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• Polypose adénomateuse familiale (PAF): 
– mutations du gène APC (gène suppresseur de tumeur)   

– Prévalence = 1/10 000 

– Responsable de 1% de cancers colorectaux 
 

• Polypes adénomateux Cancer colorectal +++  

  CONTEXTE 

Adapted from Subramaniam R, Cancer Research Frontiers 2016 



  Voie Wnt/APC/b-caténine 

PAF = activation des cellules souches intestinales (CSI) 
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  PAF = atteinte cellules souches intestinales 
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  PAF = rôle de l’EGF ? 



• Organoïdes coliques humains : 
– Modèles animaux (dont murins) non relevants 

– Modèle idéal pour étudier les propriétés des CSI 

 

 

 

 

 

 

 
 

PATIENTS ET METHODES 

Isolement des cryptes Culture d’organoïdes 3D dans 
matrigel 

Milieu de culture 
ADF, Glutamax, Hepes, N2, B27, EGF, Noggin, ± Wnt3a, R-spondin, NAC, 

Nicotinamide, Gastrine, SB202190, PGE2, LY2157299 

J0 J2 J5 J7 

 Retrait Wnt3a (PAF) 

 Retrait EGF 
Ethic committee approval (BIODIGE, 2016-A00016-45) 

Adapted from Jung et al. Nature Medicine 2011 
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RESULTATS:   morphologie et croissance 
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Figure 12 : Expression génique dans les organoïdes PAF. (A) Variation d’expression des marqueurs 

souches (Lgr5, Ephb2, Sox9, CD44v6, TGF et Wnt5a) dans les organoïdes A et NA par rapport à N. 

(B) Variation d’expression des marqueurs de prolifération (CyclinD1 et Ki67) dans les organoïdes A et 

NA par rapport à N. (C) Variation d’expression de l’EGF et de Lrig1 dans les organoïdes A par rapport 

à NA. La variation d’expression de l’EGF dans les cryptes isolées avant culture est montrée. (D) Impact 

de la privation d’EGF dans le milieu de culture sur l’expression de l’Epiréguline dans les organoïdes A. 

(E) Variation d’expression des cibles transcriptionnelles des voies Wnt (β-caténine, Frizzled4), EGF 

(p110α, Bcl-XL) et YAP (GSK3β, intégrine β2) dans les organoïdes A par rapport à NA. Moyenne ± 

ESM, organoïdes NA et A n=3, cryptes NA et A n=2. p<0,05* : t-test apparié. Toutes ces expressions 
sont normalisées par rapport à l’expression de la GAPDH et de l’HPRT. 

Discussion  

Selon nos résultats, l’EGF est un facteur important de la survie et de la croissance des 

CSI adénomateuses PAF, alors qu’il apparaît non requis pour celles des CSI non adénomateuses 

PAF ou normales. De façon cohérente, dans les adénomes, son expression est augmentée dans 

les cryptes et l’expression de Lrig1, un régulateur négatif de la famille EGFR, est abaissée dans 

les CSI. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature obtenues avec des 

modèles murins déficients pour Apc [10]. 

Une forme particulière de -caténine (Pser552) a été associée à la division asymétrique 

des CSI et à la fission des cryptes (néo-bourgeon de régénération épithéliale) [9]. Cette forme 

de β-caténine est indépendante de la régulation liée à APC et aurait des cibles transcriptionne lles 

spécifiques [9]. Nous révélons que, dans la PAF, la β-caténine phosphorylée sur la sérine 552 

est exprimée dans les CSI adénomateuses mais non dans les CSI non adénomateuses, et qu’elle 

est sous contrôle de l’EGF. La voie PI3K/Akt a été montrée responsable de l’activation de la -

caténine par phosphorylation de sa sérine 552 [9] et nos résultats de protéomique et de 

génomique sont en faveur d’une bascule de la voie MAPK vers la voie PI3K/Akt en aval de 

l’EGF dans les CSI adénomateuses. Ceci reste à confirmer par des expériences supplémenta ires 

avec un enrichissement de la quantité de protéines extraites des organoïdes afin de détecter Akt 

par Western blot. Nous montrons que le TGFβ promeut également cette forme phosphorylée de 

β-caténine. Or, fait important, s’il a été montré que EGF et TGF  peuvent coopérer dans le 
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non adénomateux PAF, l’expression de ces marqueurs est plus intense et le marquage CD24 

n’est pas restreint au pôle apical (Fig. 5B). Dans les colonoïdes adénomateux, CD44 et CD24 

ont une expression prédominante au fond des bourgeonnements ou néo-cryptes et CD24 

montre une localisation basale cellulaire à la naissance de la néo-crypte (Fig. 5C). 

 
Figure 5. Expression des marqueurs d’immaturité dans les organoïdes PAF. (A, B, C) 
Immunomarquages de CD24 et de CD44 à J9 de culture. (A) Marquage sur colonosphère normal et 
(B) non adénomateux PAF. (C) Marquage sur colonoïde adénomateux PAF (Flèches= fond de la néo-
crypte et base de sa formation). Barres d'échelle : 50 µm. Les noyaux sont marqués au DAPI. 
Représentatif de 10 structures identiques, n=3. (D) Expression génique de Lgr5 et Ephrin B2 dans les 
organoïdes à J9 de culture. Résultats rapportés à l 'expression génique de la GAPDH. n=3, moyenne ± 
E.S.M. 

Ces données confirment que les cellules immatures de crypte humaine PAF sont plus 

nombreuses, ce qui est retrouvé dans les organoïdes PAF et montrent qu’elles ont conservé ex 

vivo les capacités de s’auto-renouveler (cyste) et de se différencier (néo-crypte). Cependant, 

les marqueurs CD44 et CD24 n’ont pas permis de discriminer un enrichissement dans une 

sous-population particulière de CSI dans la pathologie PAF. C’est pourquoi nous avons 

complété cette étude par le niveau d'expression génique de deux autres marqueurs de CSI, 

Lgr5 et Ephrine B2, qui sont également des marqueurs des cellules souches cancéreuses 

coliques (Kundu et al., 2015). Dans la Fig. 5D, en comparaison aux organoïdes normaux, les 

résultats montrent une tendance (non significative) à l’augmentation de l’expression de Lgr5 

dans les organoïdes adénomateux PAF et d’Ephrine B2 dans les organoïdes non adénomateux 

PAF. 

A HC      
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Figure 12 : Expression génique dans les organoïdes PAF. (A) Variation d’expression des marqueurs 

souches (Lgr5, Ephb2, Sox9, CD44v6, TGF et Wnt5a) dans les organoïdes A et NA par rapport à N. 

(B) Variation d’expression des marqueurs de prolifération (CyclinD1 et Ki67) dans les organoïdes A et 

NA par rapport à N. (C) Variation d’expression de l’EGF et de Lrig1 dans les organoïdes A par rapport 

à NA. La variation d’expression de l’EGF dans les cryptes isolées avant culture est montrée. (D) Impact 

de la privation d’EGF dans le milieu de culture sur l’expression de l’Epiréguline dans les organoïdes A. 

(E) Variation d’expression des cibles transcriptionnelles des voies Wnt (β-caténine, Frizzled4), EGF 

(p110α, Bcl-XL) et YAP (GSK3β, intégrine β2) dans les organoïdes A par rapport à NA. Moyenne ± 

ESM, organoïdes NA et A n=3, cryptes NA et A n=2. p<0,05* : t-test apparié. Toutes ces expressions 
sont normalisées par rapport à l’expression de la GAPDH et de l’HPRT. 
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de la privation d’EGF dans le milieu de culture sur l’expression de l’Epiréguline dans les organoïdes A. 

(E) Variation d’expression des cibles transcriptionnelles des voies Wnt (β-caténine, Frizzled4), EGF 

(p110α, Bcl-XL) et YAP (GSK3β, intégrine β2) dans les organoïdes A par rapport à NA. Moyenne ± 

ESM, organoïdes NA et A n=3, cryptes NA et A n=2. p<0,05* : t-test apparié. Toutes ces expressions 

sont normalisées par rapport à l’expression de la GAPDH et de l’HPRT. 

Discussion  

Selon nos résultats, l’EGF est un facteur important de la survie et de la croissance des 

CSI adénomateuses PAF, alors qu’il apparaît non requis pour celles des CSI non adénomateuses 

PAF ou normales. De façon cohérente, dans les adénomes, son expression est augmentée dans 

les cryptes et l’expression de Lrig1, un régulateur négatif de la famille EGFR, est abaissée dans 

les CSI. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature obtenues avec des 

modèles murins déficients pour Apc [10]. 

Une forme particulière de -caténine (Pser552) a été associée à la division asymétrique 

des CSI et à la fission des cryptes (néo-bourgeon de régénération épithéliale) [9]. Cette forme 

de β-caténine est indépendante de la régulation liée à APC et aurait des cibles transcriptionne lles 

spécifiques [9]. Nous révélons que, dans la PAF, la β-caténine phosphorylée sur la sérine 552 

est exprimée dans les CSI adénomateuses mais non dans les CSI non adénomateuses, et qu’elle 

est sous contrôle de l’EGF. La voie PI3K/Akt a été montrée responsable de l’activation de la -

caténine par phosphorylation de sa sérine 552 [9] et nos résultats de protéomique et de 

génomique sont en faveur d’une bascule de la voie MAPK vers la voie PI3K/Akt en aval de 

l’EGF dans les CSI adénomateuses. Ceci reste à confirmer par des expériences supplémenta ires 

avec un enrichissement de la quantité de protéines extraites des organoïdes afin de détecter Akt 

par Western blot. Nous montrons que le TGFβ promeut également cette forme phosphorylée de 

β-caténine. Or, fait important, s’il a été montré que EGF et TGF  peuvent coopérer dans le 
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Conclusion 

• Caractérisation d’une forme d’organoïdes 
spécifiques dans la PAF : cyste avec 
bourgeonnement ≈ adénome 

 

 

• Différences entre A and NA: 

– Adénomateux = EGF (PI3K/Akt) et TGFβ  

– Non adénomateux = EGF (MAPK) 

 

 


