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La dysplasie épithéliale
intestinale, ou quand ’intestin
est sous « deux de tension »

cellulaire

Cécile Gaston!, Julie Salomon?, Olivier Goulet?, Delphine Delacour

Lépithélium intestinal,

une monocouche épithéliale polarisée
dynamique

Une monocouche épithéliale est sujette
au remodelage lors du développement
ou d’événements de réparation tissu-
laire ; un renouvellement cellulaire, des
réarrangements ainsi que des phéno-
menes d’extrusion adviennent constam-
ment pour maintenir I"homéostasie
de cette monocouche. Un épithélium
doit donc stabiliser son organisation et
s’adapter de facon globale, pour main-
tenir son état polarisé et cohésif.
L'épithélium intestinal constitue un tres
bon modele pour étudier différentes
questions d’organisation tissulaire et
cellulaire. La monocouche de cellules
épithéliales qui tapisse I'intestin gréle
présente une architecture simple et
réguliere, ol les cellules prolifératives
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et les cellules différenciées sont distri-
buées dans des compartiments tissu-
laires différents : respectivement, les
«cryptes » et les «villosités ». Tandis
que les entérocytes évoluent le long de
la villosité, les cellules suivent un pro-
cessus d’organisation spécifique, appelé
différenciation terminale, avec la for-
mation d’une structure fonctionnelle
au cortex apical, la bordure en brosse
des microvillosités ; celle-ci expose les
enzymes intestinales, augmente la sur-
face membranaire au pole apical et
potentialise ainsi I’absorption de nutri-
ments a I'interface entre la lumiere de
Pintestin et I’épithélium [1, 2].

EpCAM, un acteur clé dans le maintien

de la monocouche épithéliale intestinale
Les entéropathies congénitales pré-
sentent des perturbations de I’organi-
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sation de I’épithélium intestinal le long
de I'axe crypto-villositaire et sont, pour
la plupart, responsables d’insuffisance
intestinale. Deux d’entre elles sont par-
ticulierement séveres : I’atrophie micro-
villositaire (AMV) et la dysplasie épi-
théliale intestinale (D€l en francais, CTE
pour congenital tufting enteropathy, en
anglais) [3].

La DEI a été décrite pour la premiére fois
en 1994 [4] et plus en détail en 1995 [5].
Cette entéropathie est moins fréquente
que I’AMV, avec une incidence estimée
a 17200000 en Europe. La DEI est histo-
logiquement définie par un épithélium
dysplasique caractéristique, prenant de
fagon hétérogéne un aspect pseudo-
stratifié ou les entérocytes s’accumulent
sous forme de houppettes ou « tufts »
[6], qui touchent jusqu’a 70 % des villo-
sités a un stade avancé [6].
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Figure 1. Distribution de Crb3 (Crumbs protein homolog 3, protéine de polarité apicale, en vert) et de I’occludine (protéine des jonctions serrées,

en rouge) dans les cellules contréles ou n’exprimant plus EpCAM (EpCAM-KO). Sont présentés les plans focaux dans lesquels les deux protéines

sont majoritairement distribuées, coté apical dans les cellules contrdles ou c6té latéral dans les cellules EpCAM-KO. Les noyaux ont été colorés

par du Hoechst 33342 et apparaissent en bleu (microscopie confocale, barre d’échelle : 10 um). EpCAM : epithelial cell adhesion molecule ; KO :

knock-out.

La preuve directe de la participa-
tion d’€EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule) dans le maintien de la
monocouche épithéliale intestinale a
été fournie par une récente étude cli-
nique ol des mutations faux-sens ou
non-sens du géne EPCAM, conduisant
respectivement a la perte d’expression
ou a des formes tronquées de la pro-
téine, ont été corrélées au développe-
ment de la DEl chez 73 % des patients
[7]. €pCAM est une protéine spécifi-
quement exprimée dans les épithéliums
monostratifiés [8]. Des défauts de
son expression perturbent I’homéos-
tasie des tissus épithéliaux ; elle est
par ailleurs surexprimée dans de nom-
breux carcinomes, et représente un

m/s n®° 8-9, vol. 33, aolit-septembre 2017

marqueur pour la détection et le suivi
des tumeurs épithéliales [9, 10].

EpCAM a été initialement décrite comme
une molécule d’adhésion cellulaire [8],
mais, malgré un rdle évident dans le
maintien de I'intégrité épithéliale, ses
mécanismes d’action précis dans les
cellules épithéliales ont été peu décrits.

EpCAM préserve I’organisation
apico-basale des entérocytes
Un travail récent, réalisé dans notre
laboratoire, a apporté de nouvelles
informations sur le role d’€pCAM dans
I’épithélium intestinal [11] (=¥). Les

analyses de biop-
y P (=) Voir la Nouvelle
d’0. Gires, m/s n° 5,

mai 2009, page 449

sies duodénales de
patients atteints

de DEI, exprimant une protéine EpCAM
mutée, ont révélé une désorganisation
des entérocytes : la perte d’une protéine
€pCAM normale engendre en effet un
affaiblissement de I"adhérence cellule-
cellule, un défaut de polarisation et
une perte de la bordure en brosse ; les
éléments structuraux de la bordure en
brosse tels que la villine et I'ezrine sont
spécifiquement délocalisés le long des
membranes latérales.

Afin d’affiner I’étude des fonctions
d’€pCAM dans I'entérocyte humain, nous
avons généré, par une approche d’inter-
férence par ’ARN, des clones de cellules
de la lignée intestinale humaine Caco-2
dans lesquels I’expression d’€pCAM est
stablement réprimée (cellules EpCAM-
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Figure 2. Substrats en 3-dimensions (3D) dans des inserts en polydiméthylsiloxane (PDMS)

imitant les villosités. A. Analyse en microscopie électronique a balayage. Sont présentées des

vues de coté (a) ou de dessus (b). Barre d’échelle, 100 um. B. Analyse en microscopie confo-

cale de I'intégrité de la couche épithéliale intestinale constituée par les cellules contréles ou

n’exprimant plus EpCAM (EpCAM-KO) lorsqu’elles sont cultivées sur un substrat de PDMS en

3D, a géométrie semblable aux villosités. Les cellules ont été immuno-marquées pour détecter

la €-cadhérine (en vert) et les noyaux ont été révélés par du Hoechst 33342 (en bleu) (barre

d’échelle : 100 pm).

Knock-0ut ou « EpCAM-KO »). Outre les
défauts cellulaires déja observés sur les
biopsies de patients atteints de DEl, une
modification de la morphologie des jonc-
tions serrées est visible dans les cellules
EpCAM-KO : ces cellules présentent des
jonctions serrées déformées aux contacts
tricellulaires. Au lieu de maintenir la
cohésion du pdle apical, elles s’étirent
vers le pole basal, formant un « puits
de jonction » dans lequel des compo-
sants du domaine apical s’accumulent
et engendrent ainsi la formation de
domaines apicaux ectopiques (Figure 1).
Cette étude démontre que I'intégrité de
la bordure en brosse, la localisation des
hydrolases intestinales associées, et donc
la différenciation terminale des enté-
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rocytes, sont bouleversées en I’absence
d’€pCAM, ce qui permet d’expliquer, au
moins en partie, I'incapacité d’absorption
des nutriments rencontrée par les patients
atteints de DEl. De plus, la déformation
des jonctions serrées et la fragilisation
des jonctions cellule-cellule contribuent
tres probablement aux diarrhées chro-
niques persistantes au repos digestif que
connaissent les patients [11].

LCabsence d’€pCAM modifie I’intensité

et la répartition des forces de tension

dans I’épithélium intestinal

Nous avons émis I’hypothese que la pro-
téine EpCAM participerait au maintien
des forces contractiles générées par le
réseau d’actomyosine et exercées aux

jonctions cellule-cellule. Décrit initia-
lement dans le muscle strié, le réseau
d’actomyosine est formé par "associa-
tion de fibres d’actine avec la protéine
motrice myosine-Il. La myosine-Il acti-
vée peut se déplacer entre les fibres
d’actine, faire glisser ces fibres les unes
par rapport aux autres, et ainsi générer
un phénomene de contraction du cytos-
quelette. Dans les cellules épithéliales,
I’actomyosine est nécessaire pour stabi-
liser leur forme cylindrique [12].

Dans des cellules contrdles, le réseau
d’actomyosine est majoritairement
localisé de fagon homogeéne a la face
interne des membranes cellulaires au
cortex apical. €n "absence d’EpCAM, il se
redistribue le long des contacts tricel-
lulaires. De plus, I'activation de la myo-
sine-1l diminue au sein des entérocytes
contenant des molécules EpCAM mutées ;
I’activité résiduelle se concentre alors
néanmoins de fagon aberrante au niveau
des contacts tricellulaires. Cet accrois-
sement local de la contractilité cellulaire
génere des forces de tension ectopiques
aux contacts tricellulaires, orientées vers
I’intérieur de la monocouche.

Le traitement des cellules n’exprimant
pas EpCAM par la blebbistatine, une
molécule capable d’inhiber 'activité de
la myosine-Il, permet de contrecarrer
les forces contractiles anormalement
distribuées, et de relocaliser la bordure
en brosse et ses composants a la face
luminale, démontrant I’origine biomé-
canique des défauts causés par la perte
d’€pCAM [11].

La géométrie du tissu intestinal
influence la répartition des forces

de tension

Bien que I"étude des cellules EpCAM-KO
nous ait permis de caractériser le méca-
nisme responsable des défauts cellu-
laires, la présence de Iésions tissulaires,
caractéristiques de I'entéropathie DEI,
n'a pu étre observée sur les cellules
cultivées en monocouche.

Les études in vivo sur des modeles ani-
maux sont tres restreintes dans le cas
de cette pathologie : les modeles murins



disponibles, dans lesquels le géne EPCAM
a été invalidé, conduisent tres rapide-
ment a la mort des animaux et ne per-
mettent pas, par conséquent, d’analyses
approfondies. €n 2009, le travail d’Hans
Clevers a cependant révolutionné le
champ de recherche en gastroentérologie
avec la génération de cultures primaires
sous la forme d’organoides intestinaux
in vitro [13]. Toutefois, cette technique
présente un désavantage intrinséque
majeur pour I"étude de la dysplasie
épithéliale intestinale : les organoides
intestinaux ne forment pas de villosités et
le comportement des entérocytes le long
de la villosité ne peut étre étudié.

Les techniques de microfabrication per-
mettent de générer des surfaces struc-
turées de petite échelle qui peuvent étre
utilisées comme des substrats modeles,
de géométrie et de composition contro-
Iées. De telles approches sont appliquées
pour générer des environnements de
culture en 3-dimensions (3D) et pour
réaliser des études en conditions physio-
logiques. Nous avons mis en place un tel
systeme de culture 3D, qui fait appel a des
techniques alliant la microfabrication et
la matiere molle. Des moules maitres de
silice sont produits par photolithographie,
dans lesquels des inserts en polydiméthyl-
siloxane (PDMS) sont ensuite polymérisés,
constituant ainsi les substrats 3D sur
lesquels les entérocytes sont directement
cultivés (Figure 24) [11].

Les cellules Caco2, cultivées sur ces
substrats villositaires en 3D, acquiérent
une géométrie semblable aux villosités
des entérocytes. Elles se polarisent et
se différencient en formant une bordure
en brosse similaire a celle qui est for-
mée dans I'intestin natif. Les cellules
EpCAM-KO, lorsqu’elles sont cultivées
dans ces conditions, forment des points
focaux d’empilements multicellulaires

qui miment les lésions épithéliales
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caractéristiques de la muqueuse alté-
rée observées dans la DEI (Figure 2B).
Ces lésions sont éliminées lorsque les
cellules EpCAM-KO sont traitées avec
la blebbistatine. Les Iésions tissulaires
présentes chez les patients souffrant
de dysplasie épithéliale intestinale ont
donc pour origine le défaut de répar-
tition des forces de tension, comme
observé sur les cultures en monocouche.
Ces défauts cellulaires sont exacerbés
par la géométrie du tissu intestinal.

Conclusion et perspectives

Les retombées de ce travail sont mul-
tiples, tant dans le domaine de la biolo-
gie fondamentale que dans le domaine
médical. U'ensemble de ces résultats
plaide en faveur d’une participation de
la protéine EpCAM a Padaptation des
cellules aux propriétés géométriques du
substrat et a la régulation de I'intégrité
de la couche épithéliale intestinale. Ces
données suggerent que les signaux topo-
graphiques émanant du microenvironne-
ment tissulaire pourraient étre traduits et
influencer "organisation épithéliale.

Ces résultats font, en outre, progresser
la compréhension des signes cliniques
caractéristiques de la dysplasie épi-
théliale intestinale. Ils sont ainsi tres
encourageants pour le développement
de traitements fondés sur la modulation
de P’activité contractile de I’entérocyte
pour ces patients exprimant une pro-
téine EpCAM mutée. ¢

The congenital tufting enteropathy, or
when the intestine is under low cellular
tension
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