dexaméthasone, les 

cellules HIEC-6 avaient une adhésion majoritaire de type intégrine p1 sur la 

laminine-1. Afin de déceler des différences dans le mode adhésif de ces 

cellules, des tests d'inhibition ont été produits sur la laminine-2 à l'aide 

d'anticorps neutralisants. L'inhibition non spécifique a été déterminée par 

l'utilisation d'un anticorps lgG de souris. Les essais à court terme indiquent 

que la présence d'anticorps contre les sous-unités a1, a2 ou la combinaison ne 

réduit pas le nombre de cellules adhérées (figure 18). Par contre, l'ajout d'un 

anticorps dirigé contre la sous-unité ~ 1 diminue significativement de 20% 

l'adhésion cellulaire. Pour caractériser l'adhésion résiduelle, un anticorps 

bloquant contre p4 a été utilisé sans aucun effet. Afin de neutraliser d'autres 

récepteurs, l'héparine a été utilisée. Cette dernière est connue pour inhiber 

les interactions entre les laminines et les récepteurs de type héparane sulfate 

ainsi que le dystroglycan. En présence d'héparine, le nombre de cellules HIEC-

6 adhérées est comparable au contrôle lgG. 
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En plus, les combinaisons p1, p4 et héparine ne permettent pas de bloquer 

cette adhésion résiduelle. Par conséquent, le mode adhésif des cellules HIEC-6 

traitées à la dexaméthasone diffère selon l'isoforme de laminine. 

Contrairement à la laminine-1, les intégrines de type p1 ont une contribution 

mineure dans l'adhésion de ces cellules à la laminine-2. 
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Figure 16. L'adhésion des cellules HIEC-6 traitées à l'EGF, sur la laminine-1, 

est intégrine Pl dépendante via les sous-unités al, a2 et a6. 

A. Les cellules HIEC-6, préalablement traitées pendant 72 heures avec 20ng/ml 

d'EGF, ont été ensemencées dans des puits contenant de la laminines-1 à une 

concentration de 5µg/ml. Les essais d'inhibition d'adhésion à court terme ont 

été effectués à 37°C pour une période de 30 minutes en présence d'anticorps 

contrôle et neutralisants (lgG de souris, al, a2, a3, a6 et Pl). Le nombre de 

cellules adhérées a été déterminé par une courbe standard sur le collagène de 

type 1. L'adhésion non spécifique a été quantifiée par l'interaction des cellules 

avec l'agent de blocage BSA 2%. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM 

de n données (n = 3-12). Des différences statistiques ont été notées suite à la 

neutralisation des intégrines (* p < 0, 02 ; ** p < 0, 002; *** p < 0, 0001 ANOVA 

et test de comparaison Bonferroni). 

B. Micrographies à contraste de phase d'un essai d'inhibition d'adhésion à long 

terme sur laminine-1 de cellules HIEC-6 préalablement traitées pendant 72 

heures avec 20ng/ml d'EGF. Après l'ensemencement, les cellules étaient 

incubées à 37°C pendant 16 heures en présence d'anticorps contrôle et 

neutralisants (lgG de souris, a2, a6 et Pl). Pour cette expérience, le nombre de 

cellules adhérées sur la laminine-1 en présence d'lgG de souris représentait 

l'adhésion cellulaire maximale. L'adhésion non spécifique a été déterminée par 

l'interaction des cellules avec l'agent de blocage BSA 2%. 
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Figure 17. L'adhésion des cellules HIEC-6 traitées à aux glucocorticoYdes, sur 

la laminine-1, s'effectue majoritairement par les intégrines de type Pl via 

les sous-unités al et a.2. 

A. Les cellules HIEC-6, préalablement traitées pendant 72 heures avec 0, 1 µM de 

dexaméthasone, ont été ensemencées dans des puits contenant la laminines-1 

à une concentration de 5µg/ml. Les essais d'inhibition d'adhésion à court terme 

ont été produits à 37°C pour une période de 30 minutes en présence d'anticorps 

contrôle et neutralisants (lgG de souris, a.1, a.2, Pl et p4). Le nombre de cellules 

adhérées a été déterminé par une courbe standard sur le collagène 1. 

L'adhésion non spécifique a été quantifiée par l'interaction des cellules avec 

l'agent de blocage BSA 2%. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM de n 

données (n = 2-6). Des différences statistiques ont été détectées suite à la 

neutralisation des intégrines (* p < 0,005 ANOVA et test de comparaison 

Bonferroni). 

B. Micrographies à contraste de phase d'un essai d'inhibition d'adhésion à long 

terme sur laminine-1 de cellules HIEC-6 traitées pendant 72 heures avec 0, 1 µM 

de dexaméthasone. Après l'ensemencement, les cellules étaient incubées à 

37°C pendant 16 heures en présence d'anticorps contrôle et neutralisants (lgG 

de souris, a.1, Pl et p4). Pour cette expérience, le nombre de cellules adhérées 

en présence d'lgG de souris représentait l'adhésion cellulaire maximale. 

L'adhésion non spécifique a été déterminée par l'interaction des cellules avec 

l'agent de blocage BSA 2%. 
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Figure 18. L'adhésion des cellules HIEC-6 traitées à aux glucocorticoYdes, sur 

la laminine-2, s'effectue par une contribution mineure des intégrines de 

type J31. 

Les cellules HIEC-6, préalablement traitées pendant 72 heures avec 0, 1 µM de 

dexaméthasone, ont été ensemencées dans des puits contenant la laminines-2 

à une concentration de 5µg/ml. Les essais d'inhibition d'adhésion à court 

terme ont été effectués à 37°C pour une période de 30 minutes en présence 

d'anticorps contrôle et neutralisants (lgG de souris, al, a2, J31 et J34) ainsi que 

par l'ajout d'inhibiteur pharmacologique (héparine). Le nombre de cellules 

adhérées a été déterminé par une courbe standard sur le collagène 1. 

L'adhésion non spécifique a été quantifiée par l'interaction des cellules avec 

l'agent de blocage BSA 2%. 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM de n données (n = 2-11 ). Des 

différences statistiques ont été notées suite à la neutralisation des intégrines 

(* p < 0,002 ANOVA et test de comparaison Bonferroni). 
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4. Caractérisation dans la muqueuse intestinale humaine de l'expression du 

dystroglycan, un récepteur cellulaire pour les laminines 

4.1. Expression du dystroglycan dans les tissus fœtaux et l'intestin grêle adulte 

ainsi que dans les modèles cellulaires de l'épithélium intestinal humain 

Afin de caractériser l'expression du dystroglycan dans l'intestin grêle humain, 

des analyses par RT-PCR ont été produites sur des tissus fœtaux. Tout d'abord, 

les résultats montrent une forte expression de l 'ARNm dans le muscle strié et 

plus faiblement pour le rein ainsi que le poumon (figure 19A). Les quantités 

relatives de transcrits pour le côlon et l'intestin grêle se rapprochent des 

valeurs obtenues pour les tissus d'origine non musculaire. La caractérisation du 

dystroglycan dans les fractions tissulaires de l'intestin grêle fœtal révèle une 

expression soutenue de ce gène dans le muscle lisse et l'épithélium. De plus, 

l'analyse des ARNm du dystroglycan dans les tissus fœtaux et adultes suggère 

une diminution de l'expression associée avec la maturation terminale de 

l'intestin grêle (figure 19B). 

Dans les lignées cellulaires épithéliales, les quantités relatives du transcrit 

semblent légèrement plus élevées pour les cellules HIEC-6 ainsi que pour les 

cellules Caco-2/15 à sous-confluence et à confluence 0 mais ces changements 

dans l'expression sont non significatifs (figure 20A). 
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L'analyse de L'expression protéique de La sous-unité p dans Les modèles 

cellulaires démontre une présence du dystroglycan dans Les cellules HIEC-6 et 

Caco-2/15 (figure 20B). De même, L'expression de La protéine dans Les cellules 

Caco-2/15 à partir de La confluence cellulaire semble conserver La tendance du 

transcrit. Par conséquent, au cours du processus de différenciation, Les 

résultats ne démontrent pas de modulation importante des niveaux d' ARNm ou 

de La sous-unité p dans Les cellules Caco-2/15. 
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Figure 19. Expression du dystroglycan dans les tissus fœtaux et l'intestin 

grêle adulte humain 

A. RT-PCR représentatif de l 'ARNm du dystroglycan dans les tissus fœtaux tels 

que le rein (1 ), le muscle strié (2), le poumon (3), le côlon (4) et l'intestin 

grêle fœtal intact (5) ainsi que les fractions tissulaires de muscle lisse (6 ), de 

mésenchyme (7) et d'épithélium (8). Deux analyses statistiques ont été 

effectuées sur ces échantillons. La première a permis de comparer les 

quantités relatives des différents tissus fœtaux (a) et la seconde a été produite 

pour les fractions tissulaires (b). 

B. Analyse représentative des transcrits du dystroglycan, au cours du 

développement, dans l'intestin grêle fœtal âgé entre 17 et 20 semaines (1) et 

dans les spécimens adultes (2). 

Les quantités relatives d' ARNm pour le dystroglycan ont été déterminées par 

rapport à l'expression du transcrit 514 (n = 3). Des différences statistiques ont 

été relevées pour les quantités relatives de messager dans les fractions 

tissulaires d'intestin grêle (*p < 0,01 ANOVA et test de comparaison Bonferroni) 
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Figure 20. Expression du dystroglycan dans les modèles cellulaires de 

l'épithélium intestinal humain 

A. RT-PCR représentatif de l' ARNm du dystroglycan dans les lignées cellulaires 

HIEC-6 (1) et Caco-2/15 à différentes confluences cellulaires (2-5). Les 

quantités relatives d' ARNm pour le dystroglycan ont été déterminées par 

rapport à l'expression du transcrit S14 (n = 3). Aucune différence statistique 

n'a été détectée pour ces échantillons. 

B. lmmunobuvardage Western d'extraits protéiques totaux de cellules HIEC-6 

(1) et Caco-2/15 au cours du processus de différenciation (2-5) pour 

l'expression de la sous-unité ~du dystroglycan (43 kDa). Les protéines 

(100µg/puits) ont été séparées par SOS-PAGE sous des conditions réductrices. 

Les quantités relatives ont été déterminées par rapport à l'expression protéique 

de l'actine. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM de trois expériences 

indépendantes. Aucune différence statistique n'a été repérée pour l'expression 

protéique dans ces lignées cellulaires. 
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4.2. Localisation des sous-unités a et p du dystroglycan dans l'intestin grêle 

Les résultats précédents ont démontrés que le dystroglycan était exprimé dans 

les tissus et modèles cellulaires de l'intestin grêle humain. Pour connaître la 

localisation tissulaire du dystroglycan, l'analyse du patron d'expression a été 

effectuée pour les sous-unités a et p au cours de la morphogenèse (figure 21 et 

22). Des immunofluorescences indirectes ont été produites sur des spécimens 

d'intestin grêle fœtal âgé entre 9 et 21 semaines ainsi que sur des tissus 

adultes. Premièrement, l'analyse de la sous-unité membranaire p révèle une 

présence importante de protéine dans la muqueuse intestinale dès la 9e 

semaines de vie fœtale (figure 21A). La détection de la sous-unité p se 

caractérise alors par un marquage basal régulier et défini des cellules 

épithéliales. À la 13e semaine, son expression est retrouvé dans l'épithélium 

intervillositaire et villositaire (figure 21 B). Ce marquage s'estompe 

graduellement dans la villosité à partir de la 15e jusqu'à la 21e semaine (figure 

21C,D). Dans l'intestin grêle adulte, l'expression de la sous-unité p est 

restreinte au tiers inférieur des cryptes (figure 21 E). 

Dans un deuxième temps, l'analyse de la sous-unité a permet de constater des 

différences importantes. Tout d'abord, l'expression épithéliale de la protéine à 

la 9e semaine de vie fœtale se concentre principalement à l'espace 

intervillositaire (figure 22A). Dans les villosités en formation, la présence de la 

sous-unité est très faible et semble absente à l'apex. 
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À cette période, le marquage interrompu de la sous-unité a permet de faire la 

distinction entre les deux composantes protéiques du dystroglycan. De plus, 

cette sous-unité se retrouve principalement dans les cryptes dès la 13e semaine 

et demeure dans ce compartiment tout au long du processus de maturation 

(figure 228-D). Cette distribution se définit dans l'intestin grêle adulte à la 

portion inférieure des cryptes (figure 22E). 

Dans les tissus adultes, les micrographies exposent un marquage basal 

discontinu et d'intensité variable pour les sous-unités a et p du dystroglycan. 

Enfin, l'immunolocalisation a mis en évidence un marquage associé aux couches 

musculaires lisses pour ce récepteur hétérodimérique (résultat non présenté). 
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Figure 21. Expression et distribution de la sous-unité 13 du dystroglycan dans 

le muqueuse intestinale humaine au cours du développement 

Micrographies d'immunofluorescences indirectes de champs représentatifs de 

jéjunum foetal humain à 9 (A), 13 (B), 15 (C) et 20 (D) semaines ainsi qu'au 

stade adulte (E) incubé en présence d'un anticorps monoclonal de souris dirigé 

contre la sous-unité 13 du dystroglycan. 

Dès les premières semaines du développement fœtal, la sous-unité 13 du 

dystroglycan est fortement détectée dans l'épithélium intestinal (A,B). À la 15e 

semaines, l'expression épithéliale (e) est réduite dans les villosités (C). Par la 

suite, le marquage observé est restreint à la région des cryptes, à partir de la 

2oe semaine de vie foetal jusqu'au stade adulte. Dans les spécimens adultes, la 

sous-unité 13 est également retrouvée dans les cellules musculaires de la lamina 

propria. 
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Figure 22. Expression et distribution de la sous-unité a du dystroglycan dans 

le muqueuse intestinale humaine au cours du développement 

Micrographies d'immunofluorescences indirectes représentatives de jéjunum 

fœtal humain à 9 (A), 13 (B), 15 (C) et 20 (D) semaines ainsi qu'adulte (E) 

incubé en présence d'un anticorps monoclonal de souris dirigé contre la sous-

unité a du dystroglycan. 

À la 9e et 13e semaine de vie foetal, la sous-unité a du dystroglycan est 

faiblement décelée dans l'espace intervillositaire (A). Au cours de la 

morphogenèse, l'expression épithéliale (e) est limitée à la région des cryptes 

(C, D). Cette distribution est maintenue dans l'intestin grêle adulte (E). De 

plus, il est possible d'observer un marquage spécifique dans les cellules 

musculaires de la lamina propria. 
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4.3. Co-localisation dystroglycan/laminine dans l'intestin grêle adulte 

Dans les tissus adultes, le dystroglycan est localisé à la base des cellules 

épithéliales du tiers inférieur de la crypte (figure 23A). Ce patron d'expression 

rappelle étrangement celui de la laminine-2. Pour déterminer les possibilités 

d'interactions ligand-récepteur entre ces deux molécules, des études de co-

localisation ont été effectuées par immunofluorescence indirecte sur des 

spécimens d'intestin grêle adulte (figure 23B). Le dystroglycan a été révélé par 

l'utilisation d'un anticorps monoclonal dirigé contre la sous-unité p. Pour la 

laminine-2, les chaînes y1 p1 ont été détectées à l'aide d'un anticorps 

polyclonal. Il est à noter que ces chaînes composent principalement les 

laminine-2 et 10 exprimées dans les cryptes et les villosités respectivement 

(Teller et Beaulieu, 2001 ). La superposition du marquage dystroglycan/laminine 

laisse apparaître une co-localisation irrégulière à la base des cellules 

épithéliales situées au fond des cryptes. Cette observation est associée au 

patron d'expression discontinu du dystroglycan. Contrairement au récepteur 

cellulaire, la détection des chaînes y1 p1 révèle une présence uniforme de la 

laminine dans la membrane basilaire péricryptale. Les résultats de double 

marquage indiquent donc une co-distribution du dystroglycan et des chaînes 

y1 p1 dans les cryptes intestinales adultes. 
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Figure 23. Co-distribution du dystroglycan et des chaînes yllH des laminines 

dans la muqueuse de l'intestin grêle adulte. 

A. Micrographies d'immunofluorescences indirectes représentatives de jéjunum 

humain adulte incubé en présence d'anticorps monoclonaux spécifiques dirigés 

contre la chaîne a2 des laminines et la sous-unité a du dystroglycan. 

L'expression de la sous-unité a du dystroglycan semble co-localiser avec la 

laminine-2 présente dans la membrane basilaire péricryptale. 

B. Micrographies d'immunofluorescences indirectes représentatives de jéjunum 

humain adulte incubé en présence d'un anticorps monoclonal spécifique dirigé 

contre la sous-unité p du dystroglycan et les chaînes yl p 1 des laminines. La co-

distribution est représentée par la couleur jaune suite à la superposition des 

marquages en fluorescéine (vert) et rhodamine (rouge). L'expression de la 

sous-unité p du dystroglycan dans l'intestin grêle adulte co-localise 

parfaitement avec les chaînes yl p 1 des laminines. Les flèches indiquent le 

marquage discontinu du dystroglycan. 



A 

Laminine-2 cx-Dystroglycan 

B 

·- -
~-Dystroglycan Laminine yl~l Co-localisation 

95 



5. Expression du dystroglycan est associé à un type cellulaire spécifique 

Les analyses histologiques ont permis de déterminer la distribution irrégulière 

du dystroglycan dans l'épithélium intestinal humain. Ces observations ont 

mené à l'étude de l'expression du dystroglycan en fonction d'un type cellulaire 

spécifique. Par immunofluorescence indirecte, des essais en double marquage 

ont été effectués en utilisant des anticorps spécifiques à la sous-unité a du 

dystroglycan et à la phospholipase A2 du groupe Il (PLA211), un marqueur des 

cellules de Paneth (figure 24). La micrographie à fluorescence démontre que 

l'expression du dystroglycan à la base des cellules de Paneth est faible et même 

absente dans certains cas. Par contre, les cellules négatives pour la PLA211 

expriment plus fortement la protéine. Un décompte cellulaire et une analyse 

statistique ont permis de visualiser les différences d'expression entre les 

cellules de Paneth et les cellules non Paneth. En effet, les analyses suggèrent 

que le dystroglycan est très faiblement exprimé dans les cellules de Paneth 

comparativement aux cellules non Paneth. Ces résultats permettent d'affirmer 

que l'expression du dystroglycan est principalement associée aux cellules de 

type non Paneth. 

96 



Figure 24. Expression type cellulaire spécifique du dystroglycan dans 

l'épithélium de l'intestin grêle adulte. 

A. Micrographies d'immunofluorescences indirectes représentatives de jéjunum 

humain adulte incubé en présence d'un anticorps monoclonal spécifique dirigé 

contre la sous-unité a du dystroglycan (vert) et le PLA2 groupe Il (rouge), un 

marqueur de cellule de Paneth. L'expression du dystroglycan est faiblement 

associée aux cellules de Paneth (P) comparativement aux cellules de type non 

Paneth (NP). 

B. Quantification relative de l'expression du dystroglycan à la base de chaque 

type cellulaire (cellules de Paneth et non Paneth). Des valeurs arbitraires ont 

été attribuées pour quantifier l'expression (absente=O à très forte=4). Les 

données ont été obtenues par l'analyse d'au moins 10 cryptes dans 5 spécimens 

d'intestin grêle adulte sain. Une différence statistiquement significative a été 

notée entre les deux groupes (* p < 0,0001 Test t) 
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6. Analyse d'une adhésion fonctionnelle via le dystroglycan pour les cellules 

HIEC-6 

Dans les tissus musculaires, le dystroglycan permet de lier solidement les 

cellules à la matrice extracellulaire. Afin de valider la contribution du 

dystroglycan dans l'ancrage des cellules épithéliales intestinales, des tests 

d'inhibition d'adhésion ont été effectués sur la laminine-1 pour les cellules 

HIEC-6. L'héparine, un agent pharmacologique, a été utilisé pour inhiber les 

interactions dystroglycan/laminine (Pallet al., 1996). De plus, la concentration 

des ions calcium dans le milieu d'adhésion a été augmentée afin de permettre 

les liaisons récepteur/ligand. Les résultats démontrent qu'en présence 

d'héparine, le nombre de cellules adhérées diminue de 28% (figure 25A). Cette 

inhibition partielle de l'adhésion des cellules HIEC-6 suggère que le 

dystroglycan est fonctionnel. De plus, les micrographies à contraste de phase 

soulignent l'effet d'inhibition partielle de l'héparine par des changements très 

subtiles de la morphologie cellulaire (figure 258). En effet, l'étalement 

cellulaire semble moins important en présence d'héparine. 
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Figure 25. Adhésion fonctionnelle du dystroglycan dans le modèle cellulaire 

HIEC-6 

A. Les cellules HIEC-6 ont été ensemencées dans des puits contenant de la 

laminine-1 à une concentration de 5µg/ml. Les essais d'inhibition d'adhésion à 

court terme ont été effectués à 37°C pendant 30 minutes en présence de 

l'agent pharmacologique neutralisant (héparine). Le nombre de cellules 

adhérées a été déterminé par une courbe standard sur le collagène de type 1. 

L'adhésion non spécifique a été quantifiée par l'interaction des cellules avec 

l'agent de blocage BSA 2%. 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM d'au moins trois expériences 

indépendantes. Des différences statistiques ont été décelées suite à la 

neutralisation du dystroglycan (* p < 0,0001 Test t). 

B. Micrographies à contraste de phase d'un essai d'inhibition d'adhésion à long 

terme sur laminine-1 de cellules HIEC-6. Après l'ensemencement, les cellules 

étaient incubées à 37°C pendant 16 heures en présence d'héparine, l'agent 

inhibiteur. Pour cette expérience, le nombre de cellules adhérées sur la 

laminine-1 en absence d'héparine représentait l'adhésion cellulaire maximale. 

L'adhésion non spécifique a été déterminée par l'interaction des cellules avec 

l'agent de blocage BSA 2%. 
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IV - DISCUSSION 

1. Le dystroglycan est présent dans l'épithélium intestinal humain et 

constitue un récepteur potentiel pour les laminines. 

Initialement associé aux tissus musculaires, le dystroglycan a depuis été 

retrouvé dans divers organes tels que le rein, le foie, le poumon, le pancréas et 

le cerveau (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1993). Toutefois, jusqu'à présent, 

aucun écrit n'a rapporté l'expression et la localisation de ce récepteur dans 

l'intestin grêle humain. Les observations accumulées au cours de cette étude 

ont permis de confirmer sa présence dans la muqueuse intestinale humaine. 

Tout d'abord, les données obtenues ont démontré que l'expression du gène 

DAG 1 dans le modèle intestinal se rapprochait davantage des tissus d'origine 

non musculaire, où la détection du messager était plus faible (lbraghimov-

Beskrovnaya et al., 1993). En plus d'une expression réduite, il est maintenant 

connu que la composition du complexe protéique associé au dystroglycan 

diffère dans les tissus épithéliaux. (Durbeej et Campbell, 1999). Dans un 

deuxième temps, l'analyse histologique du récepteur hétérodimérique a montré 

qu'il était localisé à l'interface épithélio-mésenchymateuse. La présence du 

dystroglycan dans les modèles cellulaires récapitulant l'axe crypte villosité 

(Pageot et al., 2000) ainsi que la forte expression de son transcrit dans la 

fraction épithéliale indiquent que le récepteur se retrouve à la membrane des 
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cellules épithéliales de l'intestin grêle. Cette distribution à la base de 

l'épithélium a également été observée dans les tissus rénaux et pulmonaires 

(Durbeej et al., 1995, 1998). Au-delà de la localisation tissulaire, les résultats en 

immunofluorescence indirecte ont révélé que les sous-unités a et 

p possédaient des patrons d'expression spatio-temporels distincts au cours de 

la période fœtale. En effet, dès la 9e semaine de gestation, la sous-unité 

membranaire p était détectée de façon soutenue à la base de toutes les 

cellules épithéliales contrairement à la sous-unité a où l'expression était faible 

et discontinue. Les données semblent indiquer que ces protéines seraient 

modulées séparément malgré leur origine génique unique. 

Depuis quelques années, divers mécanismes de régulation post-traductionnelle 

ont été mis en lumière. Tout d'abord, certaines études ont rapporté que la 

sous-unité a du dystroglycan pouvait se dissocier du complexe (Shimizu et al., 

1999, Holt et al., 2000). ln vitro, il a été démontré que le relargage de la sous-

unité a dans le milieu de culture, de certaines lignées cellulaires, était causé 

par une protéolyse limitée du récepteur (Esapa et al., 2003). Ce clivage se 

produirait dans la portion N-terminale de la sous-unité membranaire p via des 

métalloprotéinases de la matrice (Yamada et al., 2001 ). Dans un contexte de 

remodelage tissulaire, ce mécanisme serait une manière efficace d'inhiber 

l'interaction cellule-matrice par la désintégration du complexe. Toutefois, il 

est à noter que l'a-dystroglycan est glycosylé d'une manière tissu-spécifique 

produisant ainsi un certain nombre de glycoformes. De plus, lors de cette 
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étude, l'anticorps monoclonal utilisé contre cette sous-unité reconnaissait un 

épitope constitué d'hydrate de carbone (Losasso et al., 2000). La possibilité 

d'une altération de la glycosylation ne peut donc être exclue puisque 

l'inhibition de cette modification post-traductionelle n'empêche pas 

l'expresison du récepteur à la surface cellulaire (Esapa et al., 2003). 

Cependant, les chaînes polysaccharidiques de la sous-unité a sont essentielles 

aux interactions de type récepteur-ligand (Winder, 2001 ). Par conséquent, une 

anomalie dans le patron de glycosylation peut inhiber les liaisons protéiques au 

même titre qu'un clivage protéolytique. Cette altération pourrait être 

secondaire à la régulation de l'expression de la fukutine, une 

glycosyltransférase (Brockington et al., 2001; Hayashi et al., 2001; Kanagawa et 

al., 2004 ). Une étude a publié récemment la co-localisation de la fukutine et 

du dystroglycan dans l'épithélium du tractus digestif de la souris (Saito et al., 

2004). De même, l'analyse de spécimens d'intestin grêle provenant de patients 

atteints de dystrophie musculaire congénitale de type Fukuyama (FCMD), dont 

le gène de la fukutine est muté, a démontré que la détection immunologique de 

l' a-dystroglycan était réduite ou absente (Saito et al., 2004). Néanmoins, les 

fonctions du dystroglycan peuvent être régulées par la protéolyse et/ ou la 

glycosylation. Dans certaines cellules cancéreuses, ces deux mécanismes 

coexixtent et contribuent à la neutralisation fonctionnelle du dystroglycan lors 

du processus invasif (Sgambato et al., 2003; Singh et al., 2004). L'utilisation 

d'un anticorps reconnaissant les formes hypoglycosylées de la sous-unité 
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a (Pavoni et al., 2005) permettrait l'identification des modes de régulation 

présents dans la muqueuse intestinale humaine au cours de la période fcetale. 

Dans les tissus adultes, les deux sous-unités sont confinées au tiers inférieur des 

cryptes. Ce phénomène de restriction dans les spécimens adultes est aussi 

observé niveau du transcrit et semble être relié à une baisse de l'activité 

transcriptionnelle malgré l'augmentation du ratio villosité/crypte survenant au 

cours de la maturation intestinale. Cette diminution d'expression de l' ARNm, 

au stade adulte, ne semble pas être unique à l'intestin grêle puisque chez la 

souris des résultats comparables ont été obtenus pour le rein (Durbeej et al., 

1995). 

En plus d'une expression dans la muqueuse intestinale, les analyses par 

immunofluorescence indirecte ont démontré une co-localisation parfaite du 

récepteur avec les chaînes ~lyl des laminines dans les spécimens adultes. Cette 

co-distribution suggère une interaction potentielle entre le dystroglycan et la 

laminines-2 (a2~1yl). Dans d'autres systèmes, ce récepteur est reconnu pour 

lier spécifiquement les laminines 1 et 2 (Yamada et al., 1994; Shimizu et al., 

1999; Durbeej et Campbell, 1999; White et al., 2001; Muschler et al., 2002). 

D'autre part, une interaction de type récepteur-ligand semble être un 

déterminant important pour la localisation du dystroglycan. Certaines études 

ont démontré que la présence de ces laminines dans la membrane basilaire 
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était nécessaire pour une distribution adéquate du récepteur à la base des 

cellules (Li et al., 2002; Miner et al., 2004). 

L'expression du dystroglycan et d'un ligand potentiel, à un même site 

histologique, laisse entrevoir la possibilité d'une compétence dans l'adhésion 

cellulaire. Afin d'élucider cette question, des tests d'inhibition d'adhésion ont 

été effectuées in vitro avec les cellules HIEC-6, un modèle de cellules 

épithéliales cryptales exprimant le récepteur hétérodimérique (Perreault et 

Beaulieu, 1996). Au cours de ces expériences, l'héparine était utilisée pour 

bloquer l'interaction dystroglycan-laminine, par l'absence d'anticorps 

neutralisant fonctionnel. Par conséquent, l'analyse fonctionnelle a été produite 

sur la laminine-1 puisqu'elle répond à l'action de l'héparine et que son 

expression est parallèle à celle du dystroglycan dans les stades précoces du 

développement intestinal humain (Pall et al., 1996; Teller et Beaulieu, 2001 ). 

Les résultats des tests d'inhibition ont révélé une perte d'adhésion cellulaire 

significative. Cependant, il faut être prudent quant à l'élaboration des 

conclusions puisque l'héparine n'est pas un inhibiteur spécifique du 

dystroglycan. Par exemple, certaines isoformes de syndecan, une famille de 

récepteurs membranaires de type héparane sulfate, peuvent également lier les 

laminines-1 /2 et être sensible à l'action de l'héparine (Hoffman et al., 1998; 

Fujiya et al., 2001; Suzuki et al., 2003). Ainsi, il serait important de confirmer 

ces résultats par l'utilisant d'un anticorps neutralisant contre le dystroglycan 

lorsqu'il sera disponible. 
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De même, l'analyse de composantes intracellulaires associées à la queue 

cystoplasmique de la sous-unité membranaire p pourrait également définir les 

fonctions adhésives du dystroglycan dans l'épithélium intestinal humain. 

Récemment, une étude a démontré que l'utrophine, une proteine ubiquitaire 

liant le dystroglycan au cytosquelette d'actine, était recrutée uniquement lors 

d'une interaction entre le dystroglycan et la laminine (Li et al., 2005). 

2. La distribution du dystroglycan au tiers inférieur des cryptes suggère une 

implication au sein de la niche des cellules souches intestinales humaines. 

L'immunodétection du dystroglycan, dans les spécimens adultes, a révélé une 

expresison épithéliale restreinte au tiers inférieur des cryptes. En plus, des 

expériences de co-localisation ont démontré que le dystroglycan était exprimé 

davantage dans les cellules de type non-Paneth. Ces résultats suggèrent 

fortement que ce récepteur serait impliqué dans la niche cellulaire souche 

intestinale humaine. L'association du dystroglycan à un degré de pluripotence 

n'est pas étrangère à la littérature puisque son expression est détectée dans les 

cellules épiblastiques dès les premiers stades du développement embryonnaire 

chez la souris (Williamson et al., 1997; Brooke and Gardner, 1997; Li et al., 

2002,2003). Cette apparition précoce du récepteur semble essentielle à 

plusieurs processus biologiques tels que la morphogenèse épithéliale et la survie 

cellulaire (Langenbach et Rando, 2002; Weir et Muschler, 2003). 
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2.1 . Le dystroglycan est un système d'ancrage potentiel pour Les cellules du 

compartiment souche intestinal humain. 

La présence du dystroglycan à La base des cryptes pourrait contribuer au séjour 

prolongé des cellules clonogéniques et des cellules de Paneth dans L'épithélium 

intestinal adulte. Malgré une expression plus faible du récepteur chez ces 

dernières, Le dystroglycan est reconnu pour avoir une affinité de Liaison plus 

importante que Les intégrines d'où La présence ubiquitaire du récepteur dans Les 

tissus musculaires (Collins et al., 2001 ). De plus, Les cellules de Paneth 

semblent contribuer significativement au microenvironnement spécifique de La 

niche par La sécrétion Localisée de facteurs de croissances et de molécules 

bioactives (Porter et al., 2002; Bevins, 2004). Ainsi, ce mode d'ancrage 

permetterait aux cellules d'esquiver Le courant migratoire ascendant présent 

dans L'axe crypte-villosité. 

Dans un contexte de renouvellement cellulaire, La possibilité d'un clivage 

protéolytique de La sous-unité ~ permettrait La désintégration de ce complexe 

adhésif. De cette manière, Les cellules filles seraient Libérées de La niche 

cellulaire souche et amorceraient ainsi Leur migration vers Le compartiment 

villosi taire. 
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2.2. Le dystroglycan et le contrôle de la survie des cellules souches 

intestinales humaines. 

L'implication du dystroglycan dans la survie cellulaire a fait l'objet d'un certain 

nombre d'études au cours des dernières années (Langenbach and Rancio, 2002; 

Li et al., 2002). Plusieurs types de dystrophies musculaires et le syndrôme de 

Walker-Warburg, des pathologies associées à une altération du potentiel adhésif 

de ce complexe protéique, ont démontré une augmentation des événements 

apoptotiques au niveau tissulaire (Dalkilic et Kunkel, 2003; Sabatelli et al., 

2003; Girgenrath et al., 2004). L'apoptose n'est pas uniquement observée au 

cours de la pathogenèse mais également dans les tissus adultes sains où elle 

semble participer au maintien de l'homéostasie. Ce phénomène de mort 

cellulaire, l'apoptose spontanée, a été rapporté dans le compartiment des 

cellules souches intestinales humaines (Potten, 1998; Bach et al., 2000). Cette 

délétion cellulaire sélective, p53-indépendante, permettrait le contrôle du 

nombre d'indivudus inclus dans la population clonogénique. Dans ce contexte, 

la désintégration du complexe dystroglycan pourrait empêcher la propagation 

des signaux de survie conduisant ainsi la cellule vers l'apoptose. 
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3. Les intégrines al p 1 et a2p 1 sont des récepteurs associés au 

compartiment prolifératif de l'épithélium intestinal humain 

La sous-unité al des intégrines a été identifiée dans l'intestin grêle foetal, où 

elle présente un patron d'expression particulièrement original. Au cours du 

développement, son apparition précède la formation des cryptes et sa 

distribution dans l'épithélium se limite aux espaces intervillositaires ainsi qu'à 

la moitié inférieure des cryptes. Dans ces compartiments spécifiques, une 

population cellulaire majoritairement proliférative s'y retrouve (Arsenault et 

Ménard. 1987). De plus, l'expression soutenue du messager et de la protéine, 

dans les modèles cellulaires prolifératifs indifférenciés, appuient de surcroît les 

données histologiques. Ces observations tendent à lui attribuer un rôle dans 

l'activation des voies de signalisation contrôlant la progression du cycle 

cellulaire. Chez la souris, la mutation du gène ITGA 1 a démontré une 

diminution significative de la prolifération des cellules fibroblastiques du derme 

(Pozzi et al., 1998). De même, cette isoforme a été utilisée afin d'isoler des 

cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (Deschaseaux et al., 

2003; Stewart et al., 2003). Toutefois, l'absence de l'intégrine al, aux stades 

précoces du développement, laisse entrevoir un rôle secondaire dans la 

prolifération de l'épithélium intestinal. D'autre part, la détection marquante 

de l'intégrine al Pl dans le muscle lisse intestinal, où l'incidence mitotique est 

faible (Kaye et al., 1971; Arsenault et Ménard 1987; Ménard et al., 1994), 
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supporte également l'hypothèse que ce récepteur puisse être associé à d'autres 

processus biologiques. 

En plus de la sous-unité al, l'épithélium intestinal exprime également 

l'intégrine a2Pl au domaine basa-latéral des cellules intervillositaires et 

cryptales. L'omniprésence de cette sous-unité, au cours du développement, 

suggère une implication importante dans le maintien d'un état cellulaire 

prolifératif. Récemment, des études ont établi que l'intégrine a2Pl contribuait 

à la prolifération des cellules épithéliales de l'intestin, des glandes mammaires 

et du rein (Basson et al., 2000; Klekotka et al., 2001; Chen et al., 2004). La 

sous-unité a2 a également permis l'isolation de cellules pluripotentes de 

l'épithélium prostatique et de l'épiderme humain (Jones et al., 1995; Collins et 

al., 2001 ). 

À la lumière de la littérature, cette capacité qu'ont certaines isoformes 

d'intégrines à soutenir la prolifération semble dépendre du contexte cellulaire 

(Kirchhofer et al. 1990). Par conséquent, il serait important d'élucider la 

participation des sous-unités al et a2 dans la progression du cycle cellulaire en 

utilisant un modèle intestinal normal tel que les cellules HIEC-6. L'approche 

dominant négatif permettrait ainsi de répondre à la question. 
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4. Les intégrines alf31 et a2f31 pourraient participer à la formation des 

cryptes intestinales humaines 

La morphogenèse de l'épithélium intestinal constitue un processus complexe où 

le remodelage de la matrice extracellulaire agit conjointement avec la 

migration cellulaire (Murakami et al., 1998). L'étude des mécanismes impliqués 

dans la formation des structures glandulaires a révélé une participation active 

des intégrines dans le bourgeonnement épithélial (Saelman et al., 1995; Zutter 

et al., 1995; Zent et al., 2001; Chen et al, 2002; Chen et al., 2004). Dans le 

contexte intestinal, la culture 3-D de cellules épithéliales, dans le matrigel et 

le collagène de type 1, a démontré que l'intégrine a2f31 pouvait médier 

l'organisation architecturale des glandes (Liu et al., 1994; Zhang et al., 2003). 

Le remodelage de la matrice extracellulaire nécessite la dégradation et la 

déposition de novo des composantes matricielles. Cet événement particulier est 

important dans plusieurs processus biologiques et physiopathologiques où les 

métalloprotéinases de la matrice (MMPs) semblent jouer un rôle significatif 

(Langholz et al., 1995; Vu et Werb, 2000; Wiseman et al., 2003; Haas et al., 

2004). L'expression des MMPs et de leurs inhibiteurs, les TIMPs, est régulée de 

manière spatio-temporelle tout comme celle des intégrines et de certains 

éléments de la matrice extracellulaire (Tanney et al., 1998; Haas et al., 2004). 

Par conséquent, il a été rapporté que l'intégrine a2f31 était un modulateur 

positif des MMPs -1 et 13, des enzymes aptent à cliver le collagène interstitiel 

(Langholz et al., 1995; Heino, 2000; Eble et al., 2002; Visse et Nagase, 2003). 
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La MMP-1 et sa pro-forme peuvent également se lier à la surface des cellules via 

l'intégrine a2P 1 (Eble et al., 2002). De même, l'invasion de cellules 

cancéreuses mammaires, associée aux isoformes al p 1 et a2P 1 des intégrines, 

s'effectue par une augmentation de l'expression de la stomelysin-1 (MMP-3) 

(Lochter et al., 1999). Ainsi, le confinement des sous-unités al et a2 aux 

espaces intervillositaires, avant la formation des cryptes, pourrait contribuer à 

l'invasion des cellules épithéliales dans le mésenchyme sous-jacent via une 

régulation des métalloprotéinases. 

En plus de leur implication dans la dégradation, les intégrines participent 

activement à l'assemblage et à la réorganisation de la matrice extracelluliare 

(Colognato et Yurchenco, 2000; Sasaki et al., 2004). Dans un modèle murin du 

syndrôme d'Alport, il a été démontré que l'intégrine alPl était impliquée dans 

la déposition anormale de la chaîne a2 des laminines à la membrane basilaire 

glomérulaire (Cosgrove et al., 2000 et Sampson et al., 2001 ). De plus, la 

mutation du gène ITGA 1, dans ce modèle animal, présentent des modulations 

d'expression génique reliées aux protéines de la matrice, aux métalloprotéases 

et leurs inhibiteurs ainsi qu'aux facteurs de croissances (Sampson et al., 2001 ). 

La nature des gènes sensibles à l'absence de la sous-unité alpha 1 supporte une 

fonction dans l'accumulation de protéines matricielles. Dans le contexte du 

développement intestinal, les analyses, par immunofluorescence indirecte, ont 

démontré que l'intégrine al apparaissait faiblement vers la 14e semaine de vie 

fœtale. La détection tardive de cette isoforme et la consolidation de son 
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expression dans la région cryptale, entre la 16e et 20e semaine, semble 

coincider avec l'apparition de la chaîne a2 des laminines (Perreault et al., 

1995). Par conséquent, l'intégrine alf31 pourrait être impliquée dans le 

recrutement de la laminine-2 à la surface des cellules épithéliales du 

compartiment prolifératif. Toutefois, l'analyse histologique de souris mutantes 

pour le gène ITGA 1 n'a révèlé aucun impact majeur au niveau de l'intestin 

grêle (Gardner et al., 1996). Il est à noter que l'absence de phénotype 

n'empêche pas la disparition de la chaîne a2 des laminines puisque, 

contrairement à l'être humain, la chaîne a1 persiste au cours du 

développement murin (Kedinger et al., 1998; Gawlik et al., 2004) et pourrait 

ainsi avoir un effet compensatoire. 

5. Les régulateurs morphogéniques de l'intestin modulent l'expression des 

intégrines cryptales alf31 et a2J31 

Depuis la caractérisation initiale de la famille des intégrines, plusieurs 

publications ont rapporté la modulation de ces récepteurs au cours de divers 

processus physiopathologiques tels que le développement et la réparation 

tissulaire, l'inflammation ainsi que la tumorigenèse (Kim et Yamada, 1997). 

Jusqu'à ce jour, un nombre important de facteurs de croissance, d'hormones et 

d'agents pharmacologiques ont démontré une activité régulatrice sur les 

niveaux d'expression des intégrines (Chenet al., 1993; Kim et Yammada, 1997; 

Desloges et al., 1998; Ryu et al., 1999; Sawhney et al., 2002). 
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Les rôles divergents des intégrines al~l et a2~1 dans la morphogenèse 

épithéliale, la progression du cycle cellulaire et la régulation des gènes 

suggèrent que ces récepteurs soient également contrôlés par des mécanismes 

différents (Zutter et al. 1995; Langholz et al., 1995; Wary et al., 1996 ). Dans 

cette étude, les résultats ont révélé une modulation différentielle des 

isoformes cryptales, en présence du facteur de croissance épidermique (EGF) et 

de la dexaméthasone. Dans les cellules HIEC-6, les analyses ont démontré que 

l'expression de la sous-unité al était régulée positivement par la 

dexaméthasone et négativement par l'EGF. Par contre, en présence des deux 

facteurs, l'intégrine répondait essentiellement à une régulation EGF 

dépendante neutralisant ainsi l'effet des glucocortico.ides. Ces variations 

quantitatives, de la sous-unité al, sont principalement appuyées par des 

observations antérieures effectuées sur différents modèles du tractus digestif 

(Sawhney et al., 2002; Pichard et al., 2001; Murakami et al., 1998). D'autre 

part, dans ce cadre expérimental, l'EGF constitue l'unique agent modulateur de 

la sous-unité a2. Il a été démontré en culture cellulaire et organotypique que le 

facteur de croissance épidermique permettait d'augmenter l'expression de 

l'intégrine a2. Cette réponse des cellules intestinales à l'EGF a également été 

rapporté précédemment (Sawhney et al., 2002; Basson et al., 1992). Ainsi, ces 

résultats démontrent que les sous-unités al et a2 des intégrines peuvent être 

modulées par l'EGF et les glucocorticoïdes, des régulateurs importants du 

développement intestinal. 

113 



5.1. Régulation négative de la sous-unité al par EGF et le déclin des récepteurs 

EGF 

Les évènements morphogéniques, associés à la muqueuse intestinale, sont 

régulés en partie par des facteurs solubles tels que les hormones et les facteurs 

de croissances (Nanthakumar, 2001 ). L'implication des intégrines dans 

l'architecture tissulaire et leur régulation spatio-temporelle, au cours de la 

maturation intestinale, suggère une étroite interaction entre ces récepteurs et 

les facteurs de croissances, in vivo. 

Dans l'intestin grêle humain, l'apparition tardive de la sous-unité a1, vers la 

14e semaine de gestation, semble coïncider avec le déclin des récepteurs EGF 

principalement localisés dans les compartiments prolifératifs de l'épithélium 

(Pothier et Ménard, 1988; Ménard et Pothier, 1991). De même, les analyses in 

vitro ont démontré que l'EGF régulait négativement l'expression de l'intégrine 

a1 dans le modèle HIEC-6. Ainsi, dans les stades précoces du développement, 

l'action de l'EGF et de ses récepteurs sur l'épithélium intestinal pourrait 

retarder la détection de cette intégrine. Toutefois, pour les facteurs de 

croissances, une dépendance linéaire existe entre la réponse cellulaire et le 

pourcentage d'occupation des récepteurs (Wiley et al., 2003). Par conséquent, 

la réduction des complexes EGF-récepteurs pourrait atténuer l'effet répresseur 

du facteur de croissance sur l'expression de la sous-unité al. D'autre part, il a 

été démontré récemment que l'intégrine alPl pouvait également être un 
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régulateur négatif du récepteur EGF via l'activation d'une protéine tyrosine 

phosphatase (Mattila et al., 2005). 

5.2 Sensibilité des spécimens aux glucocorticoYdes 

Dans le modèle cellulaire HIEC-6, la présence des glucorcorticoYdes a permis 

une modulation positive de l'expression de la sous-unité a1 contrairement à la 

sous-unité a2 où l'expression est restée inchangée. Toutefois, ces résultats 

n'ont pas été supportés par les analyses effectuées en culture organotypique. 

En effet, l'expression soutenue de l'intégrine al dans les cellules musculaires 

compliquait son observation dans l'épithélium. Par conséquent, les modulations 

étaient difficilement perceptibles tant dans l'épithélium que dans les cellules 

musculaires où l'expression semblait avoir atteint la saturation. Cette 

ambigu'ité amène donc à questionner la sensibilité des spécimens aux 

glucocortico"ides. Différents éléments peuvent influencer la réponse d'un tissu 

aux agents stéroYdiens dont l'affinité de liaison du récepteur pour l'hormone ou 

l' ADN, les interactions avec les cofacteurs et les facteurs de transcriptions, 

ainsi que les niveaux d'expression des récepteurs (Pujols et al., 2002; Beato et 

Klug, 2000). Plusieurs études ont démontré l'existance d'une fenêtre 

temporelle spécifique correspondant au second et au troisième trimestre, où le 

tissu répond à la présence des glucocorticoYdes (Nanthakumar et al., 2005). 

Dans la majorité des cas, cette réponse a été quantifiée en mesurant l'activité 

des disaccharidases ( Nanthaku mar et al., 2005, Salomon et al., 2001 ) . En 

culture organotypique, les réponses physiologiques sont observées dès la 12e 
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semaine de vie foetal pour l'intestin grêle humain (Arsenault et al., 1985). Par 

conséquent, l'âge des spécimens utilisés ne semble pas être un facteur limitant 

puisqu'ils correspondent à la période sensitive. 

Ainsi, pour évaluer l'effet des glucorticoYdes sur l'expression de la sous-unité al 

en culture organotypique, il serait important de satisfaire un des critères émis 

par Henning et al., en 1994, soit que l'administration d'un facteur de croissance 

puisse induire des changements précoces. Dans ces conditions, l'utilisation de 

spécimens entre 12 et 13 semaines de vie fœtale, où l'expression de l'intégrine 

pourrait être induite prématurément, permetterait de contourner les 

problèmes de saturation rencontrés dans les explants intestinaux à la mi-

gestation. Malheureusement, l'obtention de tissus à ces âges est plutôt rare. 

5.3. ln vivo, implication possible des glucocorticoYdes dans la première phase 

du développement fœtal de l'intestin grêle humain. 

Au cours des dernières années, l'action des glucocortico"ides sur l'épithélium 

intestinal a été grandement associée à la maturation terminale de ce dernier 

(Arsenault et Ménard., 1985; Polk et Barnard, 1999; Salomon et al., 2001). 

Aucun rôle ne semble être attribué à cette hormone pendant la première phase 

du développement fœtal (Colony, 1983). Toutefois, l'intestin grêle est un des 

rares organes capable de faire la conversion de la cortisone en cortisol entre la 

10e et 2oe semaine de gestation (Murphy et al. 1981 ). De plus, certaines études 
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ont démontré que la déglutition du liquide amniotique, un inducteur 

morphogénique important (Calvert et al., 1983), pouvait s'effectuer dès la 16e 

semaine de vie fœtale exposant ainsi davantage l'intestin grêle aux 

glucocorticoïdes (Abramovich, 1970; Pritchard, 1966). Ces faits semblent 

appuyer l'hypothèse que les glucocorticoïdes pourraient jouer un rôle dans la 

première phase du développement intestinal, période de remodelage de la 

muqueuse et d'apparition de structures villositaires et cryptales. 

Les évènements morphogéniques sont des processus complexes nécessitant, 

entre autres, une interaction de type cellule-matrice. Au cours de cette étude, 

il a été démontré que la sous-unité al des intégrines apparaissait au moment de 

la formation des cryptes et qu'elle était modulée à la hausse, dans les cellules 

HIEC-6, par la dexaméthasone. Cette réponse cellulaire corrèle parfaitement 

avec la présence des récepteurs de glucocorticoïdes (GR) dans le compartiment 

prolifératif de l'épithélium intestinal (Quaroni et al., 1999; Lentze et al., 

1985). De même, l'action de la dexaméthasone sur l'expression de l'intégrine 

al pourrait être directe puisqu'un site de liaison à l' ADN pour les GR est 

présent chez le poulet pour cette sous-unité des intégrines (Obata et al., 1997). 

Ainsi, dans un contexte tissulaire, l'augmentation de l'expression de la sous-

unité al par les glucococotico.ides pourraient confirmer l'importance du rôle de 

cette hormone dans la première phase du développement intestinal. 
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5.4. Glucocorticoïdes et morphologie cellulaire 

Les caractéristiques morphologiques des cellules intestinales HIEC-6 traitées à 

la déxaméthasone supportent les modulations d'expression observées chez les 

intégrines mais également un changement dans l'organisation du cytosquelette. 

L'étalement cytoplasmique excessif des HIEC-6 en présence de glucocorticoïdes 

à été observé précédemment pour d'autres types cellulaires du tractus digestif 

(Quaroni et Beaulieu, 1997; Murakami et al., 1998; Quaroni et al., 1999). De 

plus, les glucocorticoïdes augmenterait les niveau de la caldesmon, une 

protéine importante dans l'organisation du cytosquelette d'actine où 

l'altération corrèle avec l'induction de la motilité (Murakami et al., 1998). 

6. L'adhésion différentielle sur les laminines pour les cellules HIEC-6 

exposées aux glucocorticoides et à l'EGF 

Malgré l'homologie structurale des intégrines al~l et a2~1, leur spécificité de 

liaison diffère l'une de l'autre (Tulla et al. 2001 ). Dans cette étude, il a été 

démontré que l'expression de ces isoformes pouvait être modulée en présence 

d'EGF et/ou de dexaméthasone. Par conséquent, cette modulation modifie la 

composition des intégrines à la surface cellulaire impliquant ainsi une altération 

des propriétés adhésives. 
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Les essais d'adhésion ont permis d'illustrer que les cellules traitées à l'EGF 

avaient une affinité de liaison beaucoup moins importante pour les laminines 

comparativement à celles traitées à la dexaméthasone. Ces observations 

corrèlent avec les résultats publiés par certains groupes de recherche 

démontrant que les glucocorticoïdes sont impliqués dans l'induction de 

l'adhésion focale (Leo et al., 2004; Koukouritaki et lianos, 1999). D'autre part, 

les tests d'inhibition ont démontré que l'adhésion sur la laminine-1, en 

présence d'EGF, était faiblement médié par l'intégrine a2. Considérant que 

ce facteur de croissance permet une augmentation significative de la sous-unité 

a2 et une réduction massive de la sous-unité al, il aurait été logique que 

l'intégrine a2P 1 soit le récepteur principalement responsable de cette 

adhésion. Au contraire, l'inhibition de cette sous-unité n'a aucun effet sur 

l'affinité de liaison des cellules HIEC-6 aux laminines. Une diminition de 

l'adhésion cellulaire est observée seulement lorsque des anticorps bloquants 

sont utilisés contre les sous-unités al et a2 simultanément. Ces résultats 

semblent indiquer que l'affinité de liaison de l'intégrine al pour les laminines 

est très importante malgré sa faible expression dans les cellules HIEC-6 traitées 

à l'EGF. Pour la chaîne al des laminines, Ettner et al. ont démontré, en 1998, 

que l'affinité de liaison de l'intégrine alPl était cinq fois plus important que 

celle de l'intégrine a2Pl. Ainsi, la sous-unité a2 des intégrines semble jouer un 

rôle secondaire dans les interactions laminine dépendante. 
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Pour les cellules HIEC-6 traitées à la dexaméthasone, l'augmentation de 

l'adhésion cellulaire observée sur les laminines semble être relié, en partie, à 

l'expression accrue de la sous-unité al des intégrines. En effet, les analyses 

d'inhibition ont révèlé une adhésion sur la laminine-1 qui était partiellement 

dépendante des intégrines alPl et a2Pl où l'intégrine alPl semblait jouer le 

rôle principal. Toutefois, la présente étude a montré que l'action de l'EGF 

dominait sur les glucocorticoïdes pour l'expression des isoformes al et a2. Ceci 

dit, lorsque les cellules HIEC-6 sont exposées aux deux facteurs, l'adhésion 

cellulaire résultante est semblable à celle des cellules exposées uniquement 

aux glucocorticoïdes, malgré l'altération du répertoire des intégrines de 

surface. Par conséquent, ces faits incitent à rejeter la sous-unité al comme 

inducteur principal dans l'établissement de cette interaction soutenue avec la 

matrice extracellullaire. D'autre part, l'utilisation de la laminine-2, isoforme 

cryptale prédominante dans l'épithélium intestinal adulte, a permis de mettre 

en évidence un mécanisme adhésif encore inconnu des cellules HIEC-6 traitées à 

la dexaméthasone. Cette mobilisation cellulaire s'effectue sans la participation 

des hémidesmosomes, une structure adhésive impliquant une interaction entre 

l'intégrine p4 et les laminines puisque la sous-unité P4 est non fonctionnelle 

chez les cellules HIEC (Basora et al., 1999). Contrairement à la laminine-1, 

l'adhésion cellulaire à la laminine-2 révèle une certaine indépendance aux 

intégrines de types p 1. Dans ce cas, il serait possible que la dexaméthasone 

induise l'expression d'autres récepteurs spécifiques à la laminine-2. En effet, il 

a été démontré dans cette étude que la dexaméthasone pouvait moduler la 
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sous-unité a6 des intégrines. De même, les récepteurs de types héparane 

sulfate et le dystroglycan pourrait également contribuer à cette adhésion 

puisque l'héparine a peu d'effet inhibiteur sur la laminine-2 (Pallet al., 1996). 

En plus des intégrines et du dystroglycan, la laminine-2 peut interagir avec le 

récepteur 1 des laminines (laminin receptor 67-KD; Ribosomal protein SA) 

(Belkin and Stepp, 2000; Shmakov et al., 2000; Patarroyo et al., 2002). Ainsi, 

l'utilisation de la technologie des puces d' ADN pourrait apporter des 

informations pertinantes pour l'identification de gènes suceptibles d'être 

associé à ce ménanisme adhésif encore mal défini. 

Dans un contexte physiologique, les glucocorticoides pourraient favoriser la 

séquestration des cellules clonogéniques dans le compartiment cryptal, entre la 

16e et 20e semaine de vie foetale, par un ancrage soutenu à la laminine-2. En 

effet, les glucocorticoïdes serait impliqués dans la régulation de la migration 

cellulaire et le maintien des structure épithéliales (Murakami et al., 1998). Pour 

supporter cette hypothèse, il serait intéressant d'effectuer des tests de 

migration cellulaire en présence ou non de l'hormone. 

6.1. Adhésion différentielle et glucocorticoïdes: mécanismes intrinsèques 

La présence d'intégrines actives à la surface cellulaire résulte de la 

contribution de différents mécanismes de régulation qui permettent la 

fluctuation des niveaux protéiques, la mobilisation de réserves intracellulaires 

préexistantes et le changement conformationnel des récepteurs membranaires 
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(Kim and Yamada, 1997). Le contrôle bidirectionnel de cette activation permet 

de suspecter l'implication des protéines intracellulaires dans l'augmentation de 

l'avidité en présence des glucocorticol'des. L'action biologique de cette 

hormone active des récepteurs intracellulaires qui agissent comme des facteurs 

de transcription ligand-dépendant (Pujols et al., 2002). Ainsi, la dexaméthasone 

pourrait affecter les niveaux d'expression d'autres groupes protéiques capables 

d'interagir avec la portion cytoplasmique des intégrines et permettre 

l'accroissement de l'adhésion focale (Leo et al., 2004; Koukouritaki et lianos, 

1999). La taline et l'a-actinine peuvent s'associer directement avec la queue 

cytoplasmique des intégrines et augmenter leur affinité de liaison pour un 

ligand via un changement conformationnel (Hemler, 1998; Carman and 

Springer, 2003; Nayal et al., 2004). 

D'autre part, une redistribution membranaire des récepteurs pourrait 

également contribuer à l'adhésion différentielle par une hausse du 

regroupement des intégrines (Calderwood, 2004; Wozniak et al., 2004). De 

même, la localisation des intégrines au sein de microdomaines spécialisés, 

nommés « lipid rafts », pourrait altérer les propriétés adhésives des récepteurs 

(Decker et al., 2004). Les glucocortico.ides, quant à eux, ont la capacité de 

modifier la composition protéique et lipidique de ces microdomaines (Van 

Laethem et al., 2003). Ainsi, la présence de dexaméthasone dans le milieu de 

culture des cellules HIEC-6 pourrait accentuer le regroupement des intégrines 

via une relocalisation dans les « lipid rafts», Les associations de certaines 
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intégrines avec d'autres protéines membranaires peuvent également modifier 

l'avidité des récepteurs. Ainsi, l'association de CD98, un transporteur d'acides 

aminés, avec la sous-unité ~ 1 des intégrines est un exemple éloquant de ce 

mécanisme (Warren et al., 2000; Fenczik et al., 1997). 

7. Adhésion et survie cellulaire 

L'analyse des comportements adhésifs et morphologiques des cellules HIEC-6 

exposés aux facteurs de croissance a permis de mettre en lumière certaines 

réponses cellulaires. En effet, l'adhésion long terme, sur la laminine-2, des 

cellules intestinales traitées à l'EGF a démontré un taux d'adhésion très faible 

comparativement aux autres conditions. Dans ce contexte particulier, la 

manifestation de « blebbing ,, membranaire, événement caractéristique du 

processus d'apoptose, a également été observée. Récemment, une autres 

forme de mort cellulaire programmée a été mise en évidence, l'IMD (integrin-

mediated death), qui se distingue de l'anoYkose (Stupack et al., 2001 ). Cette 

apoptose ne résulte pas d'une perte d'adhésion cellulaire et peut être activé 

par l'inhibition d'une seule intégrine (Stupack et Cheresh, 2002; Miranti et 

Brugge, 2002). Ainsi, la forte densité d'intégrine a2~1 à la surface celluaire, 

induite par l'EGF, ne permetterait pas de supporter l'adhésion des cellules 

HIEC-6 sur la laminine-2. Cette observation est appuyée par l'étude de Buda et 

al., en 2003, rapportant que la réduction de l'intégrine a2~1, à la surface des 

cellules intestinales, par le butyrate n'affecte pas l'adhésion laminine-

dépendante. Par conséquent, cette faible avidité des cellules HIEC-6 pour la 
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matrice causerait l'apparition de symptôme apoptotique. D'autre part, lorsque 

les cellules HIEC-6 traitées à l'EGF sont ensemencées sur une matrice de 

collagène, ces manifestations biologiques disparaissent. En effet, la sous-unité 

a2, un récepteur de collagène, pourrait permettre l'adhésion et l'étalement 

des cellules HIEC-6 contribuant ainsi à leur survie cellulaire. Ainsi, ces résultats 

semblent suggérer que l'intégrine a2Pl ne serait pas un récepteur important 

pour la laminine-2. 

8. Rôle potentiel des récepteurs de type laminine dans l'établissement de la 

niche des cellules souches intestinales humaines : modèle hypothétique. 

L'intégration des résultats obtenus dans un contexte physiologique, celui du 

développement, permet l'élaboration d'un modèle hypothétique concernant 

l'établissement de la niche cellulaire souche intestinale. Par conséquent, la 

formation de ce compartiment spécialisé couvre la période morphogénique des 

cryptes intestinales. 

Selon ce modèle, la genèse de la niche débuterait par la chute du niveau des 

récepteurs EGF dans l'épithélium intestinal, vers la 14e semaine de vie fœtale, 

atténuant du même coup l'effet répresseur du facteur de croissance 

épidermique sur l'expression de l'intégrine alpl. Au même moment, l'intégrine 

a2Pl, avec l'aide de metalloprotéinases, permettrait l'invasion graduelle des 

cellules épithéliales dans le mésenchyme sous-jacent. À la 16 semaine, la 
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présence accrue de la sous-unité al, au domaine basolatérale de l'épithélium 

cryptal en formation, faciliterait le recrutement de la laminine-2 à la 

membrane basilaire péricryptale. De même, l'expression du dystroglycan, un 

récepteur de la laminine-2, procéderait à la sélection des cellules prolifératives 

indifférenciées et favoriserait leur localisation dans les cryptes intestinales. 

L'augmentation graduelle des glucocorticoYdes circulant à partir de cette 

période, augmenterait davantage l'expression de l'intégrine alpl qui à son tour 

régulerait négativement certain processus biologique opéré par l'intégrine a2. 

Cette hormone permetterait également la mise en place d'un mécanisme 

adhésif additionnel afin de permettre l'ancrage soutenu des cellules 

clonogéniques. Ainsi, entre la 18e-2oe semaine, le processus morphogénique 

maintenant complété, laisserait place à un compartiment cryptal comparable à 

celui de l'intestin grêle adulte, avec une niche cellulaire souche confinée au 

tiers inférieur. 
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V - CONCLUSION 

Les résultats obtenus, au cours de cette étude, ont apporté certaines réponses 

quant au patron d'expression des intégrines al~l et a2~1, à leur mode de 

régulation par des morphogènes important du développement intestinal ainsi 

qu'à l'impact de cette régulation sur le potentiel adhésif des cellules 

intestinales humaines indifférenciées. De même, ces analyses ont permis de 

mettre en évidence un mécanisme adhésif intégrine indépendant encore 

inconnu. Ces travaux ont également révélé la présence du dystroglycan, un 

récepteur membranaire, dont l'expression co-localise parfaitement avec la 

laminine-2, dans la muqueuse intestinale humaine. 

L'ensemble de ces nouvelles connaissances suggèrent que ces récepteurs 

seraient tous impliqués, à différents niveaux, dans l'établissement de la niche 

cellulaires souche intestinale humaine via leurs interactions avec la matrice 

extracellulaire. De même, ce processus serait régulé par deux facteurs 

morphogénique, l'EGF et les glucocorticoïdes. 

En perspective, ce projet laisse plusieurs questions sans réponse dont le rôle 

fonctionnel des intégrines al~l et a2~1 ainsi que celui du dystroglycan. 

D'autre part, il serait intéressant d'identifier le mécanisme adhésif qui est 

induit par les glucocorticoïdes et responsable de l'adhésion différentielle sur les 

laminines. 
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