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RESUME

L’épithélium intestinal adulte des mammiféres est un tissu hautement organisé
entierement renouvelé tous les 5 a 7 jours, grace a la présence de cellules souches
intestinales (CSI). Localisées a la base des cryptes, les CSI sont capables de s’auto-renouveler
et de générer I'ensemble des types cellulaires de ce tissu. Afin de préserver I’équilibre entre
leur auto-renouvellement et leur différenciation, véritable garant de I’homéostasie de
I'épithélium intestinal, les CSI résident dans un microenvironnement finement régulé, «la
niche », leur procurant I'ensemble des signaux nécessaires a leurs fonctions. La Nétrine-1,
molécule sécrétée et apparentée a la famille des Laminines, est exprimée dans
I'environnement des cryptes intestinales, mais également au cours du développement
intestinal. Initialement découverte pour son réle dans le guidage axonal, cette protéine est a
ce jour considérée comme une molécule pléiotropique impliquée dans divers processus
physiologiques tels que la morphogéneése, la migration, 'adhésion cellulaire, la prolifération
mais également pathologiques comme la tumorigénese. Considérant ces observations nous
nous sommes donc intéressés au role potentiel de la Nétrine-1 dans la régulation du
compartiment souche intestinal adulte, ainsi que lors de 'ontogénése intestinale. Dans une
premiére partie, nous montrons qu’ex vivo la Nétrine-1 promeut la croissance des entéroides
et régule I'expression génique de certains marqueurs spécifiques des CSI. Dans une seconde
partie, nous montrons, grace a la génération et caractérisation de nouveaux modéles murins,
que la Nétrine-1 est impliquée dans le développement de I'épithélium intestinal gréle et que

sa délétion conduit a un retard d’émergence des villi.

Mots clés: Nétrine-1, Epithélium intestinal, Cellules souches intestinales, Homéostasie,

Développement.






ABSTRACT

The adult intestinal epithelium is a highly organized tissue, which is completely self-
renewed every 5 to 7 days, due to a pool of multipotent intestinal stem cells (ISC). Located at
the base of intestinal crypts, ISC have the ability to self- renew and to give rise to all
epithelial intestinal cell types. To preserve the balance between their self-renewal and their
differentiation, and therefore to maintain the epithelial tissue homeostasis, ISC reside in a
tightly regulated microenvironment - called “niche”- that provides them all factors required
for their functions. Netrin-1, a laminin-related secreted protein, is expressed in the
microenvironment of the crypt, and is also expressed during intestinal development. Initially
described as an axonal guidance cue, Netrin-1 is now considered as a pleiotropic molecule
involved in many different processes such as morphogenesis, cell migration, cell adhesion,
proliferation and also tumorigenesis. Based on these observations, we hypothesized that
Netrin-1 could play a role in the maintenance of the adult intestinal stem cell compartment,
and also in the intestinal ontogenesis. In a first part, we showed that Netrin-1 promotes the
growth of enteroids ex vivo while regulating gene expression of specific intestinal stem cell
markers. In the second part, we demonstrated, by using two novel genetically engineered
mouse models, that Netrin-1 is involved in the embryonic development of the intestinal

epithelium and that its deletion leads to a delay in villi emergence.

Keywords: Netrin-1, Intestinal epithelium, Intestinal stem cells, Homeostasis, Development.
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Intestin gréle B Colon

Duodénum

- Colon transverse

Colon ascendant

Colon descendant”.

Colon sigmoide

Figure 1 : Anatomie de I'intestin humain.

Chez 'humain et plus généralement chez les mammiferes l'intestin est divisé en deux parties : l'intestin
gréle et le colon.

A. Lintestin gréle se compose de trois segments : le duodénum, le jéjunum, et I'liéon.

B. Le colon se compose également de plusieurs segments : le caecum puis des colons ascendant,
transverse, descendant et sigmoide.
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CHAPITRE 1:

L’EPITHELIUM DE L’INTESTIN GRELE
EMBRYONNAIRE ET ADULTE

I.  Organisation générale de I'intestin gréle adulte

L’intestin constitue 'un des organes majeurs de l'appareil digestif. Responsable de
I'apport énergétique vital de notre organisme, il se divise en deux parties distinctes :
I'intestin gréle et le colon. L’intestin gréle, organisé selon l'axe antéro-postérieur en
duodénum, jéjunum et iléon, est responsable de I'absorption massive des nutriments, de
I'eau et des électrolytes contenus dans le chyme alimentaire. Le c6lon, subdivisé en caecum,
colon ascendant, colon transverse, colon descendant et colon sigmoide est le site ou
s’effectue la derniere phase de la digestion qui consiste en la formation, et au stockage des
déchets (Figure 1). Outre ses fonctions digestives, l'intestin constitue également une
puissante barriére protectrice contre les pathogenes et produits chimiques retrouvés dans la

lumiere intestinale.

Afin d’assurer I'ensemble de ses fonctions l'intestin gréle est organisé selon quatre
feuillets tissulaires (tuniques) concentriques successifs dont la disposition est conservée du
duodénum a I'iléon. De la couche la plus externe jusqu’a la couche la plus interne tapissant la
lumiere intestinale, se distinguent: la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la

muqueuse (Figure 2).
1. La séreuse

La séreuse ou enveloppe péritonéale est une fine tunique constituée de cellules
mésothéliales et de tissu conjonctif. Responsable du maintien de I'ensemble de la structure
intestinale elle confere néanmoins une certaine souplesse quant aux changements de
diametres engendrés par le passage du chyme. Cette tunique est également le point d’entrée

et de sortie des systemes nerveux entérique, sanguin et lymphatique qui drainent I'intestin.
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Figure 2 : Organisation structurelle de I'intestin gréle adulte.
L’intestin gréle se compose de quatre couches tissulaires (tuniques) successives concentriques.

A. Représentation schématique des quatre tuniques intestinales, en coupe transversale. De la couche
tissulaire la plus externe a la couche tissulaire la plus interne: la séreuse, la musculeuse, la sous-
muqueuse et la muqueuse

B. Représentation schématique détaillée de la paroi intestinale.

La séreuse est une enveloppe pariétale fine. La musculeuse se compose de deux couches musculaires
lisses : la couche longitudinale externe et la couche circulaire interne. Le plexus myentérique qui
constitue l'un des deux plexi du systéme nerveux entérique est situé entre ces deux couches
musculaires. La sous muqueuse est un tissu conjonctif abritant les réseaux vasculaire et lymphatique.
Le plexus sous muqueux, second plexus du systéme nerveux entérique est implanté dans cette
tunique. Enfin, la muqueuse, en contact avec le lumen, se compose d’une fine couche musculaire : la
muscularis mucosae, d'un tissu conjonctif : la lamina propria et d’un épithélium.
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2. La musculeuse

Ce feuillet tissulaire, responsable des mouvements péristaltiques de l'intestin, est
organisé selon deux couches de cellules musculaires lisses perpendiculaires l'une par
rapport a 'autre : 1a couche longitudinale externe et la couche circulaire interne.

Entre ces deux couches musculaires se trouve 'un des deux plexi nerveux qui constituent le

systéme nerveux entérique : le plexus myentérique, encore appelé plexus d’Auerbach.

3. La sous-muqueuse

Cette tunique est constituée de tissu conjonctif abritant un riche réseau vasculaire et
lymphatique. Elle contient également le second plexus nerveux entérique appelé plexus

sous-muqueux ou plexus de Meissner.

4. La muqueuse

Cette derniére structure hautement organisée est composée de trois couches distinctes

successives : la muscularis mucosae, la lamina propria et 1'épithélium.

- La muscularis mucosae ou musculaire muqueuse est une fine couche de cellules

musculaires lisses qui sépare la sous-muqueuse de la lamina propria.

- La lamina propria ou chorion est un tissu conjonctif riche au sein duquel cohabitent
notamment fibroblastes, myofibroblastes et cellules immunitaires. Ce tissu héberge
également un important réseau de capillaires veineux et lymphatiques qui, accolé a
I'épithélium permet le passage des nutriments, électrolytes de la lumiére intestinale vers le

reste de 'organisme.

- L’épithélium monostratifié en contact direct avec le lumen est une structure
hautement organisée et complexe qui assure les fonctions d’absorption, de digestion mais
également de sécrétion de l'intestin. Constamment exposé a des agressions, dues au passage
du chyme provoquant des stress mécaniques et chimiques, 1'épithélium intestinal doit
également assurer le maintien de son intégrité et de son homéostasie. Les cellules
épithéliales qui composent ce tissu sont ainsi renouvelées régulierement et présentent pour

la plupart une durée de vie limitée.
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Figure 3 : Organisation de I'épithélium intestinal gréle adulte

A. Lépithélium intestinal adulte s’organise en cryptes, invaginations dans la lamina propria
sous-jacente, et en villi, protrusions s’étirant dans la lumiere intestinale. Image de 1'épithélium
intestinal adulte en microscopie électronique. Adapté de Barker, 2014.

B. Représentation schématique de I'organisation épithéliale cellulaire le long de I'axe crypte/villus.
Localisées a la base des cryptes les CSI sont intercalées entre les cellules de Paneth. En se divisant
elles générent des cellules d’amplification transitoire hautement prolifératives qui migrent en
direction du villus et se différencient en cellules post-mitotiques sécrétrices ou absorptives. Au
sommet du villus les cellules différenciées meurent et sont éliminées dans la lumiére intestinale.

C. Représentation schématique des différents types cellulaires différenciés de 1'épithélium
intestinal. Le lignage sécréteur se compose des cellules caliciformes a mucus, des cellules entéro-
endocrines ainsi que des cellules de Paneth. Le lignage absorptif est constitué des entérocytes. B et
C adaptés de Crosnier et al., 2006.
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II. L’épithélium de I'intestin gréle : un tissu finement organisé

A. Organisation structurelle de I'épithélium de I'intestin gréle adulte

L’épithélium qui tapisse la lumiére de l'intestin gréle est un épithélium unistratifié
polarisé, organisé selon des unités cryptes/villi répétées. Les cryptes de Lieberkiithn (ou
cryptes intestinales) résultent d’invaginations de I'épithélium intestinal dans la lamina
propria. Elles sont le siege d’une activité proliférative intense et présentent un nombre
restreint de cellules différenciées. A 'inverse, les villi qui forment des protrusions s’étirant
dans la lumiere intestinale sont constitués de cellules différenciées. Ils constituent les unités

fonctionnelles de cet épithélium (Figure 3A).

L’épithélium intestinal est perpétuellement soumis a des stress mécaniques, chimiques
ou biologiques résultants du passage du chyme alimentaire dans la lumiere intestinale. Afin
d’éviter 'accumulation d’anomalies génétiques et/ou épigénétiques les cellules épithéliales
sont régulierement remplacées. L’épithélium intestinal est ainsi entiérement renouvelé tous
les 5 a 7 jours (Marshman et al., 2002). Ce processus qui veille au maintien de I'homéostasie
intestinale est assuré par la présence de cellules souches intestinales (CSI) localisées a la
base des cryptes. En se divisant celles-ci génerent des progéniteurs hautement prolifératifs,
connus sous le nom de cellules d’amplification transitoire (TA) qui, apres avoir opéré 5 a 6
cycles de prolifération, migrent le long de 'axe crypte/villus et se différencient en 1'un des
deux grands lignages cellulaires constituant I'épithélium intestinal : le lignage sécréteur et le
lignage absorptif (Heath, 1996). La différenciation et I'arrét du cycle cellulaire ont lieu lors
du passage de la limite crypte/villus. A la fin de leur migration les cellules matures
différenciées atteignent le sommet des villi ou elles meurent et sont exfoliées dans la lumiére
intestinale (Figure 3B). Le nombre de cellules produites par les cellules souches au niveau

des cryptes doit donc contrebalancer le nombre de cellules éliminées au sommet des villi.

Les différents types cellulaires de I'’épithélium intestinal (Figure 3(C),

pour revue (Noah et al.,, 2011) :

1. Les cellules souches intestinales (CSI)

Localisées au fond des cryptes intestinales (Leblond and Stevens, 1948), les CSI sont a
la base du maintien homéostatique de I'épithélium intestinal. Multipotentes, elles génerent

de facon continue 'ensemble des différents types cellulaires qui constituent I’épithélium
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intestinal. Chaque cellule épithéliale est ainsi issue d’'une CSI. Ces cellules possédent
également une capacité d’auto-renouvellement permettant de maintenir leur propre
existence. Nous verrons au cours du chapitre 2 que l'identification de cette population fut
sujette a débats. Aujourd’hui elle est couramment identifiée par I'expression du marqueur

Lgr5 notamment (Barker et al.,, 2007).

2. Les cellules d’amplification transitoire (TA)

Issues de la division des CSI, les cellules d’amplification transitoire sont des
progéniteurs a haut potentiel prolifératif. Se divisant toutes les 12 a 18 heures ces cellules
réalisent 4 a 6 cycles de division avant de se différencier en cellules du lignage sécréteur ou
absorptif (Potten, 1998). Leur role consiste a amplifier considérablement le nombre de
cellules générées au niveau des cryptes. De part leur capacité prolifératives les TA sont

aisément visualisées via des marquages Ki67, Edu ou Brdu.

3. Les cellules sécrétrices

J Les cellules caliciformes a mucus

Les cellules caliciformes représentent 15% de I'épithélium intestinal gréle et
constituent de ce fait le type cellulaire le plus représenté de la lignée sécrétrice. Ces cellules
produisent et sécrétent un mucus visant a faciliter le transit du chyme, a limiter I'adhérence
bactérienne aux cellules épithéliales et a protéger ces derniéres des divers stress chimiques
et enzymes gastriques et biliaires. Elles conferent ainsi une premiére barriére protectrice
aux cellules épithéliales contre les agressions extérieures. Les cellules caliciformes a mucus
sont aisément identifiables car elles présentent de nombreuses et volumineuses vésicules de
sécrétion qui leur donnent une forme évasée au pole apical. De plus ces vésicules
contiennent des mucopolyssacharides acides reconnus par le bleu Alcian. L'un des

marqueurs principaux des cellules a mucus est la mucine intestinale Muc2.

*  Les cellules entéro-endocrine
Ces cellules ne représentent qu'l1% des cellules épithéliales. Petites et de forme

allongée les cellules entéro-endocrines sont réparties de facon ponctuelle et individuelle tout

au long de l'axe crypto-villositaire. A '’heure actuelle plus de seize sous types de cellules
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entéro-endocrines ont été identifiés dans l'intestin de souris. Ceux ci se caractérisent par la
nature des hormones qu'’ils sécretent (sérotonine, sécrétine, substance P, ...). Les cellules
entéro-endocrines expriment dans la plupart des sous-types la Chromogranine A (ChgA) ,

utilisée de ce fait comme marqueur de ce type cellulaire.

o Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth représentent probablement le type cellulaire différencié le plus
intriguant de I'épithélium intestinal. Contrairement aux autres cellules différenciées qui
migrent vers le haut des villi, ces cellules migrent en direction de la base des cryptes pour
s'intercaler entre les cellules souches. De plus, alors que les cellules différenciées qui
composent les villi sont éliminées tous les 5 a 7 jours, les cellules de Paneth ont une durée de
vie d’environ six semaines (van der Flier and Clevers, 2009). Observées tout au long de
I'intestin gréle, elles sont néanmoins absentes du colon. Les cytoplasmes de ces cellules
présentent au niveau apical de nombreuses et larges granules de sécrétion riches en
protéines et peptides antimicrobiens. Le Lysozyme et les a-défensines en sont des exemples.
IIs sont couramment utilisés comme marqueurs des cellules de Paneth. Ces molécules anti-
microbiennes sont aujourd’hui reconnues comme des médiateurs clés des interactions
hotes-microbiote. Elles jouent un role essentiel dans I'équilibre entre la colonisation de

I'intestin par le microbiote et la défense immunitaire contre les pathogénes.

4. Les cellules absorptives

Egalement appelées entérocytes ces cellules représentent le type cellulaire majoritaire
de I'épithélium intestinal. Elles occupent ainsi 80 a 90% des cellules de cet épithélium. Tres
fortement polarisées, elles présentent a leur surface apicale des microvillosités qui
composent une bordure en brosse. Cette derniére permet ainsi d’augmenter la surface
apicale des entérocytes dont le réle premier consiste a absorber les nutriments contenus
dans la lumiere intestinale puis a les exporter dans les circulations sanguine et lymphatique
au niveau de leur pole basal. Un marqueur des entérocytes couramment utilisé est la

phosphatase alcaline intestinale (Alpi).
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5. Les autres types cellulaires

Dans l'intestin gréle, plus particulierement au niveau de I'iléon, existent des structures
spécialisées dans la réponse immunitaire appelées plaques de Peyer. Ces plaques constituent
des follicules lymphoides composés de lymphocytes B et T, de macrophages et de cellules
dendritiques. Elles sont séparées du lumen par des cellules qui les surplombent : les cellules
de M. Ces dernieres présentent une forte activité d’endocytose qui leur permet de capturer
les différents antigenes retrouvés dans la lumiere intestinale et de les présenter aux cellules
dendritiques. Par la suite, les cellules dendritiques activent les lymphocytes des plaques de
Peyer qui régulent la réponse immunitaire.

Récemment un quatriéme type cellulaire appartenant a la lignée sécrétrice a été mis en
évidence : les cellules de Tuft (Gerbe et al.,, 2011). Réparties le long de I'épithélium, ces
cellules qui représentent moins de 0,5% de la population épithéliale interviendraient dans la

réponse immunitaire contre les vers (Gerbe et al., 2016).

L’organisation de I'épithélium intestinal en unités cryptes/villi est opérée pour la
plupart des mammiferes lors du développement embryonnaire. Chez ’homme par exemple
I'épithélium intestinal acquiere sa structure définitive au cours de la période gestationnelle.
Il est ainsi pleinement fonctionnel dés la naissance. Toutefois chez certaines especes, tels les
rongeurs, qui présentent une période gestationnelle relativement courte, le développement
de I'épithélium intestinal est initié aux stades embryonnaires et se poursuit pendant la
période post-natale. Ce n’est que 3 semaines aprés la naissance, au moment du sevrage, que

I'épithélium intestinal présente sa structure et sa physiologie adulte dite mature.

B. Ontogéneése de I'épithélium intestinal chez la souris

Au cours du développement précoce de 'embryon la gastrulation conduit a la mise en
place d’'un axe antéro-posterieur ainsi qu’a I'émergence des trois feuillets embryonnaires
(endoderme, mésoderme, ectoderme) dont dérive 'ensemble des tissus qui constituent un
organisme. L’épithélium intestinal dérive du feuillet le plus interne : I'endoderme, alors que
la sous-muqueuse et la musculeuse sont issues du mésoderme. Le systéme nerveux

entérique est quant a lui issu des crétes neurales d’origine ectodermique.

Chez la souris, dont la gestation est de 21 jours, le tube digestif se ferme au jour

embryonnaire 9 (E9). A ce stade, lintestin apparait sous forme d'un épithélium
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Figure 4 : Ontogénese de I’épithélium intestinal gréle de souris

A. Chronologie des différentes phases de morphogénése ayant lieu au cours du développement de
I'épithélium intestinal gréle chez la souris.

Chez la souris I'épithélium intestinal gréle n’acquiert sa structure définitive qu’au moment du sevrage,
i.e 3 semaines apres la naissance. La phase d’émergence des villi a lieu lors de la période gestationnelle,
du stade embryonnaire E15 au stade embryonnaire E18. Elle débute par la formation de clusters
mésenchymateux. La phase d’émergence des cryptes se déroule durant la période post-natale
d’allaitement. Elle est initiée dés la naissance et se termine environ au moment du sevrage.

B. A E13.5I'épithélium intestinal est pseudostratifié, plat et épais. Les cellules épithéliales qui le consti-
tuent sont indifférenciées et prolifératives. Elles sécretent de facon paracrine les ligands Hedgehog (Shh
et Thh) et PdgfA (non représenté) qui sont pergus par les cellules mésenchymateuses sous-jacentes.
A E14 l'activation de la signalisation Hedgehog (Hh) et Pdgf au sein des cellules mésenchymateuses
exprimant les récepteurs Ptc (Patched) et Pdgfra conduit a I'agrégation de celles-ci sous forme de
clusters denses . Ces clusters, qui expriment en réponse a leur formation des molécules Bmp, sont les
points d’émergence des futurs villi. A E15.5 les premiers villi émergent et I'épithélium devient
unistratifié et progressivement polarisé. A E16.5 1'épithélium est organisé selon (1) des zones non
prolifératives au sein desquelles les cellules sont soumises a un processus de cytodifférenciation : les
villi et (2) des zones prolifératives constituées de cellules indifféenciées : les zones inter-villositaires
reliant chaque villus aux villi voisins. A la naissance I’épithélium intestinal est dépourvu de crypte. La
formation de ces derniéres débute dans les jours suivant la naissance et se termine environ 3 semaines
apres, au moment du sevrage. Adapté de Walton et al, 2016 et de Crosnier et al, 2006.
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pseudostratifié ~uniforme entouré par une structure mésodermique contenant
majoritairement des cellules musculaires lisses et des fibroblastes: le mésenchyme (Sbarbati,
1982), (Beck et al., 1999), (Figure 4). Cette organisation est observée jusqu’au stade E13.5,
stade a partir duquel commence une importante période de morphogénése. Cette période est
subdivisée en deux grandes phases : la phase d’émergence des villi : la villogénese, suivie de

la phase d’émergence des cryptes : la cryptogénése (Figure 4A).

1. Emergence des villi

pour revues (Gordon and Hermiston, 1994), (McLin et al., 2009), (Spence et al,, 2011),
(Chin et al., 2017).

La formation des villi a lieu chez la souris pendant la période embryonnaire. Ce
processus, qui débute au stade E14 et qui perdure jusqu’au stade E18, conduit au
réarrangement de ’épithélium intestinal primitif pseudostratifié, plat et épais en un
épithélium monostratifié cylindrique présentant des extensions dans la lumiere intestinale :
les villi (Sbarbati, 1982), (Lacroix et al., 1984).

La formation des villi résulte d'une intime communication entre I'épithélium et le
mésenchyme sous-jacent qui fait intervenir les voies de signalisations Hh (Hedgehog), Pdgf
(Platelet Derived Growth Factor) et Bmp (Bone Morphogenetic Protein) (Madison et al,,
2005), (Walton et al,, 2012), (Karlsson et al.,, 2000). La sécrétion des ligands Hh (Sonic et
Indian) et Pdgf-A par les cellules de I'épithélium pseudostratifié conduit a I'agrégation de
cellules mésenchymateuses exprimant a leur surface les récepteurs Ptc (Patched) et Pdgfro.
Ces clusters cellulaires denses qui forment des « ddmes » régulierement disposés a la base de
I'épithélium sont les points d’émergence des villi (Figure 4B). Leur formation constitue un
prérequis absolu a celle des villi. En effet, la surexpression feetale de Hhip, inhibiteur global
de la voie Hh, dans les cellules de I'endoderme intestinal abolie la formation des clusters
mésenchymateux ainsi que celle des villi (Madison et al.,, 2005). De la méme facon, le
traitement ex vivo de culture d’explants intestinaux avec différents inhibiteurs de la voie Hh
altere la formation des clusters et I'émergence des villi (Walton et al., 2012). A I'inverse par
contre, la sur-activation de la voie Hh induite par un agoniste conduit a la formation de
clusters plus larges puis de villi plus larges (Walton et al., 2012). Chez la souris la perte
d’expression du ligand Pdgf-A ou de son récepteur Pdgfra perturbe également la
morphogénese des villi, réduisant le nombre de clusters formés et par conséquent le nombre
de villi (Karlsson et al., 2000). C’est donc par la formation de clusters mésenchymateux que

débute le processus de villogénese. Chez la souris ceux-ci sont observés dés le stade
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embryonnaire E14.5 dans le duodénum. Leur apparition suit ensuite une vague proximo-
distale du duodénum a I'iléon en a peine 36h (Walton et al.,, 2012) (Figure 4B).

Les clusters nouvellement formés expriment de multiples molécules de signalisation
Bmp telles que Bmp 2, 4 et 5. Celles-ci sont notamment percues par les cellules épithéliales
qui expriment a leur surface le récepteur Bmpr1A. Cette signalisation Bmp est primordiale a
la disposition réguliére des clusters mésenchymateux ainsi qu’a la morphologie des villi
émergents. La simple modulation de cette voie, tant par une surexpression de ligand que par
une exposition a des inhibiteurs, suffit a affecter la disposition et la morphologie des clusters,

et par conséquent celles des villi (Walton et al., 2015).

De E15.5 a E18, les villi formés amorcent une phase de croissance. Au cours de celle-ci
I'épithélium intestinal jusque la uniformément prolifératif est réorganisé. Dés le stade E17 la
prolifération épithéliale est restreinte a la base des villi, au niveau d'une zone connectant
chaque villus a ses voisins: la zone intervillositaire (Bell et al,, 2013), (Figure 4B). Les
cellules qui constituent les villi opérent un arrét du cycle cellulaire et entrent dans un
processus de cytodifférenciation au cours duquel elles se différencient en entérocytes, en
cellules entéro-endocrines ainsi qu’en cellules caliciformes a mucus. Contrairement aux
autres types cellulaires, les cellules de Paneth ne sont pas produites pendant cette phase
embryonnaire de cytodifférenciation. Leur émergence coincide avec celle des cryptes

intestinales et a donc lieu au cours de la période post-natale.

Les mécanismes qui régulent la cytodifférenciation et la prolifération des
progéniteurs intestinaux prénataux sont controlés par les signalisations Wnt et Notch
notamment. Ces voies de signalisations qui jouent également un réle dans le maintien de

I'homéostasie intestinale adulte seront détaillées dans le paragraphe IV du chapitre 2.

A la naissance I'épithélium intestinal des nouveau-nés est dépourvu de crypte. Il se
présente sous forme de villi contenant des cellules différenciées capables d’assurer les
fonctions digestives des premiers jours apres la naissance et de zones inter-villositaires

prolifératives au sein desquelles résident des cellules présentant un caractére souche.
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2. Emergence des cryptes

La formation des cryptes de I’épithélium intestinal est initiée immédiatement apreés la
naissance par le déplacement des zones de connections villus/zone intervillositaire vers le
haut. Ce déplacement, qui résulte d'un mouvement des cellules du mésenchyme, conduit les
zones intervillositaires prolifératives a adopter une structure en forme de « poche » appelée
crypte. Chez la souris, les premieres cryptes sont observées dés le quatriéme jour post-natal
P4 (Calvert and Pothier, 1990) (Figure 4B). A P14, le nombre de cryptes intestinales est
considérablement augmenté par un processus de fission au cours duquel chaque crypte est
divisée longitudinalement en deux cryptes « sceurs » (Clarke, 1972), (St. Clair and Osborne,
1985), (Cheng and Bjerknes, 1985).

Aujourd’hui les mécanismes et voies de signalisation qui contrdlent la cryptogénése
sont encore tres mal connus. Les signalisations Hedgehog et Bmp semblent néanmoins jouer
un roéle important dans ce processus puisque comme nous l'avons abordé, elles sont
indispensables a 'organisation prénatale de I'épithélium en villi et zones intervillositaires
(zones d’ou émergent les cryptes). De plus la sur-expression de I'inhibiteur des Bmp, Noggin,
dans I'épithélium intestinal embryonnaire conduit a la formation de cryptes ectopiques,

perpendiculaires a I'axe crypte/villus (Haramis et al., 2004).

De fagon intéressante, I'’émergence des cryptes coincide chez la souris avec la
différenciation des cellules de Paneth. A P7 les premiéres cellules de Paneth peuvent ainsi
étre observées dans l'intestin gréle. Cependant celles-ci ne sont encore pas completement
matures puisque ne présentant pas I'ensemble des enzymes qui les caractérisent. A P14, de
facon concomitante a 'augmentation du nombre de crypte par le processus de fission, le
nombre de cellules de Paneth est considérablement augmenté. Enfin a P21-P28, lors du
sevrage, les cellules de Paneth ont accomplies leur maturation et sont semblables aux

cellules de Paneth des cryptes adultes (Bry et al.,, 1994).

Chez la souris, la structure et la physiologie définitives de I'épithélium intestinal ne
sont donc acquises qu’au moment du sevrage, soit trois semaines aprés la naissance.
Composé de cryptes et de villi I'épithélium intestinal est alors prét a recevoir de la nourriture

solide et a assurer I'’ensemble de ses fonctions digestives et protectrices.
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Le renouvellement permanent de I'épithélium intestinal ainsi que le maintien
de l'intégrité structurelle et fonctionnelle des cryptes et villi qui le constituent, sont
assurés par la présence de CSI. Localisées a la base des cryptes, ces cellules requierent
un environnement trés finement régulé au sein duquel persiste un équilibre entre les
signaux contrélant leur différenciation et ceux controlant leur auto-renouvellement.
Nous verrons au cours du paragraphe IV du chapitre 2 quels sont ces signaux et

comment ceux-ci sont régulés au sein des cryptes.
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CHAPITRE 2 :

LES CELLULES SOUCHES INTESTINALES
ADULTES ET LEUR NICHE

I. Identification des cellules souches intestinales adultes

Les cellules souches d’un tissu adulte se définissent par (1) leur multipotence, c’est a
dire leur capacité a générer 'ensemble des types cellulaires constituant le tissu auquel elles
appartiennent, ainsi que par (2) leur capacité d’auto-renouvellement. Pour mettre en
évidence ces deux caractéristiques, les populations souches potentielles peuvent étre
soumises a deux stratégies expérimentales distinctes. La premiére, couramment appelée
« lineage tracing » en anglais, consiste a suivre la descendance cellulaire d’une cellule unique.
Elle permet ainsi de vérifier la multipotence de la cellule souche putative et de confirmer si
I'ensemble des cellules du tissu étudié est effectivement issu de cette cellule unique. La
seconde technique repose sur l'isolement de la population souche candidate, selon des
marqueurs moléculaires qui lui sont spécifiques, afin de la mettre en culture ou de la greffer
a des animaux receveurs. Il s’agit ici de tester la capacité d’auto-renouvellement des cellules

isolées mais également leur capacité a se différencier en différents types cellulaires.

La localisation précise des CSI au sein des cryptes ainsi que lidentification des
marqueurs moléculaires qui leur sont spécifiques placent ces cellules au cceur de débats
scientifiques depuis plus de 50 ans. En effet, alors que Potten et al. proposaient que les CSI
soient localisées en position «+4 » a partir de la base de la crypte, Cheng et Leblond
proposaient au méme moment que celles ci ne soient autres que les cellules localisées
directement a la base des cryptes, intercalées entre les cellules de Paneth et jusque la
appelées CBC (Crypt Base Columnar) (Potten et al, 1974), (Potten, 1977), (Cheng and
Leblond, 1974a), (Cheng and Leblond, 1974b). Les arguments en faveur de I'une ou l'autre
population reposaient a cette époque essentiellement sur les statuts prolifératifs de celles-ci

ainsi que sur leur capacité a transmettre des mutations ponctuelles ou marquages radioactifs
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Figure 5 : Expérience de « lineage tracing » au sein de I'épithélium intestinal gréle a partir du
modele murin Lgr5-EGFP-CreERT2 ; Rosa26-lox-stop-lox-LacZ.

A. Les cellules souches CBC Lgr5* expriment le rapporteur EGFP ainsi que la CreERT2 sous la
dépendance du promoteur Lgr5. En absence d’induction tamoxifene la CreERT2 est inactive.

B. L'activation de la CreERT2 via une injection de tamoxiféene, induit au sein des cellules souches
Lgr5*" une recombinaison Cre/Lox irréversible. Celle-ci conduit a I'expression du traceur LacZ,
placée sous la dépendance du locus ubiquitaire Rosa26.

C. Les cellules souches multipotentes Lgr5* générent I'ensemble des différents types cellulaires
constituant I'épithélium intestinal. La recombinaison Cre/Lox irréversible initiée au sein de ces
cellules est donc transmise aux cellules filles. Apres quelques jours l'ensemble des cellules
épithéliales exprime le géne LacZ. Le locus Lgr5 n’étant actif que dans les cellules souches CBC, les
cellules filles n’expriment ni le rapporteur EGFP, ni la CreERT2.
Adapté de Snippert and Clevers, 2011 et de Barker et al.,, 2013.
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a l'ensemble des cellules de l'épithélium. Aujourd’hui la théorie prévalente suggére
'existence de deux populations de CSI: la premiere, représentée par les cellules CBC, serait
responsable du maintien homéostatique de 1’épithélium intestinal dans des conditions
physiologiques saines, alors que la seconde, représentée par les cellules « +4 » serait capable
de régénérer les cellules CBC lors de dommages occasionnés par divers stress chimiques,
physiques ou biologiques. Cette seconde population de CSI constituerait donc un

« réservoir » de cellules souches sollicitées dans des conditions pathologiques.

A. Les cellules souches intestinales CBC

Localisées entre les cellules de Paneth, les cellules CBC sont des cellules
indifférenciées, hautement prolifératives (cyclant toutes les 21 heures environ), et
relativement sensibles aux irradiations. (Cheng and Leblond, 1974a), (Bjerknes and Cheng,
1981a), (Bjerknes and Cheng, 1981b), (Bjerknes and Cheng, 1981c). La découverte en 2007,
du récepteur membranaire Lgr5 (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor
5), (Barker et al, 2007) comme marqueur spécifique de ces cellules, fut a l'origine de

nombreuses études attestant du « caractere souche » de cette population.

Afin de tester le « potentiel souche » des cellules CBC Lgr5 positives (Lgr5+) I'équipe de
Hans Clevers généra un modeéle murin Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2. Cet outil qui permet de
visualiser la population CBC et de I'isoler par cytométrie en flux, permet également d’induire
une recombinaison Cre/Lox au sein ces mémes cellules. Cette recombinaison irréversible est
ensuite transmise a la descendance des cellules CBC. Le croisement de ce modéle murin avec
le modele rapporteur Rosa26-lox-stop-lox-LacZ permit de mettre en exergue la capacité des
cellules CBC Lgr5+ a générer I'ensemble des différents types cellulaires de I'épithélium
intestinal (Barker et al., 2007). En effet, I'induction de la recombinaison Cre/Lox au sein
d'une cellule unique Lgr5*, via 'administration d’une faible dose de tamoxiféne, suffit a
observer l'expression progressive du rapporteur [(-Galactosidase le long de l'axe
crypte/villus. Aprés une courte période, l'expression de celui-ci fut rapportée dans
I'ensemble des cellules de I'épithélium, de la base des cryptes au sommet des villi. (Figure
5).
Ex vivo, dans des conditions mimant celles de la crypte, les cellules CBC Lgr5* isolées
générent des structures épithéliales 3D (des organoides!) présentant I’ensemble des types

cellulaires de 1'épithélium intestinal. Ces cultures peuvent étre maintenues quasiment

1 Les organoides intestinaux également appelés entéroides ou mini intestins sont des cultures 3D de CSI permettant de
modéliser ex vivo la plupart des caractéristiques anatomiques et physiologiques de I’épithélium intestinal in vivo.
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Figure 6 : Organisation des populations de cellules souches intestinales au sein des cryptes en
conditions physiologiques.

Les cellules souches intestinales CBC et « +4 » sont hébergées au niveau des cryptes de I'épithélium
intestinal gréle. Les cellules souches CBC, localisées a la base des crypte sont intercalées entres les
cellules de Paneth. Elles constituent les CSI responsables du maintien de ’homéostasie épithéliale en
conditions physiologies et expriment les marqueurs Lgr5, Olfm4, Ascl2 et Smoc2. Les cellules souches
«+4 » de « réserve » sont localisées juste en dessous du compartiment d’amplification transitoire. Ces
cellules expriment de facon non exclusive les marqueurs Bmi-1, Lrig-1, mTert, et Hopx.

Adapté de Carulli et al., 2014
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indéfiniment, témoignant ainsi de la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation de
celles-ci (Sato et al., 2009). Ces expériences apportérent ainsi les preuves que les cellules
CBC Lgr5+ constituent une population de CSI. Dans l'intestin gréle adulte chaque crypte
compte 14 +2 cellules Lgr5+ (Barker et al,, 2007), (Clevers, 2013).

Les analyses transcriptomiques des cellules Lgr5+ de I'épithélium intestinal qui firent
suite a l'authentification de ce marqueur, menérent a l'identification d'une « signature
souche intestinale » (van der Flier et al., 2009a), (Mufioz et al., 2012). Parmi les centaines de
geénes qui composent cette signature, certains furent identifiés comme exclusifs aux CSI
Lgr5+ et nécessaires au maintien du leur caractere souche. Ils constituent aujourd’hui des
marqueurs cellulaires reconnus des CSI Lgr5*. Parmi ceux-ci se trouvent notamment les
genes Ascl2 (Ashaete-scute complex homolog) (van der Flier et al., 2009a; Mufioz et al., 2012),
Olfm4 (Olfactomedin 4) (van der Flier et al,, 2009b; Mufioz et al., 2012), Smoc-2 (Secreted
modulator calcium binding matricellular protein-2) (Mufioz et al, 2012), les ubiquitines
ligases E3 Rnf43 et Znrf3 (Koo etal., 2012) et Tnfrsf-19 (Fafilek et al., 2013).

Notons que la signature souche intestinale est fortement enrichie en génes cibles de la voie
Whnt, voie de signalisation indispensable au maintien des CSI que nous aborderons dans le
paragraphe IV.

Aujourd’hui les CSI dites « vraies », i.e qui veillent a ’homéostasie intestinale dans des

conditions physiologiques saines, sont donc représentées par les cellules CBC a la base des

cryptes et identifiables via le marqueur Lgr5 notamment (Figure 6).

La délétion embryonnaire du gene Lgr5 entralne une létalité néonatale des individus
Lgr5+/-, caractérisée par une dilatation du tractus gastro-intestinal ainsi que par des
malformations de la langue et des joues (Morita et al., 2004). A l'inverse, de fagcon tres
intéressante, I'ablation a 1'dge adulte des cellules exprimant le gene Lgr5, via la génération
d'un modéle murin exprimant le récepteur de la toxine diphtérique (DTR) sous la
dépendance du promoteur Lgr5, ne perturbe aucunement l'architecture et 'homéostasie
intestinale (Tian et al, 2011). Cette constatation conduit a envisager l'existence d’un
mécanisme de compensation de la perte des CSI Lgr5+. L’analyse approfondie de ce modele
murin révéla que l'ablation des cellules CBC Lgr5+ était suivie par une expansion du
compartiment cellulaire «+4 », alors capable de générer I'ensemble des cellules de
I'épithélium intestinal. De plus, immédiatement apreés l'arrét des injections de toxine
diphtérique, la population de cellules CBC Lgr5+fut a nouveau observée a la base des cryptes.
Des expériences de « lineage tracing » révélerent que celles-ci étaient issues de la population
cellulaire « +4 » (Tian et al,, 2011). En absence de CSI Lgr5+la population de cellules localisée
en position «+ 4» de la crypte pourrait ainsi servir de CSI alternatives et préserver

I’homéostasie intestinale.
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B. Les cellules intestinales « + 4 », des cellules souches de secours ?

En 1974, Potten et al rapporterent l'existence de cellules capables de retenir les
marqueurs d’ADN (DNA label retaining cells, LRCs) en position « +4 » des cryptes, juste au
dessus des cellules de Paneth (Potten et al., 1974). Cette caractéristique, qui révele I'état
quiescent d'une cellule, est tres couramment observée au sein des populations souches de
divers tissus adultes. En effet il est proposé que ces cellules n’entrent en division cellulaire
que lors de processus de régénération tissulaire. Les cellules «+4 » des cryptes sont
également sensibles aux radiations (Potten, 1977), (Potten et al, 1978). Cette seconde
propriété présentée par de nombreuses cellules souches permettrait a celles-ci de se
protéger de l'accumulation de mutations génétiques. Les cellules «+4 » des cryptes
présentant des caractéristiques communes aux populations de cellules souches adultes

furent proposées comme CSI.

Le premier marqueur historiquement proposé comme marqueur spécifique de cette
population « +4 » fut la protéine Bmil (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog)
(Sangiorgi and Capecchi, 2008). Au cours de leur étude Sangiorgi et Capecchi démontrérent
la multipotence des cellules « +4 » Bmil* grace a une expérience de «lineage tracing ».
Néanmoins quelques années plus tard, I'analyse par hybridation in situ de ce marqueur au
sein de cryptes intestinales, révéla une expression hétérogene de Bmil dans I'ensemble des
cellules de la crypte (Itzkovitz et al., 2011). Ceci fut confirmé par une seconde expérience de
« lineage tracing » au cours de laquelle il fut montré que les cellules initiatrices du marquage
n’étaient pas restreintes a la position « +4 » mais bien présentes dans toutes les cellules de la
crypte dont les cellules CBC Lgr5+ (Mufioz et al., 2012). D’autres marqueurs tels que mTert
(Telomerase reverse transcriptase) (Montgomery et al.,, 2011), Hopx (HOP homeobox) (Takeda
et al., 2011) , Msi-1 (Musashi-1) (Potten et al, 2003), Lrig-1 (Leucine-rich repeats and
immunoglobulin-like domains 1) (Powell et al., 2012) furent également proposés comme
marqueurs des cellules « +4 » (Figure 6). Malheureusement aucun de ceux-ci ne semble
réellement spécifique de cette population. Leur expression a en effet pu étre observée au
sein d’autres cellules de la crypte, dont les cellules CBC Lgr5+, comme en témoigne la
signature de celles-ci (Mufioz et al., 2012). Aujourd’hui l'identification de marqueurs

spécifiques des cellules « + 4 » reste au coeur de nombreuses recherches.
Les propriétés présentées par les cellules « + 4 » : la rétention des marqueurs d’ADN,

une grande sensibilité aux radiations, un statut non différencié ainsi qu’'une capacité a

générer l'ensemble des types cellulaires de I'épithélium en absence de cellule Lgr5+,
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Figure 7 : Plasticité cellulaire au sein des cryptes intestinales apres ablation de la population
souche CBC Lgr5+.

L’exposition a des radiations, a des agents chimiothérapeutiques, ou a des agents génotoxiques par
exemple peut conduire a la perte des cellules souches intestinales CBC Lgr5+*. Dans ces conditions,
certaines cellules de la crypte, non affectées par ces dommages, peuvent contribuer a la régénération
tissulaire. Les cellules souches intestinales de réserve « +4» sortent de leur quiescence afin de
redonner des cellules souches CBC Lgr5*. Certains progéniteurs sécréteurs DII1* ainsi que certains
précurseurs préccoces absorptifs Alpi* semblent également pouvoir participer au ré-établissement de
la population souche intestinale CBC Lgr5+, via un processus de dédifférenciation.

Adapté de Carulli et al.,, 2014
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confeérent a celles-ci un caractére proche d'un caractére souche. Aujourd’hui il est ainsi
proposé que les cryptes de I'épithélium intestinal hébergent deux populations de cellules
souches distinctes : la population CBC Lgr5+ (se divisant un fois par jour et responsable de
I'auto-renouvellement quotidien du tissu), la population « +4 » de réserve (quiescente en
conditions physiologiques saines et responsable de la régénération tissulaire et du maintien
homéostatique de 1'épithélium intestinal en réponse a des dommages générés par des
irradiations ou des traitements médicamenteux par exemple) (Li and Clevers, 2010), (Tian et
al,, 2011).

II. Plasticité cellulaire du compartiment souche intestinal

Afin de survivre aux différentes agressions environnementales telles qu’aux
dommages cytotoxiques, aux dommages de I’ADN, aux radiations, aux traitements de
chimiothérapie ou encore aux résections chirurgicales auxquels il peut étre soumis,
I'épithélium intestinal présente une capacité de régénération extrémement développée et
rapide. Celle-ci lui permet de restaurer son homéostasie au plus vite et d’assurer ses
fonctions. Cette capacité de régénération repose sur l'existence d’'une importante plasticité
cellulaire au sein de la crypte, qui se définie par la capacité de certaines cellules a adopter les
caractéristiques fonctionnelles et structurelles des cellules CSI Lgr5+.

Comme nous venons de le voir les cellules « +4 » semblent pouvoir pallier a la perte des
cellules souches Lgr5+* via leur capacité a générer I'ensemble des cellules de I'épithélium
intestinal dont les cellules Lgr5+elles mémes (Tian et al., 2011). Outre ces cellules souches
«de réserve» de plus en plus d’études tendent a montrer la capacité de certains
progéniteurs a pouvoir se dédifférencier en CSI Lgr5+*fonctionnelles a la suite de stress ayant
occasionnés des dommages de cette population.

Ainsi, en 2012 Van Es et al. montrerent que les cellules DII1+ de la crypte, progéniteurs
précoces du lignage sécréteur localisés en position +5, sont capables de se dédifférencier en
CSI Lgr5* suite a la délétion de celles-ci par irradiations (van Es et al, 2012). Plus
récemment, une seconde étude révéla que cette capacité de dédifférenciation en CSI Lgr5+
était également partagée par les précurseurs du lignage absorptif Alpi+, localisés en positions
+6 /+7 dans la crypte (Tetteh et al., 2016). Le compartiment crypte de I'épithélium intestinal
apparait donc comme un compartiment complexe, garant de I'homéostasie intestinale
(Figure 7).

34






Introduction Chapitre 2 : Les CSI adultes et leur niche

Comme nous I'avons vu, il est aujourd’hui admis, que dans les conditions physiologiques, la
population de cellules souches CBC Lgr5+ constitue la population de CSI. Dans la suite de ce
manuscrit le terme de CSI désignera donc les cellules CBC Lgr5+, Smoc2+, Ascl2+, ... localisées

a la base des cryptes intestinales, entre les cellules de Paneth.

III. Origine des cellules souches intestinales adultes Lgr5+

Depuis l'identification du marqueur Lgr5 comme marqueur spécifique des CS],
plusieurs équipes se sont attachées a déterminer le stade de développement auquel
apparaissent ces cellules. Les données publiées a ce sujet sont assez contradictoires. En effet,
certaines études rapportent une absence d’expression du marqueur Lgr5 aux stades
embryonnaires. L’'expression de ce dernier serait ainsi concomitante a la formation des
cryptes, et ne serait détectable qu’apres la naissance, a partir du stade post-natal P4 chez la
souris (Dehmer et al,, 2011), (Kim et al., 2012). Ces cellules ne seraient ainsi pas nécessaires
a la génération des différents types cellulaires constituant les villi prénataux, suggérant
'existence de potentiels précurseurs feetaux aux CSI adultes.

A l'inverse, d’autres études plus récentes rapportent I'expression du marqueur Lgr5 dés le
stade embryonnaire E12.5 (Shyer et al., 2015), E13.5 (Nigmatullina et al., 2017) ou encore
E14 (Mustata et al.,, 2013), c’est a dire juste avant la formation des villi. De plus ces études
révélent une expression croissante du marqueur Lgr5 au cours du développement
embryonnaire, résultant de I'expansion de la population cellulaire exprimant celui-ci. Au
cours de I'étude réalisée en 2013 Mustata et al. montrerent également la capacité des cellules
embryonnaires Lgr5+ a former ex vivo des organoides semblables a ceux générés par les CSI
Lgr5+ adultes. Il fut ainsi suggéré que les cellules embryonnaires Lgr5+ puissent étre les
précurseurs des CSI Lgr5* post-natales. Cette hypothese fut confirmée via des expériences de
«lineage tracing» basée sur le modele murin rapporteur Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 ;
Rosa26-lox-stop-lox-dtTomato (Shyer et al,, 2015), (Nigmatullina et al., 2017).

Outre les cellules embryonnaires Lgr5+, Mustata et al. révélerent également I'existence d’'une
population de cellules souches intestinales feetales (population de cellules multipotentes
capables de s’auto-renouveler). Distincte des cellules Lgr5+ cette population se caractérise
par l'expression de marqueurs spécifiques tels que Cnx43 (Connexin 43) et Trop2, et
disparalt dés la naissance. Chez la souris I'épithélium intestinal feetal serait donc généré
préférentiellement a partir des CSI feetales Cnx43+ alors que I'épithélium post-natal serait

exclusivement généré a partir des cellules Lgr5+ (Mustata et al,, 2013). Notons néanmoins
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que les cellules Lgr5+ ne semblent pas dériver des cellules Cnx43+ et que ces deux types
cellulaires coexistent dans des proportions inverses lors des stades de développement

embryonnaires.

IV. La niche des cellules souches intestinales adultes : un équilibre fin
entre différenciation et prolifération

L’homéostasie de I'épithélium intestinal est assurée par l'auto-renouvellement et la
différenciation des CSI. Pour préserver I'équilibre entre ces processus, les CSI résident dans
un microenvironnement trés finement régulé appelé « niche » (Schofield, 1978). Composée
de différents types cellulaires et d'une matrice extracellulaire la niche procure aux cellules
souches 'ensemble des signaux qui régulent leurs fonctions (Lander et al., 2012). La niche
des CSI désigne donc la région des cryptes au sein de laquelle sont concentrées les molécules

modulatrices des voies de signalisation Wnt, Notch, Bmp, Egf et Hedgehog.

A. Voies de signalisation au sein de la niche des CSI

1. La voie de signalisation Wnt

La voie canonique de Wnt joue un role primordial dans la prolifération des CSI et de
leurs progéniteurs. Au sein de I'épithélium intestinal, cette signalisation présente un gradient
d’activité le long de I'axe crypte/villus qui résulte de la concentration des protéines Wnt au
niveau des cryptes (Pinto et al, 2003), (Gregorieff et al.,, 2005), (Farin et al., 2016). En
migrant vers le sommet du villus, les cellules filles s’éloignent ainsi de la source de ligand

Wnt et perdent progressivement leur capacité proliférative.

Au niveau des cryptes, la fixation des protéines Wnt a leurs récepteurs Frizzled et
leurs co-récepteurs Lrp5/6 (Lipoprotein receptor-related protein 5 et 6) conduit a
I'inactivation du complexe de dégradation de la B-Caténine composé des protéines Axine,
Apc (Adenomatous Polyposis Coli), Gsk3f3 (Glycogen Synthase Kinase 3f) et Ck1l (Casein
Kinase 1). La B-Caténine ainsi stabilisée est alors transloquée dans le noyau ou elle lie les
facteurs de transcriptions Tcf/Lef (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) et induit

I'expression d'une série de génes cibles impliqués notamment dans la prolifération et le cycle
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Figure 8 : Signalisation de la voie canonique de Wnt

En absence de ligand Wnt (Wnt OFF), la (-Caténine cytoplasmique est ciblées par le complexe de
dégradation Apc/Axine/Gsk3B/Ck1l. Phosphorylée et ubiquitinée elle est adressée au protéasome
pour y étre dégradée. Les facteurs de transcription Tcf liés a des complexes répresseurs, tels que
Groucho, inhibent la transcription des genes cibles de la voie Wnt.

En présence de protéines diffusibles Wnt (Wnt ON) le complexe de dégradation de la 3-Caténine est
inactivé. La B-Caténine est alors transloquée dans le noyau ou elle s’associent avec les facteurs de
transcription Tcf/Lef pour activer la transcription des génes cibles de la voie Wnt tels que Cycline D,c-
Mpyc,.. Les récepteurs Lgr et leurs ligands R-Spondin potentialisent la signalisation Wnt. Les géenes
codant pour les récepteurs Lgr sont des geénes cibles de la voie canonique Wnt. Adapté de Schuijers
and Clevers, 2012
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cellulaire, tels que c-Myc, Cycline D, ... (Figure 8). Parmi ces genes cibles se trouvent
également les genes Lgr5, Rnf43 et Znrf3 intervenant respectivement dans les rétrocontroles
positifs et négatifs de la voie Wnt. En présence de son ligand R-Spondin, le récepteur
transmembranaire Lgr5 amplifie la signalisation Wnt (Carmon et al.,, 2011), (Carmon et al,,
2012), (de Lau et al,, 2011). A I'inverse les ubiquitines ligases E3 transmembranaires Rnf43
et Znrf3 régulent la signalisation Wnt en induisant I'’endocytose puis la dégradation des
récepteurs Frizzled et de leurs co-récepteurs Lrp5/6 (Hao et al., 2012), (Koo et al., 2012).

Au niveau des villi, en absence de stimulation Wnt, la 3-Caténine cytoplasmique est
ciblée par le complexe de dégradation Axine/Apc/Gsk3f/Ckl et est phosphorylée sur de
nombreux résidus N-terminaux. La -Caténine phosphorylée est alors ubiquitinée puis
dégradée par le protéasome. En absence de [-Caténine nucléaire les facteurs de
transcription Tcf se lient a des protéines telles que Groucho, afin de former des complexes
répresseurs inhibant la transcription des genes cibles de la voie Wnt et inhibant de ce fait la

prolifération cellulaire (Cavallo et al., 1998).

L’'importance de cette voie de signalisation dans la prolifération du compartiment
souche adulte fut mise en évidence grace la génération de modéles murins présentant une
altération génétique de cette voie.

L’inactivation de la voie Wnt/f3-Caténine via (1) la délétion conditionnelle dans I'épithélium
intestinal des genes Ctnnb1 (codant pour la B-Caténine) ou Tcf7I2 (également appelé Tcf4)
(Fevr et al,, 2007), (van Es et al.,, 2012b) ou via (2) I'expression ectopique d’antagonistes tel
que Dkk1 (Dikkopft-1) (Pinto et al., 2003), (Kuhnert et al., 2004) conduit a la perte des CSI et
des cryptes. Ces conséquences dramatiques résultent d’'un arrét de I'activité proliférative de
I'épithélium intestinal, et d’'une augmentation de la différenciation. Quelques jours seulement
apres la perte du compartiment prolifératif I'épithélium intestinal dégéneére, les cellules
différenciées éliminées en haut des villi n’étant plus remplacées.

A l'inverse, I'activation constitutive de la voie Wnt/B-Caténine dans I'épithélium intestinal,
via la délétion conditionnelle du gene Apc par exemple, conduit a un élargissement des
cryptes et du compartiment prolifératif, ainsi qu’a une altération de la différenciation et de la
migration cellulaire (Sansom et al.,, 2004), (Andreu et al,, 2005). Il a également été montré
que I'hyper-activation de la voie Wnt spécifiquement dans les CSI Lgr5+ suffit a induire la
transformation immédiate de ces cellules et la formation de néoplasies (Barker et al., 2009),
(Koch, 2017). De facon similaire la sur-expression de ligands R-Spondin ou la délétion
simultanée des régulateurs négatifs de la voie Wnt, Rnf43 et Znfr3 conduisent a la formation

d’hyperplasies intestinales (Kim et al.,, 2005), (Carmon et al.,, 2011).

Outre son importance dans la prolifération du compartiment souche intestinal, la voie

canonique de Wnt joue un role primordial dans le développement et la différenciation des
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Figure 9 : Voie de signalisation Notch

Les cellules de Paneth adjacentes aux CSI, présentent a leur surface les ligands Notch DIl1 et DIl4. Les
CSI expriment les récepteurs Notch-1 et Notch-2. L’activation de la signalisation Notch au sein des CSI
induit des clivages protéolytiques des récepteurs Notch par des métalloprotéases et y-sécrétases.
Ceux-ci conduisent a la génération d'un fragment intracellulaire NICD (Notch Intracellular Domain)
qui est alors transporté dans le noyau ou il intéragit avec le facteur de transcription Rbpj
(Recombination signal binding protein for immunoglobulin region) et régule I’expression de facteurs
de transcription tels que Hes-1. Le facteur de transcription Hes-1 régule a son tour l'expression
d’autres facteurs de transcription et inhibe notamment celle du facteur de transcription Mathl,
indispensable a I'établissement du lignage sécréteur. Adapté de Yin and Karp, 2015.
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cellules de Paneth, localisées au cceur du gradient des protéines Wnt (Sansom et al., 2004),
(Andreu et al.,, 2005), (Andreu et al., 2008), (Figure 10). Enfin, cette voie de signalisation
présente également une importance notoire dans le positionnement des cellules le long de
'axe crypte/villus via la régulation transcriptionnelle des récepteurs EphB.

Les récepteurs EphB et leurs ligands EphrinB sont particulierement connus pour leur
role dans la répulsion cellulaire. Ainsi, I'expression des récepteurs EphB a la surface des
cellules appartenant aux cryptes permettrait de maintenir celles ci éloignées des cellules
différenciées des villi exprimant les ligands EphrinB (Noren and Pasquale, 2004). La
signalisation Wnt contrdle le gradient EphB-EphrinB en maintenant l'expression des
récepteurs EphB dans les cellules localisées dans les cryptes et en inhibant I'expression de
leur ligand (Batlle et al., 2002). Apres différenciation au niveau des TA, 'expression des

récepteurs EphB est abolie au sein des cellules et celles des ligands EphrinB est initiée.

2. La voie de signalisation Notch

Tout comme la voie Wnt, la voie de signalisation Notch est essentielle a l'auto-
renouvellement des CSI et a leur prolifération. Outre ces fonctions, cette signalisation est
également un élément central de la différenciation cellulaire et de la spécification entre les
lignages absorptif et sécréteur. Dans I’épithélium intestinal les récepteurs Notch sont
spécifiquement exprimés par les cellules épithéliales de la crypte limitant ainsi 'activité de

cette signalisation a ce compartiment (Schroder and Gossler, 2002).

Contrairement a la plupart des facteurs diffusibles qui constituent la niche des CSI, les
ligands des récepteurs Notch (Delta (DIl 1-4) ou Jagged (Jag 1-2)) sont ancrés a la membrane
cellulaire. L’activation de cette voie de signalisation requiert donc un contact direct entre
cellules adjacentes. Suite a I'interaction avec I'un de leurs ligands, les récepteurs Notch sont
sujets a des clivages protéolytiques séquentiels orchestrés par des métalloprotéases et des y-
sécrétases. Ces clivages conduisent a la génération d’un fragment intracellulaire appelé NICD
(Notch Intracellular Domain) qui est transloqué dans le noyau afin d’interagir avec le facteur
de transcription Rbpjk (Recombination signal Binding Protein for immunoglobulin kappa ]
region) et de réguler I'expression de génes cibles tels que les facteurs de transcription Hes

(Hairy and enhancer of split) par exemple (Figure 9).
Au sein des cryptes de [I'épithélium intestinal, la signalisation Notch est

particuliérement active dans les CSI qui expriment a leur surface les récepteurs Notch-1 et -2
(Schroder and Gossler, 2002) (Sander and Powell, 2004), (Vooijs et al.,, 2007), (Fre et al,,
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2011). La génération de modéles murins transgéniques présentant des altérations de voie de
signalisation permit de mettre en évidence le role prépondérant de celle-ci dans le maintien
des CSI et la prolifération du compartiment souche. En effet, la délétion conditionnelle des
récepteurs Notch-1 et -2 dans I'épithélium intestinal adulte conduit a la différenciation des
cellules prolifératives de la crypte en cellules sécrétrices de mucus, et de ce fait a la perte des
CSI (Riccio et al, 2008). Ce phénotype fut également observé chez les modéles murins
présentant une invalidation conditionnelle du géne Rbpjx (van Es et al, 2005), une
inactivation simultanée des génes codant pour les ligands Notch DII1 et DIl4 (Pellegrinet et
al., 2011), ou encore chez des souris traitées par un inhibiteur des y-sécrétases (Milano et al.,
2004). De plus, en 2012 Van Dussen et al. montrérent que I'expression du marqueur 0lfin4,
spécifique des CSI, est directement régulée par la signalisation Notch (VanDussen et al.,
2012).

Les modeles murins d’'inactivation de la voie de signalisation Notch dans I'épithélium
intestinal témoignent de 'importance de celle-ci dans le maintien du compartiment souche
mais également dans la détermination du lignage cellulaire lors de la différenciation des
cellules progénitrices TA. Si linactivation de la signalisation Notch conduit a Ia
différenciation des cellules TA en cellules sécrétrices, I'activation constitutive de celle-ci,
conduit a l'inverse a une altération du lignage sécréteur ainsi qu’a une expansion du
compartiment prolifératif (Stanger et al, 2005), (Fre et al,, 2005). La signalisation Notch
apparait donc orienter le devenir des cellules progénitrices TA, en inhibant leur engagement
vers le lignage sécréteur et en promouvant leur différenciation en cellules absorbantes. Cette
régulation nécessite l'expression du facteur de transcription Hes-1. En effet, suite a
I'activation de la voie Notch, I'expression de ce facteur de transcription induit I'inhibition
transcriptionnelle de nombreux génes, dont celle du facteur de transcription Math-1 (Fre et

al., 2005), nécessaire a I'établissement du lignage sécréteur (Yang et al., 2001).

La génération de nouvelles cellules progénitrices TA conduit a I'expulsion de la crypte
des cellules TA formées antérieurement. Ces dernieres perdent ainsi les contacts physiques
avec les cellules de la crypte présentant a leur surface les ligands Notch. En cette absence de
signalisation Notch, I'inhibition du facteur de transcription Math1 est levée et les cellules se
différencient en cellules sécrétrices. Les cellules sécrétrices nouvellement formées inhibent
I'expression de leurs récepteurs Notch pour activer celle du ligand DIl1 (van Es et al,, 2012c).
L’expression de ce dernier activerait alors la signalisation Notch au sein de nouvelles cellules
progénitrices TA, non engagées dans le lignage sécréteur, et orienterait celles ci vers le

lignage absorbant.
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Figure 10: La coopération des voies de signalisations Wnt et Notch contrdéle l'auto-
renouvellement et la différenciation des CSI.

La voie canonique de Wnt est essentielle a 'auto-renouvellement des CSI ainsi qu’a la prolifération des
cellules d’amplification transitoire TA. Cette signalisation est également requise a la différenciation
des cellules de Paneth localisées a la base des cryptes intestinales.

La signalisation Notch est également indispensable a I'auto-renouvellement des CSI. De plus, cette
signalisation joue un réle crucial dans la spécification des lignages cellulaires, en inhibant la
différenciation des progéniteurs en cellules sécrétrices et en promouvant leur différenciation en
cellules absorptives. En absence de signalisation Notch, les progéniteurs se différencient en cellules du
lignage sécréteur. Adapté de Sancho etal., 2015
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La coopération des voies de signalisations Wnt et Notch apparait donc essentielle a
I'auto-renouvellement des CSI ainsi qu’'a leur différenciation en les différents types
cellulaires constituant I'épithélium intestinal (Figure 10). Le maintien de 'équilibre entre

ces signaux est indispensable a 'homéostasie épithéliale.

3. La voie de signalisation des Bmp

En opposition a la signalisation Wnt, la voie des Bmp a pour réle d’inhiber 'auto-
renouvellement et la prolifération des CSI afin de prévenir la formation d’hyperplasies
intestinales. Elle est donc fortement activée au niveau des cellules différenciées des villi, et
est fortement réprimée au niveau des cryptes. Cette activité graduelle le long de l'axe
crypte/villus résulte de la présence d’inhibiteurs au niveau des cryptes (Kosinski et al.,
2007).

La fixation des protéines Bmp a leurs récepteurs a activité tyrosine kinase Bmpr-1/2

conduit a une cascade intracellulaire de phosphorylation au cours de laquelle le complexe R-
Smad (Receptor associated smads) composé des protéines Smad-1,-5,-8 est phosphorylé.
Suite a cette phosphorylation le complexe R-Smad se lie a la protéine cytoplasmique Smad-4
afin de former un complexe actif capable de transloquer dans le noyau. L’association
nucléaire de ce complexe avec divers facteurs de transcription permet alors de réguler
I'expression de génes cibles (Figure 11). Une étude récente révele qu’in vitro la signalisation
Bmp serait capable de réprimer I'expression de certains marqueurs souches tels que Lgr5 ou
Smoc2 (Qietal., 2017).
In vivo, I'inhibition de la voie de signalisation Bmp via (1) I'expression de I'inhibiteur Noggin
dans I'épithélium intestinal ou via (2) la délétion ubiquitaire du récepteur Bmpr-1 conduit a
la présence de cryptes ectopiques et a ’expansion du compartiment souche (Haramis, 2004),
(He et al., 2004).

4. La voie de signalisation Egf

La voie de signalisation du facteur de croissance Egf (Epidermal Growth Factor)
participe également a la régulation de la prolifération du compartiment souche intestinal
(Figure 11).

Dans l'intestin, I'expression du récepteur Egfr est exclusivement observée au niveau
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Figure 11 : Voies de signalisation au sein de la niche des cellules souches intestinales.

Les voies de signalisation Wnt, Notch et EGF sont essentielles a l'auto-renouvellement et a la

différenciation des CSI.
La voie des Bmp est un régulateur négatif de 'auto-renouvellement des CSI. Elle régule I'équilibre

prolifération/différenciation de cette population et prévient la formation d’hyperplasies.
A l'inverse, la fixation des ligands R-Spondin aux récepteurs Lgr5 potentialise la signalisation Wnt et

I'auto-renouvellement des CSI.
Issu de Sato et al, 2013
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des cryptes (Suzuki et al,, 2010), restreignant I'activation de cette voie de signalisation a ce
compartiment. L’administration d’'un anticorps bloquant le récepteur Egfr a des souris
adultes abaisse le nombre de cellules prolifératives par crypte (Suzuki et al, 2010),
démontrant 'importance de cette signalisation dans la régulation de la prolifération du

compartiment souche.

5. La voie de signalisation Hedgehog

Au cours de 'ontogénese de I'épithélium intestinal la signalisation Hedgehog est a la
base de communications intenses entre 1'épithélium et le mésenchyme sous-jacent
indispensables a la formation des villi. De facon similaire, chez l'adulte les ligands Hh
(principalement Thh) sont produits par les cellules épithéliales différenciées et activent la
voie de signalisation Hh au sein des cellules stromales de la lamina propria exprimant les
récepteurs Ptc. Il est suggéré que la participation de cette voie de signalisation au maintien
du compartiment souche intestinal opére de facon indirecte. En effet, cette signalisation
régule la maturation et la localisation des cellules stromales jouxtant I'épithélium et
sécrétant certaines molécules de signalisation requises a la niche (Kosinski et al., 2010),
(Zacharias et al., 2011).

La délétion épithéliale de Ihh qui conduit a des altérations structurelles de la lamina
propria et de la muscularis mucosae, ainsi qu’a une réduction du nombre de myofibroblastes
génére également des altérations épithéliales telles qu'une prolifération ectopique au niveau
des cryptes et une augmentation du nombre de CSI (Kosinski et al,, 2010). La signalisation
Hh participe donc au maintien de I'homéostasie épithéliale intestinale via la régulation de la

lamina propria et de la muscularis mucosae.

Pour conclure, le maintien du compartiment souche intestinal résulte de
I'intrication de multiples voies de signalisation contrdélant auto-renouvellement et
différenciation (Figure 11). Pour permettre I'équilibre entre ces processus et
préserver l'intégrité de I'épithélium intestinal, ces voies de signalisations sont
finement modulées par la présence de molécules agonistes et antagonistes
spécifiquement au niveau des cryptes. Ces molécules essentielles a la niche des CSI
sont principalement apportées de facon paracrine par les cellules et la matrice

extracellulaire présentes dans I'’environnement des cellules souches.

41






Introduction Chapitre 2 : Les CSI adultes et leur niche

B. Les cellules actrices de la niche des CSI

Au niveau des cryptes de l'intestin gréle les CSI Lgr5+ sont adjacentes aux cellules
épithéliales de Paneth ainsi qu’a la lamina propria sous-jacente. Toutes deux sont sources de
facteurs modulant les voies de signalisations indispensables au maintien des fonctions et a la
survie des CSI. Les cellules régulant la niche des CSI possédent donc une origine épithéliale et

stromale.

1. Les cellules de Paneth

Localisées a la base des cryptes les cellules de Paneth sont, comme l'’ensemble des
cellules qui constituent I'épithélium intestinal, issues de la différenciation des CSI au niveau
de la zone d’amplification transitoire. Contrairement aux autres cellules différenciées, ces
cellules migrent vers la base des cryptes, ou elles s’intercalent entre les CSI et résident
environ six semaines. En cette position les cellules de Paneth sont en contacts étroits avec les

CSI sur environ 80% de leur surface, suggérant leur role dans la niche (Sato et al., 2011a).

Initialement décrites pour leur capacité a sécréter un grand nombre d’enzymes et de

peptides antimicrobiens (Bevins and Salzman, 2011), les cellules de Paneth sécretent
également des facteurs de croissance, cytokines ... L’analyse transcriptomique de ces cellules
révéla par exemple des taux d’expression importants des facteurs de croissance Wnt3 et Egf
ainsi que des ligands Notch DII1 et D114 (Sato et al,, 2011a), modulateurs essentiels des voies
de signalisation requises au maintien du compartiment souche.
La capacité des cellules de Paneth a promouvoir I'auto-renouvellement et la prolifération des
CSI ainsi qu’a inhiber leur différenciation fut mise en évidence lors d’expériences de cultures
primaires ex vivo. Au cours de celles-ci la co-culture de cellules de Paneth avec des CSI Lgr5*
permit d’augmenter de 70% [lefficacité de formation d’organoides intestinaux en
comparaison aux cultures de cellules Lgr5+ seules. L’ajout exogéne de Wnt3a en absence de
cellules de Paneth, suffit a reproduire cet effet (Sato et al.,, 2011a). Les cellules de Paneth
régulent donc l'auto-renouvellement et la prolifération du compartiment souche via
I'expression de facteurs Wnt notamment. L’expression a leur surface des ligands DIl1 et D114
contribue a inhiber la différenciation des cellules souches Lgr5+ adjacentes en cellules
sécrétrices (Pellegrinet etal, 2011) (Figures 10, 11 et 12).

Malgré les preuves apportées ex vivo de la nécessité des cellules de Paneth dans le

maintien de la prolifération et de la multipotence des CSI, le réle qu’occupe ces derniéres
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dans la niche des CSI in vivo souleve de nombreuses questions et est sujet a controverse. En
effet la délétion in vivo des cellules de Paneth par de multiples approches génétiques, ne
révéla aucune altération du compartiment souche (Garabedian et al, 1997), (Kim et al.,
2012), (Durand et al., 2012). Si certaines équipes suggérerent que ces observations puissent
résulter en la difficulté a générer un modéle murin de délétion complete des cellules de
Paneth (Clevers, 2013), il fut également proposé que celles-ci soient le fruit de redondances
au sein de la niche des CSI. En effet, si la présence de Wnt3a est nécessaire a la culture des
organoides intestinaux ex vivo en absence de cellules de Paneth, la délétion in vivo de ce
facteur dans I'épithélium intestinal ne semble engendrer aucune incidence sur le
compartiment souche (Farin et al,, 2012). C’est ainsi que fut proposée l'existence d’une

seconde source non épithéliale de Wnt au sein de la niche des CSI.

En conclusion, les cellules de Paneth jouent un réle unique dans la niche des CSI in
vitro. In vivo les redondances qui existent avec d’autres sources de facteurs de croissances

semblent minimiser ce role.

2. Les cellules stromales de la lamina propria

La lamina propria sous-jacente a I'épithélium intestinal est composée de multiples
types cellulaires aux fonctions trés diverses. Parmi ces cellules se trouvent notamment des
cellules mésenchymales telles que des fibroblastes et des myofibroblastes mais également
des péricytes, des lymphocytes, des macrophages ... pouvant étre sources de facteurs

essentiels a la niche des CSI.

Alors que la présence de Wnt3a est requise a la croissance des cellules souches en
culture en absence de cellules de Paneth, la délétion spécifique de ce facteur dans
I'épithélium intestinal n’engendre aucune incidence sur le maintien du compartiment souche
in vivo. Suspectant l'existence d’'une seconde source non épithéliale de facteurs Wnt, Farin et
al. étudierent I'expression de ces facteurs au sein de la lamina propria et des couches
musculaires lisses intestinales. Ils rapportérent I'expression des facteurs Wn2b, Wnt4 et
Wnt5a au sein de la lamina propria. De facon intéressante la mise en culture de ces cellules
stromales avec les cellules souches épithéliales Wnt34/2 suffit a restaurer la formation et la
croissance d’organoides intestinaux. Enfin, une analyse plus approfondie de chacun de ces
trois facteurs révéla que seul Wnt2b possede la capacité de restaurer la formation et la
croissance d’organoides Wnt34/2 (Farin et al., 2012). Les cellules stromales sécrétant Wnt2b

constituent donc des acteurs essentiels de la niche des CSI.
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Figure 12 : Niche des cellules souches intestinales : signalisations et acteurs.

La niche des CSI est définie par plusieurs signalisations régulant l'’auto-renouvellement, la
prolifération et la différenciation du compartiment souche. La présence de molécules modulatrices de
ces signalisations au sein de la niche est assurée par les cellules épithéliales de Paneth ainsi que par
des cellules stromales dont les myofibroblastes sous-épithéliaux.

L’activité de la voie de signalisation Wnt, nécessaire a 'auto-renouvellement des CSI notamment,
décroit graduellement le long de I'axe crypte/villus. Ce gradient est établis par la sécrétion de ligands
Wnt au niveau des cryptes par les cellules épithéliales de Paneth ainsi que par les myofibroblastes
sous-épithéliaux de la lamina propria. Ces derniers sécrétent également des ligands R-Spondin qui
potentialisent la voie Wnt au sein des CSI.

L’activité de la voie Bmp, nécessaire a la différenciation cellulaire et au blocage de la prolifération, est
inhibée au niveau de la niche des CSI via la sécrétion d’antagonistes tels que les Gremlin par les
myofibroblastes sous-épithéliaux.

L’activité des voies Notch et EGF est assurée par les cellules de Paneth qui présentent a leur surface
les ligands Notch DII1 et DII4, et qui sécretent le facteur Egf.

Adapté de Carulli et al., 2014 et de Date and Sato, 2015.
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Au sein de la lamina propria, les myofibroblastes sous-épithéliaux (ISEMFs) jouxtent
I'épithélium intestinal et ce, particuliérement a la base des cryptes. De part cette proximité
avec le compartiment souche ceux ci sont l'objet depuis plusieurs années d’intenses
recherches visant a identifier s’ils sont acteurs de la niche des CSI. Comme leur nom
I'indique, ces cellules présentent a la fois des caractéristiques des cellules musculaires lisses
et des fibroblastes. Elles expriment ainsi les marqueurs a-Sma (alpha smooth muscle actin),
Vimentine et Thy-1 (Powell et al., 2011), (Mifflin et al., 2011). Ex vivo, ces cellules sont
capables de promouvoir la formation, la croissance et la différenciation d’organoides
intestinaux sur plusieurs passages (Lahar et al.,, 2011), (Lei et al., 2014). Il fut donc proposé
que les myofibroblastes sous-épithéliaux soient une source potentielle de facteurs Wnt. Cette
hypothése fut confirmée par une étude récemment publiée, au cours de laquelle il fut montré
qu'une partie des cellules stromales Wnt2b+ étaient aussi a-Sma+ (Figure 12). Toutefois,
bien que Wnt2b soit exprimé et sécrété par les myofibroblastes sous épithéliaux de la lamina
propria, ces cellules ne constituent pas I'unique source stromale de ce facteur clé de la
signalisation Wnt/f-Caténine. Wnt2b est en effet également exprimé par une autre
population de cellules stromales sous épithéliales a-Sma- et Glil* (Valenta et al., 2016). De
plus, I'analyse transcriptomique des myofibroblastes sous-épithéliaux a-Sma+, Vimentine*

révéla une importante expression de I'agoniste de la voie Wnt : R-Spondin2 (Lei et al., 2014).

Outre les facteurs Wnt, les inhibiteurs des Bmp représentent également des molécules
clés de la niche des CSI. Au sein de I'épithélium intestinal la signalisation Bmp participe a
inhiber la prolifération cellulaire et a promouvoir a la différenciation cellulaire le long de
I'axe crypte/villus. Or, les cellules mésenchymateuses de la lamina propria sont une source
importante de Bmp (Li et al,, 2007). Afin de préserver le compartiment souche de ces stimuli
la niche des CSI doit donc apporter des antagonistes de cette signalisation. Il est montré que
les myofibroblastes sous-épithéliaux ainsi que les cellules de la muscularis mucosae présents
dans I'environnement des cryptes secretent des inhibiteurs des Bmp tels que Gremlin-1, -2 et
Chordin-like-1(Kosinski et al., 2007), (Li et al., 2007), (Figure 12).

A ce jour aucune n’étude n’a rapporté l'existence d’'une source non épithéliale de
ligand Notch.
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Figure 13 : Cultures ex vivo d’entéroides, selon la méthode de Sato et al.

A. Les cryptes de 'épithélium intestinal gréle sont isolées du reste du tissu intestinal par un
traitement a 'EDTA ainsi que par des fractionnements mécaniques.

B. La fraction enrichie en crypte, contenant les CSI (en bleues), les cellules de Paneth et des cellules
d’amplification transitoire est placée au sein d'une matrice 3D : le Matrigel. Les facteurs de croissances
nécessaires au maintien des CSI et a leurs fonctions, n’ayant pas une origine épithéliale, sont apportés
par un milieu supplémenté en R-Spondin1, Egf et Noggin.

C. Aprés quelques jours de culture les organoides intestinaux se forment. 1. IIs présentent (1) des
structures semblables aux cryptes intestinales observées in vivo appelées bourgeons, au sein
desquelles se trouvent les CS], les cellules de Paneth et les TA et (2) des structures mimant les villi, au
dessus des bourgeons, au sein desquelles se trouvent les cellules différenciées constituant les lignages
sécréteurs et absorptifs. L’'ensemble de ces structures s’organise autour d'un lumen central.

D. Au cours de la culture, le nombre de bourgeons par organoide croit. La population de CSI est donc
enrichie et étendue sous forme d’organoides.
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En conclusion, de la méme facon que I'épithélium et le mésenchyme
communiquent lors du développement de I'épithélium intestinal, les cellules
épithéliales adultes et les cellules stromales de la lamina propria interagissent afin de
maintenir ’homéostasie intestinale. Certaines cellules mésenchymateuses situées a
proximité immédiate des cryptes de I'épithélium, tels que les myofibroblastes sous-
épithéliaux, participent activement a la niche des CSI via I'expression de molécules

régulant 'auto-renouvellement et la différenciation de celles-ci.

V. La culture de CSI ex vivo : apports fondamentaux et thérapeutiques

Comme nous l'avons abordé, la mise en culture des CSI sous forme d’organoides a
grandement contribué, et contribue encore, a une meilleure compréhension de la niche de
ces cellules et plus largement des mécanismes régulant le maintien de 'homéostasie de
I'épithélium intestinal adulte in vivo. Ces cultures ont en effet conduit a I'identification d'un
grand nombre de facteurs participant a cette niche ainsi qu’a l'identification des types
cellulaires les sécrétant. Les difficultés rencontrées au cours des études s’étant attachées a
décrire des conditions de cultures adéquates au maintien des CSI ex vivo, dans leur état

prolifératif et multipotent, témoignent de la complexité de cette niche in vivo.

Aujourd’hui, les efforts développés ont conduit a I'avenement de deux techniques
permettant de cultiver ex vivo des organoides intestinaux sur plusieurs mois. Ces organoides
également appelés entéroides ou mini intestins se présentent sous la forme de cultures 3D
au sein desquelles sont observées des structures semblables aux cryptes et aux villi.
Constituées de I'ensemble des différents types cellulaires de I'épithélium intestinal in vivo
ces structures s’organisent autour d’un lumen central dans lequel les cellules apoptotiques
sont déversées. L’organisation des différents types cellulaires refléte parfaitement celle
observée in vivo : les CSI et les cellules de Paneth sont localisées au niveau des bourgeons qui
constituent la base des structures cryptes, et les cellules différenciées sont localisées au plus
prés du lumen (Sato et al,, 2009), (Figure 13).

La premiere technique, proposée par Sato et al. en 2009, représente une culture de

cellules épithéliale uniquement. Cette technique repose sur la mise en culture de cryptes

intestinales dans des conditions mimant au plus prés I'environnement des cryptes in vivo. Au
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cours de celle ci I'épithélium intestinal est dissocié du reste du tissu intestinal par un
traitement a 'EDTA et est ensuite fractionné mécaniquement afin de séparer les cryptes des
villi. La fraction enrichie en cryptes, qui contient les CSI, les cellules de Paneth ainsi que
quelques cellules TA est alors placée dans du Matrigel. Cette matrice riche en laminines,
collageénes, et héparanes sulfates permet de mimer les propriétés physiques et chimiques de
la lame basale sous jacente a I’épithélium intestinal in vivo. En effet, en plus de constituer un
support physique a la croissance épithéliale, cette matrice favorise également les
signalisations lame basale/cellules épithéliales nécessaires a la survie de ces dernieres
(Kleinman et al., 1986), (Kleinman and Martin, 2005), (Gjorevski et al., 2016). Les facteurs de
croissance essentiels au maintien des CSI sont apportés via un milieu de culture dépourvu de
sérum et supplémenté en R-Spondinl, ligand du récepteur Lgr5, en Egf ainsi qu'en Noggin,
inhibiteur des Bmp (Figure 13). La signalisation Notch est pour sa part maintenue activée
grace aux cellules de Paneth contenues dans les cryptes mises en culture, présentant a leur
surface les ligands DII1 et D14 (Sato et al., 2009).

Bien que cette méthode permette de maintenir et d’amplifier les CSI in vitro sur
plusieurs passages, celle-ci ne 'autorise que sous la forme d’entéroides, i.e sous la forme
d’une culture hétérogeéne de CSI et de cellules différenciées. Ces conditions de culture sont en
effet inefficaces a 'amplification des CSI Lgr5+ seules sous la forme d’une culture homogéne
de cellules multipotentes non différenciées. Elle sont également inefficaces a la mise en
culture des CSI Lgr5* en absence des cellules de Paneth (Sato et al, 2009), (Sato et al,
2011a). L’expansion ex vivo d’'une population pure de CSI Lgr5+* requiert 'ajout de molécules
modulant les voies de signalisation Wnt et Notch, au milieu de culture classique (composé de
R-Spondinl, Egf et Noggin). L’addition combinée au milieu de culture de CHIR99021,
inhibiteur de la GSK3f ainsi que d’acide valproique, inhibiteur des histones déacétylases
connu pour son role dans l'activation de la signalisation Notch permet respectivement

d’augmenter 'auto-renouvellement des CSI et d'inhiber leur différenciation (Yin et al., 2014).

La seconde technique, également proposée en 2009, repose sur la co-culture de
cryptes épithéliales avec les cellules stromales (Ootani et al.,, 2009). Comme nous 'avons
abordé précédemment les cellules stromales sont parties intégrantes de la niche des CSI. La
mise en culture de celles-ci avec les cryptes épithéliales semble suffire a recréer a niche des
CSI et a promouvoir la formation d’entéroides ex vivo, sans ajout de facteurs de croissance au
milieu de culture. L’ajout exogéne de R-Spondinl ou R-SpondinZ permet néanmoins de
prolonger le temps de culture de ces organoides intestinaux. De facon intéressante la
contribution des cellules stromales a la culture des entéroides semble décroitre avec l'age.
En effet la co-culture de cryptes épithéliales avec des cellules stromales adultes révelent une

diminution de la capacité proliférative des CSI au fur et a mesure du temps, en comparaison
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aux co-cultures réalisées avec des cellules stromales issues d’intestins néonataux (Ootani et
al., 2009), (Lei et al., 2014). En 2014, Lei et al. proposent que cette différence d’efficacité a
supporter la croissance des entéroides soit le fruit d’expressions différentielles de facteurs
entre les populations de myofibroblastes sous-épithéliaux adultes et néonataux. En effet,
I'analyse transcriptomique de ces deux populations révéla un fort taux d’expression du
facteur R-Spondin2 au sein des myofibroblastes sous-épithéliaux néonataux, alors que le
myofibroblastes sous-épithéliaux adultes présentent une expression tres modérée de ce
dernier (Lei et al., 2014).

La capacité a pouvoir cultiver des entéroides ex vivo constitue aujourd’hui un outil
puissant pour la recherche fondamentale et clinique. En plus de permettre une meilleure
compréhension de la niche des CSI, ces cultures ont également un intérét thérapeutique
indéniable. En effet le systeme de culture ex vivo d’organoides intestinaux a été adapté avec
succes aux tissus humains (intestins gréles et colon) (Jung et al., 2011), (Sato et al,, 2011b). Il
est aujourd’hui utilisé afin de modéliser les différentes maladies touchant l'intestin,
permettant ainsi de tester 'effet de diverses molécules, mais est également utilisé dans les
approches de thérapies régénératives visant a transplanter du tissu intestinal sain aux
patients (pour revues (Leushacke and Barker, 2014), (Date and Sato, 2015)).

L’étude que nous présentons dans ce manuscrit a pour objectif d’approfondir la
compréhension des mécanismes controlant '’homéostasie de I'épithélium intestinal,
et plus particulierement d’investiguer si la Nétrine-1, molécule d’intérét de notre
laboratoire largement étudiée pour ses roles au cours du développement
embryonnaire ainsi qu’au cours de la tumorigénése, pourrait participer a la niche des
CSL
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CHAPITRE 3 :

LA NETRINE-1 ET SES RECEPTEURS

Au cours du développement du systéme nerveux l'établissement de connections
neuronales précises réside dans la capacité des fibres neuronales, appelées axones, a croitre
en direction de leurs cibles au travers d'un réseau dense et complexe. Pour sonder leur
environnement a la recherche des signaux les orientant jusqu’a leurs cibles finales, les
axones possedent a leur extrémité distale une structure spécialisée : le cone de croissance.
Cette structure mobile percoit et integre les multiples signaux environnementaux grace
notamment a la présence de divers récepteurs aux molécules de guidage axonal exprimés a
sa surface. Présentes dans le milieu extracellulaire, les molécules de guidage axonal
transmettent au céne de croissance des signaux attractifs ou répulsifs permettant de ré-
orienter et de moduler la croissance de 'axone. Les Nétrines représentent I'une des familles
majeures de molécules de guidage axonal (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Issu du

sanskrit « netr » leur nom signifie « celui qui guide ».

Depuis leur découverte, a la fin du XXéme siécle, les Nétrines sont majoritairement
étudiées pour leur réle dans la mise en place du systeme nerveux. Néanmoins, les études
démontrant leur implication dans le développement et le maintien de '’homéostasie de tissus
variés sont de plus en plus nombreuses. Nous aborderons au cours de ce chapitre, de facon
non exhaustive, divers roles qu’'occupe la Nétrine-1 dans différents tissus ou elle est

exprimée.
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Figure 14 : La famille des Nétrines : structures et évolution

A. Arbre phylogénétique des Nétrines illustrant les distances inter-génétiques entre les membres de
différentes espéeces de vertébrés (le poisson zébre Danio rerio, le poulet Gallus gallus, la souris Mus
musculus, et 'Homme Homo sapiens) et d’'invertébrés (le nématode Caenorhabditis elegans, la
drosophile Drosophila melanogaster, la sangsue Hirudo medicinalis).

B. Représentation schématique des structures des Nétrines des vertébrés. La plupart des Nétrines
possédent trois domaines: le domaine N terminal appelé domaine VI (absent chez la Nétrine-5),
homologue au domaine VI des Laminines; le domaine central appelé domaine V, constitué de trois
répétitions EGF (a I'exception de la Nétrine-5 qui n’en présente que deux), homologue au domaine V
des Laminines ; le domaine C terminal appelé domaine C chez les Nétrines sécrétées et C’ chez les
Nétrines ancrées a la membrane par une ancre GPI. Les Nétrines 1,2,3, G1, G2 et potentiellement 5
sont plus proches de la chaine y des Laminines alors que la Nétrine-4 est pour sa part plus proche de
la chaine 3. Adapté de Cirulli and Yebra, 2007.
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I. La famille des Nétrines : Evolution et structures

A. La famille des Nétrines et son évolution

La premiéere forme de Nétrine, nommée Unc-6 (Uncoordinated-6), fut identifiée en
1990, chez Caenorhabditis elegans, lors d'un crible génétique visant a isoler les genes
impliqués dans la migration neuronale et le guidage axonal (Hedgecock et al, 1990).
Quelques années plus tard, en 1994, le groupe de Marc Tessier-Lavigne purifia et clona pour
la premieére fois chez les vertébrés (chez le poulet), deux protéines homologues a Unc-6.
Celles-ci recurent alors le nom de Nétrine-1 et Nétrine-2, de par leur capacité a promouvoir

et guider la croissance des axones commissuraux de la moelle épiniére (Serafini et al., 1994).

Depuis, de nombreux orthologues a Unc-6 ont été identifiés au sein de diverses
especes. Chez les invertébrés, des orthologues sont ainsi décrits chez Drosophila
melanogaster (Nétrine A et Nétrine B) (Harris et al., 1996), chez la sangsue (Nétrine) (Gan et
al., 1999) ou chez 'anémone de mer (Nv Nétrine) (Matus et al., 2006). Chez les vertébrés, ces
orthologues sont retrouvés chez le poulet (Nétrine-1 et Nétrine-2) (Serafini et al., 1994), le
poisson zebre (Nétrine-1a, -1b, -2 et -4) (Park et al.,, 2005), le xénope, la souris, le rat, les
singes et 'Homme par exemple. La famille des Nétrines représente donc une famille de
protéines particuliérement conservée au cours de I'évolution, notamment chez les
organismes a symétrie bilatérale (Figure 14A). En effet, chez ces derniers le croisement de
I’axe de symétrie par certains neurones (les neurones commissuraux) est dépendante de

I'expression des Nétrines.

Chez les mammiféeres, la diversité des formes de Nétrines est relativement importante.
Six formes ont jusque la été décrites. Quatre d’entres elles constituent des formes sécrétées :
les Nétrines-1, -3, -4 et -5 (Serafini et al,, 1996), (Wang et al,, 1999), (Yin et al.,, 2000),
(Yamagishi et al., 2015), alors que les deux autres, nommées Nétrines-G1 et -G2 (Nakashiba
et al, 2002) sont séquestrées a la membrane par une ancre GPI
(Glycosylphosphatidylinositol). La Nétrine-2, décrite chez les oiseaux et le poisson zebre,

n’est pas retrouvée chez les mammiferes.
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B. Caractéristiques structurales des Nétrines

Les Nétrines constituent une famille de protéines extracellulaires structurellement
apparentée a celle des Laminines, protéines hétérotrimériques essentielles de la matrice
extracellulaire, composées de chaines a, 3, et y.

D’environ 70 kDa, les Nétrines sont composées de trois domaines distincts : (1) le domaine
N-terminal globulaire, appelé domaine VI; (2) le domaine central constitué de trois
répétitions EGF (V1, V2, V3), appelé domaine V; et (3) le domaine C-terminal, appelé
domaine C pour les Nétrines sécrétées, et C' pour les Nétrines-G ancrées a la membrane
(Cirulli and Yebra, 2007). En figure d’exception la Nétrine-5, récemment décrite, ne posséde
pas de domaine VI et son domaine V ne contient que deux répétitions EGF (Yamagishi et al.,
2015) (Figure 14B).

Les domaines VI et V des Nétrines sont respectivement homologues aux domaines VI et V des
Laminines. Dans le cas des Nétrines-1 a -3 et G ceux-ci sont particuliéerement similaires aux
domaines VI et V de la chaine y des Laminines, alors que dans le cas de la Nétrine-4 ces
domaines sont plus proches des domaines VI et V de la chaine  des Laminines, d’ou son
autre nom : Nétrine-f3.

Contrairement aux domaines VI et V, le domaine C-terminal des Nétrines ne présente aucune
homologie avec les Laminines. Enrichi en acides aminés positivement chargés ce domaine
posséde une forte affinité pour les héparines et pourrait ainsi contribuer a séquestrer les
Nétrines sécrétées dans la matrice extracellulaire via des interactions avec les héparanes

sulfate par exemple (Kappler et al., 2000).

La Nétrine-1 (Ntn1) est le membre le plus étudié de la famille des Nétrines et son profil
d’expression spatio-temporel est assez bien établi. Nous verrons que celle-ci est
majoritairement exprimée dans le systéme nerveux central (SNC) en développement mais
est également exprimée dans un large spectre de tissus et organes, aussi bien lors du
développement embryonnaire que chez 'adulte. De facon intéressante, les taux d’expression
de la Nétrine-1 observés chez I'adulte apparaissent toutefois beaucoup plus faibles qu’au
cours du développement.

Découverte comme molécule de guidage axonale, la Nétrine-1 constitue aujourd’hui
une molécule pléiotropique dont les fonctions diverses résultent notamment du répertoire
varié des récepteurs qu’elle possede. Nous reviendrons plus en détail sur ses fonctions lors

du paragraphe III.
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II. Lesrécepteurs ala Nétrine-1

A. Principaux récepteurs a la Nétrine-1

1. Dcc

Dcc pour Deleted in Colorectal Cancer fut identifié chez 'Homme suite a I'analyse
d’une région du chromosome 18q21 présentant dans 70% des cancers colorectaux une perte
d’hétérozygotie. La présence de Dcc dans cette région perdue valut a ce récepteur son
appellation et conduit la communauté scientifique a envisager celui-ci en tant que gene
suppresseur de tumeur dans un premier temps (Fearon et al., 1990). Ce n’est que quelques
années plus tard, en 1996, que fut établie la relation récepteur/ligand entre Dcc et la

Nétrine-1.

Historiquement, Dcc et Unc5 (que nous aborderons un peu plus loin) furent les
premiers récepteurs décrits de la Nétrine-1. Lors du crible génétique réalisé chez C.elegans
en 1990, Hedgecock et al. observerent que le phénotype « uncoordinated » des mutants unc-
6, impliquant des défauts de projections axonales ventrales et dorsales, était également
retrouvé chez les mutants dépourvus des récepteurs Unc-40 et Unc-5. Or, au cours d’une
étude réalisée en 1996, Chan et al identifierent unc-40 et unc-5 comme homologues
respectifs de Dcc et Unc-5 chez les vertébrés (Chan et al,, 1996). Une seconde étude, publiée
la méme année, appuya cette découverte en révélant qu'au cours du développement
embryonnaire des mammiferes, le récepteur Dcc est exprimé par les neurones
commissuraux de la moelle épiniére (Keino-Masu et al,, 1996) dont les projections axonales
ventrales répondent a la présence de Nétrine-1 (Serafini et al., 1996). Ces études mirent ainsi
en lumiére 'action attractive de la Nétrine-1 sur les projections axonales des commissuraux
exprimant le récepteur Dcc. Ce réle fut définitivement corroboré un an plus tard par la
génération d’'un modéle murin de délétion constitutive du géne Dcc (Fazeli et al., 1997). De
fagon similaire aux mutants Ntn1 (Serafini et al., 1996), (Yung et al., 2015), (Dominici et al.,
2017), les animaux invalidés pour le gene Dcc meurent dans les heures apres leur naissance
(Fazeli et al., 1997).
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Figure 15: Les Récepteurs a la Nétrine-1

Représentation schématique de la Nétrine-1 et de ses différents récepteurs.

La Nétrine-1 se lie via son domaine VI (en jaune) ou V (en bleu) aux récepteurs transmembranaires
Dcc, Néogénine, Dscam, Unc5-A-D, A2b et aux intégrines a6(34 et a331.

Les sites putatifs ou confirmés de la Nétrine-1 a ses récepteurs sont indiqués par des halos de
couleur jaune et violette.
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¢  Profil d’expression

Au cours du développement embryonnaire, Dcc est majoritairement et fortement
exprimé dans de nombreuses structures du SNC. Son expression est également observée
dans le systeme nerveux périphérique (Gad et al., 1997) (Barallobre et al., 2005), (Jiang et al.,
2003).

Chez I'adulte 'expression de Dcc est relativement faible. Celle-ci est une nouvelle fois
principalement observée dans le SNC mais dans un nombre de structures bien moindre
qu’au cours du développement. Dcc est ainsi exprimé par les neurones dopaminergiques de
la substance noire (Osborne et al, 2005), ainsi que dans les régions ou perdure la
neurogénése (Gad et al,, 1997). En dehors du SNC, I'expression de Dcc fut majoritairement
étudiée dans lintestin et le colon, de part sa perte d’hétérozygotie dans les cancers
colorectaux. Néanmoins, les données qui résultent des différentes études réalisées se
révelent assez contradictoires et sont soumises a controverse. Certaines études affirment en
effet que l'expression de Dcc ne serait détectable que dans les phases précoces de
développement du systeme nerveux entérique (lors de la migration des crétes neurales et de
la formation des plexi) (Jiang et al., 2003) et serait ainsi absente de I'intestin adulte. D’autres
au contraire révelent une expression uniforme de Dcc par I'ensemble des cellules de
I'épithélium intestinal adulte (Castets et al, 2012). D’autres encore proposent que ce
récepteur ne soit exprimé que dans les cellules caliciformes du colon adulte (Hedrick et al.,
1994). Nous reviendrons en détail sur les différents roles attribués au couple Nétrine-1/Dcc

dans l'intestin au cours du chapitre 3.

e Caractéristiques structurales

Récepteurs transmembranaires de type I, Dcc appartient a la superfamille des
Immunoglobulines (Ig). D’environ 175-190 kDa (selon les isoformes), ce récepteur présente
un long domaine N-terminal extracellulaire composé de quatre domaines Immunoglobulines
(Ig) et de six domaines Fibronectines de type III (FNIII), ce qui lui vaut une forte homologie
avec les molécules d’adhésion cellulaire neuronale (N-CAM). Son domaine intracellulaire,
beaucoup plus court, ne présente aucune homologie avec une quelconque protéine connue a
ce jour. Néanmoins celui-ci se compose de trois régions conservées, P1, P2 et P3, requises
aux signalisations induites par ce récepteur (Figure 15). C’est au niveau des 4¢me et 5eme
domaines fibronectine de type Il que la Nétrine-1 interagit avec le récepteur Dcc (Bennett et
al,, 1997), (Geisbrecht et al.,, 2003), (Xu et al., 2014).
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e Signalisation induite par le couple Dcc/Nétrine-1

Chez les vertébrés les voies de signalisations induites par la liaison de la Nétrine-1 a
son récepteur Dcc ont principalement été étudiées et décrites dans les structures mobiles
que constituent les cones de croissance des axones. Au sein de ces structures la fixation
d'une molécule de guidage axonal a son récepteur membranaire induit une cascade de
signalisation intra-cytoplasmique qui conduit a la réorganisation du cytosquelette. Cette
réorganisation permet de répondre a la fonction attractive ou répulsive de la molécule de
guidage rencontrée en promouvant la croissance de 'axone dans la direction empruntée ou

au contraire en rétractant I’axone, en orientant celui-ci vers une seconde cible,...

La fixation de la Nétrine-1 a Dcc induit la dimérisation de ce récepteur via son domaine
intracellulaire P3, au niveau de micro-domaines membranaires favorisant la signalisation :
les radeaux lipidiques. Ce changement conformationnel et cette localisation permettent ainsi
a Dcc d’interagir avec de nombreuses protéines intracellulaires telles que la protéine
adaptatrice Nck1 (non catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1), les protéines a
activité tyrosine kinase FAK et Fyn, la protéine kinase sérine-thréonine Pak1 (p21-activating
kinase 1), ainsi que les protéines de liaison a l'actine Ena/Vasp et N-WASP (neuronal
Wiskott-Aldrich Syndrome protein). Le recrutement de celles ci conduit alors a I'activation
de plusieurs voies de signalisations, parmi lesquelles notamment : la voie des Rho GTPases
impliquant Cdc42 et Racl et coordonnant la réorganisation du cytosquelette et les
interactions adhésives ; la voie des seconds messagers faisant intervenir '’AMPc, 'GMPc et le
calcium ; et celle des MAPKs au cours de laquelle les MAPK ERK1/2 sont phosphorylées
(pour revues (Barallobre et al., 2005), (Karen Lai Wing Sun et al., 2011)).

2. Néogénine

Néogénine est le second homologue de Unc-40 identifié chez les vertébrés.
Appartenant également a la superfamille des immunoglobulines, ce récepteur
transmembranaire de type I partage 50% d’homologie avec Dcc et présente une structure
secondaire similaire (Figure 15). L'interaction Nétrine-1/Néogénine fut mise en évidence en
méme temps que celle Nétrine-1/Dcc (Keino-Masu et al., 1996). De facon similaire, celle-ci
fait intervenir les domaines VI et V de la Nétrine-1 ainsi que les 4¢me et 5¢me domaines FNIII
du récepteur. Bien que la liaison de la Nétrine-1 a Néogénine fasse intervenir les mémes
domaines que pour la liaison a Dcc, des différences stoechiométriques et structurelles de ces

liaisons sont néanmoins observées (Xu et al., 2014).
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Au cours du développement du SNC I'expression de Néogénine est principalement
observée dans des régions dites de maturation neuronale dans lesquelles ont lieu des
processus d’axogénése et d’arborisation dendritique (Gad et al., 1997), (Fitzgerald et al,,
2006). Néanmoins, le processus de guidage axonal attribué dans ces structures a Néogénine
n'implique pas la molécule de guidage axonal Nétrine-1, mais la molécule Rgma (Repulsive
Guidance Molecule a) autre ligand de Néogénine possédant une affinité plus de dix fois
supérieure a celle de la Nétrine-1 (Rajagopalan et al., 2004). En plus des régions de
maturation neuronale, le récepteur Néogénine est également présent dans des régions de
neurogénese (Gad et al.,, 1997), (Keeling et al., 1997), (Fitzgerald et al., 2006). Toutefois, de
fagon trés surprenante les souris déficientes du géne Néogénine ne présentent aucun
phénotype particulier au niveau du guidage axonal neuronal et sont parfaitement viables
(Bae et al., 2009).

Contrairement a son homologue Dcc, dont I'expression est majoritairement restreinte au
SNC, Néogenine est exprimé dans un treés large spectre de tissus, tant lors du développement
embryonnaire que chez I'adulte (Gad et al, 1997), (Konig et al, 2012). Nous aborderons

certains d’entre eux au cours du paragraphe IIL

3. La famille des récepteurs Unc5

Outre l'importance du gene unc-6, le crible génétique mené chez C.elegans par
Hedgecock et al. en 1990 révéla également I'implication du géne unc-5 dans la mise en place
des projections axonales ventro-dorsales dans la moelle épiniére. Ayant constaté que les
défauts de projections axonales observés chez les mutants unc-5 étaient également présents
chez les mutants unc-6, Hedgecock et al. suggérérent qu'Unc-5 soit un récepteur a Unc-6 et
qu'il soit requis a la migration et la projection de certains types d’axones loin de la source de
Unc-6. Ainsi, en plus de l'action attractive exercée par Unc-6 sur les projections axonales de
neurones exprimant Unc-40 (Dcc), les auteurs mirent en évidence 'action répulsive exercée
par cette méme molécule sur les projections axonales de neurones exprimant Unc-5. Cette
bifonctionnalité de Unc-6/Nétrine-1, conditionnée par la nature des récepteurs engagés, fut
trés rapidement confirmée par d’autres études, notamment chez les vertébrés (Colamarino
and Tessier-Lavigne, 1995).

A ce jour quatre homologues a Unc5 ont été identifiés chez les vertébrés. Ceux-ci sont

nommeés Unc5-A, -B, -C, -D.
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*  Profil d’expression

Comme l'ensemble des récepteurs a la Nétrine-1, les récepteurs Unc5 sont
particuliéerement exprimés dans le SNC en développement, dans de nombreuses structures
(Leonardo et al,, 1997), (Barrett and Guthrie, 2001), (Zhong et al., 2004).

Si I'expression de Unc5-A semble restreinte au SNC, I'expression des récepteurs Unc5-
B a -D est quant a elle rapportée dans divers tissus embryonnaires tels que dans la structure
communément appelée « bourgeon des membres » par exemple (Engelkamp, 2002). Par
ailleurs Unc5-B et -D sont respectivement présents au cours de la formation du systeme
vasculaire et de la glande mammaire respectivement (Engelkamp, 2002).

Chez l'adulte, les récepteurs Unc5-A a C sont encore fortement exprimés au niveau de la
moelle épiniére (Manitt et al., 2004). A I'extérieur du SNC, I'expression de ces récepteurs et
plus particulierement de Unc5-B semble relativement ubiquitaire (Thiebault et al., 2003).

De facon intéressante, alors que l'invalidation des récepteurs Unc5-A et -D ne semble pas
conduire a la mort des animaux mutants (Williams et al., 2006), (Zhu et al., 2013), celle de
Unc5-B induit une 1étalité embryonnaire au stade de développement E12.5 (Lu et al.,, 2004)
et celle de Unc5-C une létalité néo-natale dans les heures suivants la naissance (Burgess et
al,, 2006).

e Caractéristiques structurales

Les membres de la famille Unc5 sont des récepteurs transmembranaires de type I
d’environ 110 kDa appartenant eux aussi a la superfamille des Immunoglobulines.
Leur partie N-terminale extracellulaire se compose de deux domaines Ig suivis de deux
domaines Thrombospondines de type [ (Tsp). Leur partie C-terminale intra-cytoplasmique
comporte pour sa part trois domaines distincts: un domaine ZU-5 (Zona Occludens-1/Unc5
homology domain) homologue a celui retrouvé dans les protéines de jonctions serrées
intercellulaires Zona Occludens-1; un domaine UPA (Unc-Pidd-Ankyrins), commun aux
protéines Unc5, Pidd et Ankyrin, capable d’interagir avec le domaine intracytoplasmique P3
de Dcc, d’ou son appellation alternative de domaine DB (Dcc binding) et enfin un domaine de
mort DD (Death Domain), homologue a celui des récepteurs de mort de la famille des Tnf
(Figure 15). L'interaction Nétrine-1/Unc5 fait intervenir les domaines VI et V de la Nétrine-
1 ainsi que les deux domaines Ig des récepteurs Unc5 (Geisbrecht et al., 2003), (Kruger et al.,
2004), (Grandin et al., 2016).
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e Signalisation induite par le couple Nétrine-1/Unc5

Les mécanismes intracellulaires conduisant a une action répulsive de la Nétrine-1 sont
aujourd’hui bien moins décrits et compris que ne le sont ceux conduisant a une action
attractive impliquant le récepteur Dcc. L'une des rares protéines ayant été identifiée est la
tyrosine phosphatase Shp2 dont le recrutement nécessite la phosphorylation des domaines
ZU-5 des récepteurs Unc5. Cette phosphorylation est induite lors de 'homodimérisation des
Unc5 ou lors de I'hétérodimérisation de Unc5 et de Dcc, faisant suite a la fixation de la
Nétrine-1. Au niveau des récepteurs Unc5 la protéine Shp2 interagirait avec des protéines

Rho GTPases et stimulerait la réorganisation du cytosquelette (Tong et al., 2001).

B. Autres récepteurs a la Nétrine-1

1. Dscam

De facon similaire a Dcc, le récepteur Dscam (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule)
est exprimé par les axones des neurones commissuraux de la moelle épiniére et semble
participer au guidage de ceux-ci en réponse a la Nétrine-1 (Ly et al.,, 2008), (Liu et al.,, 2009).
Ce récepteur, capable de lier la Nétrine-1 (Andrews et al, 2008), est un récepteur
transmembranaire de type | appartenant également a la famille des Immunoglobulines. En
effet, son domaine N-terminal extracellulaire présente dix domaines Immunoglobulines
suivis de six domaines fibronectine de type IIl. Son domaine C-terminal intracellulaire ne
présente pour sa part pas d’homologie particuliére connue (Yamakawa et al.,, 1998), (Figure
15).

Bien que ce récepteur soit capable d’interagir avec la Nétrine-1, son implication dans la
croissance et le guidage des axones commissuraux fut remise en question par 'analyse du
modele murin de délétion du gene Dscam. En effet, chez ces souris, la perte d’expression de
Dscam ne révéla aucun défaut d’élongation ni de guidage des neurones commissuraux
(Palmesino et al., 2012). Cette déficience pour le géne Dscam induit néanmoins une létalité
néo-natale dans les 24h suivant leur naissance, résultant d’'une insuffisance respiratoire due

a une perte d’activité des neurones « pré-inspiratoires» (Amano et al., 2009).

Au cours du développement embryonnaire des vertébrés, Dscam est exprimé dans la

plupart des régions du SNC (Yamakawa et al, 1998). En dehors de ce systéeme, son
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expression est beaucoup plus rare. Celle-ci est toutefois rapportée dans le placenta ainsi que
dans des structures en formation dérivant des crétes neurales en migration, telles que les
ganglions pancréatiques et le systeme nerveux entérique (Yamakawa et al,, 1998). Ainsi,
certains patients atteints du syndrome de Down (présentant une copie surnuméraire du geéne
DSCAM liée a une trisomie 21) sont également touchés par la maladie de Hirschsprung. Cette
maladie, résultant d’une incapacité des crétes neurales a coloniser une partie ou la totalité du
colon, se caractérise par une absence de plexus nerveux entériques conduisant a une
contraction permanente des muscles digestifs.

Chez I'adulte, I'expression de Dscam est conservée dans de nombreuses zones du SNC.
Alinverse, les tissus dérivés des crétes neurales ne semblent plus exprimer ce récepteur une

fois leur morphogénese et maturation terminées (Yamakawa et al., 1998).

2. Les intégrines a6B4 et a3f31

Les intégrines sont des hétérodimeres transmembranaires composés d’une sous unité
a et d’'une sous unité 3 dont la masse moléculaire varie entre 200 et 300 kDa (Hynes, 1992),
(Figure 15). Capables de se lier aux molécules de la matrice extracellulaire (MEC) via leur
domaine extracellulaire et d’activer des voies de transduction intracellulaire faisant
intervenir des protéines kinases, les intégrines sont impliquées dans 'adhésion cellulaire, la
migration et/ou la prolifération. Aujourd’hui plus de dix huit hétérodimeres différents ont
été répertoriés. Ceux-ci sont observés a travers l'ensemble des tissus et la plupart des
cellules expriment a leur surface plusieurs d’entre eux. L’existence d'une interaction entre la
Nétrine-1 et les hétérodimeres a6f34 et a331 fut mise en évidence par Yebra et al. en 2003
lors d’une étude portant sur le développement embryonnaire de I'épithélium pancréatique
(Yebra et al, 2003). Contrairement aux interactions classiquement observées pour la
Nétrine-1 et ses récepteurs, la liaison avec les intégrines a634 et a3B1 ferait intervenir le

domaine C terminal de la Nétrine-1.

3. A2b

A2b (Adenosine 2b receptor) appartient a la famille des récepteurs a adénosine dont la
fonction consiste a moduler le taux d’AMPc (Adnosine MonoPhosphate cyclique)
intracellulaire, second messager crucial au cours du guidage axonal (Feoktistov and
Biaggioni, 1997), (Figure 15). D’apres une étude publiée en 2000, A2b serait un partenaire

de Dcc capable de lier la Nétrine-1. Toujours d’aprées cette étude, la formation du complexe
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Nétrine-1/A2b/Dcc stimulerait la production d’AMPc et de ce fait la croissance axonale
(Corset et al.,, 2000). Toutefois cette étude est controversée. En effet plusieurs études
publiées postérieurement récusent soit la nécessité de 'activation d’A2b par la Nétrine-1 a la
croissance et au guidage axonal (Stein et al.,, 2001), soit I'interaction directe entre A2b et la
Nétrine-1 (McKenna et al., 2008).

4. App

App (B-Amyloid precursor protein) est un récepteur orphelin majoritairement connu
pour son implication dans la maladie neuro-dégénérative incurable d’Alzheimer. Chez les
patients atteints de cette maladie, les clivages protéolytiques du récepteur App par des
sécrétases conduisent a la génération de peptides amyloides-f. L’accumulation de ceux-ci
sous forme de dépots extracellulaires appelés plaques séniles ou plaques amyloides-f3
constitue 'une des caractéristiques majeures de la maladie d’Alzheimer.

En conditions physiologiques et en présence de Nétrine-1, App interagit avec le
récepteur Dcc afin d’amplifier la signalisation intracellulaire de ce dernier. Dans la moelle
épiniére en développement par exemple, App agit ainsi comme co-récepteur a Dcc et
participe a la croissance et au guidage des axones commissuraux, en réponse a la Nétrine-1.
L’inactivation de ce récepteur chez les mutants App se caractérise par une réduction de la
croissance axonale des neurones commissuraux (Rama et al.,, 2012). De facon intéressante, la
sur-expression de Nétrine-1 ou l'administration de Nétrine-1 a des souris, réduit la
production de peptide amyloides-f. Ainsi, via son interaction avec App, la Nétrine-1
constitue un régulateur négatif de la formation des plaques séniles dans le cerveau
(Lourenco et al., 2009).
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Figure 16: Guidage axonal des neurones commissuraux a la ligne médiane par la Nétrine-1.

Adapté de Hand and Kolodkin, 2017.

A. Dans les conditions physiologiques, les neurones commissuraux situés dans la partie dorsale de
la moelle épiniere projettent leurs axones en direction ventrale, traversent la ligne médiane au
niveau de la plaque du plancher, puis se réorientent pour projeter longitudinalement selon l'axe
antéro-postérieur de la moelle épiniére.

B. En absence totale de Nétrine-1 (en violet) les axones des neurones commissuraux projettent de
facon aberrante. N’'étant plus guidés en direction ventrale, ils n’atteignent plus la plaque du
plancher et ne traversent plus la ligne médiane.

C. La perte d’expression de la Nétrine-1 spécifiquement a la plaque du plancher n’altere
nullement la capacité des axones des neurones commissuraux a projeter en direction de la plaque
du plancher et a traverser la ligne médiane.

D. La perte d’expression de la Nétrine-1 spécifiquement dans les progéniteurs neuronaux situés
dans la zone ventriculaire suffit a empécher les neurones commissuraux de projeter leurs axones
en direction ventrale. Ces derniers qui ne sont plus guidés jusqu’a la ligne médiane ne la traversent
plus.
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III. Roles fonctionnels de la Nétrine-1 et de ses récepteurs

A. Dans le systéme nerveux central : une molécule de guidage axonal et
de migration neuronale.

Au cours du développement embryonnaire la Nétrine-1 et ses récepteurs sont
fortement exprimés dans de multiples régions du systéme nerveux central (SNC). La
littérature qui s’y réfere étant trés dense nous ne citerons dans ce manuscrit que quelques
exemples permettant d’illustrer le role de cette molécule dans le guidage axonal et la

migration neuronale.

e LaNétrine-1: une molécule de guidage axonal

Dans la moelle épiniere en développement, la Nétrine-1 est particulierement exprimée
au niveau d’'une structure ventrale et médiane appelée plaque du plancher, ainsi qu’'au
niveau des progéniteurs neuronaux, dont les corps cellulaires se situent dans les deux tiers
ventraux de la zone ventriculaire et dont les prolongements radiaux contactent la surface du
systeme nerveux : la surface piale (Serafini et al., 1996), (Figure 16A). Comme nous I'avons
déja abordé, la Nétrine-1 joue, au sein de ce tissu, un role primordial dans I'établissement
des projections dorso-ventrales des axones commissuraux en guidant ces derniers de la
région dorsale jusqu’a la région ventrale de la plaque du plancher ou ils traversent la ligne
médiane. Lors de ce processus, les axones commissuraux sont tout d’abord projetés a
proximité de la surface piale puis guidés jusqu’a la colonne motrice (en position ventro-
latérale). En cette position ces axones operent alors un changement de direction leur
permettant de s’éloigner de la surface piale et de progresser en direction de la plaque du
plancher pour franchir la ligne médiane. Passés cette derniere, les axones des neurones
commissuraux se réorientent a nouveau et projettent longitudinalement vers I'avant ou
I'arriere de la moelle épiniere (Wentworth, 1984), (Figure 16A). Dans ce contexte la
Nétrine-1 joue donc un role de molécule chimio-attractive en guidant les axones des
neurones commissuraux, exprimant a leur surface le récepteur Dcc (Keino-Masu et al.,
1996), vers la plaque du plancher. Ainsi, les animaux déficients pour le géne Nétrine-1
présentent des défauts majeurs de croissance axonale et de projections des axones
commissuraux (Serafini et al,, 1996), (Dominici et al., 2017), (Varadarajan et al.,, 2017),
également observés chez les animaux invalidés de facon constitutive pour le géne Dcc (Fazeli

et al., 1997). En absence du ligand Nétrine-1 ou du récepteur Dcc, les axones commissuraux
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ne pergoivent donc plus les signaux attractifs médiés par la Nétrine-1 et ne sont donc plus
guidés a la plaque du plancher. Ceux-ci sont alors incapables de traverser la ligne médiane, et
projettent de facon aberrante (Dominici et al,, 2017), (Varadarajan et al, 2017), (Figure
16B).

Pendant trés longtemps il fut tenu pour postulat que la Nétrine-1 sécrétée par la
plaque du plancher était capable de diffuser sur une longue distance et d’établir un gradient
attirant les neurones commissuraux a la ligne médiane. Deux études parues cette année
remirent en question ce dogme (Dominici et al., 2017), (Varadarajan et al., 2017). En effet
grace a la génération de différents modeles murins de délétion conditionnelle de la Nétrine-
1, il fut montré que la délétion de celle-ci spécifiquement a la plaque du plancher ne conduit
a aucun défaut de guidage axonal des neurones commissuraux (Figure 16C). A l'inverse la
délétion spécifique de la Nétrine-1 dans les progéniteurs neuronaux de la zone ventriculaire
diminue de facon drastique le nombre d’axones commissuraux atteignant la plaque du
plancher et traversant la ligne médiane (Figure 16D). Les projections ventrales des axones
commissuraux semblent donc répondre a la Nétrine-1 produite par les progéniteurs
neuronaux et transportée par leurs prolongements jusqu’'a la surface piale ou elle
s’accumule, plutdt qu’a un gradient ventro-dorsal de Nétrine-1 diffusant a partir de la plaque
du plancher (Dominici et al,, 2017). La Nétrine-1 agirait donc dans ce contexte comme une
molécule de guidage haptotactique de courte distance plutdt que comme une molécule

chimio-attractive diffusible sur une longue distance.

Tout comme les molécules de guidage axonal Ephrine, la Nétrine-1 est une molécule
bifonctionnelle. En effet, outre son action attractive exercée sur les axones des neurones
commissuraux exprimant le récepteur Dcc, la Nétrine-1 exerce également un role répulsif
sur certains types de neurones exprimant des récepteurs Unc5.

A titre d’exemple, dans le tronc cérébral en développement, les motoneurones trochléaires
projettent leurs axones de facon dorsale, loin de leurs corps cellulaires localisés en position
ventrale, afin d’innerver les muscles extra-oculaires des yeux. Ces projections ventro-
dorsales résultent de la présence de Nétrine-1 a la plaque du plancher qui, par son
interaction avec les récepteurs Unc5 exprimés a la surface des axones trochléaires, exerce
une action répulsive (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995), (Varela-Echavarria et al.,,
1997). Cette action répulsive du couple Nétrine-1/Unc5 serait une action a courte distance.
L’action chimio-répulsive de la Nétrine-1 a longue distance nécessiterait, en plus des
récepteurs Uncb, la présence du récepteur Dcc (Hong et al, 1999). En effet, la simple
formation d’hétérocomplexes Dcc/Unc5 via leurs domaines intra-cytoplasmiques respectifs

P3 et UPA/DB suffit a convertir l'attraction attractive médiée par Dcc en réponse a la
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Nétrine-1 en répulsion (Hong et al., 1999). Dans le SNC de nombreux neurones co-expriment
ces deux récepteurs. L’effet attractif ou répulsif de la molécule de guidage axonal Nétrine-1

est donc conditionné par la nature de ses récepteurs impliqués.

Dans la moelle épiniere, le fort niveau d’expression de Nétrine-1 a la ligne médiane est
observé jusqu’a ce que les neurones commissuraux aient atteints et traversés celle-ci. Par la
suite cette expression diminue progressivement jusqu’a devenir indétectable a la naissance.
Chez 'adulte, la Nétrine-1 n’est plus détectée a la ligne médiane de la moelle épiniére et son
expression est fortement réduite dans de nombreuses autres régions du SNC (Livesey and
Hunt, 1997).

e LaNétrine-1: une molécule de migration neuronale

Tout comme le guidage axonal, la migration neuronale est un processus essentiel au
développement du SNC. En effet, ce processus est indispensable a la bonne localisation des
différents types neuronaux et de ce fait a 'établissement d’un circuit neuronal fonctionnel.
Produits au niveau de la zone ventriculaire, les neurones post-mitotiques migrent en
direction de leur site définitif selon deux types de déplacements: la migration radiale,
pendant laquelle les neurones se déplacent le long des fibres gliales s’étendant de la zone
ventriculaire a la surface piale; ou la migration tangentielle, au cours de laquelle les
neurones se déplacent selon un axe perpendiculaire au réseau de fibres gliales sans guide
matériel mais sous le contrdle de signaux attractifs ou répulsifs. La Nétrine-1 constitue I'un
de ces signaux. En effet, a titre d’exemple, il fut montré que l'interaction Nétrine-1/Dcc est
impliquée dans la migration de certains interneurones dorsaux de la moelle épiniere (Junge
et al.,, 2016). Au cours d’une étude réalisée en 2009, il fut également montré que l'interaction
Nétrine-1/Intégrine a331 est requise a la migration tangentielle des interneurones corticaux
de leur lieu de production vers le cortex (Stanco et al.,, 2009). Les souris invalidées pour le
géne Nétrine-1 présentent ainsi plusieurs défauts de migration neuronale et n’ont par
exemple plus de noyaux pontins, responsables des connexions entre les hémispheéres
cérébraux et le cervelet (Serafini et al, 1996), (Yee et al, 1999). De facon similaire au
guidage axonal, la Nétrine-1 se révele étre une molécule de migration neuronale
bifonctionnelle, pouvant exercer un effet attractif ou répulsif sur les neurones en
migration, en fonction du ou de récepteurs engagés (Yee et al, 1999a), (Alcantara et al,,
2000), (Guijarro et al., 2006).
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C. Dans le systeme nerveux périphérique : une molécule de guidage
axonal et de migration neuronale.

Au dela de son réle primordial dans la mise en place du SNC, la Nétrine-1 est impliquée
dans la mise en place de certaines structures du systéme nerveux périphérique (SNP). Par
exemple lors du développement du systeme nerveux entérique, la Nétrine-1, exprimée au
niveau des couches les plus externes du mésenchyme intestinal ainsi qu’a la base de
I'épithélium intestinal contribue a I'attraction et au guidage des cellules dérivées des crétes
neurales jusqu’a I'emplacement du futur plexus sous muqueux. L’effet chimio-attractif a
longue distance exercé par la Nétrine-1 dans ce contexte fait intervenir le récepteur Dcc,
exprimé a la surface des crétes neuronales et précurseurs neuronaux (Jiang et al., 2003).

Nous avons vu précédemment qu'au cours du développement embryonnaire le
récepteur Dscam est également exprimé dans des structures en formation dérivant des
crétes neurales en migration, telles que les ganglions pancréatiques et le systeme nerveux
entérique (Yamakawa et al., 1998). Toutefois, le role de Dscam dans la migration des crétes
neurales, leur différenciation et/ou leur colonisation de certains organes en formation ainsi

que son interaction avec la Nétrine-1 dans ce contexte reste a approfondir.

D. En dehors du systeme nerveux : une molécule pléiotropique

En dehors des systemes nerveux central et périphérique la Nétrine-1 est exprimée
dans divers tissus au sein desquels ses fonctions se révélent variées, parfois méme

controversées, mais surtout dépendantes des récepteurs et interactions engagés.

Au cours du développement embryonnaire, la Nétrine-1 intervient ainsi dans la
morphogéneése de plusieurs organes. Par exemple, le couple Nétrine-1/Unc5-B régulerait la
morphogénése pulmonaire en inhibant la formation de bourgeons pulmonaires ectopiques
et en controlant la taille et la forme de ceux émergeant (Liu et al, 2004). Dans l'oreille
interne, I'expression de la Nétrine-1 au niveau de I’épithélium otique est requise a la
formation des canaux semi-circulaires (Salminen et al., 2000). Dans ce dernier contexte, sa
fonction ferait intervenir les intégrines a3f1 et potentiellement des composants de la

matrice extracellulaire (Matilainen et al., 2007).
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Figure 17 : Implication du couple Nétrine-1/Néogénine au cours de la morphogénese de la
glande mammaire.

Au cours de la puberté, la croissance du réseau cannalaire mammaire fait intervenir une structure
spécialisée a l'extrémité des canaux en élongation: le bourgeon terminal. Cette structure est
composée de deux couches cellulaires étroitement associées: la couche de cellules épithéliales
préluminales qui bordent la lumiére interne et les « cap cells », progéniteurs multipotents formant
une monocouche de cellules en contact avec la matrice extracellulaire. La cohésion entre ces deux
assises cellulaires, essentielle au maintien du bourgeon terminal en cours d’élongation, est assurée
par linteraction entre la Nétrine-1, exprimée par les cellules pré-luminales, et son récepteur
Néogénine, exprimé par les « cap cells ».

Issu de Cirulli and Yebra, 2007.
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Au cours de la morphogénese de la glande mammaire, le couple Nétrine-1/Néogénine
joue un role primordial dans l'adhésion cellulaire. Ce couple contribue en effet a
I'association étroite de deux couches cellulaires distinctes: la couche de cellules
préluminales du bourgeon terminal exprimant la Nétrine-1 et la couche adjacente de
progéniteurs multipotents (les « cap cells ») exprimant le récepteur Néogénine (Srinivasan et
al, 2003) (Figure 17). Dans un autre contexte, le couple Nétrine-1/Néogénine est capable, in
vitro, de promouvoir la migration et I'adhésion des cellules musculaires lisses vasculaires
(Park et al., 2004).

Le role de la Nétrine-1 dans la migration et 'adhésion cellulaire est également
observé lors du développement embryonnaire du pancréas. En effet, au cours de celui-ci les
cellules de I'épithélium pancréatique exprimant les intégrines a6f4 et a3f1 migrent en
direction des cellules produisant et sécrétant la Nétrine-1 puis adherent a cette molécule au
niveau des lames basales ou elle est déposée et séquestrée par d’autres composants de la
MEC (Yebra et al., 2003).

Récemment, il fut révélé qu’in vitro l'interaction Nétrine-1/Intégrine a6f4 semble
capable de réguler la prolifération de cellules souches mésenchymateuses de cordon
ombilical humain (Sang Lee et al.,, 2016). In vivo, dans le rein adulte la Nétrine-1 présente
aussi des propriétés prolifératives, mais via son récepteur Unc5-B cette fois (Wang et al,,
2009).

Au cours de la derniere décennie, plusieurs études se sont également intéressées au
role potentiel de la Nétrine-1 dans les processus d’angiogénese et de vasculogénése. En
effet, en dehors du SNC, le récepteur UNC5-B est particulierement exprimé par les cellules
endothéliales appelées «tip cells », localisées aux extrémités des capillaires sanguins en
croissance (Lu et al,, 2004), (Larrivée et al., 2007). De facon similaire aux cones de croissance
des axones, les « tip cells » ont pour role de sonder I'environnement, d’intégrer les signaux
de guidage rencontrés, et d’orienter la croissance des vaisseaux en réponse a ceux-ci. A
I'instar du roéle joué par le couple Nétrine-1/Unc5-B dans le systeme nerveux en
développement, il fut suggéré que ce couple puisse également étre impliqué dans la mise en
place du réseau vasculaire. De plus, chez la souris, I'invalidation du géne Unc5-B engendre
une létalité embryonnaire au stade E12.5 résultant de branchements vasculaires ectopiques
ainsi que d’'une augmentation du nombre d’extensions filopodiales au niveau des tip cells (Lu
etal., 2004).

Certaines équipes ont ainsi mis en évidence un role anti-angiogénique de ce couple (Lu et

al, 2004), (Larrivée et al, 2007), (Bouvrée et al., 2008). Toutefois, d’autres suggérent, a
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I'inverse, un réle pro-angiogénique de celui-ci (Park et al., 2004), (Castets et al.,, 2009).
Notons qu'’in vivo la source de Nétrine-1 au niveau du systéme vasculaire est inconnue et que
les souris déficientes du géne Nétrine-1 ne semblent présenter aucun défaut de ce systéme,
contrairement aux mutants Unc5-B. De plus l'interaction du récepteur Unc5-B avec le
récepteur Robo4 (Roundabout 4) s’est avérée conduire a une inhibition de la voie Vegf,
fortement impliquée dans l'angiogénese (Koch et al., 2011). Cette activité anti-angiogénique
de Unc5-B indépendante de Nétrine-1 concorde avec le phénotype des souris déficientes
pour Unc5-B. A ce jour, le role de la Nétrine-1 dans I'angiogenése reste donc controversé et a

élucider.

Outre, les organes et systemes abordés ci-dessus la Nétrine-1 et certains de ses récepteurs
sont exprimés de facon concomitante dans plusieurs autres tissus. Néanmoins, le(s) role(s)
joués par ceux-ci sont encore aujourd’hui incompris. Ainsi, la Nétrine-1 est par exemple
exprimée dans le placenta (Dakouane-Giudicelli et al., 2010), (Dakouane-Giudicelli et al.,
2014), organe au sein duquel le récepteur Dscam est également présent (Yamakawa et al,,
1998). Cependant, aucune étude ne renseigne un réle potentiel du couple Dscam/Nétrine-1
dans la mise en place ou le maintien structurel de cet organe. De fagon similaire, lors du
développement des membres, 'expression des récepteurs Dcc, Unc5-B a -D est observée
dans la structure des « bourgeons des membres », au sein de laquelle la Nétrine-1 est
également présente. Dans cette structure les récepteurs Unc5-B, -C et -D ainsi que Dcc
présentent des profils d’expression spatio-temporel uniques et exclusifs, aucune co-
expression n’ayant été mise en évidence (Engelkamp, 2002). Aujourd’hui le(s) role(s)
potentiel(s) joué(s) par la Nétrine-1 et ses récepteurs dans les bourgeons des membres

restent a approfondir.

E. La Nétrine-1 une molécule de survie via ses récepteurs a dépendance

En 1998, lors d’'une étude menée in vitro impliquant le couple Nétrine-1/Dcc, Patrick
Mehlen proposa un nouveau concept concernant le mode de fonctionnement de certains
récepteurs. Par opposition aux récepteurs « classiques », inactifs en absence de leurs ligands,
certains récepteurs possederaient la capacité d’induire deux signalisations antagonistes
dépendantes de la disponibilité de leurs ligands dans le milieu. Ainsi, en présence de leurs
ligands ces récepteurs induiraient des signaux de migration cellulaire, d’adhésion cellulaire,

de prolifération et/ou de différenciation. A l'inverse, en absence de leurs ligands, ces
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Figure 18: Le concept des récepteurs a dépendance

Représentation schématique du concept des récepteurs a dépendance.

Les récepteurs a dépendance se caractérisent par leur dualité de fonction. En présence de leur ligand
ceux-ci induisent une signalisation positive permettant de promouvoir la survie cellulaire, la
migration, la prolifération, I'adhésion cellulaire et/ou la différenciation. En absence de leur ligand ils
induisent une signalisation pro-apoptotique conduisant a la mort des cellules qui les expriment.
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récepteurs induiraient activement I'apoptose des cellules qui les expriment. Ces
signalisations sont respectivement appelées « voie positive » ou de survie et « voie négative »
ou pro-apoptotique. Ces récepteurs sont regroupés sous le terme de récepteurs a
dépendance (RD) puisque les cellules qui les expriment apparaissent dépendantes pour leur

survie de la présence de ligands (Mehlen et al.,, 1998), (Figure 18).

Aujourd’hui la famille des récepteurs a dépendance est une famille fonctionnelle
composée de plus d'une vingtaine de membres, tous différents en terme de structure. En plus
du récepteur Dcc, qui fit émerger le concept (Mehlen et al., 1998), la famille des récepteurs a
dépendance compte d’autres récepteurs a la Nétrine-1 tels les récepteurs Unc5 (Llambi et al.,
2001) et Néogénine (Matsunaga et al,, 2004). Notons toutefois que Néogénine fut montré
comme récepteur a dépendance vis-a-vis de son ligand Rgm et non vis-a-vis de la Nétrine-1.
En effet la voie pro-apoptotique induite par celui-ci ne peut étre bloquée que par la liaison au
ligand Rgm (Matsunaga et al., 2004).

En plus de leur dualité de fonction, les récepteurs a dépendance possédent la particularité
d’étre impliqués lors du développement embryonnaire ainsi que lors des processus de

tumorigénese.

* Lesrécepteurs a dépendance au cours du développement embryonnaire

Une hypothese émise par le laboratoire propose qu'au cours du développement
embryonnaire, les RD permettraient de controler le nombre de cellules au sein d’une
structure définie, ainsi que leur territorialisation. Par exemple, au cours du développement
du SNC, ces récepteurs réguleraient la prolifération et différenciation des progéniteurs
neuronaux, et délimiteraient les régions de migration des neurones et de leurs projections
axonales. Ainsi, les cellules colonisant les zones dépourvues de ligand seraient éliminées par
apoptose. En accord avec cette théorie, une diminution du nombre de neurones olivaires et
pontins fut décrite dans les souris déficientes pour le géne Nétrine-1 (Bloch-Gallego et al.,
1999), (Yee et al.,, 1999b). Néanmoins, ces résultats n’ont pu étre corroborés lors d’études
plus récentes également réalisées chez des souris déficientes du géne Nétrine-1 (Bin et al,,
2015), (Yung et al., 2015). Le role de ces récepteurs dans le développement embryonnaire

reste donc a étre approfondis et élucidé in vivo.
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¢ Lesrécepteurs a dépendance au cours de la tumorigéneése

De part leur dualité de fonction les RD permettraient de maintenir I’'homéostasie
tissulaire tout en constituant un mécanisme de surveillance anti-tumorale. En effet via leur
signalisation négative ces récepteurs participeraient a I'élimination des cellules proliférant
de fagon aberrante dans un environnement au sein duquel la quantité de ligand est limitante.
Les RD sont donc généralement considérés comme des suppresseurs de tumeurs.
Néanmoins, afin d’échapper a cette mort cellulaire induite, les cellules tumorales peuvent
acquérir plusieurs mécanismes:

- la perte d’expression du RD, engendrant donc la perte de la signalisation pro-
apoptotique.

- I'augmentation d’expression autocrine ou paracrine du ligand, bloquant ainsi la
signalisation pro-apoptotique.

- la perte d’expression d’un ou plusieurs partenaires pro-apoptotique du récepteur.

En accord avec ces mécanismes d’échappement a la mort induite par les RD, la
surexpression de Nétrine-1 a ainsi été rapportée dans un large spectre de types tumoraux
tels que dans certains cancers du sein, de la prostate, du poumon, du pancréas, dans certains
glioblastomes, neuroblastomes, dans des cancers gastriques et colorectauy, ....(Fitamant et
al, 2008), (Latil et al.,, 2003), (Delloye-Bourgeois et al., 2009), (pour revues (Bernet and
Fitamant, 2008), (Delcros and Mehlen, 2013), (Kefeli et al., 2017).

A Tinverse l'expression des récepteurs a la Nétrine-1, tels que Dcc et Unc5-B, est
perdue dans de nombreux cancers tels que les cancers colorectaux, de la prostate, du sein ou
de 'ovaire (Fearon et al., 1990), (Bernet et al., 2007), (Thiebault et al., 2003).

Nous venons de voir que la Nétrine-1, molécule initialement décrite comme
molécule de guidage axonal, est aujourd’hui considérée comme une molécule
pléiotropique. Indispensable au développement du systéme nerveux, la Nétrine-1 est
également requise a la morphogénése, et au maintien homéostatique de nombreux
autres tissus et organes. Celle-ci apparait ainsi impliquée dans des processus aussi
variés que la migration et 'adhésion cellulaire, la prolifération, la survie cellulaire et
I'angiogénese par exemple. La diversité de ses fonctions semble résulter notamment

de la diversité de ses récepteurs et de leurs profils d’expression spatio-temporels.
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Figure 19: Profil d’expression de la Nétrine-1 dans I'intestin embryonnaire et adulte.

A. Immunohistochimie anti-Nétrine-1 sur intestin gréle de souris a E13.
Au stade de développement embryonnaire E13 la Nétrine-1 est exprimée dans l'intestin gréle

dans les couches les plus externes du mésenchyme, ainsi qu’a la base de I'épithélium. (Jiang et al,,
2003)

B-C-Hybridation in situ anti-Nétrine-1 sur colon de souris adulte.
Sonde antisens (B) et sonde sens (C). (Mazelin et al., 2004)

D-E-Immunohistochimie anti-Nétrine-1 sur intestin gréle de souris adulte.
Avec I'anticorps primaire anti-Nétrine-1 (D) et sans anticorps primaire (D). (Mazelin et al., 2004).
Chez I'adulte la Nétrine-1 est exprimée dans I'épithélium intestinal, a la base des cryptes.
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CHAPITRE4 :

NETRINE-1 ET INTESTIN

L’expression de la Nétrine-1 est observée dans l'intestin des mammiferes au cours du
développement embryonnaire mais également chez I’adulte. Nous allons revenir ici sur les

études I'ayant décrite dans ce tissu et sur les roles potentiels qui lui sont attribués.

I. Nétrine-1/Dcc, un couple requis a la formation des plexi sous
muqueux du systeme nerveux entérique.

Chez la souris, I'expression de la Nétrine-1 est détectée dans l'intestin foetal dés le
stade embryonnaire E11 et perdure aux stades prénataux. Au stade de développement E13
son expression semble localisée au niveau des couches les plus externes du mésenchyme
intestinal ainsi qu’a la base de I'épithélium, sites présumés des plexi myentériques et sous
muqueux respectivement (Jiang et al.,, 2003), (Figure 19A). L’expression de Dcc ayant été
rapportée dans l'intestin foetal au niveau des crétes neurales en migration, puis au niveau
des précurseurs neuronaux qui en dérivent (Reale et al.,, 1994), (Seaman et al., 2001), il fut
suggéré que le couple Nétrine-1/Dcc soit impliqué dans la mise en place du systeme nerveux
entérique (SNE). Dans ce contexte, la Nétrine-1 exercerait un effet chimio-attractif, via son
récepteur Dcc, sur les crétes neurales et précurseurs neuronaux en migration afin de les
guider au niveau des futurs plexus myentériques et sous muqueux. Cette hypothése fut
testée et corroborée en partie par Jiang et al. lors d'une étude réalisée en 2003. Au cours de
celle-ci les auteurs montrérent qu’ex vivo les cellules dérivées des crétes neurales d’intestin
sont attirées par les sources de Nétrine-1 selon une signalisation Dcc dépendante. Le
traitement de ces co-cultures par un anticorps anti-Dcc suffit a abolir cette attraction et a
entraver la migration de ces cellules. De plus, I'étude des animaux délétés du gene Dcc révéla
une absence de ganglions sous muqueux au niveau de lintestin gréle. Les ganglions
myentériques extérieurs ne sont néanmoins pas altérés par cette perte d’expression. (Jiang

et al, 2003). Suite a ces observations il fut proposé que seule une sous population de cellules
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dérivées des crétes neurales expriment Dcc. Cette sous-population participerait a la
formation des plexi sous muqueux et non a celle des plexi myentériques (Jiang et al., 2003). Il
apparait également évident que la colonisation de l'intestin par les cellules dérivées des

crétes neurales ne soit pas exclusivement dépendante du couple Nétrine-1/Dcc.

L’analyse de mutants Ret, dépourvus de tout systéme nerveux entérique (pour revue
Avetisyan et al., 2015), révéla la nature non neuronale des sources de Nétrine-1 observées au
niveau des plexi entériques. En effet chez ces animaux 'expression mésenchymateuse et
épithéliale de la Nétrine-1 n’est pas altérée et la quantité totale de cette protéine n’est pas
abaissée (Ratcliffe et al.,, 2011).

Au cours de leur étude publiée 2003 Jiang et al. montrérent que chez la souris
I'expression de Dcc est maximale entre les stades E13 et E15, stades pendant lesquels ont
lieu la mise en place du systeme nerveux entérique et la formation des plexi. Suite la
formation des plexi cette expression semble décroitre drastiquement jusqu’a atteindre un
niveau quasiment indétectable a la naissance alors que I'expression de la Nétrine-1 est quant
a elle maintenue. L’expression quasi nulle de Dcc dans l'intestin en dehors des cellules
dérivées des crétes neurales avait également été rapportée au cours d’'une étude antérieure
réalisée en 1994 (Reale et al.,, 1994).

II. Nétrine-1/Dcc un couple impliqué dans la survie des cellules de
I’épithélium intestinal

Chez I'adulte 'expression de la Nétrine-1 est décrite au niveau des cellules épithéliales
localisées a la base des cryptes (Figure 19B-E). Contrairement au profil d’expression décrit
dans I'embryon cette source semble étre unique. Aucune expression de Nétrine-1 n’a en effet
été rapportée dans les couches les plus externes de l'intestin tel que dans la musculeuse ou
au niveau des plexi myentériques (Mazelin et al., 2004). Au cours de leur étude réalisée en
2004, Mazelin et al. révélerent également I'expression de Dcc dans I'ensemble des cellules de
I'épithélium intestinal adulte. Suite a ces observations et en accord avec le concept de
récepteur a dépendance, il fut proposé que le couple Nétrine-1/Dcc régule la mort des
cellules épithéliales le long de I'axe crypte/villus. La Nétrine-1 sécrétée a la base des cryptes
intestinales permettrait ainsi d’établir un gradient le long de cet axe et d'inhiber la mort des

cellules épithéliales induite par Dcc. Au cours de leur migration, les cellules différenciées
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seraient soumises a des concentrations de Nétrine-1 de plus en plus limitantes jusqu’a
atteindre le sommet des villi ou, en absence de Nétrine-1, elles seraient éliminées par une
mort apoptotique dépendante de Dcc.

La génération de souris sur-exprimant de facon constitutive la Nétrine-1 dans I'épithélium
intestinal, i.e sous la dépendance du promoteur Fabp1, étaya cette hypothese. En effet bien
que cette sur-expression ne conduise pas a un changement de statut de prolifération ou de
différenciation, une diminution de 50% de la mort cellulaire fut observée (Mazelin et al.,
2004). Ceci fut confirmé par une seconde étude au cours de laquelle il fut montré que les
souris mutées sur le site intracellulaire de Dcc requis a I'induction de voie pro-apoptotique
(D1290) présentaient un pourcentage de cellules apoptotiques fortement réduit au niveau
de I'épithélium intestinal, en comparaison aux souris contrdles sauvages (Castets et al.,
2012). Chez l'adulte la Nétrine-1 jouerait donc un role de facteur de survie, régulant

I’homéostasie épithéliale.

III. Nétrine-1/Dcc un équilibre requis a ’'homéostasie intestinale

Les études menées sur les souris sur-exprimant de facon constitutive la Nétrine-1 sous
la dépendance du promoteur Fabp1 ou sur les souris invalidées pour la voie pro-apoptotique
du récepteur a dépendance Dcc permirent également de mettre en lumiere le réle de ce
couple dans la tumorigénése colorectale. En effet la simple surexpression de la Nétrine-1
dans I’épithélium intestinal suffit a induire la formation de lésions adénomateuses chez 17%
des animaux, tant dans lintestin gréle que dans le colon. De plus, chez des souris
prédisposées aux cancers colorectaux, i.e de fond génétique APC1638N, cette sur-expression
conduit a une importante augmentation du nombre d’adénomes de haut grade (Mazelin et
al., 2004). La Nétrine-1 apparait donc importante dans le processus de progression tumorale.
De la méme facon, la réduction d’apoptose observée chez les souris invalidées pour la voie
pro-apoptotique de Dcc est accompagnée par la formation de tumeurs intestinales
spontanées. Des transformations néoplasiques furent en effet observées chez 15% des
mutants. Dans le fond génétique APC1638N, la fréquence d’adénocarcinomes observée est
augmentée de 50% chez le mutants (Castets et al., 2012), suggérant le réle de Dcc comme

géne suppresseur de tumeurs.
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La Nétrine-1 apparait ainsi exprimée dans lintestin gréle: lors du
développement embryonnaire, au niveau des couches les plus externes du
mésenchyme ainsi qu’'a la base de l'épithélium; chez l’adulte, par les cellules
épithéliales localisées a la base des cryptes (Figure 19). Comme en témoignent les
études présentées, le role de la Nétrine-1 dans cet organe a principalement été étudié
au travers de ses interactions avec le récepteur Dcc, dont le profil d’expression reste
néanmoins peu clair car contreversé. Lors du développement embryonnaire le couple
Nétrine-1/Dcc participerait a la mise en place du systéeme nerveux entérique alors que
chez l'adulte celui-ci participerait au maintien de I'homéostasie de I’épithélium
intestinal et régulerait la survie des cellules épithéliales. Aujourd’hui le(s)
potentiel(s) role(s) de la Nétrine-1 dans l'intestin gréle via son interaction avec

d’autres récepteurs que Dcc reste(nt) a élucider.
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Résultats Hypothéses de travail et objectifs de thése

HYPOTHESES DE TRAVAIL

ET OB]ECTIFS DE THESE

A l'instar des ligands Wnt et Notch, qui constituent des facteurs essentiels de la niche
des cellules souches intestinales adultes, la Nétrine-1 est exprimée par des cellules de
I'épithélium intestinal localisées a la base des cryptes. Comme nous 'avons abordé dans
I'introduction, cette molécule pléiotropique est impliquée dans certains tissus dans des
processus de morphogénese, de prolifération cellulaire, de migration et d’adhésion cellulaire
ou encore de survie cellulaire. Ainsi, nous nous sommes donc demandé si, au sein des cryptes
intestinales, la Nétrine-1 pouvait constituer un facteur clé de la niche des CSI et réguler leur
auto-renouvellement, leur prolifération, leur différenciation et/ou leur survie.

De plus, sachant que (1) I'altération des facteurs de la niche intestinale peut conduire a
une dérégulation du compartiment souche évoluant vers une néoplasie (Barker et al., 2009)
et que (2) la Nétrine-1 joue un role dans la tumorigénese intestinale (Mazelin et al., 2004),
nous nous sommes également interrogés sur le role que pourrait jouer cette molécule dans
le maintien des CSI transformées. Plus particuliérement, nous souhaitions déterminer si la
perte de Nétrine-1 dans I’épithélium intestinal pouvait altérer le maintien/la survie des CSI
transformées et perturber par conséquent l'initiation et/ou la progression tumorale. Nous
verrons que les résultats obtenus nous ont conduits a repenser les stratégies expérimentales
mises en place pour ce deuxieme volet « tumoral ». Or, compte tenu du temps incompressible
requit a la génération et I'analyse de modéles murins prédisposés aux cancers intestinaux et
invalidés pour la Nétrine-1, il ne m’a malheureusement pas été possible d’aborder celui-ci

dans les temps impartis pour ma théese.

Afin de déterminer si la Nétrine-1 constitue un facteur essentiel a la niche des CSI
saines, nous avons entrepris d’étudier les conséquences d'une altération d’expression (perte
ou sur-expression) de cette molécule dans I'épithélium de l'intestin gréle sur (1) le nombre
de CSI Lgr5+ par crypte, ainsi que sur (2) leurs fonctions. Cette étude a donc nécessité

'utilisation de modeles murins de délétion et surexpression conditionnelle de la Nétrine-1.
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Jusqu’a tres récemment le seul modele murin disponible d’invalidation du gene Ntn1
était le modeéle Ntnl-Lac-Z généré par une méthode de « gene-trap » (Serafini et al., 1996).
Cette méthode qui consiste a introduire dans la séquence d'un géne cible un gene rapporteur
dépourvu de tout éléments transcriptionnel permet (1) d’induire une perte de fonction du
gene cible et (2) de visualiser son expression, puisque I'expression du gene rapporteur est
placée sous la dépendance des éléments de régulation transcriptionnels de celui-ci. Dans le
cas de la Nétrine-1, le gene rapporteur Lac-Z a été inséré de facon aléatoire dans un des
introns du gene Ntnl (Skarnes et al,, 1995). La protéine chimérique issue de cet allele muté
est une protéine transmembranaire notée Nétrine-1/3-gal qui permet, grace a I'activité de la
3-galactosidase, de visualiser les cellules exprimant la Nétrine-1. Les homozygotes mutants
Ntnl-LacZ générés grace a cette technique sont donc dépourvus du gene Ntnl de facon
ubiquitaire et constitutive, rendant impossible I'étude de la délétion de la Nétrine-1 dans un
tissu spécifique. De plus ce modéle génétique s’est révélé 1étal. En effet les homozygotes
mutants meurent dans les heures suivant leur naissance, probablement des conséquences
d'un trop grand nombre de défauts de guidage axonal. Cette 1étalité empéche donc toute
étude visant a déterminer le role de la Nétrine-1 dans les stades post-nataux. Enfin, le
modele murin Ntn1-LacZ est un modele hypomorphe. Une faible quantité d’ARN messager du
géne Ntnl sauvage subsiste en effet chez les mutants homozygotes, résultant d'un probable
épissage de I'’ARN pré-messager de l'allele muté autour des exons insérés (Serafini et al.,
1996). Ce modele murin ne constitue donc pas un knock-out complet de la Nétrine-1 (Serafini
etal, 1996), (Bin et al, 2015), (Yung et al,, 2015). La génération d'un nouveau modéle murin
de délétion conditionnelle de la Nétrine-1 s’est donc révélée indispensable a I'investigation
du roéle de cette protéine chez I'adulte ainsi qu’a I'étude des conséquences de la perte de
Nétrine-1 dans une population cellulaire spécifique de I'embryon. A mon arrivée au
laboratoire, la génération de ce nouveau modéle, nommé Nétrine-1lox ou Ntnl-lox, venait
d’étre initiée. Mon projet de thése a donc débuté par le croisement de ce nouveau modele
murin avec plusieurs lignées murines exprimant la recombinase Cre sous différents
promoteurs et par la caractérisation de celui-ci.
En parallele, j'ai également travaillé a la caractérisation d’'un nouveau modéle murin de
surexpression conditionnelle de la Nétrine-1, généré au laboratoire avant mon arrivée. La
premiere partie de mes résultats sera donc consacrée a la caractérisation de ces deux

modeles murins.
Dans une seconde partie je présenterai les résultats obtenus, grace a ces modeles, sur
le(s) role(s) potentiel(s) de la Nétrine-1 dans la régulation du compartiment souche

intestinal et le maintien de ’homéostasie de I'épithélium intestinal adulte.

La troisieme et derniére partie sera consacrée au(x) réle(s) de la Nétrine-1 au cours du
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développement embryonnaire de l'intestin gréle murin. En effet, la caractérisation de nos
nouveaux modeles murins m’a permis de constater qu’au cours de 'ontogénese intestinale le
niveau d’expression de la Nétrine-1 est particulierement élevé dans les stades
embryonnaires, puis diminue drastiquement au moment de la naissance, avant de ré-
augmenter quelque peu vers les stades post-nataux P10 et de se stabiliser. Ces observations
nous ont donc amenés a nous questionner sur le réle de la Nétrine-1 et de ces récepteurs
dans le développement de l'intestin. Je présenterai ici les conséquences de la perte de la

Nétrine-1 sur I'ontogénese intestinale.

Pour terminer, ma thése fut également 'opportunité de participer a deux projets
collaboratifs de recherche. Le premier, en collaboration avec I'équipe du Dr A. Chédotal a
conduit cette année a une publication remettant en cause le dogme selon lequel la Nétrine-1
sécrétée par les cellules de la plaque du plancher serait nécessaire et suffisante a I'attraction
des neurones commissuraux a la ligne médiane ventrale (Dominici et al, 2017). Cette
publication est présentée en Annexe 1. Le second projet, en collaboration avec I’équipe du Dr
F. Lavial, a mené a une publication actuellement en soumission a Nature. Cette derniere
étude montre qu’au sein des cellules souches embryonnaires de souris la Nétrine-1 agit de
facon bifonctionnelle en fonction du récepteur engagé. La signalisation induite par le couple
Nétrine-1/Néogénine promeut ainsi I'auto-renouvellement de ces cellules souches alors que
celle induite par le couple Nétrine-1/Unc5-B participe a leur engagement dans un processus
de différenciation. Le résumé de cette publication est présenté en Annexe 2 (Ozmadenci et

al., en soumission).
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VALIDATION DES LIGNEES MURINES

I. Génération et validation de la lignée murine d’invalidation
conditionnelle de la Nétrine-1

Dans le but d’étudier les conséquences de la perte de Nétrine-1 dans I'épithélium
intestinal adulte notamment, et d’'investiguer le role potentiel de cette protéine dans le
maintien du compartiment souche intestinal, un modéle murin de délétion conditionnelle de
la Nétrine-1 (Nétrine-1lox ou Ntnllox) a été généré au laboratoire par l'insertion de sites
LoxP de part et d’autre du 3¢me exon de la Nétrine-1, exon codant pour le codon start.
L’'induction de la recombinaison Cre/Lox par une recombinase Cre conduit a I'excision de cet

exon (Figure 20A) et a la perte d’expression de la protéine Nétrine-1.

Afin de valider ce modéle murin, les souris Nétrine-1lox ont été croisées avec la lignée
murine EllaCre exprimant de facon constitutive la recombinase Cre dans les lignées
germinales males et femelles notamment. Apres trois générations, ces croisements ont
permis d’obtenir des individus homozygotes délétés de fagon ubiquitaire de I'’exon 3 du gene
Ntnl (individus notés Ntnllox4/4) (Figure 20B). A E19 les individus Ntnllox4/4 étaient
présents en proportions mendéliennes (6/26 embryons). Néanmoins au jour post-natal 1
(P1) aucun petit Ntnllox4/An’a pu étre observé (sur 56 individus). Tout comme les mutants
hypomorphes Ntnl-LacZ (Ntnlltacz/lacZ), les mutants Ntnllox44 meurent dans les heures

suivant leur naissance.

Dans la moelle épiniere en développement la Nétrine-1 guide les projections axonales
des neurones commissuraux, localisés en position dorsale, vers la plaque du plancher, en
position ventrale, ou ils traversent la ligne médiane. Chez les mutants hypomorphes
Ntn1lacz/lacZ 13 plupart des axones commissuraux projettent de facon aberrante vers la zone
ventriculaire ou vers la colonne motrice. Néanmoins de part la persistance d'une faible
quantité de Nétrine-1 dans la moelle épiniere, quelques rares axones commissuraux
parviennent a étre guidés a la plaque du plancher et a traverser la ligne médiane ventrale (cf

Annexe 1, Dominici et al, 2017). Contrairement a ces mutants hypomorphes, aucune
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protéine Nétrine-1 n’est détectée dans la moelle épiniere des mutants Ntnllox4/4a E13.5, que
se soit a la plaque du plancher ou au niveau des cellules progénitrices neuronales localisées
dans les deux tiers ventraux de la zone ventriculaire (Figure 20C). S'il subsiste la possibilité
qu’'une ou plusieurs formes de Nétrine-1 tronquées soient produites chez ces mutants et ne
soient pas reconnues par I'anticorps utilisé, la visualisation des axones commissuraux par
immunohistochimie indique que ces formes sont non fonctionnelles. En effet les marquages
Robo3 et Dcc, spécifiques des axones commissuraux dans la moelle épiniere, révelent une
incapacité totale de ces derniers a atteindre la plaque du plancher et a traverser la ligne
médiane ventrale (Figure 20C et Annexe 1, Dominici et al, 2017). N’étant plus guidés en
position ventrale, ces axones présentent des projections aberrantes en direction de la zone
ventriculaire notamment (Figure 20C). Ces résultats confirment qu’au niveau de la moelle
épiniere, le modeéle murin EllaCre; Nétrine-1lox phénocopie bien le modele knock-out
constitutif Ntnl-LacZ. Contrairement a ce dernier la perte d’expression de lisoforme
protéique fonctionnelle de la Nétrine-1 est complete.

Au niveau des intestins gréles des individus Ntnllox4/4 la perte d’expression totale de
Nétrine-1 est également observée, par immunohistochimie et par Western Blot (n=3)
(Figure 20D). La lignée Nétrine-1lox peut donc étre utilisée afin d’invalider spécifiquement

la Nétrine-1 dans un tissu ou type cellulaire d’intérét.

Figure 20: Génération et validation du modele murin d’invalidation conditionnelle de la
Nétrine-1 (Ntn1lox).

A. Le modéle murin Ntnllox a été généré par l'insertion de sites LoxP de part et d’autre du 3¢me exon
du géne Ntnl, exon codant pour le codon start. La recombinaison Cre/Lox conduit a I'excision de cet
exon et a la génération d'un alléle recombiné noté Ntn1loxA. Ce dernier ne permet plus de produire la
forme sauvage fonctionnelle de la protéine Nétrine-1.

B. Le croisement de la lignée murine Ntnllox avec la lignée EllaCre, exprimant la recombinase Cre de
facon ubiquitaire, notamment dans les lignées germinales males et femelles, permet de générer des
individus EllaCre*; Ntnllox%/* porteurs d’un allele Ntnl recombiné. Le croisement de deux individus
hétérozygotes conduit a I'obtention de mutants Ntn1lox4/4 (KO) au sein desquels les deux alléles Ntn1
sont inactivés des le stade cellule ceuf.

C. Immunomarquages de la Nétrine-1 et des axones des neurones commissuraux dans la moelle
épiniére d’embryons a E13.5. Chez les individus contréles hétérozygotes Ntn1lox4/* (HET), la Nétrine-
1 est détectée au niveau de la plaque du plancher, en position ventrale, ainsi qu’au niveau des
progéniteurs neuronaux situés dans les deux tiers ventraux de la zone ventriculaire. Les axones
commissuraux visualisés par les immunomarquages Robo3 et Dcc sont guidés a la plaque du plancher
(fleches) ou ils traversent la ligne médiane ventrale. Chez les KO Ntnllox4/4 la forme sauvage de la
Nétrine-1 n’est plus détectée et les axones des neurones commissuraux ne sont plus guidés a la ligne
médiane ventrale. Ceux-ci projettent de facon aberrante en direction de la zone ventriculaire (fleches).

D. Immunomarquage anti-Nétrine-1 sur intestins gréles au stade embryonnaire E13.5.

E. Western blot anti-Nétrine-1 sur lysats d'intestins gréles a E16 d’individus contrdles sauvages (WT)
et hétérozygotes Ntnllox2/+ et d'individus KO Ntn1lox4/4 issus de la méme portée.

Au stade de développement E13.5 et E16 aucune trace de Nétrine-1 n’est détectée dans l'intestin
gréle des individus KO Ntn1lox4/4(D et E). Le modele murin Ntnllox permet une perte d’expression
totale de la Nétrine-1 (C-E).
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Figure 21 : Génération et validation du modele murin de surexpression conditionnelle de la
Nétrine-1 humaine (lignée Rosa26-LSL-hNTN1 ou Tg-hNétrine-1).

A. Le modele murin de surexpression conditionnelle de la Nétrine-1 repose sur l'insertion du gene
codant pour la Nétrine-1 humaine, précédé d'une cassette stop transcriptionnelle, dans le locus
ubiquitaire Rosa26. Apres recombinaison Cre/Lox le géne codant pour la Nétrine-1 humaine est
exprimé sous le controle de I'activité promotrice endogene du locus Rosa26.

B. Le croisement de la lignée murine Tg-hNétrine-1 (Tg-hNTN1) avec la lignée EllaCre induit une
létalité embryonnaire aux environs du stade de développement E16.5.

C. Immunomarquage anti-Nétrine-1 sur intestin gréle au stade embryonnaire E15.5.

D. Western-blot anti-Nétrine-1 sur intestin gréle au stade embryonnaire E15.5 et quantification
protéique.

Au stade embryonnaire E15.5 la Nétrine-1 est surexprimée de fagon ubiquitaire dans l'intestin gréle
des individus EllaCre* ; Tg-hNTN1* (C). Chez ces animaux le niveau d’expression protéique de
Nétrine-1 est environ deux fois supérieure a la quantité de protéine endogene détectée chez les
animaux contrdles (D).
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II. Génération et validation du modele murin de surexpression
conditionnelle de Nétrine-1

En opposition a la perte de Nétrine-1 nous avons souhaité déterminer si le gain de
cette protéine pouvait également perturber le compartiment souche intestinal adulte. Pour
ce faire, nous avons donc utilisé un modeéle murin de surexpression conditionnelle de
Nétrine-1 généré par l'insertion d’'une cassette LoxP-Stop-LoxP (LSL) suivie de la séquence
du gene humain NTNI, dans le locus ubiquitaire Rosa26 (Figure 21A). L’action d'une
recombinase Cre conduit a I'excision du stop transcriptionnel et a 'expression du transgene

codant pour la Nétrine-1 humaine sous 'activité promotrice endogene du locus Rosa26.

Du fait de I'absence jusqu’alors de modele murin de surexpression ubiquitaire de
Nétrine-1, nous ne connaissons pas les conséquences phénotypiques d'un tel gain de
Nétrine-1 sur le développement embryonnaire. La génération du modele Rosa26-LSL-
hNétrine-1 ouvre donc la voie a ces investigations et 'étude des conséquences de cette
surexpression sur le développement du SNC est actuellement 'objet d’'une collaboration
entre notre laboratoire et celui du Dr A. Chédotal.

Dans le cadre de cette thése, la validation de la lignée Rosa26-LSL-hNétrine-1 (Tg-
hNétrine-1 ou Tg-hNTN1) a été réalisée par le croisement de celle-ci avec la lignée murine
EllaCre (Figure 21B). Ces croisements ont révélé que la surexpression précoce et
ubiquitaire de Nétrine-1 n’est pas viable. En effet, nous observons une 1étalité embryonnaire
aux alentours du stade de développement E16.5, d'une cause encore non identifiée.

A E15.5, dans l'intestin gréle d’animaux controles, la Nétrine-1 est exprimée au niveau de la
couche externe du mésenchyme, par les cellules de la musculeuse et ou du plexus
myentérique. Chez les animaux EllaCre*; Tg-hNétrine-1+, la Nétrine-1 humaine est exprimée
dans I'ensemble des types cellulaires constituants I'intestin gréle (Figure 21C). La protéine
Nétrine-1 détectée chez les individus contrdles correspond a la Nétrine-1 endogene murine,
I'anticorps utilisé ciblant les formes murine et humaine de cette protéine. La quantification
du niveau d’expression de Nétrine-1 par Western Blot révele une augmentation d’expression
d’environ deux fois chez les animaux EllaCre*; Tg-Nétrine-1+, en comparaison aux animaux
contrdles (Figure 21D). La fonctionnalité du modele de surexpression conditionnelle de
Nétrine-1 est donc validée. Contrairement a des surexpressions classiques placées sous la
dépendance de promoteurs forts tels que CMV ou CAGGS, la surexpression du transgene
hNTN1 apparait relativement faible car placée, par choix, sous I'activité promotrice

endogeéne du locus Rosa26.
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Figure 22 : La perte de Nétrine-1 dans I’épithélium intestinal adulte n’affecte pas le nombre
de CSI par crypte in vivo.

A. Le modele murin Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 ; Nétrine-1lox permet d’exciser de facon
conditionnelle et irréversible le 3éme exon du géne Nétrine-1 spécifiquement dans les CSI Lgr5*
ainsi que dans I'ensemble des cellules de I'épithélium intestinal qui en dérive. Le géne rapporteur
EGFP placé sous la dépendance du promoteur Lgr5 permet de visualiser et compter les CSI Lgr5*.

B. La perte d’expression de Nétrine-1 au sein des CSI a été induite par une injection
intra-péritonéale unique de tamoxiféne (100mg/kg) 4 semaines apres la naissance. Les intestins
gréles des animaux ont été prélevés 8 semaines apres induction de la recombinaison Cre/Lox.

C. Linjection intra-péritonéale unique de tamoxiféne a 4 semaines est suffisante a induire la
recombinaison Cre/Lox chez le modele murin rapporteur Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 ;
Rosa26-LSL-tdTomato. 5 jours aprés injection, 'expression du rapporteur tdTomato est observée
dans I'ensemble des CSI Lgr5-EGFP* ainsi que dans certaines cellules de Paneth nouvellement
formées (fleche). Observation de la base des cryptes intestinales en microscopie confocale.

D. Le modele murin Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 présente une forte expression mosaique du
transgéne EGFP-IRES-CreERT2.

E. Quantification du nombre de CSI Lgr5-EGFP* par crypte intestinale chez les animaux controles
hétérozygotes Lgr5 :CreERT2* ; Nétrine-1lox”* (HET) et chez les KO Lgr5 :CreERT2* ; Nétrine-1lox**
(KO). Le nombre de CSI Lgr5-EGFP* par crypte, estimé a 14 +2 en conditions physiologiques, n’est
pas significativement altéré en absence de Nétrine-1 épithéliale. Le marqueur épithélial Epcam (en
rouge) permet d’'individualiser chaque cellule.
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NETRINE-1 ET CSI ADULTES

I. Conséquences de la perte de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal
adulte sur le compartiment souche.

A. Invivo, l1a perte de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal adulte n’altere
pas le nombre de cellules souches intestinales Lgr5+ par crypte.

Dans l'intestin adulte, I'expression de la Nétrine-1 est décrite dans I'épithélium a la
base des cryptes. Pour déterminer si celle-ci participe a la régulation du nombre de cellules
souches intestinales Lgr5* par crypte, nous avons tiré avantage du modéle murin Lgr5-EGFP-
IRES-CreERT2 généré par le laboratoire du docteur Hans Clevers. Le croisement de ce
modeéle murin avec notre modéle Nétrine-1lox nous a permis (1) d’'invalider la Nétrine-1
spécifiquement dans les CSI et dans I'ensemble des cellules de I'épithélium intestinal qui en
dérive, mais également (2) de pouvoir déterminer le nombre de CSI Lgr5-EGFP+ par crypte
(Figure 22A). La recombinaison Cre/Lox a été induite par une injection intra-péritonéale de
tamoxiféne 4 semaines apreés la naissance des animaux; temps auquel la structure et la
physiologie définitive de I’épithélium intestinal adulte sont acquises et auquel les cellules de
Paneth sont pleinement matures. Les animaux ont ensuite été mis a mort 8 semaines apres
injection afin de s’assurer que l'ensemble des cellules de Paneth (d'une durée de vie
d’environ 6 semaines) ait été régénéré et ait hérité de la recombinaison Cre/Lox initiée dans
les CSI (Figure 22B). L’efficacité de cette recombinaison a été validée grace au modele
rapporteur Lgr5 :CreERT2 ; Rosa26-LoxP-Stop-LoxP-tdTomato. Comme le montre la Figure
22C, 5 jours apres l'injection unique de tamoxifene, I'expression du rapporteur tdTomato est
observée dans I'ensemble des CSI Lgr5-EGFP+ ainsi que dans certaines cellules de Paneth
nouvellement formées.

La validation de notre modele d’étude nous a également confirmé les limites du
modeéle murin Lgr5-EFGP-IRES-CreERT2 qui présente un fort mosaisme d’expression du
transgene EGFP-IRES-CreERT2 (Figure 22D), (Schuijers et al.,, 2014). Au sein du modele

Lgr5 :CreERT2 ; Nétrine-1lox, la recombinaison Cre/lox a donc lieu dans un nombre limité de
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Figure 23 : Chez l'adulte, la perte de Nétrine-1 dans I’épithélium intestinal induit une
augmentation d’expression de marqueurs spécifiques des CSI et des cellules de Paneth.

A. Représentation schématique du modéle murin Villin-CreERT2 ; Netrine-1lox permettant
d’invalider de facon conditionnelle la Nétrine-1 dans I’ensemble de I'épithélium intestinal. Ce
modele a été généré afin d’analyser les profils d’expression géniques des cryptes et des villi en
présence et absence de Nétrine-1.

B. Procédure expérimentale de l'induction de la recombinaison Cre/Lox au sein du modéle
Villin-CreERT2 ; Nétrine-1lox et du temps de prélévements des intestins gréles. L'excision du 3eme
allele de la Nétrine-1 a été induite par 3 injections intra-péritonéales successives de tamoxifene 4
semaines apres la naissance des animaux. Les intestins ont été prélevés 8 semaines post injection.
] : Jour.

C. La dose et fréquence de tamoxiféene administrée aux animaux suffit a induire 'expression du
rapporteur tdTomato au sein du modeéle Villin-CreERT2 ; Rosa26-LSL-tdTomato. 5 jours
post-injection la quasi totalité des cellules épithéliales expriment le rapporteur tdTomato. Le
modele de recombinase Villin-CreERT2 présente une fuite extrémement faible en absence de
tamoxifene et ne présente pas de mosaisme d’expression, le rapporteur dtTomato étant observé
dans 100% des cryptes intestinales aprés injection de tamoxifene.

D. Analyse par RT-PCRq des niveaux d’expression de genes spécifiques des CSI (Lgr5, Olfm4, Smoc2),
de la population +4 (Bmi1l), des cellules de Paneth (Lys1), de la prolifération (Ki67) et de marqueurs
spécifiques des différents types cellulaires constituants les villi (Muc2, ChgA, Alpi). La perte de
Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal induit une augmentation d’expression des marqueurs
souches intestinaux tels que Lgr5 et SmocZ2 ainsi que du marqueur spécifique des cellules de Paneth
Lys1.
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cryptes intestinales et conduit a la délétion partielle de la Nétrine-1 dans I’épithélium
intestinal. Ce modeéle apparait ainsi inadapté a I'étude d’expression génique ou protéique
globale, ou nécessite de pouvoir isoler les cryptes et villi porteurs de la recombinaison
Cre/Lox.

Chez les souris contréles le nombre de cellules souches Lgr5-EGFP+ par crypte est
d’environ 14 (n=5) (Figure 22E); +2 d’apreés Barker et al.,, 2007, Snippert et al., 2010. Chez
les souris délétées de la Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal celui-ci est d’environ 16 (n=9).
La délétion de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal semble donc augmenter le nombre de
CSI par crypte. Néanmoins compte tenu de la littérature selon laquelle les cryptes
intestinales contiennent 14 + 2 CSI Lgr5+ (Barker et al., 2007), (Snippert et al,, 2010), cette
augmentation ne semble pas significative. Nous concluons ici que la perte d’expression de
Nétrine-1 au sein de I'épithélium intestinal n’affecte pas le nombre de CSI Lgr5-EGFP+*par

crypte.

B. In vivo, la perte de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal adulte
augmente I'expression de certains marqueurs spécifiques des CSI.

Afin d’étudier les conséquences d'une perte totale de Nétrine-1 dans 1'épithélium
intestinal sur les profils d’expression génique des compartiments souche (cryptes) et
différencié (villi), un nouveau modele de délétion conditionnelle de la Nétrine-1 a du étre
généré. Le modeéle Nétrine-1lox a donc été croisé avec le modéle de recombinase
Villin :CreERT2 dont l'expression restreinte a l'ensemble des cellules de 1'épithélium
intestinal ne présente pas de mosaisme (Figure 23A). Comme en témoigne le modele
rapporteur Villin:CreERT2; Rosa26-LSL-tdTomato, 5 jours apres induction de la
recombinaison Cre/Lox par injection intra-péritonéale de tamoxiféne, l'expression du
rapporteur tdTomato est observée dans 100% des cryptes intestinales (Figures 23B et C).
Le dosage et la fréquence des injections de tamoxifene, choisis en accord avec la littérature,
semblent donc suffisants a induire 'excision de I'exon 3 de la Nétrine-1 dans le modele
murin Villin :CreERT2 ; Nétrine-1lox.

L’analyse par RT-PCRq des profils d’expression de marqueurs spécifiques des
différentes populations cellulaires de I’épithélium intestinal a révélé une augmentation des
marqueurs souches Lgr5 et SmocZ2, ainsi qu'une augmentation du marqueur Lys1, spécifique
des cellules de Paneth, chez les animaux dépourvus de Nétrine-1 épithéliale (n=3) (Figure

23D). Les marqueurs spécifiques de la population +4 (Bmil), de prolifération (Ki67), ou des
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Figure 24 : La Nétrine-1 de I'intestin gréle adulte ne semble pas sécrétée par les cellules de
I’épithélium intestinal mais par les cellules de la lamina propria et de la musculeuse.

A. Niveaux d’expression par RT-PCRq des genes Lgr5 et Ntnl au sein des fractions cryptes/villi
apres dissociation. Le niveau d’expression du géne Lgr5 dans les fractions cryptes est trés largement
supérieur a celui observé dans les fractions villi, et valide 'enrichissement de chacune des fractions
en cryptes ou villi. Le niveau d’expression du géne Ntn1 est extrémement faible au sein de chacune
des fractions. Le dépot sur gel d’agarose des produits d’amplification confirme que le signal détecté
est néanmoins bien celui de la Ntn1.

B. L'analyse du niveau d’expression du géne Ntn1 par RT-PCRq au sein d’organoides intestinaux a 5
jours de culture révéle une absence d’expression de ce géne.

C. Le gene Ntnl est exprimé dans l'intestin gréle adulte total et est détecté par RT-PCRq a des
niveaux largement supérieurs a ceux observés dans les fractions épithéliales cryptes/villi. Les Cp
indiqués correspondent au niveau d’expression détecté pour une RT réalisée sur 500ng d’ARN
totaux et des ADNc dilués 8 fois.

D. Immunomarquage anti-Nétrine-1 dans I'intestin gréle adulte. La Nétrine-1 est observée au niveau
de la lamina propria ainsi qu’au niveau de la musculeuse.
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cellules différenciées des villi (Muc2, ChgA, Alpi) présentent un niveau d’expression
relativement constant en présence ou absence de Nétrine-1 épithéliale. Concernant le
marqueur de CSI Olfm4 nous ne pouvons conclure si la perte de Nétrine-1 dans I’épithélium
intestinal affecte son expression, la simple expression de la recombinase CreERT2 chez les
controles ayant engendrée une importante variation du niveau d’expression de ce géne. Ces
résultats montrent donc que si la perte épithéliale de Nétrine-1 n’affecte pas le nombre de
CSI par crypte, celle-ci semble néanmoins moduler le niveau d’expression de certains
marqueurs spécifiques a cette population, ainsi que ceux des cellules de Paneth, acteurs
essentiels de la niche des CSI. L’analyse statistique de ces résultats nécessite néanmoins

d’augmenter le nombre d’individus par groupe.

C. La Nétrine-1 de I'épithélium intestinal : une source unique de Nétrine-1
dans l'intestin gréle adulte?

La perte d’expression du geéne Ntnl dans ['épithélium intestinal et plus
particuliéerement dans les cryptes intestinales des animaux Villin-CreERT2+, Nétrine-1lox/lox 3
été analysée par RT-PCRq via I'utilisation de différents jeux d’amorces, dont I'un spécifique
de I’exon 3 loxé. De fagon suprenante, le niveau d’expression de Ntn1 au sein de I'épithélium
intestinal des animaux contréles s’est révélé particulierement faible et ne présente pas
d’expression différentielle significative entre cryptes et villi (Figure 24A). Les dissociations
cryptes/villi réalisées ici ont été validées par I'analyse de marqueurs propres a chaque
compartiment, tel que Lgr5, Olfm4, Smoc2 pour le compartiment crypte et Krt20, KIf4 pour le
compartiment villi (Figure 24A et données non présentées).

Bien que faible, le signal obtenu pour le gene Ntn1 dans les compartiments cryptes et villi est
apparu spécifique, comme en témoignent les dépdts sur gels d’agarose des produits
d’amplification (Figure 24A) ainsi que l'analyse des « melting curves» (données non
présentées). Toutefois, chez les animaux Villin-CreERT2*, Nétrine-1lox/lox ]es niveaux
d’expression de Ntn1 se sont révélés semblables a ceux observés chez les individus controles
(données non présentées). Ces résultats suggerent que soit (1) la délétion conditionnelle de
Nétrine-1 opérée au sein de I'épithélium intestinal, dans les conditions expérimentales
présentées, n’est pas efficace, soit (2) que le niveau d’expression basal de Nétrine-1 dans
I’épithélium intestinal est trop faible pour étre modulé a la baisse, soit (3) que la Nétrine-1
détectée n’est pas d’origine épithéliale. Lors de la technique de dissociation cryptes/villi,
I'épithélium intestinal est simplement détaché du reste du tissu par un traitement a 'EDTA.
Ainsi, si les cellules épithéliales ne sont pas par la suite triées sur la base de marqueurs

spécifiques en cytométrie en flux, les fractions cryptes/villi ne constituent pas des fractions

80






Résultats Nétrine-1 et CSI adultes

épithéliales pures mais représentent plutdt ce que I'on appelle des enrichissements au sein
desquelles substituent des cellules mésenchymateuses. La Nétrine-1 détectée pourrait ainsi
étre produite par ces dernieres.

ATlinverse, les cultures d’enteroides de plusieurs jours représentent des cultures épithéliales
pures, les conditions de -cultures n’étant pas adaptées a la survie des cellules
mésenchymateuses. Au sein de ces cultures, a jour 5, le niveau d’expression du géne Ntnl
n’est pas détectable (n=5) (Figure 24B). De plus, dans le tissu intestinal complet le niveau
d’expression du géne Ntnl est bien plus important (n=3) (Figure 24C), suggérant que la
Nétrine-1 détectée dans les fractions cryptes/villi puisse résulter de la présence d’une faible
proportion de cellules non épithéliales, sources de Nétrine-1.

Afin de tester cette hypothese et de déterminer si la Nétrine-1 est ou non exprimée par les
cellules de I'épithélium intestinal, nous avons souhaité investiguer la localisation de la
Nétrine-1 dans l'intestin gréle adulte par différentes techniques. Bien que les hybridations in
situ anti-Nétrine-1 fonctionnent parfaitement sur coupes de moelles épinieres
embryonnaires, et que celles anti-Villin et anti-KIf4 fonctionnent parfaitement sur coupes
d’intestins gréles de souris adultes, nous n’avons pu obtenir de signal pour la Nétrine-1 dans
I'intestin (données non présentées). Toutefois, 'immunomarquage anti-Nétrine-1 révele
pour sa part un signal dans la lamina propria, ainsi qu’'un signal plus faible au niveau de la
musculeuse (Figure 24D). La génération d’'un modele de délétion conditionnelle ubiquitaire
de la Nétrine-1 : Rosa26 :CreERT2 ; Nétrine-1lox devrait permettre de tester la spécificité de
ce marquage. A l'heure actuelle, les groupes d’animaux controles Nettrine-1lox/lox et
Rosa26 :CreERT2+; Netrine-1lox/lox ont été obtenus et la recombinaison Cre/Lox induite par
trois injections intra-péritonéales successives de tamoxifene a I'dge adulte. Les intestins

prélevés 12 semaines aprés induction sont en cours de traitement.

Outre ces expériences de marquages anti-Nétrine-1, I'analyse des études déposées
dans les bases de données montre que sur puce ADN I'expression de Ntnl n’est détectée ni
dans les CSI Lgr5+*, ni dans les cellules de Paneth (GSE25109). De facon similaire, celle-ci
n’'est que trés faiblement détectée dans les cellules Lgr5+ triées et analysées sur plateforme
Nanostring (GSE100831). Nous souhaitions également regarder les niveaux d’expression de
Ntnl au sein de la signature des cellules souches intestinales Lgr5+ publiée par Mufioz et al.
en 2012 (GSE33949) ainsi qu’au sein du transcriptome des cellules de Paneth publié par Sato
etal en 2011 (GSE25109) mais le format publié de ces dernieres ne nous 'ont pas permis.
L’analyse de celles-ci nécessiterait I'intervention de bio-informaticiens.

Enfin, 'analyse des données de séquencage haut débit des populations de myofibroblastes
intestinaux sous-épithéliaux post-nataux et adultes, publiée par Lei et al. en 2014, révele une
expression effective relativement faible de Ntn1 dans la population adulte, expression qui

apparait néanmoins supérieure a celle de Wnt2b, facteur essentiel de la niche des CSI. Cette
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étude révéle également que le niveau d’expression de Ntnl dans les myofibroblastes sous-
épithéliaux est 10 fois plus important aux stades postnataux qu’aux stades adultes
(GSE52402).

Concernant les récepteurs a la Nétrine-1 dans les populations cellulaires abordées ici,
Néogénine et Unc5-B sont détectés dans les CSI et les cellules de Paneth. De fagon
intéressante, Néogénine semble cependant exprimé a des taux plus élevés dans les CSI que
dans les cellules de Paneth alors qu’a l'inverse l'expression de Unc5-B semble plus
importante dans les cellules de Paneth que dans les CSI. Les myofibroblastes sous-
épithéliaux expriment également ces deux récepteurs (GSE25109) et (GSE52402).

En conclusion, 'ensemble de ces résultats suggérent que la Nétrine-I n’est pas ou n’est
que tres faiblement exprimée dans I'épithélium intestinal adulte. Les variations d’expression
génique des marqueurs souches intestinaux observées chez les animaux Villin :CreERT2+;

Netrine-1lox/lexne seraient donc pas directement liées a la perte d’expression de la Nétrine-1.

Aujourd’hui, la ou les origine(s) cellulaire(s) de la Nétrine-1 dans l'intestin restent a
redéfinir. Néanmoins, I'expression de Ntnl dans la lamina propria, notamment dans les
myofibroblastes sous épithéliaux ainsi que I’expression des récepteurs Unc5-B par les CSI et
les cellules de Paneth, et de Néogénine et Unc5-B par les myofibroblastes sous épithéliaux
n’excluent pas un possible role de la Nétrine-1 dans la régulation du compartiment souche
intestinal et plus largement dans le maintien 'homéostasie épithéliale. L’analyse des

animaux Rosa26 : CreERT2 ; Nétrine-1lox devrait permettre d’investiguer ce role.

Parallelement a I'étude du réle de la Nétrine-1 dans la régulation du compartiment
souche intestinal en conditions physiologiques, nous avions initié les croisements murins
devant permettre d’étudier le role de la Nétrine-1 épithéliale dans le maintien des CSI
tumorales. Compte tenu des incertitudes sur la localisation réelle de la Nétrine-1 au sein de
I'intestin, la recombinase Cre épithéliale choisie pour cette étude s’est avérée peu
appropriée. Une recombinase ubiquitaire apparait plus adaptée. Malheureusement le temps
requis a la génération d'un nouveau modele murin de prédisposition aux cancers colorectaux
et de délétion conditionnelle ubiquitaire de la Nétrine-1 ne m’a pas permis d’aborder ce volet

au cours de ma these.
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Figure 25 : In vivo, le gain de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal adulte n’affecte pas le
nombre de CSI par crypte.

A. Représentation schématique du modéle de surexpression conditionnelle de la Nétrine-1
humaine dans I’épithélium intestinal : Lgr5-EGFP-CreERT2 ; Tg-hNétrine-1.

B. Représentation schématique du plan d’expérimentation. La recombinaison Cre/Lox a été induite
par une injection intra-péritonéale unique de tamoxifene 4 semaines apres la naissance des
animaux et les intestins gréles prélevés 8 semaines apres injection.

C. Quantification par RT-PCRq du niveau d’expression du transgéne hNTN1 dans les intestins gréles
des animaux contrdles Lgr5 :CreERT2* et des animaux Lgr5 :CreERTZ2* ; Tg-hNTN1*.

D. Quantification du nombre de CSI Lgr5-EGFP* par crypte, chez les animaux sur-exprimant la
Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal et les animaux controles. En rouge : le marqueur épithélial
Epcam.
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II. Conséquences de la surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium
intestinal adulte sur le compartiment souche.

A. In vivo le gain de Nétrine-1 dans I'épithélium de l'intestin gréle adulte
n’altere pas le nombre de CSI Lgr5+ par crypte.

Dans le but de déterminer si le gain de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal conduit a
une altération du nombre de CSI par crypte, le modéle murin Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 a été
croisé avec le modeéle de surexpression conditionnelle de la Nétrine-1 (Figure 25A).
L’analyse de l'expression du transgéne hNTN1 par RT-PCRq huit semaine apres injection
unique de tamoxiféne (Figure 25B) révéle une expression effective de celui-ci, fortement
hétérogene entre individus (Figure 25C). Nous proposons que cette hétérogénéité dans le
niveau d’expression du transgéne hNTNI puisse étre la résultante (1) d'une différence
d’efficacité du tamoxiféne entre individus et/ou (2) de I'expression mosaique de la CreERT2
utilisée, plus importante chez certains individus que chez d’autres. Dans ce dernier cas, le
niveau d’expression réel du transgéne hNTNI au sein des cryptes apparait difficile a
déterminer, la RT-PCRq ayant été réalisée sur des ARN extraits a partir de I'épithélium
intestinal total. Bien que non quantitatives, des expériences d’hybridation in situ ou
d'immunomarquages anti-Nétrine-1 sur coupes pourraient renseigner sur l’expression de la
Nétrine-1 humaine au sein des cryptes et villi arborant la recombinaison Cre/Lox.

Le comptage des cellules EGFP* par microscopie confocale révéle qu’in vivo le nombre de CSI
Lgr5+ par crypte est identique entre les individus contréles et ceux présentant un gain de
Nétrine-1 (Figure 25D). La sur-expression de la Nétrine-1 humaine dans I'épithélium

intestinal adulte ne module donc pas le nombre de CSI par crypte.

B. In vivo la surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium de l'intestin
gréle adulte n’affecte pas le profil d’expression génique des CSI.

Afin d’étudier les conséquences d’une surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium
intestinal sur les profils d’expression géniques du compartiment souche et des cellules
différenciées des villi nous avons généré le modele murin Villin-CreERT2 ; Rosa26-LSL-
hNTN1 (Figure 26A).

Huit semaines aprés induction de la recombinaison (Figure 26B-C), les profils d’expression
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Figure 26 : Effet de la surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal adulte sur les
profils d’expression géniques des compartiments souche et différencié.

A. Représentation schématique du modéle murin Villin :CreERT2 ; Tg-hNTN1 utilisé pour surexpri-
mé la Nétrine-1 humaine dans I'épithélium intestinal. La CreERT2 inductible est exprimée et placée
sous l'activité du promoteur Villin, spécifique des cellules de I'épithélium intestinal. Aprés induction,
la cassette transcriptionelle LoxP-Stop-LoxP en amont du géne codant pour la Nétrine-1 est excisée
et le transgene Nétrine-1 humaine est exprimé.

B. L'expression du transgene hNTN1 a été induite par 3 injections intra-péritonéales successives de
tamoxiféne, 4 semaines aprés la naissance des animaux. Les intestinaux gréles ont été prélevés 8
semaines apres induction de la surexpression.

C. Quantification par RT-PCRq du niveau d’expression du transgéne hNTN1 dans les cryptes et villi
de I'épithélium intestinal, 8 semaines aprés induction de la recombinaison Cre/Lox.

D. Quantification par RT-PCRq des niveaux d’expression relatifs de marqueurs de : la population
souche intestinale (Lgr5, Olfm4 et Smoc2), la population souche réservoir +4 (Bmil), prolifération
(Ki67), des cellules caliciformes sécrétrices de mucus (Muc?2), des cellules entéro-endocrines (ChgA)
et des cellules absorptives (Alpi) dans le jéjunum des animaux Villin-CreERT2* ; Tg-hNTN1* 8
semaines apres induction. La surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium intestinal n’affecte pas
les niveaux d’expression génique des marqueurs souche et de prolifération mais semble néanmoins
augmenter l'expression génique de certains marqueurs spécifiques du lignage sécréteur tels que
Muc?Z et ChgA.
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géniques réalisés par RT-PCRq révélent, qu’in vivo, le gain de Nétrine-1 dans I’épithélium
intestinal n’altére ni 'expression des marqueurs souches Lgr5, Olfm4, Smoc2, ni celle du
marqueur des cellules +4 Bmil, ni méme celle du marqueur de prolifération Ki67. Au niveau
des villi, ce gain semble toutefois induire l'’expression des marqueurs Muc2 et ChgA,
spécifiques du lignage sécréteur (Figure 26D). Etonnamment I'expression du marqueur Alpi,
spécifique du lignage absorptif, n’est pas affectée. La sur-expression de Nétrine-1
n'engendrerait donc pas une spécification des cellules progénitrices TA vers le lignage
sécréteur, au dépend du lignage absorptif, mais conduirait plutét a une augmentation
d’expression de certains marqueurs au sein d’une population sécrétrice constante en
nombre de cellules. Cette hypothese nécessiterait d'étre confirmée par des
immunomarquages spécifiques de chaque type cellulaire afin de pouvoir déterminer le
nombre de cellules absorptives et sécrétrices au sein de I'épithélium intestinal d’animaux

sauvages et d’animaux surexprimant la Nétrine-1.

C. Ex vivo, le gain de Nétrine-1 augmente l'expression des marqueurs
souches et accélere la croissance des organoides.

Pour déterminer si le gain de Nétrine-1 peut affecter les fonctions des CSI, ie leur
capacité d’auto-renouvellement et/ou leur multipotence, des cultures 3D d’organoides
intestinaux ont été réalisées selon la méthode publiée par Sato et al. en 2009, en présence ou
non de Nétrine-1.

L’ajout de Nétrine-1 recombinante (900 ng/ml) au milieu de culture d’organoides
sauvages (WT) conduit a une augmentation d’expression des marqueurs de CSI Lgr5, Olfm4
et Smoc2 (Figure 27A). Ex vivo la Nétrine-1 semble donc participer a la régulation du
compartiment souche intestinal.

Dans le but de confirmer ces résultats, des cultures d’organoides transgéniques ont été
réalisées a partir du modeéle murin Villin :CreERT2 ;Tg-hNTN1 (Figure 27B) et I'expression
de la Nétrine-1 au sein de celles-ci induite par ajout de 4-hydroxytamoxiféne (4-OHT) au
milieu de culture a Jour 0 (jour de mise en culture). La dose minimale et suffisante a
I'induction de la recombinaison Cre/Lox a été déterminée grace a des cultures d’organoides
transgéniques Villin :CreERT2 ;Rosa26-LSL-tdTomato (Figure 27C). Moins de 24h apres
traitement tamoxifene I'expression du rapporteur tdTomato est observée dans I'ensemble
des types cellulaires constituant les organoides.

L’analyse phénotypique des organoides Villin :CreERT2 ; Rosa26-LSL-hNTN1 révele la
capacité de la Nétrine-1 a promouvoir et accélérer la croissance de ces structures 3D. En

effet dés le 2¢me jour de culture, les cultures d’organoides surexprimant la hNétrine-1
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présentent 9% de plus d’organoides a 2 bourgeons que les cultures d’organoides contrdles.
De facon similaire, aux 4¢me et 5¢me jours de culture le pourcentage d’organoides complexes
(présentant plus de 3 bourgeons) est augmenté de 10% en présence de hNétrine-1 (Figure
27D).

Les niveaux d’expression géniques entre cultures d’organoides indépendantes, i.e
réalisées a partir d’individus différents, présentent une importante variabilité. Néanmoins,
I'analyse indépendante de chaque expérience montre que la présence de Nétrine-1 au sein
des cultures induit une augmentation d’expression plus ou moins forte de marqueurs
spécifiques des CSI tels Lgr5, Olfm4 et Smoc2, ainsi que du marqueur de prolifération Ki67
(Figure 27E). Ces résultats confirment ainsi ceux obtenus avec les organoides sauvages
traités avec de la Nétrine-1 recombinante. Toutefois, 'augmentation d’expression des
marqueurs Lgr5, Olfm4, et Smoc2 dans ces derniéres apparait plus importante et
reproductible qu’au sein des cultures d’organoides transgéniques Villin:CreERT2 ;Tg-
hNTNI1.

Ex vivo, le gain de Nétrine-1 semble donc jouer un rdéle dans la régulation du
compartiment souche intestinal et promouvoir la croissance des organoides. Cette
constatation renforce ainsi ’hypothése selon laquelle in vivo la source majeure de Nétrine-1

intestinale ne serait probablement pas épithéliale.

Figure 27: Ex vivo, la Nétrine-1 régule le compartiment souche intestinal et promeut la
croissance des organoides.

A. Analyse par RT-PCRq du niveau d’expression des génes Lgr5, Olfm4 et Smoc2 (CSI) au sein de
cultures d’organoides traitées ou non avec de la Nétrine-1. L’ajout de Nétrine-1 recombinante
(900ng/ml) au milieu de culture d’organoides sauvages induit une augmentation d’expression des
marqueurs de CSI.

B. Représentation schématique du modéle murin Villin-CreERT2 ; Rosa26-LSL-hNTN1 utilisé afin de
générer des cultures d’organoides transgéniques surexprimant la Nétrine-1.

C. Induction de la recombinaison Cre/Lox au sein d’organoides rapporteurs Villin-CreERT2 ; Rosa26-
LSL-tdTomato, par l'ajout de 150nM de 4-hydroxytamoxiféne (4-OHT) au milieu de culture a Jour 0.
24h apres induction le 4-OHT a été retiré du milieu pour éviter toute toxicité.

D. Quantification du nombre de bourgeons par organoides sur les 5 premiers jours de culture. La
surexpression de Nétrine-1 accélere et promeut la croissance des organoides.

E. Analyse par RT-PCRq des niveaux d’expression des génes hNTN1, Lgr5, Olfm4, Smoc2 et Ki67, apreés
5 jours de culture, au sein d’organoides Villin-CreERTZ ;Rosa26-LSL-hNTN1 traités ou non 4-OHT.
L’expression du transgene hNTNI1 augmente 'expression des genes Lgr5, Olfm4 et SmocZ2 ainsi que
celle du marqueur de prolifération Ki67. Les niveaux d’expression observés entre cultures
indépendantes révélent une importante variabilité mais une tendance néanmoins identique. Exp :
Expérience indépendante.
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Résultats Role de la Nétrine-1 au cours de I'ontogénése intestinale

ROLE DE LA NETRINE-1 AU COURS DE
L'ONTOGENESE INTESTINALE

Au cours du développement embryonnaire de l'intestin, la Nétrine-1 est exprimée par
des cellules non neuronales au niveau des couches externes du mésenchyme et a la base de
I'épithélium. En cette localisation la Nétrine-1 permettrait d’attirer les cellules dérivées des
crétes neurales et de les guider jusqu’a I'emplacement du futur plexus sous-muqueux
notamment. Ce réle dans la mise en place du systéme nerveux entérique est décrit comme
dépendant du récepteur Dcc.

Afin de déterminer si le role de la Nétrine-1 au cours de 'ontogénése intestinale est
restreint a la mise en place du systéme nerveux entérique nous avons souhaité étudier si (1)
d’autres récepteurs a la Nétrine-1 sont exprimés dans l'intestin, et si (2) la modulation

d’expression de cette protéine affecte le développement embryonnaire dans ce tissu.

Profils d’expression de la Nétrine-1 et de ses récepteurs au cours du
développement de I'intestin gréle.

A. Dans l'intestin foetal la forte expression de Nétrine-1 est accompagnée
d’une forte expression des récepteurs Néogénine, Unc5-B et -C.

Dans l'intestin gréle de souris la Nétrine-1 est fortement exprimée aux stades
prénataux (Figure 28A et B). A la naissance son expression diminue fortement puis ré-
augmente quelque peu vers les stades post-nataux P10 pour se stabiliser et perdurer tout au
long de la vie (Figure 28A et B).

Alors que l'expression de Dcc n’est détectée par RT-PCRq qu’aux stades précoces de
développement de l'intestin (Figure 28C et D), 'expression du récepteur Néogénine est elle
détectée du stade embryonnaire E13.5 jusqu’'a I'dge adulte (Figure 28C). L’expression de
récepteur est cependant extrémement forte lors des stades précoces de développement et
présente une importante diminution aux alentours du stade embryonnaire E16 (Figure
28D).
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Résultats Role de la Nétrine-1 au cours de I'ontogénése intestinale

L’expression du récepteur Unc5-A relativement faible au cours du développement
embryonnaire de I'intestin semble augmenter a partir du stade post-natal P7 et présenter un
niveau d’expression maximal aprés sevrage (Figure 28C). De facon symétrique I'expression
du récepteur Unc5-C semble fortement diminuer du stade embryonnaire E13.5 a E18
(Figure 28C). L'expression du récepteur Unc5-B est quant a elle relativement forte tout au
long du développement intestinal mais semble connaitre une augmentation a partir du stade
post-natal P10 (Figure 28C).

Aux stades de développement pré-nataux E13.5 et E16 la Nétrine-1 est
particuliérement exprimée au niveau de la couche externe du mésenchyme ou elle semble
co-localiser avec les cellules a-Sma positives (Figure 28E). A E16 les cellules exprimant ce
marqueur appartiennent principalement a la couche musculeuse. Toutefois au cours du
développement de l'intestin et de la maturation de cette couche cellulaire, I'expression du
marqueur a-Sma n’est pas exclusive. Elle apparait en effet commune a plusieurs populations
cellulaires distinctes telles les cellules musculaires, les myofibroblastes ou encore les

péricytes.

Figure 28 : Profils d’expression de la Nétrine-1 et de ses récepteurs dans l'intestin gréle au
cours du développement.

A. Analyse par RT-PCRq du niveau d’expression du géne Ntnl dans le jéjunum, du stade
embryonnaire E13.5 a I'age adulte.

B. Analyse par Western Blot du niveau d’expression de la protéine Ntn1. La Nétrine-1 est fortement
exprimée dans l'intestin gréle au cours du développement embryonnaire. A la naissance son niveau
d’expression diminue fortement puis ré-augmente quelque peu aux alentours du stade post-natal P10
avant d’atteindre un niveau basal maintenu constant tout au long de la vie.

C. Analyse par RT-PCRq des niveaux d’expression des récepteurs Dcc, Néogénine et Unc5 dans
I'intestin gréle du stade embryonnaire E13.5 a I'dge adulte.

D. Analyse des niveaux d’expression protéiques des récepteurs Néogénine, Dcc et Unc5-B, par
Western Blot, au cours du développement embryonnaire de l'intestin gréle.

E. Immunomarquages anti-Nétrine-1 et anti a-Sma sur intestins gréles aux stades embryonnaires
E13.5 et E16. Au cours du développement embryonnaire de l'intestin gréle la Nétrine-1 est fortement
exprimée par le mésenchyme, principalement au niveau de la couche la plus externe. La Nétrine-1
semble co-localiser avec les cellules de la musculeuse a-Sma positives.

F. Immunomarquages anti-Néogénine et anti-Unc5-B sur intestins gréles au stade embryonnaire E16.
A E16 Néogénine est exprimé dans 'ensemble des couches cellulaires constituant l'intestin gréle. Son
expression est particuliéerement concentrée au niveau de la couche la plus externe du mésenchyme
ainsi qu’a la base de I'épithélium. L’expression du récepteur Unc5-B est restreinte a I’ensemble
mésenchyme et n’est pas détectée dans I'épithélium intestinal embryonnaire.
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A E16 I'expression du récepteur Néogénine apparait relativement ubiquitaire mais présente
cependant une importante concentration au niveau des cellules a-Sma*, qui pourraient
constituer la source principale de Nétrine-1, ainsi qu’au niveau sous-épithélial (Figure 28F).
A ce méme stade de développement I'expression du récepteur Unc5-B est observée dans
I'ensemble du mésenchyme mais apparait absente de I'épithélium (Figure 28F). Pour des
raisons de disponibilité et d’efficacité des anticorps les localisations des récepteurs Unc5-A
et -C au sein de l'intestin gréle embryonnaire n’ont pas pu étre déterminées. Des expériences

d’hybridations in situ sont donc a envisager.
Compte tenu de I'expression de récepteurs a la Nétrine-1, autre que Dcc, au cours du

développement intestinal, il est envisageable que la Nétrine-1 soit requise a d’autres

processus que I'attraction des crétes neurales et des cellules qui en dérivent.
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II. Conséquences de la modulation du niveau d’expression de Nétrine-1
sur I'ontogénese intestinale.

A.La perte de Nétrine-1 dans lintestin embryonnaire retarde
I'ontogénese de I'épithélium intestinal et 'émergence des villi.

Afin de déterminer si la Nétrine-1 est nécessaire au développement de l'intestin gréle,
les intestins d’embryons EllaCre*; Ntnllox4/4 ont été prélevés aux stades embryonnaires
E13.5, E16 et E18. La coloration HPS de ceux-ci montre qu’au stade E13.5 aucun phénotype
évident n’est observé (n=3). Au stade E16 un important défaut ou retard de développement
de I'épithélium intestinal est constaté (Figure 29A). En effet la plupart des mutants
Ntnllox2/4 présentent un épithélium pluristratifié relativement plat et épais ainsi que tres
peu de villi, en comparaison aux contrdéles. Néanmoins, de facon tres surprenante la
pénétrance de ce phénotype n’est pas de 100%. Celui-ci a en effet été observé chez 4
embryons mutants sur 7 mais n’a cependant jamais été observé chez les embryons contrdles.
A E18, les mutants Ntn1lox4/4présentent un épithélium intestinal semblable en apparence a
celui des individus controles (n=3) (Figure 29A). Ces observations suggerent ainsi que la
perte précoce de Nétrine-1 dans l'intestin induit un retard, plutdt qu'un défaut d’émergence
des villi. La visualisation par immunomarquages des différents types cellulaires constituant
les villi a E18 permettrait toutefois d’apporter des informations sur la fonctionnalité de
I'épithélium intestinal des embryons KO Ntn1lox4/4.

Notons que le retard de développement observé de I'épithélium intestinal ne semble
pas résulter d’'un retard de développement global des embryons KO, aucune différence de
taille n'ayant été observée en comparaison aux embryons contréles. Enfin, la perte précoce
de Nétrine-1 ne semble pas altérer les mécanismes régissant la croissance en longueur de
I'intestin gréle. Les longueurs mesurées entre individus contrdles et mutants aux stades E16

et E18 n’apparaissent pas significativement différentes (Figure 29B).

A E16, les individus KO Ntnllox4/4 présentant un retard de développement de
I'épithélium intestinal ne montrent pas d’altération de localisation des cellules a-Sma+*
(cellules sécrétant potentiellement la Nétrine-1), ni d’altération du niveau d’expression de ce
marqueur (Figure 29C et D). Chez ces individus, la mise en place du plexus myentérique,
visualisé par le marqueur Pgp9.5, ne semble également pas affectée. Sur cet
immunomarquage le plexus sous-muqueux n’est visualisé ni chez les individus controles ni
chez les individus mutants, par manque de sensibilité probablement (Figure 29C). De fagon
similaire la localisation et le niveau d’expression de la (-Caténine, ainsi que le taux de
prolifération visualisé par un marquage Edu ne sont pas altérés par la perte de Nétrine-1

(Figure 29C et D). De méme, la membrane basale visualisée ici par un marquage anti-
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Résultats Role de la Nétrine-1 au cours de I'ontogénése intestinale

laminine ne semble pas perturbée (Figure 29C). Un marquage des intégrines serait
néanmoins informatif, et permettrait d’investiguer si la perte de Nétrine-1 peut conduire a
une perturbation de l'adhésion cellulaire de I'épithélium intestinal a la lame basale par
exemple. Les marquages TUNEL révelent un nombre de cellules apoptotiques
considérablement diminué chez les individus KO Ntnllox4/2 présentant un retard de
développement de I'épithélium intestinal (Figure 29C et F). Toutefois, chez les individus KO
Ntnllox4/Ane présentant pas ce phénotype, le nombre de cellules TUNEL* n’est pas altéré
(données non présentées). Ces résultats suggerent que dans ce contexte intestinal
embryonnaire la Nétrine-1 ne semble pas agir comme facteur de survie. La diminution du
nombre de cellules apoptotiques chez les individus KO Ntnllox4/4présentant un phénotype
résulte probablement du retard de croissance de I'épithélium. En effet aux stades précoces
de I'ontogénese de I'épithélium intestinal le taux d’apoptose observé est quasiment nul.
Celui-ci augmente avec la mise en place et la croissance des villi. La quantification du nombre
de cellules apoptotiques par marquages TUNEL effectués sur coupes d’intestins d’embryons
a E18 ne révelerait probablement pas de différences entre les individus contrdles et les
individus KO Ntn1lox4/A.

Figure 29: La perte précoce de la Nétrine-1 dans l'embryon retarde l'ontogéneése de
I’épithélium intestinal et I'émergence des villi.

A. Marquages HPS (Hémotoxyline Phloxine Safran) d’intestins gréles aux stades embryonnaires
E13.5, E16 et E18. Alors qu’au stade embryonnaire E13.5 les intestins gréles d’embryons invalidés
pour la Nétrine-1 ne présentent aucun phénotype évident, au stade E16 ceux-ci présentent un retard
de développement de I'épithélium intestinal se traduisant par un retard d’émergence des villi. A E18
ce retard n’est plus observé et I'épithélium intestinal forme des villi, de fagcon similaire aux controles.

B. Quantification de la longueur des intestins gréles. La perte de Nétrine-1 n’entraine pas de
diminution significative de la longueur des intestins gréles aux stades embryonnaires E16 et E18.

C. Immunomarquages d’intestins gréles au stade embryonnaire E16. La perte de Nétrine-1 ne semble
pas affecter les cellules a-Sma*, sources potentielles de cette protéine. Cette perte ne semble pas non
plus altérer la mise en place du plexus myentérique (Pgp9.5), la prolifération (B-Caténine, Edu), ni
méme la lame basale (Laminine). Le retard de formation des villi observé chez certains individus
NtnlloxA/A est accompagné par une diminution du nombre de cellules apoptotiques (TUNEL). Le
marquage E-Cadhérine permet de visualiser les cellules de I'épithélium intestinal. L'expression des
récepteurs Néogénine et Unc5-B semble étre augmentée par la perte de Nétrine-1.

D. Analyse des niveaux d’expression protéiques par Western Blot au sein d’intestins gréles a E16.
L’absence de Nétrine-1 dans lintestin semble augmenter le niveau d’expression du récepteur
Néogénine, et diminuer a l'inverse celle du récepteur Unc5-B. Cette délétion n’affecte pas les niveaux
d’expression de la 3-Caténine ni du marqueur a-Sma.

E. Analyse par RT-PCRq du niveau d’expression des récepteurs Unc5-B et Néogénine dans l'intestin
gréle d’embryons KO Nétrine-1, au stade de développement E16. La délétion précoce de Nétrine-1
n’altere pas les niveaux d’expression transcriptionnels des récepteurs Unc5-B et Néogénine.

F. Quantification du nombre de cellules apoptotiques par marquage TUNEL. A E16 I'absence de villi
dans I'épithélium intestinal des individus KO Nétrine-1 est accompagnée par une forte diminution du
nombre de cellules apoptotiques en comparaison aux controles.
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Afin de réellement mettre en évidence un retard d’émergence des villi nous aurions
souhaité visualiser (1) la localisation des cellules mésenchymateuses et des clusters Pdgfr-a*
desquels émergent les villi, ainsi que (2) la signalisation Hh, responsable de la mise en place
de ces clusters, via le marquage des ligands Shh et Ihh, mais également via le marquage des
facteurs de transcription Gli. Malheureusement les anticorps testés n’ont permis d’obtenir

aucun immunomarquage satisfaisant.

Dans la moelle épiniere en développement la perte de Nétrine-1 conduit a une
augmentation d’expression protéique du récepteur Néogénine (Bin et al., 2015; Yung et al,,
2015). Nous constatons qu’il en est de méme dans l'intestin (Figure 29C et D) et constatons
également que cette augmentation d’expression protéique ne résulte pas d'une
augmentation d’expression transcriptionnelle (Figure 29E). Les immunomarquages anti-
Unc5-B réalisés sur l'ensemble des intestins d’individus KO Ntnllox4/4 a E16 révélent
également une surexpression de ce récepteur en absence de Nétrine-1 (Figure 29C). De
fagcon surprenante cette observation n’est pas corroborée par l'analyse du niveau
d’expression protéique de Unc5-B par Western Blot (Figure 29C). En effet d’aprés cette
technique la perte de Nétrine-1 semble a I'inverse diminuer I'expression du récepteur Unc5-
B. Un second dépot sur gel des échantillons apparait donc nécessaire a confirmer ces
observations. Il serait également intéressant d’'investiguer le niveau d’expression protéique
du marqueur CD31/PECAM, spécifique des cellules endothéliales du systéme vasculaire. En
effet, le récepteur Unc5-B est fortement exprimé par ce systeme dans de nombreux tissus et
le patron d’expression observé ici dans l'intestin embryonnaire pourrait correspondre a

celui du systeme vasculaire intestinal.

Les résultats obtenus ici montrent que la Nétrine-1 semble jouer un réle dans
I'ontogénése de I'épithélium intestinal et plus précisément dans I'’émergence des villi. Si la
perte d’expression de Nétrine-1 conduit a un retard de formation des villi, celle-ci ne semble
néanmoins ni affecter la mise en place du plexus myentérique, ni affecter le taux de
prolifération, ni perturber la lame basale. Les causes de ce retard de développement restent
donc encore a identifier. La corrélation entre les taux d’expression protéiques des récepteurs
a la Nétrine-1 et ce retard de développement de I'épithélium intestinal est également a

déterminer.
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Figure 30 : La surexpression précoce de Nétrine-1 dans l'intestin embryonnaire n’induit pas
de phénotype évident a E16. Cette surexpression abaisse néanmoins le niveau protéique du
récepteur Néogénine.

A. Marquages HPS. A E16 les intestins gréles d’embryons surexprimant de facon précoce et ubiqui-
taire la Nétrine-1 (EIlaCRE* ; Tg-hNétrine-1*) ne présentent pas de phénotype évident en
comparaison aux controles.

B. Analyse par Western Blot des niveaux d’expression protéiques. A E16, la surexpression ubquitaire
de Nétrine-1 dans lintestin induit une diminution d’expression du récepteur Néogénine mais
n’affecte pas celle du récepteur Unc5-B.

C. Analyse des niveaux d’expression des récepteurs Unc5-B et Néogénine par RT-PCRq. La
surexpression de Nétrine-1 n’altére pas les niveaux d’expression transcriptionnel des récepteurs
Unc5-B et Néogénine.
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B. La surexpression de Nétrine-1 dans l'intestin embryonnaire module
I'expression du récepteur Néogénine sans induire de conséquence
phénotypique évidente a E15.5.

Afin de constater si la 1étalité embryonnaire des embryons surexprimant de facon
précoce et ubiquitaire la Nétrine-1 est accompagnée d’'un disfonctionnement intestinal, les
intestins d’embryons EllaCre*; Tg-hNTN1+* prélevés au stade E15.5 ont été marqués par une
coloration HPS (Figure 30A). L'observation de celles-ci ne révéle aucun phénotype évident
(n=6). Néanmoins chez les individus surexprimant la Nétrine-1 le niveau d’expression
protéique du récepteur Néogénine est abaissé alors que celui du récepteur Unc5-B apparait
constant (Figure 30B). Une fois encore cette régulation d’expression n’est pas observée au
niveau transcriptionnel (Figure 30C). Cette analyse trés préliminaire de l'effet de la
surexpression ubiquitaire de la Nétrine-1 sur le développement embryonnaire intestinal,

nécessite maintenant d’étre approfondie.
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Lignée recombinase Cre

Spécificité dans I'intestin gréle

Inductible au tamoxiféne

Ella: Cre Ubiquitaire Non
Lgr5: CreERT2 Cellules souches intestinales CBC Oui
Villin:CreERT2 Epithélium intestinal Oui

Table 1 : Lignées murines de recombinases Cre utilisées




Résultats Procédures expérimentales

PROCEDURES EXPERIMENTALES

Lignées murines

Toutes les lignées murines ont été maintenues dans le fond génétique C57BL/6. L’ensemble
des animaux a été hébergé et manipulé en accord avec les réglementations et législations de
la plateforme AniCan du CRCL et du comité d’éthique local CECCAPP.

Lignée murine Nétrine-1lox

La génération du modéle murin de délétion conditionnelle de la Nétrine-1 (Ntn-1lox ou
Nétrine-1lox) a été décrite par Dominici et al. en 2017 (Annexel). Briéevement : deux sites
LoxP ont été insérés de part et d’autre du 3¢me exon du gene de la Ntn1, contenant le codon

start initiateur ATG.

Lignée murine Rosa26-LSL-hNTN1 ou Tg-hNétrine-1

La génération du modéle murin de surexpression conditionnelle de la Nétrine-1 a été
réalisée par l'insertion du géne codant pour la Nétrine-1 humaine dans le locus ubiquitaire
Rosa26, précédé d'une cassette stop transcriptionnelle : LoxP-Stop-LoxP. Apres induction de
la recombinaison Cre/Lox l'expression du transgene codant pour la Nétrine-1 humaine est
placée sous le contrdle de l'activité promotrice endogene du locus Rosa26. Afin de se
rapprocher au plus pres des niveaux de surexpression de Nétrine-1 pouvant étre observés in
vivo dans certains cancers par exemple, il a été choisi de ne pas placer I'expression de la
Nétrine-1 sous la dépendance d’un promoteur fort exogene. Cette lignée n’a actuellement

encore pas été publiée.

Lignées recombinases Cre (Table 1)

La génération de modéles murins de délétion ou de surexpression ubiquitaire de la
Nétrine-1 a été obtenue par les croisements respectifs des lignées murines Nétrine-1lox et
Rosa26-LSL-hNTN1 avec la lignée murine EIIACre (Jackson Laboratories), exprimant la

recombinase Cre de facon ubiquitaire, notamment dans les lignées germinales males et
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femelles. La délétion précoce de la Nétrine-1 conduit a la mort des animaux dans les heures
suivant leur naissance. La surexpression précoce de la Nétrine-1 induit une létalité

embryonnaire aux alentours du stade de développement E16-E16.5.

La délétion ou la surexpression spécifique de la Nétrine-1 dans les cellules souches
intestinales ainsi que dans 'ensemble des cellules de I’épithélium intestinal ont été obtenues
par le croisement respectif des lignées murines Nétrine-1lox et Rosa26-LSL-hNTN1 avec la
lignée inductible Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 (Jackson laboratories) ou Villin-CreERT2 (EIl
Marjou et al., 2004). La lignée murine Lgr5: Cre exprime une recombinase CreERT2
inductible spécifiquement dans les cellules Lgr5+*, dont les CSI. Dans lintestin, la
recombinaison Cre/Lox est transmise a I'’ensemble des cellules constituant I'épithélium
intestinal bien que ces dernieres n’expriment ni la CreERT2, ni la EGFP. La lignée murine
Villin: CreERT2 exprime une recombinase CreERT2 inductible sous la dépendance du
promoteur Villin, spécifique de I'ensemble des cellules de I'épithélium intestinal.

L’ensemble des lignées murines recombinases Cre ont été maintenues a I’état hétérozygote.

Lignée murine rapportrice Rosa26-LSL-tdTomato

La lignée murine rapportrice Rosa26-LoxP-Stop-LoxP-tdTomato (Jackson
laboratories) a été croisée avec 'ensemble des lignées murines recombinases Cre utilisées
afin de caractériser ces dernieres, et de mettre au point les doses et fréquences d’injections
de tamoxiféne requises a I'activation de chacune d’entre elles.

Pour les stades de développement embryonnaires, le matin de I'observation du bouchon

vaginal a été compté comme jour embryonnaire EQ.5.

Injections de tamoxifene

Les animaux porteurs de la recombinase Lgr5-CreERT2 ont recu une dose unique de
100mg/kg de tamoxiféne, en injection intra-péritonéale, 4 semaines apres leur naissance.
Les animaux porteurs de la recombinase Villin-CreERT2 ont été injectés trois jours
consécutifs avec 100mg/kg de tamoxifene, en injection intra-péritonéale, 4 semaines apres
leur naissance. Le tamoxifene (Sigma, T-5648) a été resuspendu en conditions stériles dans

de I'huile de mais (Sigma, C-8267) puis filtré sur filtre 0.2pm.
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Comptage des cellules souches Lgr5-EGFP+

Afin de compter le nombre de cellules souches intestinales Lgr5-EGFP+ par crypte, un
segment du jéjunum a été prélevé, lavé, coupé longitudinalement puis fixé sur la nuit a 4°C
dans du paraformaldehyde 4% dilué dans du tampon phosphate 0.12M, pH 7.4. Les
échantillons de tissus entiers ont ensuite été incubés dans une solution de PBS1X, 2% BSA,
30 minutes a température ambiante. IIs ont ensuite été incubés avec I'anticorps primaire
anti-Epcam couplé Apc (Allophycocyanine) (1:100; Affymetrix ebioscience, 17-5791-82)
dans une solution de PBS 1X, 0.5% Triton-100X pendant 48 heures a température ambiante,
afin de visualiser le contour de chaque cellule épithéliale. Enfin les échantillons ont été
contremarqués avec du Hoechst 33342 (1:3000, ThermoFisher) et montés entre lame et
lamelle en placant la lumiere du tube digestif contre la lame et la séreuse contre la lamelle.
La base des cryptes a ainsi été observée en traversant séreuse et musculeuse grace a un
microscope confocal Zeiss 780. Le nombre de cellules souches Lgr5-EGFP+ a été compté au

sein de six cryptes par individus.

Immunomarquages

Apres prélévements les échantillons ont été fixés sur la nuit a 4°C dans du paraformaldehyde
4% dilué dans du tampon phosphate 0.12M, pH 7.4. Apreés fixation, ceux-ci ont été incubés 3
heures a température ambiante dans une solution de sucrose 10% diluée dans du tampon
phosphate 0.12M ph7.4, puis une nuit a 4°C dans une solution de sucrose 30% diluée dans du
tampon phosphate 0.12M pH7.4. Les échantillons ont ensuite été inclus dans une solution de
gélatine 7.5%/sucrose 10% resuspendue dans du tampon phosphate 0.12M pH7.4, congelés
a -45°C dans de l'isopentane puis coupés au cryostat avec une épaisseur de 12pm. Pour les
controles positifs de moelle épiniére d’embryons au stade E13.5, des coupes de 20um ont été
réalisées.

Les immunofluorescences ont été initiées par une étape de saturation des sites antigéniques
par immersion des coupes dans une solution de PBS 1X, 0.2% gélatine, 0.25% triton (PBS-
GT) pendant 1 heure a température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées sur la nuit
a 4°C avec les anticorps primaires suivants, dilués dans du PBS-GT : anti-Nétrine-1 de lapin
(1:100, Abcam ab126729) ; anti-robo3 de chevre (1:500; R&D Systems, AF3076); anti-Dcc
de chévre (1:500; Santa Cruz, SC6535) ; anti-Unc5-B de souris (1:100, Abcam, ab54430) ;
anti-Néogenine de cheévre (1:100, Santa Cruz, SC6536) ; anti-a-sma de souris (1 :250, Abcam,
ab7817) ; souris anti-B-Caténine (1:100, BD Transduction Laboratories™, 610153) ; anti-E-
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Cadhérine de souris (1:100, BD Transduction Laboratories™, 610181) ; anti-Laminine de
lapin (1:400, Abcam, ab11575); anti-Pgp9.5 de souris (1:500, Abcam, ab8189). Apreés trois
ringage en PBS les coupes ont été incubées 1 heure a température ambiante avec I'anticorps
secondaire spécifique de 'espéce utilisée (1:400) couplé a un fluorochrome (Alexa-488, Cy-3,
Alexa-647 from Jackson ImmunoResearch) ainsi qu’avec du Hoechst 33342 (1:3000,
ThermoFisher). Pour les immunomarquages anti-Nétrine-1, anti-Unc5-B, anti-Néogenine un
démasquage antigénique a été effectué préalablement a I'étape de blocage. Pour ce faire, les
coupes ont été immergées pendant 20 minutes dans du tampon citrate pH6, 0,1% triton
porté a ébullition.

L’acquisition des images a été réalisée sur un microscope Zeiss Axiolmager.

Les marquages Hématoxyline Phloxine Safran (HPS) ont été réalisés sur un automate du
CRCL.

Marquages TUNEL (Terminal déoxynucleotidyl transférase dUTP Nick End
Labelling)

Apres avoir été rincées dans du PBS, les coupes de tissus ont été soumises a une étape de
perméabilisation dans une solution de PBS 1X, 0.2% Triton X-100 pendant 15 minutes a
température ambiante. Rincées de nouveau dans du PBS 1X elles ont ensuite été pré-
incubées 5 minutes a température ambiante dans le tampon de réaction Tdt (terminal
déoxynucléotidyl transférase) contenant 30 mM de Trizma base (pH 7,5), 150 mM de
cacodylate de sodium et 1mM de chlorure de cobalt (CoCl;). Puis celles-ci ont été incubées 1
heure a 37°C avec des dUTP-biotynilés (Biotin-16-dUTP; Roche) et 'enzyme TUNEL terminal
déoxynucléotidyl transférase (Tdt; Roche) dans le tampon de réaction Tdt. La réaction a
finalement été arrétée par immersion des coupes dans du tampon TB contenant 300 mM de
chlorure de sodium et 30 mM de citrate de sodium, 15 minutes a température ambiante.
Apres 3 ringages en PBS, une étape de blocage de sites antigéniques a été réalisée dans du
PBS 1X, BSA 2%, 10 minutes a température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées
avec de la streptavidine couplée Cy3 (1:1000) diluée dans du PBS, 1 heure a température
ambiante. Enfin, un contre marquage a été réalisé avec du Hoechst 33342 (1:3000) et les

analyses effectuées avec un microscope a fluorescence (Zeiss Axiolmager).
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Génes Amorces Séquences 5' 2> 3'
hNétrine-1 sens AAAAGTACTGCAAGAAGGACTATGC
antisens CCTGCTTATACACGGAGATG
Nétrine-1 sens CCCTTGCATCAAGATTCCTGTG
antisens CTTCATGTTCATCTTCAGCTTGCC
Dee sens AGCCAATGGGAAAATCACTGCTTA
antisens AAGGCTGAGATCCATGATCTGATG
Uncs-A sens CATCACTAAGGACACGAGGTTTGC
antisens GGCTGGTAATGATCTTTTGCCGAA
Uncs-B sens AACTACTGGCCAAGTACCAGGAGA
antisens GACCTTACAGGTGAACTCCGTG
Unes-C sens CAAATTGCTGGCTAAGTATCAGGAA
antisens TTCCACTGTGTTTAGGCTGAGTCTT
Néosénine sens CCATCTAGCACCAGCCACAA
& antisens TTCTCAACACGCTCCCTAGC
Lors sens CTTCACTCGGTGCAGTGCT
8 antisens CAGCCAGCTACCAAATAGGTG
Smoc? sens CGTGGGAATTGCAAAGATG
antisens CCTGCTCCTGGGTATACTTCC
Olfma sens CTCCGGGAGGCACTTCTT
antisens CTGTCCACAGACCCAGTGAA
Bmil sens CAAAACCAGACCACTCCTGAA
antisens TCTTCTTCTCTTCACTCATTTTTGA
Lysl sens GTCACACTTCCTCGCTTTCC
antisens TGGCTTTGCTGACTGACAAG
Ki67 sens CCCACTTCTGGGGATCTCTT
1
antisens TCGGTTCCCTGT AACTGCTC
Alpi sens GCCTATCTCTGTGGGGTCAA
antisens TTTCTTGGCACGGTACATCA
ChgA sens AAGGTGATGAAGTGCGTCCT
antisens GGTGTCGCAGGATAGAGAGG
Muc? sens CCGACTTCAACCCAAGTGAT
antisens GAGCAAGGGACTCTGGTCTG
Pkl sens CACCGAGCCCATAGCTCCAT
antisens CTGCAACTTTAGCGCCTCCC
Hprt sens CCAGCGTCGTGATTAGCGAT
antisens GCCACAATGTGATGGCCTCC

Table 2 : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées en PCRq.
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Marquages Edu (5-ethynyl-2-deoxyuridine)

45 minutes avant leur mise a mort, les femelles gestantes ont recu 1mg d’Edu dilué dans du
PBS, en injection intra-péritonéale. Les cellules prolifératives des intestins gréles
embryonnaires ont ensuite été visualisées grace au kit Alexa Fluor 488 Click-iT EdU Imaging

(Invitrogen), selon les instructions du fournisseur.

Extraction des ARN, synthese des ADNc et PCR quantitative en temps réel

Les ARN totaux d’intestins ont été extraits avec le kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel), et
ceux des organoides avec le RNeasy Micro kit (Qiagen), selon les recommandations des
fournisseurs. La synthése des ADNc a ensuite été réalisée sur 500 ng d’ARN totaux par la
transcriptase inverse iScript cDNA Synthesis kit (BIO-RAD) et les différents génes d’intéréts
amplifiés par PCR quantitative en temps réel avec le kit Light Cycler Fast Start DNA Master
SYBR Green I (Roche) sur un LighCycler 480 Instrument (Roche). Chaque échantillon a été
analysé en duplicat. Les niveaux d’expression ont été normalisés sur les génes de ménage

Hprt et Pgk1. Les séquences des amorces utilisées sont présentées en Table 2.

Western Blots

Les échantillons d’intestins totaux ont été lysés dans du tampon RIPA (150mM NacCl, 50mM
Tris pH 8.0, 1% NP-40, 0.5% désoxycholate de sodium, 0.1% SDS) en présence d’inhibiteurs
de protéases (Roche) et des cocktails d’inhibiteurs de phosphatases 2 et 3 (Sigma). Ceux-ci
ont ensuite été soumis a 10 pulses de sonication, d’amplitude 10%, sur glace, dans le tampon
de lyse RIPA.

Apres avoir déterminé leurs concentrations avec le kit Pierce BCA Protein Assay
(Thermofisher), 18ug de protéines totales on été déposés sur un gel d’électrophorese pré-
coulé a 4-15% Mini Protean TGX (BIO-RAD), puis transférés sur une membrane de
nitrocellulose (BIO-RAD). Apres une étape de saturation dans une solution TBS-0,1% Tween
(TBS-T), 5% lait, 3% BSA pendant 1 heure a température ambiante, les membranes ont été
incubées sur la nuit a 4°C avec les anticorps primaires suivants: anti-Nétrine-1 de lapin
(1:1000, Abcam, ab126729); anti-Unc5-B de lapin (1:1000; Cell Signaling, 13851); anti-
Néogénine de chévre (1:1000, Santa Cruz, SC6536); anti-Dcc de chévre (1:1000; Santa
Cruz, SC6535); anti-a-sma de souris (1:500, Abcam, ab7817) ; anti-B-Caténine de souris
(1:200, MerckMillipore, 05-665); anti-HPRT de lapin (1 :10000, Abcam, ab109021). Celles-ci

97






Résultats Procédures expérimentales

ont ensuite été lavées trois fois en TBS-T puis incubées avec l'anticorps secondaire
correspondant a l'espéce utilisée couplé HRP (1:5000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk,
UK). Les protéines d’intéréts ont finalement été révélées grace au substrat SuperSignal west

Dura Extended Duration Substrate (ThermoFisher).

Cultures d’organoides intestinaux adultes ex vivo

Les cultures d’entéroides adultes ont été réalisées selon la méthode publiée par Sato et al. en
2009 (Sato et al.,, 2009). Briéevement, apres avoir été lavés, les intestins ont été découpés en
petits morceaux, puis incubés 30 min sur glace dans une solution de PBS 1X, 2mM EDTA. Les
cryptes ont ensuite été séparées des villi par des étapes successives de cassages mécaniques
(pipetage/refoulage) et de centrifugations. La fraction enrichie en cryptes a ensuite été
filtrée sur un filtre de 40um, centrifugée puis resuspendue dans du milieu DMEM
F12/Glutamax. Les cryptes ont ensuite été incorporées dans du Matrigel (Corning) en
proportions 1:1, déposées sous forme de goutte dans des plaques de culture et placées a
37°C dans une atmosphére contenant 5% de CO2 et 85% d’humidité. Aprés 35 minutes
d’incubation le milieu de culture contenant 1/50 de B27 (Gibco®, 17504044), 50 ng/ml de
Noggin (Prepotech, 250-38), 250ng/ml de R-Spondinl (R&D Systems, 3474-RS), 20 ng/ml
d’Egf (Sigma, E4127) et 10 ng/ml de Fgf (R&D Systems, 3139-FB-025) dilués dans DMEM
F12/Glutamax a été ajouté par dessus les gouttes de Matrigel. Le milieu de culture a été
remplacé tous les 2 jours.

Les organoides sauvages ont été traités avec 900 ng/ml de Nétrine-1 (Adipogen, AG-40B-
0075) ajoutés au milieu de culture dés le Jour 0 (Jour de mise en culture). La Nétrine-1
recombinante a ensuite été ajoutée au milieu de culture a chaque changement de milieu, i.e
tous les 2 jours. Le vehicle de la Nétrine-1 est 'eau.

Les organoides Villin : CreERT2 ; Tg-hNétrine-1 ont été traités avec 150 nM de 4-OHT (Sigma
T176) ou de vehicle (Ethanol 100%), ajoutés au milieu de culture a Jour 0. 24h post

traitement le milieu de culture a été remplacé et le 4-OHT retiré.
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Discussion et perspectives

I. Profils d’expression de la Nétrine-1 et de ses récepteurs dans
I'intestin gréle en développement et adulte.

Les résultats obtenus au cours de ma these ont montré que 'expression de la Nétrine-1
dans l'intestin gréle est détectée dés les stades précoces de développement et perdure tout
au long de la vie. Néanmoins, le niveau d’expression de cette protéine s’est révélé variable au
cours du temps et dépendante du stade de développement. La Nétrine-1 est ainsi bien plus
fortement exprimée lors des stades prénataux que chez I'adulte. De fagon intéressante, mes
résultats ont également permis de mettre en évidence une expression différentielle des
récepteurs Dcc, Néogénine et de la famille des Unc5 au cours du développement et chez
I'adulte. En effet si les niveaux d’expression de Dcc et Unc5-C sont plus importants aux stades
embryonnaires que chez I'adulte, a I'inverse ceux des récepteurs Unc5-A et -B apparaissent
plus élevés chez l'adulte. Le récepteur Néogénine arbore quant a lui une expression
relativement élevée et constante a partir du stade embryonnaire E17. Compte tenu de ces
observations, la Nétrine-1 pourrait donc jouer plusieurs roles dans l'intestin, dépendants du
ou des récepteurs engagés et du stade de développement considéré. L’investigation de ces
différents roles nécessite toutefois de déterminer avec précision les profils d’expression de
chacun de ces récepteurs mais également de préciser celui de la Nétrine-1, en particulier

chez I'adulte.

A. LaNétrine-1: une molécule sécrétée par les cellules du mésenchyme ?

Dans lintestin embryonnaire, l'expression de la Nétrine-1 est particulierement
concentrée au niveau de la zone externe du mésenchyme et semble co-localiser avec
I'expression du marqueur a-Sma. Afin de déterminer si les cellules a-Sma+* de la couche
musculeuse, encore immature a ce stade, sont effectivement la ou une source intestinale de
Nétrine-1, jai récemment généré le modele murin «o-Sma:CreERT2; Nétrine-1lox.
L’expression du marqueur a-Sma étant observée a partir du stade de développement E13, la
recombinaison Cre/Lox a donc été induite a ce stade par injection intra-péritonéale de
tamoxifene aux femelles gestantes. Les intestins foetaux ont ensuite été prélevés au stade
E16 et seront prochainement analysés afin de constater si la délétion de Nétrine-1 dans les
cellules a-Sma* conduit effectivement a une diminution partielle ou une perte totale

d’expression de cette protéine.
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Chez l'adulte nous avons constaté que le signal obtenu pour la Nétrine-1 en
immunomarquage est bien plus faible que chez I'’embryon et que celui-ci semble localisé au
niveau des cellules de la couche musculeuse ainsi que de la lamina propria. 11 est donc
envisageable, une nouvelle fois, que ce marquage co-localise avec les cellules a-Sma+ qui,
chez l'adulte constituent une population cellulaire hétérogene composée de : cellules de la
musculeuse, myofibroblastes sous-épithéliaux (ISEMFs), cellules souches
mésenchymateuses, péricytes ainsi que de cellules de la muscularis mucosae. Cette hypothése
est par ailleurs confortée par l'analyse du transcriptome des myofibroblastes sous-
épithéliaux adultes (Ootani et al.,, 2009) qui révéle un niveau d’expression de Nétrine-1 au
sein de cette population cellulaire, supérieur a celui de Wnt2b. Pour valider la spécificité de
notre immunomarquage et déterminer si les cellules a-Sma+* sont effectivement une source
de Nétrine-1, de nouveaux immunomarquages anti-Nétrine-1 seront effectués chez des
animaux adultes invalidés pour le géne Ntn1 de facon ubiquitaire ou spécifiquement dans les
cellules a-Sma+*. Ceux-ci seront réalisés grace aux modéles murins Rosa26 :CreERT2;
Nétrine-1lox et a-Sma : CreERT2 ; Nétrine-1lox respectivement. Si la spécificité du marquage
anti-Nétrine-1 est validée et si la co-expression des protéines a-Sma et Nétrine-1 est
confirmée il apparaitra alors nécessaire d’appréhender l'expression de la Nétrine-1
spécifiquement au sein des différentes sous populations cellulaires a-Sma+*. Les péricytes
pourront par exemple étre isolés via les marqueurs Ng2 et Pdgfr- et les myofibroblastes

sous-épithéliaux via les marqueurs Vimentine et Thy-1.

Face aux difficultés rencontrées pour visualiser la Nétrine-1 au sein de la plupart des
tissus adultes, dont l'intestin, il serait nécessaire de générer un modele murin Nétrine-1:
EGFP, rapporteur de I'activité promotrice de ce géne. Un tel modéle permettrait en effet de
s'affranchir de certaines difficultés techniques, manque de sensibilité et/ou aspécificités
relatives aux techniques d’'immunomarquages, d’hybridations in situ ou encore de révélation

de I'activité B-galactosidase proposée par le modele murin Ntn1-LacZ.
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B. L’établissement des profils d’expression des récepteurs a la Nétrine-1
dans lI'intestin gréle feetal et adulte : vers une meilleure compréhension
des mécanismes orchestrés par cette molécule.

Les résultats préliminaires obtenus par RT-PCRgq ont montré qu’'a chaque stade de
développement considéré (du stade embryonnaire E13.5 jusque chez l'adulte) plusieurs
récepteurs a la Nétrine-1 sont exprimés dans l'intestin gréle. Ceci nous améne donc a penser
qu’outre son roéle attractif des cellules dérivées des crétes neurales exprimant Dcc (Jiang et
al, 2003), la Nétrine-1 pourrait étre impliquée dans d’autres processus cellulaires, faisant
intervenir d’autres récepteurs et d’autres types cellulaires. Afin de comprendre lesquels, il
apparait nécessaire d’établir avec précision les profils d’expression de chaque récepteur, au

cours du développement et chez 'adulte.

Dans lintestin embryonnaire nos immunomarquages ont mis en évidence une
expression du récepteur Unc5-B restreinte au mésenchyme et pouvant éventuellement
coincider avec le réseau vasculaire ou le réseau lymphatique. Des immunomarquages anti-
CD31 (systéme vasculaire) et anti-Vegfr-3 (systeme lymphatique) seront donc réalisés afin
de déterminer si I'expression de Unc5-B colocalise effectivement avec I'un ou l'autre de ces
réseaux et si celle-ci est exclusive. Il est fort probable que I'expression de ce récepteur co-
localise en partie avec celle du systeme vasculaire puisque comme nous 'avons abordé en
introduction Unc5-B est exprimé a la surface des cellules endothéliales appelées « tip cells »
(Lu et al,, 2004), (Larrivée et al., 2007). Si tel est le cas, se poseront alors les questions de
savoir si le réle du récepteur Unc5-B dans la mise en place et le maintien du systéme
vasculaire de l'intestin embryonnaire est dépendant de la Nétrine-1 et s’il peut influer sur le
développement de I'épithélium intestinal ? Pour y répondre, il sera nécessaire d’étudier les
conséquences d’'une délétion conditionnelle de Unc5-B sur 'ontogénése intestinale au stade
embryonnaire E16. La délétion du récepteur Unc5-B sera induite au stade embryonnaire
E13.5 par exemple, afin d’éviter la l1étalité observée au stade E12.5 résultant de la délétion
précoce et constitutive de ce récepteur.

Concernant le récepteur Néogénine, nos résultats ont permit de mettre en évidence
une expression relativement ubiquitaire présentant une forte concentration au niveau des
couches les plus externes du mésenchyme ainsi qu'a la base de I'épithélium. Ce profil
d’expression nous laisse supposer qu'une des fonctions du récepteur Néogénine pourrait
étre la mise en place du SNE ou le maintien de son intégrité. Toutefois comme nous l'avons
observé via I'immunomarquage anti-Pgp9.5, la perte compléte de Nétrine-1 dans l'intestin

embryonnaire ne semble pas affecter le plexus myentérique du systéme nerveux entérique.
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L’absence d’anticorps suffisamment sensibles et spécifiques aux récepteurs Unc5-A et -
C ne nous a malheureusement pas permit d’appréhender les profils d’expression de ces
récepteurs par immunomarquages. De plus, tout comme les immunomarquages anti-
Nétrine-1 les immunomarquages anti-Unc5-B et anti-Néogénine se sont révélés plus
complexes chez I'adulte et les résultats obtenus plus ambigus. Pour approcher les profils
d’expression des principaux récepteurs a la Nétrine-1 nous avons donc envisagé d’étudier
ceux-ci par hybridations in situ et avons cloné des sondes spécifiques des récepteurs
Néogénine, Unc5-A, -B et -C. Celles-ci ont récemment été validées sur coupes de cerveaux
embryonnaires. Les hybridations in situ sur coupes d’intestin gréle seront donc
prochainement réalisées. Néanmoins compte tenu de la difficulté a détecter la Nétrine-1 par
cette technique, tant dans l'intestin embryonnaire qu’adulte, la méthode plus sensible de

RNAscope® serait peut étre a envisager.

Enfin, dans le but de déterminer avec précision quels récepteurs a la Nétrine-1 sont
exprimés par I'épithélium intestinal adulte et plus précisément par les CSI et par les cellules
de Paneth, nous pourrions isoler chacune de ces populations cellulaire par cytométrie en flux
grace au modéle murin Lgr5 :CreERT2 ; Rosa26-LSL-tdTomato. Ce modéle nous permettrait
en effet dans un premier temps d’isoler les cellules de I'épithélium intestinal des autres
cellules, sur la base de I'expression du rapporteur tdTomato. Puis, parmi cette population
épithéliale tdTomato*, les CSI Lgr5-EGFP+ pourraient étre isolées via l'expression du
rapporteur EGFP, et les cellules de Paneth EGFP-, isolées sur la base de la co-expression des
marqueurs Lysozyme et DIl4 par exemple. L’expression des récepteurs a la Nétrine-1
pourrait ainsi étre investiguée par RT-PCRq au sein de ces différentes sous populations

triées.

Les myofibroblastes sous-épithéliaux constituant une population indispensable a la
niche des CSI ainsi qu’'une source potentielle de Nétrine-1, une meilleure connaissance des
statuts d’expression des récepteurs a la Nétrine-1 au sein de cette population cellulaire
serait également nécessaire. De facon similaire a ce que nous venons de proposer,
I'expression des récepteurs a la Nétrine-1 dans cette population cellulaire pourrait étre
étudiée par RT-PCRq apres avoir isolé celle-ci par microdissection ou par tri cellulaire, sur la

base du panel d’expression a-Sma+, Vimentin+, Thy-1+, Desminlow par exemple.

La Nétrine-1 étant une molécule bifonctionnelle, I'établissement des statuts
d’expression précis de ses différents récepteurs au sein des populations cellulaires
impliquées dans le maintien de I'homéostasie de I'épithélium intestinal apparait nécessaire.

Il est en effet envisageable que la Nétrine-1 puisse jouer différents réles en fonction des
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récepteurs engagés. Dans le SNC en développement par exemple, la Nétrine-1 exerce un effet
attractif sur les neurones exprimant le récepteur Dcc, alors qu’elle exerce un effet répulsif
sur ceux exprimant les récepteurs Dcc et Unc5 de fagon concomitante (Keino-Masu et al.,
1996), (Hong et al,, 1999).

II. La Nétrine-1: une molécule impliquée dans l'ontogéneése de
I’épithélium intestinal ?

L’'invalidation précoce et ubiquitaire de la Nétrine-1 dans '’embryon entraine un retard
de développement de I'épithélium intestinal caractérisé par un retard d’émergence des villi.
Ce retard de développement, observé au stade embryonnaire E16, semble étre rapidement
compensé puisqu’au stade E18 les villi apparaissent normaux. Nous proposons ici que cette
compensation puisse étre le fruit d'une redondance d’expression de différentes Nétrines au
sein de l'intestin embryonnaires. En effet les Nétrine-3 et -4 semblent également étre
exprimées par le mésenchyme intestinal de I'embryon (Li et al, 2007, GSE6383). Ces
phénomenes de redondance et de compensation ne sont d’ailleurs pas rares dans l'intestin
prénatal. A titre dexemple linvalidation unique et indépendante des facteurs de
transcription Gata4 et Gata6 n’entraine aucune perturbation des processus de
morphogénese épithéliale et de cytodifférenciation. Toutefois, I'invalidation concomitante de
ces deux facteurs conduit a la formation de villi présentant a E18.5 des altérations
histologiques importantes puis a la mort des individus double knock-out dans les 24h suivant
leur naissance (Walker et al., 2014). Ces redondances d’expression des Nétrines pourraient
également constituer une explication plausible a la pénétrance incomplete du retard de
croissance observé au niveau de I'épithélium intestinal des individus Ntnllox4/4. Pour
appuyer cette hypothese il serait nécessaire d'une part, de définir avec précision les profils
d’expression des autres Nétrines dans l'intestin gréle en développement, et d’autre part

d’étudier les conséquences d’un triple knock-out Ntn-1,-3,-4 par exemple.

A ce jour, nos résultats ne nous ont pas permis d’identifier les mécanismes impliqués
dans le retard de développement de I'épithélium résultant de la perte de Nétrine-1. Afin
d’appréhender ceux-ci et de renforcer nos résultats préliminaires, plusieurs expériences sont
a envisager. Dans un premier temps, une expérience de séquencage ARN (RNA seq) réalisée
chez les mutants invalidés pour le gene Ntnl permettrait d’identifier les voies de
signalisations affectées a un niveau transcriptomique par la perte de Nétrine-1. Dans un

second temps, l'intégrité de I'épithélium intestinal des individus Ntnllox4/4 devra étre
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investiguée par immunomarquages des différentes populations cellulaires épithéliales, du
stade embryonnaire E16 jusqu’a la naissance. En effet si les marquages HPS ont révélé qu'au
stade E18 le retard de développement engendré par l'invalidation de Nétrine-1 semble avoir
été compensé, nous ne pouvons nous engager sur l'intégrité et la fonctionnalité de cet

épithélium.

Finalement, la preuve absolue de l'implication de la Nétrine-1 dans l'ontogénese de
I’épithélium pourrait étre apportée par un modele murin permettant d’invalider celle-ci de
fagon ubiquitaire et constitutive tout en offrant la possibilité d’exprimer la Nétrine-1
humaine spécifiquement dans I’épithélium intestinal via une recombinase Cre inductible. Un
tel modeéle permettrait de constater si la production autocrine de Nétrine-1 par les cellules
épithéliales suffit a restaurer le retard de croissance observé chez les KO Nétrine-1. Un
modele Ntnl-LacZ; Villin: CreERT2 ; Rosa26-LSL-hNTN1 pourrait ainsi étre envisagé. Bien
que le modele Ntn1-LacZ soit un modele hypomorphe celui-ci semble toutefois plus adapté a
la délétion ubiquitaire de la Nétrine-1 qu'un modele Ntn1-DTR, exprimant le récepteur a la
toxine diphtérique dans le locus Ntnl. En effet dans ce dernier modele le traitement des
souris par de la toxine diphtérique conduirait a la mort des cellules exprimant la Nétrine-1.
Ne connaissant actuellement pas le profil d’expression précis de la Nétrine-1, il est
envisageable que ce traitement conduise donc a la mort de cellules sources de Nétrine-1
mais également sources d’autres facteurs indispensables au développement de l'intestin. Le
phénotype que nous observerions ne refléterait ainsi pas uniquement les conséquences de la
perte de Nétrine-1 mais les conséquences de la perte de type(s) cellulaire(s) exprimant une
multitude de molécules, dont la Nétrine-1. Un modéle plus approprié serait par exemple un
modele EllaFlippase ;Nétrine-1Frt ; Villin :CreERT2 ; Rosa26-LSL-hNTN1 permettant d’éliminer
la Nétrine-1 dans I'ensemble de 'embryon de facon constitutive et précoce, grace au systeme
de recombinaison Flippase/Frt, puis de ré-exprimer cette protéine dans les cellules de
I’épithélium intestinal grace au systeme Cre/Lox.

Par ailleurs, I'’étude de modeles murins invalidés pour les différents récepteurs a la Nétrine-1
dans l'ensemble des types cellulaires constituant lintestin, puis spécifiquement dans
I'épithélium intestinal ou le mésenchyme devrait permettre de mieux comprendre les
mécanismes par les lesquels la Nétrine-1 participe au développement de I'épithélium

intestinal.

Les données obtenues lors de notre étude ont montré que la Nétrine-1 était capable de
moduler le niveau protéique de ses propres récepteurs sans affecter leur niveau
transcriptionnel. Ainsi, alors que la perte de Nétrine-1 conduit a une augmentation protéique

de Néogénine, sa surexpression entraine a I'inverse une diminution de ce méme récepteur.
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population mixte de sphéroides et d’organoides.
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Concernant le récepteur Unc5-B nos résultats se sont révélés discordants, ne nous
permettant pas de conclure quant aux conséquences d'une perte de Nétrine-1 sur le niveau
d’expression protéique de ce récepteur. En effet, alors que les expériences de Western Blots
semblent indiquer que la perte de Nétrine-1 conduit a une diminution du taux de protéine
Unc5-B, les immunomarquages anti-Unc5-B révelent un marquage plus intense suggérant
une augmentation d’expression de ce récepteur. Ces expériences devront donc étre réitérées
et nos résultats confirmés. Contrairement au récepteur Néogénine, la surexpression de
Nétrine-1 dans l'intestin ne semble pas moduler le niveau d’expression du récepteur Unc5-B.
Afin d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes par lesquels la Nétrine-1 régule
la disponibilité de ses récepteurs il serait intéressant de déterminer si la Nétrine-1 régule la
stabilité protéique de ceux-ci ou si elle régule leur endocytose. La stabilité des récepteurs
pourrait par exemple étre appréhendée par Western Blots sur embryons délétés du gene
Ntn1 ou surexprimant le transgene Ntnl humain, traités in utéro avec des inhibiteurs de la
traduction, tels que le cycloheximide, en association ou non avec des inhibiteurs du
protéasome, tels que le MG-132. De facon similaire, le réle de la Nétrine-1 sur
I'internalisation de ses récepteurs et leur dégradation pourrait étre testé par Western Blots
sur des embryons traités avec des inhibiteurs de I'endocytose, tels que des inhibiteurs de la
GTPase Dynamin, ainsi qu’avec des inhibiteurs de I'activité lysosomale comme la chloroquine

par exemple.

Outre ces expériences menées in vivo, la culture d’organoides ex vivo pourrait également
se révéler informative. Comme nous l'avons abordé dans l'introduction, l'intestin foetal
semble héberger deux populations distinctes de CSI: 'une Cnx43* diminuant en proportions
au cours du développement jusqu’a disparaitre a la naissance ; et 'autre Lgr5+ augmentant
au cours du développement. Mises en culture, les cellules Cnx43+ génerent des sphéroides
qui pourraient refléter «un état précoce figé» de 1'épithélium intestinal avant que le
processus de villogénése n’ait eu lieu (Mustata et al., 2013). Les cellules Lgr5+ de I'épithélium
intestinal feetal génerent pour leur part des organoides similaires a ceux générés par les
cellules Lgr5+ de I'épithélium intestinal adulte (Figure 31). Au stade de développement
embryonnaire E16, les populations Cnx43+ et Lgr5* coexistent. La mise en culture de
I'épithélium intestinal a ce stade de développement conduit ainsi a la génération de
sphéroides et d’organoides dans des proportions avoisinantes 60% :40% respectivement
(Mustata et al., 2013). Afin de déterminer si le phénotype observé chez les individus
dépourvus de Nétrine-1 est associé a une altération du nombre de CSI Cnx43+ et/ou Lgr5+,
nous pourrions envisager de réaliser des cultures d’épithéliums intestinaux issus d’animaux
EllaCre; Nétrine-1lox au stade embryonnaire E16 et de quantifier le nombre de sphéroides et

organoides formés. Ces cultures pourraient également étre traitées par de la Nétrine-1
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recombinante, au jour d’ensemencement, afin de constater si cet ajout permet de restaurer
les proportions sphéroides :organoides. Enfin, des expériences d'immunomarquages et de
Western Blots pourraient étre réalisées sur de telles cultures, afin de constater si dans ce
contexte ex vivo la modulation du niveau d’expression de Nétrine-1 régule la disponibilité

des récepteurs Néogénine et Unc5-B au sein des cellules de I'épithélium intestinal.

III. La Nétrine-1, une molécule impliquée dans le maintien de
I’homéostasie de I'épithélium intestinal adulte ?

A. Quelles stratégies expérimentales pour étudier le role de la Nétrine-1
dans lI'intestin gréle adulte?

Aujourd’hui le ou les type(s) cellulaire(s) exprimant la Nétrine-1 dans l'intestin adulte
restent a préciser. L’étude du ou des role(s) de cette molécule dans le maintien de
I'homéostasie de I'épithélium intestinal adulte nécessite donc de réaliser des expériences de
perte de fonction ubiquitaire dans un premier temps. La mise en place d’'un modeéle murin
Rosa26 :CreERT2; Lgr5: EGFP; Nétrine-1lox pourrait ainsi permettre (1) d’invalider de
facon conditionnelle la Nétrine-1 dans I'’ensemble des types cellulaires constituant I'intestin
adulte mais également (2) de déterminer si cette invalidation conduit a une altération du
nombre de CSI Lgr5-EGFP+ par crypte.

De facon similaire a ce que nous proposions chez '’embryon, les conséquences de la perte de
Nétrine-1 pourraient étre abordées d’'un point de vue transcriptomique tout d’abord, via la
réalisation d’'un RNA seq sur intestins d’animaux contréles et dépourvus de Nétrine-1. En
parallele de cette analyse 'intégrité physiologique de I'épithélium intestinal serait également
a étudier via la réalisation d'immunomarquages spécifiques des différents types cellulaires,

ainsi que par le suivi du statut prolifératif de ce tissu par marquage Edu par exemple.

Pour renforcer cette étude, la délétion de Nétrine-1 pourrait étre, dans un second
temps, spécifiquement opérée au sein des cellules a-Sma+* afin de constater si celle-ci conduit
aux mémes conséquences qu'une invalidation ubiquitaire. Enfin, des co-cultures d’entéroides
Lgr5 :EGFP et de myofibroblastes a-Sma :CreERT2 ;Nétrine-1loxlox/lex (Ootani et al.,, 2009)
permettraient définitivement de conclure quant a I'implication de la Nétrine-1 sécrétée par
les myofibroblastes sous épithéliaux dans la régulation du nombre CSI Lgr5-EGFP+et de leur

fonctions.
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Dans le cas ou ces délétions de Nétrine-1 conduiraient a un phénotype, nous
chercherons a déterminer via quel(s) récepteur(s) la Nétrine-1 participe au maintien de
I'homéostasie intestinale. L’étude de mutants invalidés de facon conditionnelle pour un ou
plusieurs de ces récepteurs sera donc envisagée.

Notons toutefois qu’'a l'instar de la protéine Wnt3a (Farin et al., 2012) il est
envisageable qu’in vivo la perte de Nétrine-1 ne conduise a aucune perturbation de
I'homéostasie intestinale de part la redondance d’expression des Nétrines. En effet de la
méme facon que dans l'intestin foetal les Nétrines-3 et -4 semblent étre exprimées dans
I'intestin adulte. Une fois encore la génération d’un triple KO Ntn-1, -3, -4 pourrait se révéler

nécessaire.

B. Quels roles pour la Nétrine-1 dans le maintien de I'homéostasie de
I’épithélium intestinal adulte ?

In vivo, nos résultats ont montré que la surexpression de Nétrine-1 dans I'épithélium
intestinal n’entrainait aucune altération évidente du compartiment souche. Néanmoins, cette
surexpression semble conduire a une augmentation d’expression des marqueurs MucZ et
Chg4, spécifiques des cellules sécrétrices de mucus et des cellules entéro-endocrines
respectivement, sans pour autant affecter celle du marqueur Alpi, spécifique du lignage
absorptif. Comme nous l'avons proposé un peu plus tot dans la partie résultats, ces
observations suggerent que la Nétrine-1 pourrait participer a la régulation du niveau
d’expression de certains marqueurs spécifiques de la population sécrétrice sans toutefois
orienter la différenciation des cellules progénitrices TA vers le lignage sécréteur. Dans ce cas
de figure, la Nétrine-1 agirait donc directement sur les cellules différenciées du lignage
sécréteur plutdt que sur les CSI ou leur progéniteurs. Pour le confirmer, il serait nécessaire
d’étudier les niveaux d’expression des facteurs de transcription Hes-1 et Math-1 régulant
respectivement I'engagement des cellules progénitrices TA vers le lignage absorptif ou le
lignage sécréteur. De plus, la réalisation d'immunomarquages spécifiques des différents
types cellulaires constituant ces deux lignages pourraient permettre de quantifier ceux-ci et
de conclure quant aux conséquences de la surexpression de Nétrine-1 sur le nombre de
cellules sécrétrices et absorptives dans I'épithélium intestinal.

Au cours de nos expériences nous avons pu constater que la variabilité entre individus
des niveaux d’expression génique était relativement importante. Ainsi, afin de déterminer si
I'augmentation observée des niveaux d’expression génique des marqueurs MucZ et ChgA est

significative, le nombre d’animaux intégrés a notre étude devra étre augmenté.
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Ex vivo, le traitement d’organoides par la Nétrine-1 recombinante ainsi que la sur-
expression de celle-ci au sein de ces cultures primaires a révélé la capacité de cette molécule
a promouvoir la croissance des organoides et a augmenter l'expression de marqueurs
spécifiques des CSI. Dans ce contexte la Nétrine-1 semble donc participer a la régulation du
compartiment souche de I'épithélium intestinal en favorisant I'auto-renouvellement des CSI.
Ces résultats different de ceux obtenus in vivo, mais peuvent étre expliqués par plusieurs
hypotheses. Une premiere explication pourrait résulter du faible niveau de surexpression
induit par l'activité promotrice endogéne du locus Rosa26. In vivo cette surexpression
modérée ne serait peut étre pas suffisante a perturber 'homéostasie intestinale finement
maintenue par les cellules épithéliales et stromales. Il peut également étre envisagé qu’in
vivo la concentration de Nétrine observée dans la niche des CSI est saturante par rapport a la
disponibilité de ses récepteurs exprimés a la surface des CSI et/ou des cellules de Paneth. La
surexpression de Nétrine-1 in vivo n’aurait donc aucune conséquence sur le compartiment
souche. Ex vivo, 'absence de source stromale de Nétrine, conduit & une concentration bien
moindre de cette molécule dans I'environnement des CSI et les récepteurs exprimés a la
surface des cellules épithéliales ne sont donc pas tous liés. Dans ce cas, les cellules
répondraient a 'apport exogéne ou a la surexpression de Nétrine-1.

Nos résultats ex vivo ont également montré que le niveau d’expression des marqueurs
des CSI Lgr5, Olfm4 et Smoc2 est généralement plus fortement induit en présence de Nétrine-
1 recombinante que lors de la surexpression de celle-ci. Il est envisageable que ceci résulte
d'une différence de concentration finale de Nétrine-1 au sein des cultures. En effet la
concentration de Nétrine-1 recombinante utilisée ici (900ng/ml) est relativement
importante. Or, la surexpression de Nétrine-1 induite dans les organoides
Villin :CreERT2 ;R0sa26-LSL-hNTN1 est pour sa part relativement modérée. Nous pouvons
émettre ’hypothése qu’'une surexpression de Nétrine-1 placée sous l'activité d’'un promoteur
fort potentialiserait d’autant plus l'augmentation d’expression des marqueurs souches
observée. Cette hypothése pourrait étre testée via l'infection virale d’organoides sauvages
permettant 'expression d’'un plasmide codant pour une Nétrine-1 inductible par exemple.

Enfin 'analyse du niveau d’expression de genes spécifiques des différents types du
lignage sécréteur, tels que Lysl, Muc2 et ChgA ainsi que du marqueur Alpi, spécifique du
lignage absorptif devrait révéler si ex vivo la surexpression de Nétrine-1 pourrait également

conduire a une augmentation des marqueurs des cellules appartenant au lignage sécréteur.
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L’ensemble des résultats obtenus in vivo et ex vivo lors de la surexpression de Nétrine-
1 dans I'épithélium intestinal adulte montrent donc que la Nétrine-1 semble participer au
maintien de 'homéostasie de cet épithélium ainsi qu’a la régulation du compartiment
souche. Bien qu’extrémement préliminaires ces résultats ouvrent la voie a diverses
hypotheses concernant le(s) role(s) de la Nétrine-1 dans la régulation du compartiment
souche intestinal. Celle-ci pourrait par exemple agir directement sur les CSI, ou au contraire
agir indirectement sur celles-ci en modulant les fonctions des cellules actrices de la niche, ou

encore faire partie intégrante de la lame basale sous-jacente au compartiment souche.

1. La Nétrine-1: une molécule régulant les fonctions des CSI de

facon directe?

La mise en culture de cryptes intestinales dans les conditions conventionnelles ENR,
(en présence des facteurs de croissances EGF, Noggin et R-Spondin-1) conduit a la formation
d’organoides au sein desquels les CSI se différencient spontanément en I'’ensemble des types
cellulaires de I'épithélium tout en maintenant leur propre existence par auto-
renouvellement. En ajoutant a ces conditions de culture du CHIR99021, inhibiteur de la
GSK3p, ainsi que de I'acide valproique, activateur de la voie Notch, Yin et al. ont montré qu'il
était possible d’obtenir une culture quasiment homogéne de CSI Lgr5+, dépourvue de cellules
différenciées (Yin et al., 2014). Ces conditions de culture sont couramment nommées ENR-
CV. Pour tester si la Nétrine-1 pourrait réguler le compartiment souche intestinal adulte via
une action directe sur les CSI, de telles cultures devront étre envisagées. En placant des CSI
Lgr5+, triées par cytométrie en flux, dans des conditions cultures ENR-CV supplémentées ou
non par de la Nétrine-1 recombinante nous pourrions en effet déterminer si la Nétrine-1 (1)
potentialise les capacités d’auto-renouvellement des CSI, (2) agit en synergie avec la R-
Spondin-1 ou permet de la substituer, ou (3) module le processus de différenciation des CSI.
Dans le cas ou le gain de Nétrine-1 s’avérerait moduler les fonctions des CSI par une action
directe il sera alors nécessaire d’investiguer les mécanismes moléculaires régissant cette
action. Aprés avoir identifié le ou les récepteurs a la Nétrine-1 exprimés a la surface des CSI
Lgr5+ des expériences de perte de fonction par infection virale de sh-ARN spécifiques du ou

des récepteurs engagés seront donc envisagées.
Lors de 'ontogéneése intestinale nous avons constaté que la surexpression de Nétrine-1

conduisait a une diminution d’expression protéique du récepteur Néogénine sans affecter

celle du récepteur Unc5-B. Un autre point important serait donc de vérifier si ce phénomeéne
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est également observé dans nos cultures d’organoides adultes en conditions ENR et ENR-CV,
ainsi que dans un contexte in vivo. Si tel est cas, il peut étre proposé que le gain de Nétrine-1
favorise la signalisation induite par le récepteur Unc5-B, tout en inhibant celle induite par le
récepteur Néogénine, perturbant ainsi ['équilibre entre auto-renouvellement et
différenciation. Cette hypotheése est renforcée par les expériences de Ozmadenci et al. qui ont
récemment montré que dans les cellules souches embryonnaires de souris la Nétrine-1
pouvait favoriser soit 'auto-renouvellement de celles-ci soit au contraire leur engagement
dans un processus de différenciation, en fonction du récepteur engagé et du niveau
d’expression protéique de celui-ci. De facon extrémement intéressante ces auteurs ont
également montré que le gain de Nétrine-1 au sein de cellules souches embryonnaires de
souris permettait de sensibiliser celles-ci a la voie Wnt, les maintenant ainsi dans un état

plus naif de pluripotence. (Ozmadenci et al., 2017, en soumission, annexe2).

2. La Nétrine-1: une molécule contrélant les cellules de la niche
des CSI ?

Les données déposées dans les bases de données indiquent que chez l'adulte les
cellules de Paneth et les myofibroblastes sous-épithéliaux (ISEMFs) semblent exprimer
certains récepteurs a la Nétrine-1. Bien qu’a confirmer et préciser, ces résultats laissent donc
supposer que la Nétrine-1 pourrait réguler les fonctions des CSI indirectement, en modulant
la production de certains facteurs clés par les cellules actrices de la niche. Plusieurs
hypotheses peuvent ainsi étre envisagées. Par exemple, la Nétrine-1 pourrait réguler (1) la
localisation des cellules de Paneth et des ISEMFs a la base des cryptes, (2) leurs fonctions, ou
encore (3) leur survie. La perte de Nétrine-1 dans l'intestin pourrait ainsi conduire a une
dérégulation de la niche des CSI via:

- une mauvaise localisation des cellules de Paneth et/ou des ISEMFs, les éloignant ainsi
de I'environnement des CSI.

- une modification du transcriptome et/ou du sécrétome des cellules de Paneth et des
ISEMFs, conduisant a une altération d’expression des facteurs Wnt, des inhibiteurs des Bmp
ou des ligands Notch delta like par exemple.

- la mort des cellules de Paneth et/ou des ISEMFs par activation des voies pro-

apoptotiques des récepteurs a dépendance a la Nétrine-1.
Ces différentes hypothéses pourraient étre abordées dans le modele murin

d’invalidation conditionnelle et ubiquitaire de la Nétrine-1 : Rosa26 :CreERT2 ; Nétrine-1lox,

par des expériences d'immunomarquages des cellules de Paneth et des ISEMFs, des essais
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TUNEL (analyse de I'apoptose), ainsi que par I'analyse des transcriptomes en RNA seq de ces

deux populations cellulaires.

3. La Nétrine-1: une molécule régulant les propriétés de la

lame basale de I’épithélium intestinal ?

La lame basale est un élément essentiel de la niche des cellules souches intestinales. En
effet, en plus de constituer un élément d’ancrage indispensable aux cellules épithéliales, elle
régule activement les processus de prolifération, croissance, différenciation et survie de
celles-ci. In vivo, la lame basale située a la base des cryptes de I'épithélium intestinal est
principalement composée de laminine-111, collagéne 1V, fibronectine, acide hyaluronique, et
perlecan (Simon-Assmann et al, 1990), (Simon-Assmann et al., 1995), (Gjorevski et al.,
2016). Ex vivo, dans les cultures d’organoides intestinaux réalisées selon la méthode
proposée par Sato et al. en 2009, la lame basale est artificiellement recréée par la présence
d’'une matrice 3D d’origine animale et de composition complexe et variable : le Matrigel. Afin
d’'identifier les parameétres et composants apportés par le Matrigel et de pouvoir
éventuellement y substituer, Gjorevski et al se sont attachés a recréer une matrice
synthétique enrichie de différentes molécules autorisant 'expansion des CSI et la formation
d’organoides. Ces travaux ont mis en exergue qu’outre la présence nécessaire de Laminine-
111, Collagene IV, Fibronectine, acide hyaluronique et Perlécan, la rigidité de la matrice était
un élément essentiel. Ainsi, une matrice hautement rigide favorise significativement la
prolifération des CSI, selon des mécanismes dépendants de la protéine Yap-1 (yes-associated
protein). A l'inverse, la différenciation des CSI et la formation d’organoides requiert une
matrice plus souple (Gjorevski et al., 2016). Yap-1, un effecteur de la voie de signalisation
Hippo, est connu pour son role essentiel dans la prolifération des CSI lors des processus de
régénération tissulaire, mais également pour son role crucial dans le controle de la taille des
organes ainsi que dans la tumorigéneése (Gjorevski et al,, 2016), (Qi et al., 2015). De facon
intéressante, deux études ont récemment révélé la capacité de la Nétrine-1 a augmenter la
stabilité de Yap-1 et a promouvoir la translocation nucléaire de ce facteur de transcription
(Qietal, 2015), (Chen etal., 2016). Il apparait donc probable que I'ajout de Nétrine-1 ou que
sa surexpression ex vivo dans les cultures d’organoides puisse promouvoir I'activation de la
voie de signalisation dépendante de Yap-1 et conduire a une augmentation de la rigidité de la
matrice 3D utilisée. Ceci favoriserait alors la prolifération des CSI. La localisation cellulaire
de Yap-1, et par conséquent sa fonction, étant régulée par son statut de phosphorylation, des
Western blots anti-Yap et anti-phospho-Yap seraient donc a envisager sur nos cultures

d’organoides.
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Hormis son action potentielle sur la protéine Yap-1, la Nétrine-1 pourrait également
réguler l'intégrité de la lame basale en interagissant directement avec certains de ces
composants tels que les Perlécans, le Collagene, ou les Laminines. A titre d’exemple Reuten et
al. montrerent dans une étude récente que de part son interaction avec la Laminine-111, la
Nétrine-4 perturbe I'intégrité et 'organisation des lames basales (Reuten et al., 2016). Bien
qu’il semble que la Nétrine-1 ne soit pas capable de lier la Laminine-111, in vivo dans I'oreille
interne en développement celle-ci apparait néanmoins nécessaire a la rupture de la lame
basale ayant lieu lors de l'organogénese des différents canaux (Salminen et al, 2000),
(Abraira et al, 2008). Les malformations du canal semi-circulaire de l'oreille interne
observées chez les mutants invalidés pour la Nétrine-1 résulterait ainsi de l'incapacité a

rompre cette lame basale.

L’absence de Nétrine-1 dans l'intestin pourrait donc perturber l'intégrité de la lame
basale sous jacente a I'épithélium et de ce fait altérer 'homéostasie de celui-ci. Cependant,
chez 'embryon aucune perturbation de la lame basale, visualisée par un immunomarquage
anti-Laminines, n’a été observée. Ces résultats nécessiteraient toutefois d’étre corroborés
par des immunomarquages complémentaires tels que des immunomarquages anti-Collagene

ou anti-Intégrines. Ces expériences seraient également a réaliser chez 'adulte.

4. La Nétrine-1: une molécule impliquée dans la tumorigéneése
intestinale.

Chez l'adulte, 'expression anormalement élevée de Nétrine-1 a été observée dans
divers types de cancers, tels que dans certains cancers du sein (Fitamant et al., 2008), de la
prostate , du pancréas (Dumartin et al., 2010) ou du poumon (Delloye-Bourgeois et al., 2009)
par exemple. De facon intéressante bien que le niveau d’expression de cette molécule soit
relativement bas dans les cancers colorectaux sporadiques, la surexpression ectopique de
celles-ci dans 1'épithélium intestinal murin a montré la capacité de cette protéine a
promouvoir l'initiation tumorale et plus particulierement la progression tumorale (Mazelin
et al, 2004). Afin d’approfondir ces résultats, il serait intéressant d’'investiguer les
conséquences de la perte d’expression endogéne de Nétrine-1 dans la tumorigénése
intestinale. Par exemple le role de la Nétrine-1 dans la progression de la tumorigénése
intestinale pourrait étre approché via un modeéle murin APC1638N; Rosa26 :CreERT2 ;
Netrine-1lox. Le role de cette protéine dans l'initiation tumorale pourrait par ailleurs étre

étudié grace a la génération d’'un modele murin permettant de sur-activer la voie Wnt dans
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les CSI Lgr5+ tout en délétant la Nétrine-1 dans 'ensemble des types cellulaires de I'intestin.
Un modele Lgr5 : CreERT2 ; APClox ; Rosa26-FlippaseERT2 ; Nétrine-1Frt pourrait ainsi étre

proposé.

Pour conclure, mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence
I'implication de la Nétrine-1 dans I'ontogénése de I’épithélium intestinal ainsi que
dans la régulation des cellules souches intestinales adultes ex vivo. Ces résultats
préliminaires soulévent de nombreuses questions quant au(x) role(s) précis de la
Nétrine-1 dans ce tissu. De nombreuses expériences restent donc a réaliser afin de
déterminer, notamment, le(s) type(s) cellulaire(s) sur le(s)quel(s) cette protéine agit,
ainsi que les récepteurs impliqués et les signalisations sous-jacentes. Les nouveaux
modéles murins conditionnels présentés et validés au cours de cette these,
constituent des outils puissants pour les études a venir, tant dans l'intestin que dans
d’autres tissus. Cette étude ouvre également la question du réle de la Nétrine-1 dans la
régulation d’autres cellules souches adultes telles que les cellules souches neurales

par exemple.
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Floor-plate-derived netrin-1 is dispensable for
commissural axon guidance

Chloé Dominici'*, Juan Antonio Moreno-Bravo'*, Sergi Roig Puiggros>?, Quentin Rappeneau!, Nicolas Rama?, Pauline Vieugue?,

Agnes Bernet?, Patrick Mehlen?§ & Alain Chédotal'§

Netrin-1 is an evolutionarily conserved, secreted extracellular
matrix protein involved in axon guidance at the central nervous
system midline!2, Netrin-1 is expressed by cells localized at the
central nervous system midline, such as those of the floor plate
in vertebrate embryos'®. Growth cone turning assays and three-
dimensional gel diffusion assays have shown that netrin-1 can attract
commissural axons>*, Loss-of-function experiments further
demonstrated that commissural axon extension to the midline is
severely impaired in the absence of netrin-1 (refs 3, 7-9). Together,
these data have long supported a model in which commissural axons
are attracted by a netrin-1 gradient diffusing from the midline. Here
we selectively ablate netrin-1 expression in floor-plate cells using a
Ntnl conditional knockout mouse line. We find that hindbrain and
spinal cord commissural axons develop normally in the absence of
floor-plate-derived netrin-1. Furthermore, we show that netrin-1 is
highly expressed by cells in the ventricular zone, which can release
netrin-1 at the pial surface where it binds to commissural axons.
Notably, Ntnl deletion from the ventricular zone phenocopies
commissural axon guidance defects previously described in Ntn1-
knockout mice. These results show that the classical view that
attraction of commissural axons is mediated by a gradient of floor-
plate-derived netrin-1 is inaccurate and that netrin-1 primarily acts
locally by promoting growth cone adhesion.

Mouse commissural neurons are diverse and comprise many
subtypes!?. In the midbrain, hindbrain and spinal cord, commissural
neurons transiently express the Robo3 receptor!'"!? (Fig. 1a). At
embryonic day 9.5 (E9.5), the first commissural neurons cross the
floor plate'®, where netrin-1 expression is the highest*”!%, As previously
shown, NtnI mRNA is also expressed in neural progenitors of the basal
plate ventricular zone (Figs 1b, 2 and Extended Data Figs 1 and 2).
Netrin-1 protein is localized at the floor plate (labelled with Alcam/
BEN—a floor plate marker!?) and along commissural axons (Fig. 1c
and Extended Data Figs 1 and 2). The netrin-1 antibody used to identify
the protein does not cross-react with netrin-3 (Extended Data Fig. 1d).

We sought to determine whether dorsal netrin-1 is produced locally
in the ventricular zone, or if it diffuses from the floor plate. We detected
netrin-1 on the radial processes and basal end-feet of ventricular zone
neural progenitors, which are bipolar cells extending from the ventricu-
lar surface to the pia (Fig. 1 and Extended Data Fig. 1). We confirmed
the presence of netrin-1 in the ventricular zone precursors using Ntn1
hypomorphs (Ntn1%¢) in which netrin-1 is fused to 3-galactosidase
(3-gal) and trapped into endosomes (Fig. 1d)”. In Ntn1 Pgeol+ embryos,
netrin-17/3-gal™ puncta are observed in the floor plate and ventricular
zone, but not in commissural neurons. However, commissural axons
were netrin-1-immunoreactive (due to the wild-type allele; Fig. 1d
and Extended Data Fig. 1¢). The specificity of the netrin-1 axonal
immunolabelling is supported by its absence in Ntn1%°/%% embryos
(Fig. le). A ventricular source of netrin-1 was confirmed with nestin,

a marker of neural progenitors. At E10.5-E13, neural progenitor
processes extending to the pial surface co-expressed netrin-1 and nestin
(Fig. 1f and Extended Data Figs 1g and 4h). This suggests that in the
dorsal hindbrain and spinal cord, netrin-1 originates from ventricular
zone precursors rather than floor plate.

We next sought to clarify the source of netrin-1 that pioneer com-
missural axons encounter at the onset of their extension. At E9-E9.5,
the first Robo3* commissural growth cones extend in the marginal
layer of the hindbrain, where netrin-1 expression is high (Fig. 1g). This
was confirmed using a Ptfla:cre®T%Rosa™" reporter line!® (Fig. 1h).
Ptfla is expressed by diverse hindbrain commissural neuron
progenitors, including those of the inferior olivary nucleus'® (ION;
see below). Importantly, commissural axon guidance errors were
observed in Ntn17%¢/%¢° hypomorphs embryos as soon as growth
cones appeared (Fig. 1i). These results suggest that netrin-1 is released
or transported locally by neural progenitors to the pial surface and
guides pioneer commissural axons by promoting their initial growth
at the central nervous system periphery in the first stages of their
extension. Netrin-1 accumulation on commissural axons might create
a permissive pathway for follower axons.

The role of floor-plate-derived NtnI in mouse commissural axon
guidance in vivo is supported by the phenotypic analysis of Ntn1l
hypomorphs’ and NtnI-null embryos®®. To identify the critical source
of netrin-1 for mediating commissural axon guidance, we crossed a
novel netrin-1 conditional mouse line (Ntn /) to three mouse lines
expressing Cre recombinase ubiquitously, only in the floor plate, or
in all the neural tube except the floor plate. In homozygous Ntnl =/~
embryos, in which netrin-1 was ubiquitously deleted, no NtnI mRNA
is detectable in the hindbrain or spinal cord (Fig. 1j and not shown),
in contrast to the residual expression observed in Ntn17eo/fge
hypomorphs (Extended Data Fig. 2a—c). Likewise, netrin-1 immunola-
belling is abrogated in E11-E13 Ntnl1~/~ embryos (Fig. 1j and Extended
Data Fig. 1h, i). Netrin-1 immunoreactivity persisted on commis-
sural axons in the absence of permeabilization, suggesting that some
netrin-1 exists at the extracellular surface (Extended Data Fig. 1j). This
suggests that commissural axons and precursors could accumulate or
internalize netrin-1, possibly in a Dcc-dependent manner as shown
in Drosophila'’. Accordingly, Dcc is not only expressed by E11 and
E13 commissural axons, but also by neural progenitors in the hind-
brain (Fig. 1k). The specificity of the Dcc antibody was demonstrated
by the lack of staining in Dcc-knockout embryos!'® (Extended Data
Fig. 1k). In the E13 cerebellar plate (Fig. 11), 3 h pulse labelling with
EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) and immunostaining for the stem
cell marker Sox2 confirmed that neural progenitors do express Dcc
(Fig. 1m). Radial progenitor processes extended normally in Ntn1~/~
embryos (Extended Data Fig. 11).

Next, we analysed the consequences of floor-plate-specific dele-
tion of netrin-1 on commissural axon development (Figs 2 and 3). As
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Figure 1 | Netrin-1 is expressed by ventricular zone neural progenitors.
a, Robo3" commissural axons (left) and hindbrain schematic (right).
Dashed lines indicate section levels. BL, basal lamina; Cer., cerebellum;
CN, commissural neurons; FP, floor plate; Hind., hindbrain; NPC, neural
precursors; SC, spinal cord; VZ, ventricular zone. b, In wild-type mice,
the mRNA encoding the third exon of Ntn1, floxed in the conditional
knockout, is expressed in the ventricular zone and floor plate (n=6).

¢, Netrin-1 protein is expressed in the floor plate and commissural axons
(arrowheads; n=6). d, e, In Nin1%¢/+ (d) and Nin178¢/58 () mice,

the Ntn1-£3-gal protein is expressed in the ventricular zone and floor
plate (n =6 and 6). Commissural axons (arrowheads) are netrin-1* but
B-gal™. f, Netrin-1 is detected in nestin™ radial processes extending to
the pia (arrowheads; n=6). g, The first Robo3 " commissural growth

performed previously'?, we used a mouse line expressing Cre recom-
binase fused to green fluorescent protein (GFP) under the control of
the sonic hedgehog (Shh) promoter. Crossing Shh:cre and Rosa™" lines
showed that Cre was active in the E9 floor plate, before commissural
axons reach it (Fig. 2a, d). Neither tdTomato nor GFP were expressed in
the ventricular zone (Fig. 2j). In Shh:cre;Ntn /! embryos, Ntnl mRNA
was ablated from the floor plate all along the spinal cord and hindbrain
at E9, E10, E11 and E13 (Fig. 2b, ¢, e, f, k). Netrin-1 protein was also
eliminated from the floor plate at E9 but maintained in the ventricular
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Robo3 Ntn1

b Ntn1 exon 3 [
E11

Anti-Ntn1

k 4VZ

A

Wild type
wild type

Wild type

=

Ptf1a:crefRT2;RosaTom

Ntn1 Alcam

i Ntn1 exon 3

Ntn1=-

Robo3

cones (arrowheads; n=6) extend under the pia (dotted line) in a netrin-
1-rich domain. V, ventricle. h, i, tdTomato™ inferior olivary growth

cones (arrowheads) extend ventrally in a netrin-1-rich domain in
Ptfla:creERTz;RosaT"”’ and Nin1%¢/+ mice (n =6). Mice were injected with
tamoxifen at E10. In Ntn1%8¢/% mice (n = 6), axons (arrowheads) stall at
the pial surface and some enter the ventricular zone (arrow). j, Absence
of Ntn1 mRNA and protein (n =6 each) in Ntnl =/~ hindbrain. k, Dcc
labels hindbrain commissural axons and radial processes (arrowheads)
extending from the Sox2™" ventricular zone (n=6). 1, Robo3* commissural
axons at E13. Tel., telencephalon; Mes., mesencephalon. m, Sox2*/EdU™
cerebellar ventricular zone progenitors express Dcc (n = 6). Scale bars,
500 pum (a, 1); 50 pm (g, h right panel, m); 100 pm (all other panels).

zone (Fig. 2g, h). Netrin-1 was not detected in E9 Ntn1~/~ embryos
(Fig. 2i). Therefore, in Shh:cre;Ntn 1"/ embryos, netrin-1 ablation well
precedes midline crossing. The absence of netrin-1 from Shh:cre;Ntn /!
floor plate was confirmed at E10-E13 (Fig. 2k-m and Extended
Data Fig. 2a-d). Western blot analysis of floor plate extracts con-
firmed that netrin-1 is undetectable in NtnI~/~ embryos and almost
completely absent in Shh:cre;Ntn "'/ embryos compared to controls
(Extended Data Fig. 2h, i; for gel source data see Supplementary Fig. 1).
However, netrin-1 was still present in commissural axons, ventricular

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. All rights reserved.






tdTomato DAPI Robo3 DAPI Ntn1 exon 3 Robo3 DAPI Ntn1 exon 3
E9 ¢ E9

i

3§

:?x ig-..

Yo

Shh:cre;Ntn1™1
e
.
“JhE

§ Ks
e =
Q £
3
€ <]
Y @
o 9
S Q
<
£ <
%] (%]

F
THewsdl]
s

Robo3 DAPI Ntn1 exon 3

(1]
=

Robo3 DAPI| Ntn1 exon 3

Shh:cre;Ntn1™1

@ Shh:cre;Rosa™"
Shh:cre;Ntn1"+

II
» [IN%

GFP Dcc

Shh:cre;Ntn11

Ntn1 Alcam

Nin 11
Shh:cre;Ntn 1™
Shh:cre;Ntn1"

a Robo3 Robo3 DAPI Robo1 DAPI Dil
v E13

Ntn1 Bgeol/figeo -2

(1]

o Ntn1--

Shh:cre;Ntn 171

LETTER

Figure 2 | Floor-plate-specific deletion of Ntn1 in
Shh:cre;Ntn 1" embryos. a-f, tdTomato is expressed
in the floor plate (arrowhead) and notochord (arrow)
in Shh:cre;Rosa™" spinal cord (a) and hindbrain (d)
(n=6). Robo3™ commissural axons (arrowheads

in b, ¢, e and f) have not reached the midline. Ntn1
mRNA is present in the floor plate (short arrows) in
Shh:cre;Ntn 'V but not in Shh:cre;Ntn /"' mice. Ntn1
mRNA is also found in the progenitor domain p3.
g-1i, Netrin-1 is present in the floor plate (arrow) and
pial surface (arrowhead) in wild-type mice (g; n =6).
In Shh:cre;Ntn 1" mice (h; n =6), netrin-1 is absent
from the floor plate (arrow and dotted lines) but
present at the pial surface (arrowhead). Netrin-1

is completely absent in Ntn1 ~/~ mice (i; n=6).

j, In Shh:cre mice, GFP is present in the floor plate
(arrowhead; n = 6) and commissural axons express
Dcc. k, Ntnl is absent from the floor plate but
maintained in the ventricular zone in Shh:cre;Ntn 1/
mice (n=6). 1-n, In Shh:cre;Ntn " mice, the floor
plate (arrowheads in 1) lacks netrin-1, but both
commissural axons (short arrows in 1) and nestin™
neural progenitors (n; n=6) express it. Alcam
expression is unchanged in the floor plate (arrowheads
in m; n=6). Scale bars are 100 pm except on the higher
magnifications of g, h and i where they are 10 pm.

Figure 3 | Commissural axons develop normally
without floor-plate-derived netrin-1. Coronal
sections and flat mounts of E12 and E13 hindbrains.
a, In wild-type mice, Robo3* commissural axons cross
the floor plate (arrowheads) and Robol is expressed
by axons that have crossed successfully (n=7).
Dil-labelled commissural axons cross the midline
(dotted lines) and turn longitudinally (n=5).

b, In Ntn 1%/ mice, midline crossing is reduced
(arrowheads) and most Dil-labelled axons fail to cross
(n=3). ¢, Crossing is strongly reduced in Ntn1~/~
(n=6). Robol is still expressed on the few axons that
do successfully cross (arrowheads in b and ¢; n=6).

d, Commissures look similar to controls in
Shh:cre;Ntn " mice (n=6). Scale bars, 100 pm.
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Figure 4 | Ventricular-zone-derived netrin-1 controls commissural
axon guidance. a, b, Ventricular-zone-derived netrin-1 is absent in
Foxgl:cre;Ntn "/ mice and expression by commissural axons is reduced
(arrowheads) (b) compared to Foxgl:cre;Ntnlﬂ/ * mice (a). Netrin-1 is still
present in the floor plate (short arrows; 5 of 5 mice for each genotype).

¢, A few commissural axons (arrowheads; n = 6) cross the midline (arrow)
and Dil-labelled axons fail to cross (dotted line; n = 6). d, In wild-type

zone and neural progenitor processes (Fig. 21-n and Extended Data
Fig. 2f, g). To determine if the absence of floor-plate netrin-1 perturbed
midline crossing, we visualized commissural axons in Shh:cre;Ntn /!
embryos with immunostaining for neurofilament, Robo3, Dcc and
Robol. Robo3 is expressed by pre-crossing axons'!, Dcc before and
after crossing'!, and Robol after crossing!!. As previously described, the
number of axons crossing the midline was severely reduced in the hind-
brain and spinal cord in E13 and E11 Ntn1%¢/% embryos compared
to controls (Shh:cre;Ntn '+, Ntn1%/+ or wild type; Fig. 3a, b and
Extended Data Fig. 3a, b). This was confirmed by the parallel reduction
in Robol staining. As described®’, this phenotype was exacerbated in
Ntn1~/~ embryos in which midline crossing was almost completely
abolished (Fig. 3c and Extended Data Fig. 3c). Remarkably, midline
crossing was not perturbed in E10-E13 Shh:cre;Ntn P/ embryos in the
hindbrain, nor at any levels of the spinal cord (Fig. 3d and Extended
Data Fig. 3d, e and data not shown). At E12, 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,
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Foxp2™ inferior olivary (IO) neurons have started to reach the floor plate
(arrowhead; n=7). Most inferior olivary neurons fail to migrate ventrally
(arrowheads; n=6) in Ntn1~/~ and Foxgl :cre;Ntn " mice, unlike in
Shh:cre;Ntn " mice (n=7). e, Ntnl exon 3 expression in Nes:cre;Ntn /1!
mice (n=6). Midline crossing and inferior olivary neuron migration are
impaired (n = 6). Scale bars, 100 pm.

3’-tetramethylindocarbocyanine (Dil) injection in ‘open book’ hind-
brains and spinal cords (that is, preparations of anatomical samples that
have been dissected to unfold and lay flat, much like an open book)
showed that commissural axons cross the midline and turn longitu-
dinally in wild-type and Shh:cre;Ntn /' embryos, whereas crossing is
severely perturbed in Ntn1%°/%° and Ntn1~/~ embryos (Fig. 3 and
not shown). Therefore, floor-plate-derived netrin-1 is not required for
commissural axon guidance to the floor plate.

To confirm this result, we crossed Ntn '/ mice to lines expressing
Cre in the hindbrain. In Foxgl:cre;Ntn "/ embryos, Ntnl mRNA is
undetectable in the hindbrain ventricular zone, but highly expressed
in the floor plate (Fig. 4a, b). Accordingly, netrin-1 protein is almost
absent from commissural axons and pial surface of E11 and E13
Foxgl:cre;Ntn /' mouse hindbrains (Fig. 4a, b and Extended Data
Fig. 4a,b). Netrin-1 immunoreactivity in the floor plate and its vicinity

suggests that netrin-1 does not diffuse far from it. A Rosa™" reporter
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line confirmed that Foxgl:cre drives Cre expression in most of the
hindbrain but only a few floor-plate cells (Extended Data Fig. 4c). At
E13, the number of hindbrain commissures are strongly reduced in
Foxgl:cre;Ntn "M embryos, phenocopying Ntn1~/~ embryos (Fig. 4c
and Extended Data Fig. 4g and data not shown). Dil tracing of hind-
brain commissural axons confirms the absence of crossing at E13
(Fig. 4¢). Since ventricular zone netrin-1 persisted in FoxgI:cre;Ntn /!
spinal cord, we could not determine if the ventricular zone is also the
source of netrin-1 for spinal cord commissural axons (Extended Data
Fig. 4d, e). We next studied the development of ION neurons, whose
migration from the dorsal hindbrain to the floor plate is perturbed in
Nitn 1%/ embryos? (see also Fig. 1i). At E13, Foxp2+ migrating ION
neurons have started to reach the floor plate in wild-type mice?! (Fig. 4d).
By contrast, in Ntn1%¢/%¢ (Extended Data Fig. 4f) and Ntnl~/~
embryos (Fig. 4d) most ION neurons either fail to migrate ventrally or
migrate inside the hindbrain (Figs 4d and 1i). Similar defects occurred
in Foxgl:cre;Ntn //f embryos, but the ION neurons migrated normally
in Shh:cre;Nin 1" embryos (Fig. 4d). The role of ventricular-zone-de-
rived netrin-1 was further investigated in E11 Nes:cre;Ntn 1//f!
embryoszz, which lack Ntn1 mRNA in the ventricular zone but do
express it in the floor plate (Fig. 4e). In this mutant, a severe reduction
of midline crossing was observed (Fig. 4e) and ION neuron migration
was abnormal (Fig. 4e).

Netrin-1 was initially proposed to be a diffusible cue, but sequence
similarities with laminins and X-ray structural analyses have strength-
ened the view that netrin-1 is an extracellular matrix protein that
influences cell adhesion***. This raised questions about the ability
of netrin-1 to act simply as a soluble cue. Accordingly, studies in
Drosophila showed that the expression of a membrane-tethered
netrin-1 in midline glia rescues midline crossing24. Likewise, in the
Drosophila visual system, interaction between netrin and Frazzled (the
orthologue of Dcc) promotes attachment to target cells rather than
chemoattraction®. In the mouse, netrin-1 attachment to a substrate is
required for commissural axon extension®. Here we show that during
their ipsilateral extension, commissural axons respond to netrin-1
produced dorsally by neural progenitors in the hindbrain and spinal
cord and that floor-plate netrin-1 is not essential. The presence of
netrin-1 in dorsal spinal cord extracts'* most likely reflects its local
production by neural progenitors rather than its diffusion from the
floor plate. We propose that netrin-1 promotes growth cone attachment
and haptotaxis, anchoring pioneer commissural axons close to the pial
surface (Extended Data Fig. 4h).

Our results suggest that long-range attraction by gradient of
chemoattractants might not be a major guidance mechanism for com-
missural axons, as previously proposed”. The role of floor plate netrin-1
is still unclear as Shh:cre;Ntn /' mice are viable without any obvious
behavioural defects. By contrast, Foxgl:cre;Ntn '’/ and Nes:cre;Ntn /!
mutants die at birth. Yet, in the spinal cord, floor-plate- and ventricular-
zone-derived netrin-1 might act redundantly. In light of our results
it will be important to consider floor-plate-independent cellular
mechanisms of ipsilateral guidance of commissural axons.

Online Content Methods, along with any additional Extended Data display items and
Source Data, are available in the online version of the paper; references unique to
these sections appear only in the online paper.
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METHODS

Mouse strains and genotyping. Ntn1%(ref. 7) and Dcc (ref. 18) knockout lines
have previously been described and genotyped by PCR. The NtnI conditional
knockout was created (Genoway) by inserting two loxP sites flanking the coding
sequences containing both the principal ATG (based on Ntn1 cDNA sequence
NM_008744) and the cryptic ATG (based on Ntnl cDNA: BC141294) and the
alternative promoter described in intron 3 (ref. 28).

The targeting vector was constructed as follows: three fragments of 2.1kb,
3.4kb and 4.6 kb (respectively, the 5/, floxed and 3’ arms) were amplified by PCR
using 129Sv/Pas ES DNA as a template and sequentially subcloned into the pCR4-
TOPO vector (Invitrogen). These fragments were used for the construction of
the targeting vector in which a FRT-flanked neomycin cassette was inserted in
5’ of the loxP-flanked region. The linearized construct was electroporated into
129Sv/Pas mouse embryonic stem (ES) cells. After selection, targeted clones were
identified by PCR using external primers and further confirmed by Southern blot
analysis both with a neomycin and a 5 external probe. The positive ES cell clones
were injected into C57BL/6] blastocysts and gave rise to male chimaeras with a
significant ES cell contribution. Breeding was established with C57BL/6 mice
expressing the Flp-recombinase, to produce the heterozygous Ntn1 conditional
knockout line devoid of the neomycin cassette. To generate a null allele of Ntn1,
Nitn " mice were crossed to Krox20:cre mice, which express Cre recombinase in
the male and female germline after sexual maturity?. To ablate netrin-1 expression
in the floor plate we used the Shh:cre line*® (Jackson laboratories). In this line, the
eGFP reporter was also inserted in the Shh locus. Lastly, we crossed Ntn 1/ mice
to Foxgl:cre mice®' and Nes:cre mice? (Jackson laboratories). The Ai9 Rosa'@™mat
reporter line (Rosa’™"; Jackson Laboratories) was used to monitor Cre expression.
Developing inferior olivary neurons were visualized by crossing the Rosa™" line
with the Ptfla:cre? " line'. They were also further crossed to Ntn1%% mice. All
mice are kept in C57BL/6 background. The day of the vaginal plug was counted as
embryonic day 0.5 (E0.5). Mice were anaesthetized with intraperitoneal injection
of ketamine (100 mg/kg body weight) and xylazine (10 mg/kg). All animal proce-
dures were carried out in accordance to institutional guidelines and approved by
the UPMC Charles Darwin Ethics Committee. Embryos of either sex were used.
Tamoxifen injection. Ptfla:cre®™ % Rosa™" pregnant mice were intraperitoneally
injected at E10 with 1 mg of tamoxifen (Sigma-Aldrich, T-5648) dissolved in corn
oil (Sigma-Aldrich, C-8267). The embryos were collected at E11.

EdU labelling. Pregnant females were injected intraperitoneally with EAU
(1 mg per 10g body weight) and killed three hours later.

The proliferating cells were visualized after immunohistochemistry using the
Alexa Fluor 647 Click-iT EdU Imaging Kit (Invitrogen).

In situ hybridization. Antisense riboprobes were labelled with digoxigenin-11-
d-UTP (Roche Diagnostics) as described elsewhere'?, by in vitro transcription of
cDNA of mouse Ntnl (ref. 7) or mouse Nitnl exon 3.

Dil tracing. E12-E13 hindbrains fixed in 4% PFA in an open book configuration
were injected using a glass micropipette with Dil crystals or small drops of Dil
(Invitrogen) diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich). Samples were
kept for 24 h at 37°C in 4% PFA.

Immunohistochemistry. Embryos were fixed by immersion in 4% PFA in 0.12M
phosphate buffer, pH 7.4 (PFA) overnight at 4°C. Samples were cryoprotected
in a solution of 10% sucrose in 0.12M phosphate buffer (pH 7.2), frozen in iso-
pentane at 50 °C and then cut at 20 um with a cryostat (Leica Microsystems).
Immunohistochemistry was performed on cryostat sections after blocking in
0.2% gelatin in PBS containing 0.5% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich). Sections
were then incubated overnight with the following primary antibodies: goat
anti-human Robo3 (1:250, R&D Systems AF3076), goat anti-Dcc (1:500, Santa
Cruz sc-6535), goat anti-Robol (1:500, R&D Systems AF1749), rat anti-mouse
netrin-1 (1:500, R&D Systems MAB1109), mouse anti-nestin—-Alexa488 (1:1000,
Abcam ab197495), mouse anti-neurofilament (1:300, DSHB 2H3), goat anti-Foxp2
(1:1000, Santa Cruz sc-21069), rabbit anti-Foxp2 (1:1000, Abcam ab16046), rabbit
anti-Sox2 (1:500, Abcam ab97959), rabbit anti-3gal (1:500, Cappel 55976), goat
anti-human ALCAM (1:500, R&D Systems AF656), rabbit anti-GFP (1:800, Life
Technologies A11122), rabbit anti-DsRed (1:500, Clontech 632496) followed by
2h incubation in species-specific secondary antibodies directly conjugated to
fluorophores (Cy-5, Cy-3, Alexa Fluor 647 from Jackson ImmunoResearch, or
from Invitrogen). For netrin-1 immunostaining, an antigen retrieval treatment
was performed on the sections before to process them for immunochemistry. The
sections were boiled in citrate buffer (pH 6) during 9 min. Sections were coun-
terstained with DAPI (1:1,000, Sigma-Aldrich). In the case of netrin-1 immu-
nostaining on non-permeabilized tissue, the Triton was removed from all the

steps. Slides were scanned with a Nanozoomer (Hamamatsu) and laser scanning
confocal microscope (FV1000, Olympus). Brightness and contrast were adjusted
using Adobe Photoshop.
Whole-mount labelling and 3DISCO clearing. Whole-mount immunostaining
and 3DISCO optical clearing procedure has been described previously®2.
3D imaging was performed with an ultramicroscope using Inspector Pro software
(LaVision BioTec).
Western blotting. HEK-293T cells (from ATCC, not authenticated, tested
for mycoplasma contamination with a negative result) were transfected with
pCDNA3, pCDNA3-human NTN3, pCDNA3-human NTN1 or pCDNA3-mouse
Ntnl plasmids using Fugene HD transfection reagent (Promega) according
to the manufacturer’s instructions. Cells were harvested and lysed 36 h after
transfection. Cells were lysed using RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris
pH 8.0, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, complete protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)) and incubated for 1h at 4°C. Floor
plates were micro-dissected from hindbrains and spinal cords from Ntn 1/
I Shh:cre;Ntn "/ and Ntn1~/~ E11 embryos. Floor plates were lysed in RIPA
buffer and incubated for 20 min at 4 °C. Protein content was determined by
a BCA assay. 25 g of total protein was loaded on a 10% Mini Protean TGX
precast gel (Biorad) and blotted onto a nitrocellulose membrane (Biorad).
Membranes were blocked with 5% dried milk and 3% of BSA in TBS-0.1%
Tween (TBS-T) for 1h at room temperature and incubated for 90 min at room
temperature with primary antibodies: anti-actin (Sigma-Aldrich, A5060,
rabbit polyclonal, 1:1,500), anti-HPRT (Abcam, ab109021, rabbit monoclonal
EPR5299, 1:10,000), anti-Ntnl (R&D Systems, MAB1109, rat monoclonal,
1:500), anti-NTN3 (Abcam, ab185200, rabbit polyclonal, 1:1,000) and anti-Slit2
(Abcam, ab134166, rabbit monoclonal, 1:400). After three washes in TBS-T,
membranes were incubated with the appropriate HRP-conjugated secondary anti-
body (1:5,000, Jackson ImmunoResearch). Detection was performed using Pierce
ECL Western Blotting Substrate (ThermoScientific).
Data quantification and statistics. All data quantification was done by an observer
blinded to the experimental conditions. We did not perform randomization into
groups. No statistical methods were used to predetermine sample size. Data are
presented as mean values =+ s.e.m. Statistical significance was calculated using one-
sided unpaired tests for non-parametric tendencies (Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney). For western blot, at least three independent cases were quantified from
independent experiments using densitometric analysis (ImageJ) by normalizing
phosphorylation signals to total protein levels. The control cases were normalized
to 1 and for the mutants, data were presented as mean values £ s.e.m. (0.1133 £0.05
for Shh:cre; Ntn"1'1 for Ntn ! and 0 for Ntn1 /7). Differences were considered
significant when P < 0.05. The thickness of hindbrain commissural bundles was
quantified for each embryo on nine coronal sections. The sections were repre-
sentative of three different hindbrain antero-posterior levels (three sections for
each level). To minimize the developmental variations, mutant embryos and
littermate controls were compared (except for Ntnl1~/~ embryos which were
compared to wild-type embryos). The ratio of the commissural axon bundle
size was normalized to controls. Six embryos of each genotype were quantified,
from at least two different litters. Data are presented as mean + s.e.m.: wild type:
Decc, 0.994 = 0.052; Robo3, 1 40.061; neurofilament, 1 4-0.048; Ntn1/se0/%ee;
Dcc, 0.416+0.013; Robo3, 0.402 4 0.007; neurofilament, 0.416 +0.01; Ntn1~/~: Dcc,
0.091 £0.008; Robo3, 0.061 +-0.008; neurofilament, 0.104 £ 0.007; Shh:cre;Ntn V':
Dcc, 1.051 4 0.011; Robo3, 1.084 + 0.028; neurofilament, 1.063 + 0.019; and
Foxgl:cre;Ntn 1//fl: Dcc, 0.411 4 0.053; Robo3, 0.369 4 0.056; neurofilament,
0.41640.050.

Differences were considered significant when P < 0.05. Statistical analyses of the
mean and variance were performed with Prism 7 (GraphPad Software).
Data availability. The data that support the findings of this study are available
from the corresponding author upon reasonable request.
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Extended Data Figure 1 | Netrin-1 distribution in hindbrain and spinal
cord. Coronal cryostat sections of the hindbrain and spinal cord (brachial
level) of E11 and E13 embryos. a, At E11, the floor plate (Alcam™ positive
cells in green) and commissural axons are immunoreactive for netrin-1
(n=6).b, At E13 Ntnl mRNA is still expressed in the floor plate (Fp) and
ventricular zone of the basal plate (n=6). ¢, InaE11 Ntn1%e/+ mice,
Robo3™ commissural neurons in the dorsal hindbrain (arrowheads) are
not immunoreactive for 3gal, unlike the basal plate neuroepithelium
(arrows; n=6). d, Western blot analysis of HEK-293T cells overexpressing
human NTN3, NTN1 or mouse Ntnl proteins (n = 3). Left, the
monoclonal anti-Ntn1 antibody (MAB1109) specifically recognizes
netrin-1 proteins (human and mouse) and not netrin-3. Right, netrin-3 is
specifically recognized by the polyclonal anti-NTN3 antibody (ab185200),
unlike netrin-1. e, At E11, netrin-1 is expressed in the spinal cord by floor
plate (arrowhead) and ventricular zone progenitors (1 =6). f, The floor

plate (Alcam™), commissural axons, radial processes of neural
progenitors and basal lamina are immunoreactive for netrin-1 (n =6).
g, AtE13 (n=7), netrin-1 is still highly expressed in nestin™ radial
processes of neural progenitors and at the pial surface. h, i, Netrin-1 is
absent from the hindbrain of Ntn1~/~ at E13 (h) and the spinal cord at
E11 (i) (n =6 for each). Floor-plate cells (arrowhead) still express Alcam
(green). j, Netrin-1 immunostaining without permeabilization at E11.
Commissural axons are still labelled (arrowheads) including those that
have crossed the midline (arrow). Commissural axons are also stained
with anti-Robo3 on the left panel. V, ventricle. k, Shows the absence

of Dcc immunoreactivity on a hindbrain section from a Dec ™'~ E11
embryo (DAPI counterstaining, n=6). 1, The radial processes of neural
progenitors are present in Ntn1~/~ embryos (1= 6). Scale bars, 100 pm
except in g, 50 pm.
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Extended Data Figure 2 | Floor-plate-specific deletion of netrin-1 in
Shh:cre;Ntn 1! mutants. Coronal cryostat sections of the hindbrain

and spinal cord of E10 and E11 embryos. a-d, In situ hybridization for
Ntnl on E11 spinal cord (brachial level). In Ntn 1%/ embryos (a) Ntnl
mRNA is highly expressed in floor plate (Fp) and ventricular zone (n=6).
Weak Ntn1l expression is still detected in the floor plate (arrowhead)

of Nitn1%¢9/%¢ hypomorphs (b) (1 = 5), whereas no signal is seen in
Ntn1='= (¢) embryos (1 =6). In Shh:cre;Ntn 1/ embryos (d), Ntnl mRNA
is not expressed in the floor plate (arrowhead) but is still present in the
ventricular zone (n=6). e, E10 Shh:cre;Nitn /"1 spinal cord sections at
brachial, thoracic and lumbar levels. At all levels, netrin-1 is found in the
ventricular zone, with the highest levels in the p3 progenitor domain, but
is absent from the floor plate (arrowheads, n =6). f, g, In Ntn 1///!
commissural axons, basal lamina (Pia) and floor plate (arrowhead in f)
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are immunoreactive for netrin-1 (f). By contrast, the floor plate is not
labelled in Shh:cre;Ntn /! embryos (arrowhead in g) whereas netrin-1
remains expressed along neural progenitor processes and basal lamina
(pia; n=16/6). h, Western blot with anti-Ntn1 antibody on floor plate
extracts from Ntn 7, Shh:cre;Ntn /" and N1~/ E11 embryo hindbrain
and spinal cord (at least 3 cases for each from 3 independent experiments).
Netrin-1 is undetectable in Ntn1~/~ and reduced 90% in Shh:cre;Ntn1/"f!
mice. i, Western blot quantification. Wild-type values were normalized

to 1 and mutant values were compared using a non-parametric Mann-
Whitney test. Mutant values are represented as the mean +s.e.m.

(*P < 0.05; Ntn 1" to Shh:cre;Ntn 1/l or Ntn1~/~, Mann-Whitney test
(P=0.0022 for both)). Scale bars, 100 jum, except a, b, c and d higher
magnifications, 50 pm.
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Extended Data Figure 3 | Floor-plate-derived netrin-1 is not necessary
for midline crossing in hindbrain and spinal cord. Coronal cryostat
sections of the hindbrain and spinal cord (brachial level) of E10, E11 and
E13 embryos. a-d, E11 and E13 hindbrain sections (upper and middle
panels) and E11 spinal cord sections (lower panels). In wild-type mice (a),
Robo3*" and Dect commissural axons cross the floor plate (n=6). Midline
crossing is reduced in Ntn1%%/%¢ hypomorphs (b; arrowheads; n = 3)
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and almost absent in Ntnl~/~ embryos (¢c; n=6). By contrast, no midline
crossing defects are present in Shh:cre;Ntn Y embryos (d) (n=9).

e, Coronal sections at three rostro-caudal levels of the spinal cord of an
E10 Shh:cre;Ntn 1"/ embryo labelled with anti-Robo3. Commissural axons
cross the floor plate at all levels. The dashed lines on the left panel indicate
the level of the sections. Brach, brachial; Hind, hindbrain; Thor, thoracic;
Lumb, lumbar. Scale bars, 100 um, except e left panel, 400 pm.
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Extended Data Figure 4 | Analysis of the Foxgl:cre;Ntn 1/ mice.
Coronal cryostat sections of the hindbrain of E11 and E13 embryos and
spinal cord (brachial level) of E11 embryos. a, b, In Foxgl:cre;Ntn Jias
embryos, as in wild type, netrin-1 is expressed in the hindbrain ventricular
zone (arrowhead) and commissural axons (arrow). This is not the case in
Foxgl:cre;Ntn /' mutants; however, the floor plate (Fp) is still labelled
for netrin-1. Note that netrin-1 is present in the vicinity of the Fp (n=6).
¢, Foxgl:cre drives Cre expression in E13 (left) and E11 (right) hindbrain
cells (tdTomato™ cells in red) but not in the floor plate (arrowheads;
n=13/3). A few Alcam™ floor-plate cells are tdTomato*. d, e, Netrin-1
distribution is similar in the spinal cord of Foxgl:cre;Ntn/V* (d) and
Foxgl:cre;Ntn Py (e) embryos (n=>5). f, In Ntnl Ogeolfigeo Foxp2™ olivary
neurons fail to migrate ventrally (arrowheads) and only few of them are
able to reach to the floor plate (arrowheads; n=6). g, Quantification of
the size of hindbrain commissures in the different mutants compared

to controls. Six embryos of each genotype and nine sections from each
were quantified. Data are normalized to wild type and are represented as

Proposed model

mean =+ s.e.m. (one-way Kruskal-Wallis with Mann-Whitney post-test,
*P < 0.05; NS, not significant). Comparison between wild type and the
different conditions for Dcc, Robo3 and neurofilament, P < 0.05, except
the comparison between wild type and Shh:cre;Ntn /" where: Dcc,
P=0.0649; Robo3, P=0.1797; neurofilament, P =0.0649. h, Netrin-1
guidance mechanisms of hindbrain commissural axons, past and current
models. In the initial model, soluble netrin-1 secreted by floor plate

(FP) forms a ventral-dorsal gradient, which attracts ventrally travelling
commissural axon (CN) growth cones (GC). In the revised model,
pioneer CN axons form in a superficial region containing high levels of
netrin-1 produced by neural progenitor cells (NPCs) extending from

the ventricular zone (VZ) to the basal lamina (BL) at the surface of the
hindbrain. Commissural axons might also capture netrin-1 and establish
a netrin-1-rich pathway guiding follower axons. Their ventral extension
might be facilitated by chemorepellents produced in the dorsal hindbrain
(indicated with a question mark). Scale bars, 100 pm.
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ANNEXE 2 :

NETRIN-1 BIPOTENT SIGNALLING CONTROLS BOTH SELF-
RENEWAL AND LINEAGE COMMITMENT IN
EMBRYONIC STEM CELLS.
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Annexe 2

ABSTRACT:

Embryonic stem cells (ESC) are characterized by their ability to self-renew and to
differentiate into all lineages. However, even if the switch from self-renewal to lineage
commitment is crucial for embryo development, the mechanisms regulating this cell fate
decision remain unknown. Here we report that the neuronal guidance cue netrin-1 and its
receptors neogenin and UNC5B control this process in mouse ESC. We show that netrin-1
confers to ESC transcriptomic and epigenomic features reflecting an intermediate
configuration between the naive ICM and the late epiblast. In line with this, netrin-1 is
specifically expressed in the E4.5 pluripotent compartment in vivo and controls ESC
derivation. The established view in stem cell biology advocates that signalling molecules act
as pro-self-renewal or pro-lineage commitment cues in a given cell type. In striking contrast,
we reveal that netrin-1 is bipotent in mouse ESC, meaning that it exerts both pro-self-
renewal and pro-lineage commitment activities depending on the receptor it engages with.

Mechanistically, netrin-1 promotes self-renewal via neogenin by alleviating Mapk signalling
and triggering the dynamin-dependent degradation of UNC5B. In contrast, in presence of
UNC5B, netrin-1 primes ESC for germ layer segregation by exacerbating their
responsiveness to FGF. Altogether, our work identifies a "bipotent signalling" machinery by
which a unique signalling molecule controls both self-renewal and the coordinated switch to
differentiation in stem cells. Due to the fact that netrin-1 expression is detected in adult stem
cells and upregulated in a fraction of human cancers, we speculate that this machinery might
operate in other stem cell types to control organism homeostasis and be deregulated in

pathological contexts.
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