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Résumé 

 

Rôles de la protéine tyrosine phosphatase SHP-2 dans l'inflammation intestinale et le 

cancer colorectal associé à la colite 

Par 

Geneviève Coulombe 

Programme de Biologie cellulaire 

Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Biologie cellulaire, Faculté de médecine et 

des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

SHP-2 est une tyrosine phosphatase impliquée dans la signalisation intracellulaire 

déclenchée par des facteurs de croissance, des cytokines pro-inflammatoires et des produits 

bactériens. Bien que cette phosphatase soit exprimée de manière ubiquiste et donc dans 

l’épithélium intestinal, son rôle dans ce tissu n'était pas connu. Afin de mieux comprendre 

les rôles joués par cette phosphatase dans l’intestin, nous avons généré un modèle murin de 

délétion conditionnelle de Shp-2 spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales 

(SHP-2
CEI-KO

). Nos résultats montrent que dès l'âge de 1 mois, toutes les souris 

expérimentales ont développé spontanément de l'inflammation au niveau du côlon. En fait, 

dans les cellules épithéliales intestinales, SHP-2 contrôle le niveau d’activation d’effecteurs 

de signalisation importants tels que les kinases ERK1/2 de même que les facteurs de 

transcription NFκB, STAT3 et β-caténine. En modulant ces voies de signalisation, SHP-2 

contrôle des processus cellulaires primordiaux pour le maintien de l’homéostasie 

intestinale: la détermination des cellules à mucus et des cellules de Paneth, la composition 

de la flore, la perméabilité paracellulaire et la restitution épithéliale. La dérégulation de ces 

processus cellulaires peut expliquer l'apparition rapide d'inflammation colique chez les 

souris SHP-2
CEI-KO

. De plus, l'inflammation chronique observée chez les souris SHP-2
CEI-KO

 

entraîne avec l'âge le développement de cancer colorectal associé à la colite. Finalement, 

nos résultats chez l'humain montrent qu'il y a une diminution significative d'expression de 

SHP-2 chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales comparativement 

aux patients témoins. Également, deux polymorphismes de PTPN11 sont retrouvés 

préférentiellement chez les patients atteints de colite ulcéreuse. En conclusion, nos résultats 

démontrent que la phosphatase SHP-2 protège l'épithélium intestinal contre l'inflammation 

et le cancer colorectal associé à la colite.   

 

Mots clés: SHP-2, protéine tyrosine phosphatase, inflammation intestinale, cancer 

colorectal associé à la colite 
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Introduction 

1. Le système digestif 

1.1. La structure du système digestif 

 Le système digestif, appelé aussi appareil digestif, comprend l'ensemble des organes 

dont la principale fonction est la digestion des aliments afin d'en extraire les nutriments et 

de les assimiler. Le système digestif comprend le tube digestif qui s'étend de la bouche à 

l'anus et dont font partie la bouche, le pharynx, l’œsophage, l’estomac (fundus, cardia, 

pylore), l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) et le gros intestin ou côlon (caecum, 

côlon ascendant, côlon transverse, côlon descendant, côlon sigmoïde, rectum, anus). Il 

inclut aussi des organes annexes comme le foie, le pancréas et la vésicule biliaire. Plus 

précisément, la digestion des aliments se fait selon les étapes suivantes. L'ingestion des 

aliments se fait par la bouche où ils sont mastiqués. Suite à la déglutition, le bol alimentaire 

est propulsé vers le pharynx jusque dans l'œsophage. Le mouvement péristaltique amène le 

bol alimentaire dans l'estomac où il est mélangé avec le suc gastrique, comprenant l'acide 

chlorhydrique et la pepsine, pour former le chyme. Cette bouillie alimentaire atteint ensuite 

l'intestin grêle où elle est digérée par les enzymes digestives (sucrase-isomaltase, lactase, 

etc.) exprimées dans la bordure en brosse des cellules épithéliales intestinales. La bile 

produite par le foie et les proenzymes pancréatiques, dont le trypsinogène, la 

chymotrypsine, la prophospholipase et la prolipase, y participent aussi. Suite à la digestion, 

l'absorption des nutriments se fait majoritairement par l'épithélium de l'intestin grêle. Afin 

d'augmenter la surface de contact permettant l'absorption, l’intestin grêle est organisé en 

valvules conniventes, elles-mêmes hérissées de petites digitations nommées villosités. Sur 

ces villosités se retrouvent essentiellement deux types de cellules: les cellules à mucus et 

les entérocytes qui présentent sur leur face tournée vers la lumière intestinale, de très 

nombreuses microvillosités. Finalement, l'absorption de l'eau et des sels se fait au niveau du 

côlon puis les résidus de la digestion forment les fèces et sont évacués par l'anus (Tortora et 

Grabowski, 1994).  
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 La paroi du tube digestif se compose de quatre couches fonctionnelles: la muqueuse, 

la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est la couche interne du tube 

digestif et elle comprend l'épithélium intestinal, la lamina propria et la muscularis mucosae. 

Plus en détail, l'épithélium intestinal repose sur la lamina propria, une couche de tissu 

conjonctif de soutien, contenant des cellules de soutien soit des fibroblastes, des cellules 

immunitaires ainsi que de petits vaisseaux sanguins et lymphatiques. Les cellules du 

système immunitaire adaptatif forment le GALT (tissu lymphoïde associé à l'intestin) qui se 

regroupent en structures spécialisées comme les plaques de Peyer, les ganglions 

lymphoïdes intestinaux et les follicules isolés (Lotz et al., 2006). La lamina propria repose 

sur la muscularis mucosae, une mince couche de muscle lisse. Sous la muqueuse se 

retrouve la sous-muqueuse. Elle se compose de tissu conjonctif fait de fibres de collagène 

lâche contenant des vaisseaux sanguins et lymphatiques de même que des nerfs formant le 

plexus de Meissner. Son rôle est de soutenir la muqueuse. Sous cette couche se retrouve la 

musculeuse formée de deux couches de muscles: une couche interne circulaire responsable 

de la contraction de la lumière et une couche externe longitudinale responsable du 

péristaltisme. Le plexus d'Auerbach, appartenant au système nerveux entérique, se retrouve 

entre ces deux couches musculaires. Finalement, la séreuse, appelée aussi l'adventice, est la 

couche externe du tube digestif. Elle se compose d'un mésothélium, un épithélium 

pavimenteux simple, et de tissu conjonctif (Tortora et Grabowski, 1994).  

 

1.2. La structure de l'épithélium intestinal 

1.2.1. L'intestin grêle 

 La structure et les fonctions de l'épithélium de l'intestin grêle et du côlon ne sont pas 

les mêmes. Dans l'intestin grêle, l'épithélium forme des axes cryptes-villosités (Schéma 

1A). La crypte contient les cellules souches, les cellules progénitrices, les cellules en voie 

de différenciation et les cellules de Paneth. Plus précisément, deux types de cellules 

souches ont été décrites dans l'intestin: les cellules CBCC ou Lgr5+ situées dans le fond des 

cryptes et les cellules +4 situées à la position 4 dans la crypte (Medema et Vermeulen, 

2011). Suite à une division asymétrique, une cellule souche donne naissance à une nouvelle 

cellule  souche et à une cellule progénitrice.  Les  cellules progénitrices migrent vers le haut 
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Schéma 1: La structure de l'épithélium intestinal. 

(A) Dans l'intestin grêle, l'épithélium est organisé en axes cryptes-villosités. La crypte contient les cellules 

souches, les cellules progénitrices, les cellules en voie de différenciation et les cellules de Paneth. Suite à une 

division asymétrique, une cellule souche donne naissance à une nouvelle cellule souche et à une cellule 

progénitrice. Les cellules progénitrices vont entamer un processus de différenciation et donner naissance 

principalement aux entérocytes, aux cellules à mucus, aux cellules entéroendocrines et aux cellules de Paneth. 

Il existe aussi les cellules M, les cellules «cup» et les cellules «tuft» qui sont plus minoritaires et moins bien 

caractérisées. (B) L'épithélium colique présente des cryptes plus profondes et est dépourvu de villosités. Les 

cellules souches pluripotentes vont se retrouver au fond de celles-ci et vont donner naissance aux types 

cellulaires différenciés soit les cellules absorbantes, les cellules à mucus et les cellules entéroendocrines. Tiré 

et adapté de Reya et Clevers (2005). 
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de la crypte tout en continuant à se diviser entre trois et quatre fois. Ces cellules sont 

sensibles à des signaux de détermination et cessent alors de proliférer pour entamer un 

processus de différenciation, c'est-à-dire acquérir leur forme et leur fonction spécialisée. 

Dans l'intestin grêle, les cellules souches intestinales donnent naissance à principalement 

quatre types de cellules épithéliales différenciées: les entérocytes ou cellules absorbantes, 

les cellules à mucus appelées aussi cellules caliciformes ou cellules à gobelet, les cellules 

entéroendocrines et les cellules de Paneth (van der Flier et Clevers, 2009). Des cellules 

intermédiaires exprimant à la fois des marqueurs de cellules à Paneth et à gobelet sont aussi 

rarement retrouvées dans l'intestin grêle, ce qui suggère que ces types cellulaires 

proviennent d'un précurseur commun (Calvert et al., 1988). Il existe aussi les cellules M 

(Miller et al., 2007), les cellules «cup» (Madara et Carlson, 1985) et les cellules «tuft» 

(Gerbe et al., 2012) qui sont plus minoritaires et moins bien caractérisées. 

 Les entérocytes sont des cellules hautement polarisées dont la face apicale contient 

des microvillosités formant une bordure en brosse impliquée dans la digestion et 

l'absorption des nutriments. Aussi, les entérocytes peuvent sécréter des β-défensines, un 

type de peptide antimicrobien. Ces cellules sont présentes dans les villosités et représentent 

80% de toutes les cellules épithéliales de l'intestin (van der Flier et Clevers, 2009). 

 Les cellules à mucus ou cellules caliciformes ont une forme de calice. Ces cellules 

localisées dans les villosités sécrètent des mucines formant une couche de mucus lubrifiant 

la paroi intestinale, ce qui facilite le passage des selles et protège l'épithélium contre 

l'érosion. Le mucus empêche aussi les bactéries d'être directement en contact avec les 

cellules épithéliales intestinales et lie les peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules 

épithéliales. Les cellules à mucus sécrètent aussi le facteur trifolié 3 (TFF3) impliqué dans 

la restitution épithéliale (Kim et Ho, 2010). Le nombre de cellules à mucus augmente 

fortement du duodénum vers le côlon descendant (Karam, 1999).  

 Les cellules entéroendocrines coordonnent les fonctions du tube digestif en 

sécrétant diverses hormones. Il existe plus de quinze types de cellules entéroendocrines 

classées selon leur morphologie et le type d'hormone sécrété (Evans et Potten, 1988). Les 

principales hormones intestinales sont la cholécystokine (CCK), la sécrétine, la 

somatostatine et le peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP) (Rindi et al., 2004). 
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Les cellules entéroendocrines présentes dans les villosités intestinales représentent moins 

de 1% des cellules épithéliales de l'intestin (Schonhoff et al., 2004).   

 Contrairement aux autres cellules épithéliales intestinales différenciées, les cellules 

de Paneth se localisent au fond des cryptes. Normalement, elles sont retrouvées uniquement 

dans l'intestin grêle; néanmoins, des cellules de Paneth métaplasiques peuvent être 

retrouvées dans l'estomac ou le côlon lors de différentes pathologies (Tanabe et al., 2008; 

Tanaka et al., 2001). Les cellules de Paneth possèdent un cytoplasme apical rempli de 

granules très denses. Ces cellules sécrètent plusieurs peptides antimicrobiens tels que le 

lysozyme et les α-défensines qui protègent l'hôte des pathogènes entériques (Wilson et al., 

1999) et modulent la composition de la microflore intestinale (Salzman et al., 2010). 

D'ailleurs, l'expression de certains peptides antimicrobiens est modulée par les bactéries 

(Vaishnava et al., 2008). Finalement, les cellules de Paneth contribuent à la formation de la 

niche des cellules souches en exprimant et sécrétant des facteurs de croissance notamment 

du TGFα, de l'EGF, du Wnt3 et le ligand de Notch Dll4 (Sato et al., 2011).   

 

1.2.2. Le côlon 

 L'épithélium colique présente des cryptes plus profondes et est dépourvu de 

villosités (Schéma 1B). Tout comme dans l'intestin grêle, les cellules souches pluripotentes 

vont se retrouver au fond de celles-ci et vont donner naissance aux types cellulaires 

différenciés soit les colonocytes ou cellules absorbantes, les cellules à mucus et les cellules 

entéroendocrines. Normalement, il n'y a pas de cellules de Paneth dans le côlon (van der 

Flier et Clevers, 2009). 

 Les colonocytes, contrairement aux entérocytes, ne possèdent pas d'enzymes 

digestives. Leur fonction est plutôt d'absorber l'eau et les sels. Les cellules à mucus sont 

présentes en grande quantité dans le côlon et sont responsables, tout comme dans l'intestin 

grêle, de la sécrétion de mucus. Pour leur part, les cellules entéroendocrines du côlon vont 

sécréter des hormones, principalement la sérotonine et le peptide YY (PYY) (Rindi et al., 

2004). 
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1.3. L'épithélium intestinal et la microflore 

L'épithélium intestinal est en contact avec le contenu de la lumière intestinale 

composée notamment de la flore intestinale. Cette microflore comprend l'ensemble des 

microorganismes qui se trouvent dans le tube digestif dont près de 98% sont des bactéries 

commensales appartenant majoritairement aux groupes Bacteroidetes et Firmicutes. Des 

bactéries pathogènes, des levures, des protistes et des virus peuvent aussi y être retrouvés. 

Au niveau de l'intestin grêle, entre 10
3
-10

5
 microorganismes par mL sont présents tandis 

que dans le côlon, le nombre de microorganismes est beaucoup plus élevé et atteint entre 

10
9
-10

12
 par mL (Artis, 2008). En fait, chez l’homme, la microflore intestinale renferme 

environ 100 000 milliards de bactéries appartenant à plus de 500 espèces différentes (Xu et 

Gordon, 2003).  

L’épithélium intestinal fonctionne en symbiose avec les bactéries commensales de 

la flore intestinale. L'intestin procure un endroit propice à la survie de ces bactéries en lui 

fournissant des nutriments. En retour, les bactéries commensales exercent plusieurs effets 

bénéfiques pour l’hôte. En effet, via leur métabolisme, les bactéries produisent des acides 

gras à chaîne courte dont le butyrate qui représente la principale source d’énergie de la 

muqueuse colique (Donohoe et al., 2011). La flore permet aussi la dégradation des hydrates 

de carbone non absorbés aboutissant à la production d’acides organiques assimilables 

(acétate, propionate, butyrate) et de gaz (CO2, H2). Les enzymes bactériennes hydrolysent 

aussi les lipides alimentaires non absorbés (Wolf, 2006) de même que certaines protéines et 

certains acides aminés tels que le tryptophane permettant la récupération de l’azote (Wikoff 

et al., 2009). Finalement, les bactéries anaérobiques facultatives sont capables de 

synthétiser un large éventail de vitamines incluant la biotine, la riboflavine et la vitamine K 

tandis que les bactéries anaérobies strictes sont capables de produire de la vitamine B12. 

Les bactéries commensales jouent un rôle primordial pour l'hôte. Des expériences 

effectuées chez des souris axéniques montrent que l’absence de la flore entraîne un 

ralentissement du transit intestinal et une dilatation du caecum dû à leur effet sur la 

motricité (Abrams et Bishop, 1967). De plus, la vitesse de renouvellement cellulaire de 

l’épithélium intestinal est aussi significativement réduite chez les souris axéniques (Abrams 

et al., 1963). Finalement, la microflore intestinale est cruciale pour la maturation du 
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système immunitaire intestinal. En effet, les souris axéniques présentent des défauts dans le 

développement de leur système immunitaire; les plaques de Peyer, situées le long de 

l’intestin, de même que la rate et les ganglions lymphoïdes restent immatures quand ces 

animaux vieillissent. Cela s’accompagne dans l’organisme d’un déficit en lymphocytes 

matures (Cash et Hooper, 2005). 

 

1.3.1. La signalisation des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires   

Les cellules épithéliales intestinales perçoivent le contenu de la lumière intestinale, 

dont les bactéries, par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs) 

incluant les récepteurs transmembranaires de type Toll (TLRs) ainsi que les récepteurs 

intracellulaires de type NOD (NLRs) (Fukata et al., 2009). Il existe 9 types de TLR (TLR1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 9) ainsi que 6 types de NLR (NOD1, NOD2, NLRP3, 6, 12 et NLRC4) 

exprimés par les cellules de l’épithélium intestinal (Fukata et Arditi, 2013; Rubino et al., 

2012). Chaque récepteur détecte spécifiquement des MAMPs (microbe associated 

molecular pattern) présents sur les bactéries commensales et pathogènes, les levures et les 

virus. Notamment, le récepteur TLR4 reconnaît le LPS (lipopolysaccharide) présent sur les 

bactéries gram négatif tandis que le récepteur TLR5 détecte plutôt la flagelline, une 

protéine retrouvée dans les flagelles des bactéries.       

L'activation des TLRs induit plusieurs cascades de signalisation. La signalisation 

s'initie par l'homo- ou l'hétérodimérisation de TLRs entraînant le recrutement de protéines 

adaptatrices comme Myd88, Mal, TRIF, TRAM et SARM via leur domaine de liaison Tir 

(Medzhitov, 2007). Ces adapteurs activent d'autres molécules telles que les kinases IRAK1, 

IRAK4, TAK1, IKKα et IKKβ résultant en l'activation des voies de signalisation NFκB et 

MAPKs (ERK1/2, JNK et p38) (Liew et al., 2005). Au final, les facteurs de transcription 

NFκB, AP-1, Elk-1 et CREB vont être activés et entraînés l’expression de gènes codant 

pour des cytokines, des chimiokines et des produits antimicrobiens (Artis, 2008). En 

parallèle, la voie IRF3 peut aussi être activée par le récepteur TLR3 via la protéine 

adaptatrice TRIF. Il en résulte l'activation de TBK1 et IKKε menant à la transcription des 

gènes cibles comme les interférons de type 1 (Fitzgerald et al., 2003; Oshiumi et al., 2003). 

L'expression de plusieurs gènes peut être modulée via la signalisation des TLRs. Ainsi, la 
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spécificité de la réponse immunitaire va dépendre du type de TLR activé mais aussi des 

protéines adaptatrices qui sont recrutées (Wells et al., 2010). Par exemple, le récepteur 

TLR4 peut utiliser les protéines adaptatrices Myd88, Mal, TRIF et TRAM. Pour sa part, 

Myd88 peut être utilisé par l'ensemble des TLRs à l'exception du récepteur TLR3 (Schéma 

2A).  

La signalisation initiée par les récepteurs NOD1 et 2 débute suite à leur liaison avec, 

respectivement, l'acide D-glutamyl-meso-diamino-pimélique (iE-DAP) et le muramyl 

dipeptide (MDP), des composants du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Il en résulte 

une auto-oligomérisation des récepteurs NODs, le recrutement de RIP2 (receptor-

interacting protein 2) via son domaine CARD et son activation par une polyubiquitination 

effectuée par une E3 ubiquitine ligase telle que XIAP, TRAF2, TRAF5, TRAF6, cIAP1 ou 

cIAP2 (Philpott et al., 2014). À son tour, RIP2 recrute et active un complexe protéique 

composé de TAK1, TAB2 et TAB3 induisant l'activation de la voie NFκB et des voies 

MAPKs (ERK1/2, JNK et p38) (Lavelle et al., 2010; Philpott et al., 2014). L'expression de 

plusieurs gènes cibles est alors induite incluant des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, 

TNFα), des chimiokines (CCL2, CXCL2 et CXCL8) et des peptides antimicrobiens         

(α-défensines) (Schéma 2A).   

 En ce qui concerne la signalisation des NLRs, ces récepteurs sont activés dans le 

cytosol ce qui entraîne leur oligomérisation. Selon le type de NLR, il y aura recrutement de 

pro-caspases 1 directement via leur domaine CARD ou de façon indirecte à l'aide des 

protéines adaptatrices ASC. Ce complexe multiprotéique forme alors l'inflammasome. 

L'agrégation de pro-caspase 1 induit son auto-clivage. Il y aura formation d'un fragment 

p10 et d'un fragment p35 qui sera de nouveau clivé en deux pour former un fragment p20 et 

un fragment contenant son domaine CARD. La forme active de la caspase 1 est formée par 

l'hétérodimérisation de 2 sous-unités p20 et 2 sous-unités p10 (Rathinam et al., 2012).  La 

caspase 1 est importante pour le clivage protéolytique des cytokines pro-inflammatoires  

IL-1β, IL-18 et IL-33 (Lavelle et al., 2010; Rubino et al., 2012) (Schéma 2A). 
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Schéma 2: La signalisation des PRRs. 

(A) La signalisation par les TLRs requiert le recrutement de protéines adaptatrices (Myd88, Mal, TRIF, 

TRAM et SARM) résultant en l'activation de kinases comme IRAK1, IRAK4, TAK1, IKKα et IKKβ et 

ultimement en l'activation des voies NFκB et MAPKs (ERK1/2, JNK et p38). La signalisation par les NODs 

active également les voies NFκB et MAPKs (ERK1/2, JNK et p38) via la protéine RIP2 et le complexe formé 

de TAK1, TAB2 et TAB3. La signalisation par les NRLs entraîne l'assemblage de l'inflammasome, ce qui 

mène à la formation d'IL-1β et d'IL-18. (B) La signalisation par les PRRs entraîne des effets bénéfiques pour 

l'hôte en régulant la sécrétion de peptides antimicrobiens, la réparation de blessure et l'intégrité des jonctions 

cellulaires. Tirés et adaptés de Hancock et al. (2012) et de Peterson et Artis (2014).  
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1.3.2. Les rôles de la signalisation des PRRs 

 La signalisation par les PRRs assure une protection à l'hôte contre les infections par 

des bactéries pathogènes. En effet, plusieurs modèles de souris n'exprimant par un 

récepteur PRR sont plus susceptibles à une infection par des bactéries pathogènes. Entre 

autres, les souris Nod2-/- sont plus susceptibles à une infection par Helicobacter hepaticus  

(Biswas et al., 2010), tandis que les souris Nod1-/- sont plus susceptibles à Clostridium 

difficile (Hasegawa et al., 2011). Aussi, la signalisation TLR5 assure une protection de 

l'hôte face aux bactéries commensales puisque la délétion de Tlr5 chez la souris entraîne 

l'apparition spontanée d'une colite due à une présence accrue de bactéries (Vijay-Kumar et 

al., 2007) (Schéma 2B). 

 La signalisation des PRRs participe également à la réparation de blessure dans 

l'intestin. En effet, le traitement des souris Myd88-/-, Tlr2-/- et Tlr4-/- avec un agent 

chimique induisant des dommages à l'épithélium intestinal, le DSS (dextran sulfate 

sodium), entraîne un plus haut taux de mortalité et une perte de poids plus importante chez 

ces souris comparativement aux souris témoins (Rakoff-Nahoum et al., 2004). D'ailleurs, 

une augmentation du nombre de cellules apoptotiques a été observée chez les souris 

Myd88-/- et Tlr2-/- suite à ce type de traitement (Cario et al., 2007) (Schéma 2B).  

 Finalement, la signalisation TLR2 contrôle aussi l'intégrité des jonctions cellulaires 

via la voie PI3K/AKT. Plus précisément, une mauvaise localisation des protéines de 

jonction ZO-1 et E-cadhérine est observée chez les souris Myd88-/- et Tlr2-/- suite à des 

dommages à l'épithélium intestinal (Cario et al., 2007) (Schéma 2B).    

 

1.3.3. La tolérance face aux bactéries commensales 

 Le tube digestif des nouveau-nés est essentiellement stérile. Après l'accouchement, 

la lumière intestinale passe d'un environnement stérile à un environnement colonisé par une 

multitude de microorganismes et d'endotoxines, comme le LPS, provenant majoritairement 

de la mère, mais également de l'environnement (Schaedler et al., 1965). Chez l'homme et la 

souris, des bactéries anaérobiques facultatives ou microaérophiles sont prédominantes suite 

à la naissance. Par après, les Enterococcus, les Lactobacillus et les Staphylococcus 



11 

apparaissent et consomment l'oxygène disponible ce qui génère un environnement 

anaérobique, favorable à la colonisation du tube digestif par les Bifidobacteria, les 

Bacteroides et les Clostridium (Scholtens et al., 2012). Chez l'adulte, la microflore 

commensale se compose principalement de Bacteroidetes et de Firmicutes. 

 La colonisation du tube digestif par la microflore est cruciale à l'établissement de la 

tolérance envers celle-ci. L’épithélium intestinal doit apprendre à être tolérant face aux 

bactéries commensales, mais être capable d’induire une réponse inflammatoire en présence 

de bactéries pathogènes (Peterson et Artis, 2014). En fait, une réponse inflammatoire 

dirigée contre les bactéries commensales est néfaste et peut entraîner l'apparition 

d'inflammation intestinale chronique (Xavier et Podolsky, 2007). 

 Suite à la colonisation du tube digestif, l'épithélium intestinal subit des changements 

notables participant à l'établissement de la tolérance envers les bactéries commensales. Plus 

précisément, le premier contact des cellules épithéliales intestinales avec le produit 

bactérien LPS active la signalisation TLR4 ce qui induit l'expression de miR-146a. In vivo, 

ce micro-ARN réprime la traduction de l'ARNm d'Irak1 et induit la dégradation protéique 

de cette kinase essentielle à la signalisation des TLRs. En d'autres mots, rapidement suite à 

la naissance, l'activation de la signalisation TLR4/Myd88/NFκB induit un mécanisme de 

rétrocontrôle négatif, via l'induction de miR-146a, dans les cellules épithéliales intestinales 

(Chassin et al., 2010; Lotz et al., 2006). En fait, le faible niveau d'expression d'IRAK1 

protège les cellules épithéliales intestinales. En effet, le traitement de souris nouveau-nées 

avec un anti-miR-146a rétablit l'expression d'IRAK1 ce qui entraîne de l'inflammation et 

des dommages à l'épithélium chez ces souris (Chassin et al., 2010). Finalement, suite au 

sevrage des souriceaux, miR-146a n'est plus exprimé suggérant que ce mécanisme d'action 

est présent seulement durant une courte période de temps suivant la naissance.       

 

1.3.4. Les mécanismes de régulation de l'activation des TLRs 

 À la naissance, des mécanismes de tolérance face aux bactéries commensales sont 

présents dans les cellules épithéliales intestinales. Par la suite, la signalisation des TLRs a 

besoin d'une régulation fine afin de continuer à discriminer les bactéries commensales des 
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bactéries pathogènes et d'empêcher une réponse excessive de l'épithélium face aux bactéries 

commensales.    

 L'une des différences qui existe entre les bactéries commensales et pathogènes 

réside dans leur localisation: les bactéries commensales sont principalement retrouvées 

dans la lumière intestinale à l'extérieur de la couche de mucus tandis que les bactéries 

pathogènes ont développé des stratégies pour envahir et coloniser les tissus (Magalhaes et 

al., 2007). De ce fait, l'un des mécanismes par lesquels les cellules épithéliales intestinales 

discriminent les bactéries commensales des bactéries pathogènes implique la régulation de 

l'expression et de la localisation des TLRs. En effet, dans des conditions basales, les 

cellules épithéliales intestinales expriment peu de TLR2 et TLR4, ce qui minimise 

l'activation de ces récepteurs par les produits bactériens (Abreu et al., 2001; Melmed et al., 

2003). De plus, l'expression de TLR5 est présente seulement du côté basolatéral des 

cellules épithéliales intestinales alors que d’autres TLRs sont exprimés seulement dans les 

endosomes; ceci fait en sorte que l'activation de ces récepteurs peut être faite seulement par 

des bactéries pathogènes (Gewirtz et al., 2001; Medzhitov, 2007). L'importance de la 

localisation des TLRs dans la maintenance de l'homéostasie intestinale est aussi illustrée 

par la signalisation du TLR9. En fait, l'activation du récepteur TLR9 par le côté apical 

n'active pas NFκB alors que du côté basolatéral, le peptide bactérien va entraîner 

l'activation de ce facteur de transcription (Lee et al., 2006).   

 Les études in vitro montrent aussi qu'une exposition prolongée aux produits 

bactériens LPS ou LTA (lipotechoic acid) induit une diminution d'expression de TLRs à la 

surface des cellules épithéliales intestinales et une augmentation d'expression de Tollip 

(Toll-interacting protein), un régulateur négatif de la signalisation des TLRs qui agit en 

inhibant l'activité des kinases IRAK (Otte et al., 2004; Zhang et Ghosh, 2002). 

  D'ailleurs, il existe plusieurs autres mécanismes de régulation négative de la 

signalisation des TLRs impliquant SIGIRR, ST2, PPARγ, A20 et IRAK-M (Brint et al., 

2004; Shibolet et Podolsky, 2007). Plus précisément, SIGGIR est un récepteur qui inhibe la 

signalisation des TLRs et du récepteur de l'IL-1 en séquestrant les protéines IRAK1 et 

TRAF6 (O'Neill, 2003; Wald et al., 2003). Pour sa part, la protéine ST2 séquestre les 

protéines adaptatrices Myd88 et Mal ce qui empêche leur recrutement aux récepteurs TLRs 
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et donc l'activation de cette signalisation (Brint et al., 2004). Finalement, PPARγ 

(peroxisome proliferator-activated receptor-γ) est un récepteur nucléaire qui s'associe à la 

sous-unité p65 (RelA) de NFκB ce qui contrôle son export nucléaire (Kelly et al., 2004).   

  

1.4. Les rôles de l'épithélium intestinal 

1.4.1. Un rôle dans la digestion et l'absorption 

 Les cellules de l'épithélium de l'intestin assurent plusieurs fonctions distinctes. Le 

rôle principal de l'intestin est la digestion et l'absorption des nutriments. Les entérocytes 

situés dans l'intestin grêle expriment plusieurs enzymes digestives dans leur bordure en 

brosse telles que la sucrase-isomaltase, l’aminopeptidase N et la lactase, participant à la 

digestion des sucres et des protéines. Ces cellules expriment aussi plusieurs transporteurs 

tels que les transporteurs de monosaccharides SGLT et GLUT, permettant l'absorption des 

produits de la digestion. Les coloncytes quant à eux absorbent l'eau, quelques électrolytes 

dont le sodium et le chlorure ainsi que certaines vitamines comme la vitamine K (Tortora et 

Grabowski, 1994).  

 

1.4.2. Un rôle de barrière physique  

 En plus de leur fonction dans la digestion et l’absorption, les cellules épithéliales 

intestinales forment une barrière physique entre le milieu interne de l’hôte et le contenu de 

la lumière intestinale constitué essentiellement de bactéries, de virus et d’aliments non 

digérés.  

 Les cellules épithéliales intestinales sont reliées entre elles par des jonctions serrées 

et des jonctions adhérentes formant le complexe apical de jonction. Les jonctions serrées 

sont situées à l'apex des cellules épithéliales intestinales et sont composées de protéines 

transmembranaires (claudines, occludine et JAM) et de protéines adaptatrices comme     

ZO-1. Les jonctions adhérentes se localisent sous les jonctions serrées et contiennent des 

protéines telles que la E-cadhérine, l’α-caténine et la β-caténine (Hartsock et Nelson, 2008). 

Finalement, le complexe apical de jonction est relié au cytosquelette d'actine riche en 
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myosine de type II. Le rôle des jonctions serrées est d'assurer l'étanchéité entre les cellules 

en permettant seulement une perméabilité sélective et empêchant ainsi les bactéries de 

passer (Ivanov et al., 2010) (Schéma 3A).  

 Les microvillosités de la bordure en brosse des cellules absorbantes constituent 

aussi une composante structurale importante de la barrière faite par l'épithélium intestinal. 

Elles sont présentes à l'apex des cellules absorbantes et empêchent les bactéries de s'y lier 

directement (Magalhaes et al., 2007) (Schéma 3A).  

 

1.4.3. Un rôle dans la réparation de blessure 

Les cellules épithéliales intestinales forment une monocouche continue de cellules. 

Étant donné que l'épithélium intestinal subit régulièrement des petites blessures, il doit se 

réparer efficacement afin de ne pas perturber son intégrité et permettre l’entrée de bactéries. 

La réparation de blessure se fait via deux processus: la restitution et la régénération. La 

réparation de blessure débute par la restitution, un processus indépendant de la prolifération 

cellulaire. Lors d'une blessure, les cellules adjacentes à celle-ci vont perdre leur polarité, 

s'étaler et migrer afin de rétablir les contacts cellule-cellule et reformer une monocouche 

(Taupin et Podolsky, 2003). Plus en détail, la migration cellulaire se fait en plusieurs 

étapes. Tout d'abord, il y a formation à l'avant de la cellule de structures migratoires telles 

que des lamellipodes et des filopodes, c'est-à-dire des extensions membranaires faites de 

filaments d'actine. De nouveaux points d'adhésion se forment à l'avant de la cellule, ce qui 

permet l'ancrage de la cellule à la matrice extracellulaire. Les points d'adhésion sont formés 

de plusieurs protéines, dont les intégrines, des protéines transmembranaires, ainsi que de 

plusieurs protéines cytoplasmiques telles que la paxilline et la vinculine. Par la suite, il y a 

contraction des fibres de stress par la myosine de type II ce qui entraîne le désassemblage 

des points d'adhésion à l'arrière de la cellule. Celle-ci peut alors avancer (Parsons et al., 

2010). La régulation de la migration cellulaire est complexe et implique la coordination de 

plusieurs voies de signalisation impliquant les petites protéines G Rac, Rho et Cdc42 et 

leurs effecteurs comme ROCK ainsi que les voies de signalisation ERK1/2 et PI3K/AKT. 

L’expression de plusieurs facteurs de croissance est souvent induite dans les cellules 

adjacentes à la blessure dont l'EGF, le TGFα et le HGF (Taupin et Podolsky, 2003; Welf et  
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Schéma 3: Les rôles de l'épithélium intestinal. 

(A) Les cellules épithéliales intestinales forment une barrière entre le milieu interne de l’hôte et le contenu de 

la lumière intestinale constitué essentiellement de bactéries, de virus et d’aliments non digérés. L'épithélium 

intestinal joue un rôle de barrière physique via ses jonctions cellulaires et ses microvillosités. Aussi, il joue un 

rôle de barrière chimique via la sécrétion de mucus et de peptides antimicrobiens. (B) L'épithélium intestinal 

régule également la réponse immunitaire innée et adaptative en sécrétant diverses chimiokines et cytokines. 

Tirés et adaptés de Artis (2008) et de Peterson et Artis (2014).  
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Haugh, 2011). En cas de blessure importante, la restitution ne sera pas suffisante et il devra 

y avoir production de cellules (ou prolifération) pour remplacer celles qui ont été perdues: 

c’est la régénération (Taupin et Podolsky, 2003).  

 

1.4.4. Un rôle de barrière chimique  

 L’épithélium intestinal agit aussi comme barrière chimique grâce aux cellules à 

mucus qui sécrètent des mucines qui vont former un gel servant à la fois de barrière aux 

bactéries et de réservoir de peptides antimicrobiens. En fait, le mucus forme deux couches: 

la couche interne normalement dépourvue de bactéries et la couche externe qui en contient  

(McGuckin et al., 2009). De plus, les bactéries commensales et pathogènes trappées par le 

mucus sont évacuées par le mouvement péristaltique (Magalhaes et al., 2007). Le mucus 

protège aussi les cellules épithéliales intestinales contre l'érosion produite par le passage 

des selles (Schéma 3A).      

 Les cellules de Paneth et les cellules absorbantes participent également au rôle de 

barrière chimique de l'épithélium intestinal via la sécrétion de peptides antimicrobiens. Plus 

précisément, les peptides antimicrobiens perméabilisent la paroi des bactéries ce qui limite 

la colonisation de l'intestin par des bactéries pathogènes et affecte la composition de la 

microflore commensale (Gallo et Hooper, 2012). De plus, le peptide antimicrobien Reg3γ 

maintient une distance d'environs 50µm entre les bactéries et l'épithélium intestinal, ce qui 

limite l'association des bactéries avec les cellules épithéliales intestinales (Vaishnava et al., 

2011) (Schéma 3A).    

 

1.4.5. Un rôle dans l'immunité innée et adaptative 

 Les cellules épithéliales intestinales régulent la réponse immunitaire en sécrétant 

plusieurs types de chimiokines servant au recrutement des cellules immunitaires comme les 

neutrophiles (CXCL1, CXCL5, CXCL8), les monocytes (CCL2, CXCL9, CX3CL1), les 

éosinophiles (CCL5, CCL11, CCL28), les cellules dendritiques (CCL20) et les 

lymphocytes (CCL5, CCL22, CCL25, CCL27, CCL28, CXCL10, CXCL11). Aussi, les 
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cellules épithéliales intestinales peuvent sécréter plusieurs cytokines incluant l'IL-1, -6, -10, 

-15, -18 et le TGFα (Stadnyk, 2002). 

 La réponse immunitaire innée est notre première ligne de défense contre les 

pathogènes. Elle engendre une immunité non spécifique et ne confère pas de mémoire 

immunologique. Elle implique des cellules immunitaires comme les neutrophiles, les 

monocytes, les macrophages et les cellules lymphoïdes innées ainsi que les cellules 

épithéliales intestinales et les myofibroblastes. Parmi les réponses immunitaires innées, il y 

a la reconnaissance des produits bactériens par les PRRs présents notamment sur les 

cellules épithéliales intestinales, ce qui induit la synthèse de produits antimicrobiens, de 

cytokines et de chimiokines jouant un rôle crucial dans la défense de l'hôte contre une 

infection par des pathogènes (Kelly et al., 2004; Vaishnava et al., 2008). Les cellules 

épithéliales intestinales ont aussi la capacité de sécréter des cytokines comme IL-25 et 

TSLP (thymic stromal lymphopoietin) permettant l'expansion et la différenciation des 

cellules progénitrices multipotentes de type 2 et des cellules progénitrices de basophiles 

respectivement (Peterson et Artis, 2014) (Schéma 3B).  

 La réponse immunitaire adaptative est une réponse immunitaire spécifique qui 

induit une mémoire immunologique et qui implique principalement les lymphocytes T et B. 

Les cellules épithéliales intestinales participent aussi à l'immunité adaptative. Par exemple, 

les plaques de Peyers sont recouvertes de cellules épithéliales intestinales, les cellules M. 

Ces cellules capturent les antigènes présents dans la lumière intestinale et les présentent aux 

cellules dendritiques (Neutra et al., 2001). Les cellules dendritiques vont à leur tour 

présenter l'antigène aux cellules T naïves ce qui va permettre leur différenciation. Les 

cellules épithéliales intestinales peuvent aussi réguler les fonctions des cellules dendritiques 

par la sécrétion de molécules immunorégulatrices comme le TGFβ (transforming growth 

factor-β) et le TSLP (Artis, 2008). De plus, les cellules épithéliales intestinales peuvent 

affecter les lymphocytes B en sécrétant la cytokine APRIL (a proliferation inducing 

ligand), en réponse à la microflore, ce qui favorise la production d'IgA (Shang et al., 2008). 

Les cellules épithéliales intestinales vont aussi permettre la transcytose des IgA au travers 

de l'épithélium à l'aide du récepteur pIgR (polymeric immunoglobulin receptor) (Johansen 

et Kaetzel, 2011). Dans la lumière intestinale, ces IgA serviront, par la suite, à protéger 
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l'épithélium intestinal contre les pathogènes (Macpherson et al., 2008). Finalement, les 

cellules épithéliales intestinales sécrètent aussi la cytokine BAFF (B cell-activating factor) 

impliquée dans la prolifération et la différenciation des cellules B (Xu et al., 2007) 

(Schéma 3B). 

  

1.5. Les voies de signalisation régulant la prolifération et la détermination cellulaires 

 L'épithélium intestinal se renouvelle aux trois à cinq jours (Barker, 2014). Un 

équilibre entre la production des cellules différenciées, leur migration dans la villosité vers 

la lumière intestinale et leur élimination par apoptose maintient l'homéostasie intestinale 

(Bjerknes et Cheng, 2005). Ainsi, une fine régulation des voies de signalisation impliquées 

dans la prolifération ainsi que dans la détermination et la différenciation des cellules 

épithéliales intestinales est primordiale.   

 

1.5.1. La voie Wnt/β-caténine 

 Les facteurs de croissance de la famille des Wnts sont des glycoprotéines surtout 

sécrétées par les cellules mésenchymateuses, mais aussi par les cellules épithéliales 

notamment les cellules de Paneth. Les Wnts sont capables d’activer plusieurs voies de 

signalisation intracellulaire dont la voie canonique (dépendante des facteurs TCF/LEF      

(T cell factor/lymphocyte enhancer factor)) et les voies non-canoniques (indépendantes des 

facteurs TCF/LEF et impliquant la mobilisation du calcium, l'activation de la PKC, de 

CamKII et des petites GTPases Rho et Rac) (Miller, 2002).  

 La voie Wnt/β-caténine, ou voie canonique, inactive en absence de facteurs Wnts 

(Wnt1, Wnt3a et Wnt8), entraîne la dégradation de la β-caténine non liée à la E-cadhérine 

grâce au complexe formé des protéines d'échafaudage APC (adenomatous polyposis coli) et 

AXINE1 ainsi que des kinases GSK3β (glycogen synthase kinase 3 β) et CKIα (casein 

kinase I). La kinase CKIα phosphoryle en premier la β-caténine sur la S45 puis la kinase 

GSK3β phosphoryle les résidus T41, S37 et S33, permettant une reconnaissance par la 

βTrCP résultant en l'ubiquitination et en la dégradation de la β-caténine par le protéasome 

(Amit et al., 2002; Hart et al., 1999; Rubinfeld et al., 1996). Dans le noyau, les facteurs 
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TCF/LEF sont liés au corépresseur Groucho inhibant l'expression des gènes cibles de cette 

voie de signalisation (Roose et al., 1998). Toutefois, suite à la liaison de Wnt avec les 

récepteurs Frizzled et les corécepteurs LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-related 

protein), le complexe de dégradation est désassemblé et la β-caténine n'est donc plus 

phosphorylée et dégradée. Il y a alors une accumulation de β-caténine qui peut transloquer 

au noyau, lier les facteurs de transcription TCF/LEF (principalement TCF4 dans l’intestin) 

et permettre la transcription de ces gènes cibles tels que la CCND1 (cycline D1) (Tetsu et 

McCormick, 1999) et C-MYC (He et al., 1998) (Schéma 4A).  

 Dans l'intestin grêle, l'expression de Wnt3, Wnt6 et Wnt9b est présente dans le fond 

des cryptes, tandis que dans le côlon, seulement Wnt6 et Wnt9b sont détectés. Les 

récepteurs Frizzled 5, 6, et 7 ainsi que des corécepteurs LRP5 et 6 sont exprimés par les 

cellules épithéliales de la crypte (Gregorieff et al., 2005). La voie Wnt/β-caténine joue ainsi 

un rôle essentiel dans l'intestin à plusieurs niveaux: dans la prolifération des cellules 

souches et progénitrices, dans la migration et la localisation des cellules épithéliales le long 

de l'axe crypte-villosité ainsi que dans la détermination et la différenciation des cellules de 

Paneth (Scoville et al., 2008). 

 Plusieurs modèles murins démontrent que l'activation de la voie Wnt/β-caténine est 

indispensable au maintien du compartiment prolifératif de l'intestin. Par exemple, les souris 

n'exprimant pas le facteur de transcription Tcf4 meurent rapidement après la naissance 

puisque l'espace intervillositaire, soit la région précurseure des cryptes contenant 

normalement les cellules prolifératives, est remplacé par des cellules non-prolifératives  

(Korinek et al., 1998). Aussi, l'expression ectopique de Dkk1 (Dickkopf-1), un antagoniste 

du corécepteur LRP6 (Ahn et al., 2011), entraîne une diminution drastique de la 

prolifération cellulaire résultant en une perte des cryptes intestinales (Pinto et al., 2003). À 

l'inverse, une suractivation de la voie Wnt/β-caténine, par la perte d'expression d'Apc dans 

les cellules épithéliales intestinales, entraîne une hyperprolifération cryptale (Andreu et al., 

2005).  

 La voie Wnt/β-caténine contrôle aussi l'expression des récepteurs EphB2 et EphB3 

ainsi que des ligands éphrine B1 et éphrine B2. Chez la souris, la délétion de l'EphB2 et de 

l'EphB3  entraîne une  mauvaise localisation,  respectivement,  des cellules  progénitrices et 
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Schéma 4: Les voies de signalisation régulant la prolifération et la détermination cellulaires. 

(A) La voie Wnt/β-caténine est inactive en absence de facteurs Wnts, ce qui entraîne la dégradation de la      

β-caténine via un complexe formé des protéines d’échafaudage APC et AXINE1 ainsi que des kinases GSK3β 

et CKIα. En présence de Wnts, le complexe de dégradation est désassemblé, ce qui permet une accumulation 

de la β-caténine qui peut alors transloquer au noyau, se lier aux facteurs de transcription TCF/LEF pour 

permettre la transcription des gènes cibles. (B) La voie MAPK ERK1/2 est activée principalement par les 

facteurs de croissance classiques ainsi que par des hormones, des cytokines et des produits bactériens. Les 

facteurs de croissance lient des récepteurs à activité tyrosine kinase ce qui entraîne l'activation de la petite 

protéine G RAS. RAS va activer la kinase RAF qui va phosphoryler et activer MEK1 et MEK2 qui, à leur 

tour, vont phosphoryler et activer ERK1 et ERK2. (C) La voie Notch s'active suite à la liaison du récepteur 

Notch avec son ligand ce qui entraîne une série de clivages protéolytiques par des enzymes, comme la           

γ-sécrétase, générant un récepteur de Notch clivé appelé NICD. Suite à la translocation de NICD au noyau, ce 

dernier peut lier le facteur de transcription RBP-jκ (CSL) et permettre l'expression de ses gènes cibles. Tirés 

et adaptés de Reya et Clevers (2005), Sharma et al. (2007) et Bray (2006).  
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des cellules de Paneth (Batlle et al., 2002). Dans l'intestin grêle, l'EphB2 est exprimée par 

les cellules souches et son expression décroît jusqu'au haut de la crypte. L'EphB3 est 

exprimée à la fois par les cellules souches, mais aussi par les cellules de Paneth. 

Inversement, les ligands éphrine B1 et éphrine B2 ont une expression forte tout le long de 

la villosité et cette expression diminue à partir de la jonction crypte-villosité jusqu'au fond 

de la crypte. Les cellules de Paneth n'expriment pas de ligand éphrine. Par conséquent, des 

niveaux différents d'Eph et d'éphrine sont présents dépendamment de la position des 

cellules selon l'axe crypte-villosité. L'effet répulsif entre le récepteur et son ligand permet 

aux cellules de bien se positionner; plus une cellule monte dans la crypte, plus l'expression 

des Ephs diminue et plus l'expression des éphrines augmente ce qui prévient une migration 

descendante des cellules. Par contre, étant donné que les cellules de Paneth n'expriment pas 

de ligand éphrine, la migration ascendante est inhibée faisant en sorte que les cellules de 

Paneth restent au fond des cryptes (Scoville et al., 2008).       

 La voie Wnt/β-caténine joue aussi un rôle critique dans la détermination et la 

différenciation des cellules de Paneth dans l’intestin. En effet, l'activation constitutive de la 

voie Wnt/β-caténine par la perte d'expression d'Apc entraîne une augmentation du nombre 

de cellules de Paneth dans l'intestin grêle de même que l'apparition de cellules de Paneth de 

novo dans le côlon des souris. Une augmentation des marqueurs de différenciation associés 

aux cellules de Paneth a aussi été détectée (Andreu et al., 2008). De plus, le facteur de 

transcription Sox9 est un gène cible de la voie Wnt/β-caténine. La délétion conditionnelle 

de Sox9 dans les cellules épithéliales intestinales chez la souris entraîne une disparition des 

cellules de Paneth sans affecter les autres types cellulaires différenciés (Mori-Akiyama et 

al., 2007) (Schéma 5).   

 

1.5.2. La voie MAP Kinase ERK1/2 

 La voie ERK1/2 est principalement activée par des facteurs de croissance classiques 

tels que l’EGF et le TGFα ainsi que par des hormones, des cytokines et des produits 

bactériens. Les facteurs de croissance lient des récepteurs à activité tyrosine kinase pour 

enclencher la cascade de signalisation qui implique généralement la petite protéine G RAS. 

Sous sa forme active liée au GTP, RAS recrute à la membrane plasmique la kinase RAF, ce 



22 

qui l’active. À son tour, RAF active les kinases MEK1/2 par phosphorylation sur sérines 

(S217/S221). MEK1/2 phosphorylent alors sur thréonine et tyrosine les kinases ERK1/2 

(T202/Y207). Les kinases ERK1/2 maintenant activées peuvent phosphoryler à leur tour 

une variété de substrats cytoplasmiques tels que la kinase RSK modulant la synthèse 

protéique ou bien transloquer au noyau pour phosphoryler plusieurs facteurs de 

transcription comme Elk-1 et c-Myc (Avruch, 2007; Ramos, 2008) (Schéma 4B).    

 Plusieurs travaux ont montré que l’activation de la voie de signalisation ERK1/2 est 

importante pour la prolifération des cellules épithéliales intestinales. Tout d’abord, dans 

l'épithélium intestinal humain, les formes actives de ERK1/2 sont détectées principalement 

dans le noyau des cellules de la zone proliférative (Aliaga et al., 1999). De plus, le facteur 

de croissance EGF, un mitogène pour les cellules épithéliales intestinales (Baliga et al., 

1989), induit une activation soutenue de ERK1/2 qui corrèle avec l'entrée en phase S du 

cycle cellulaire des cellules épithéliales intestinales (Aliaga et al., 1999; Rivard et al., 

1999). Plus spécifiquement, l'activation de ERK1/2 permet notamment l'induction de la 

cycline D1 (Boucher et al., 2004) ainsi que l’expression de c-Myc (Lee et al., 2010), deux 

facteurs clés impliqués dans la progression du cycle cellulaire. De plus, l'activation des 

kinases ERK1/2 dans les cellules épithéliales intestinales est requise pour diminuer les 

niveaux protéiques de p27 (Rivard et al., 1999), un inhibiteur des complexes cycline/Cdks 

impliqué dans la quiescence cellulaire et l'arrêt du cycle cellulaire (Coats et al., 1996; 

Rivard et al., 1996). Finalement, chez les souris exprimant une forme constitutive active de 

RAS (KRas
G12D

) spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales, une forte 

augmentation de la prolifération cellulaire est observée (Feng et al., 2011). 

 Certaines études suggèrent aussi que la voie ERK1/2 module la détermination 

cellulaire dans l’intestin grêle. En effet, Feng et collaborateurs ont observé une 

augmentation du nombre de cellules à mucus ainsi qu'une perte des cellules de Paneth dans 

l’intestin grêle des souris exprimant un KRas
G12D

 dans l'épithélium intestinal. Le traitement 

de ces souris avec un inhibiteur pharmacologique de MEK (CI-1040) restaure l'effet de 

KRas
G12D 

sur le nombre de cellules à mucus et de cellules de Paneth (Feng et al., 2011). De 

plus, Heuberger et collaborateurs ont récemment démontré que la voie ERK1/2 contrôle la 

détermination cellulaire des cellules de Paneth et à mucus dans l'intestin grêle. Plus 
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précisément, une diminution de l'activation de la voie ERK1/2 dans le grêle résulte en une 

diminution du nombre de cellules à mucus au profit d’une augmentation du nombre de 

cellules de Paneth (Heuberger et al., 2014). 

 Des études effectuées sur des cellules épithéliales intestinales in vitro suggèrent que 

la cascade de signalisation ERK1/2 régule également la différenciation des cellules 

absorbantes.  D'ailleurs, une forte diminution d'activité de ERK1/2 est observée au cours de 

la différenciation des entérocytes (Aliaga et al., 1999; Taupin et Podolsky, 1999). Si cette 

baisse d’activité ERK1/2 est contrecarrée par l’expression d’une forme constitutive active 

de MEK1, l’expression des marqueurs de différenciation morphologique (E-cadhérine) et 

fonctionnelle (sucrase-isomaltase, lactase) est bloquée. La phosphorylation du facteur de 

transcription Cdx2 par les kinases ERK1/2 serait responsable de l’inhibition de la 

différenciation induite par l’hyperactivation de MEK1 (Lemieux et al., 2011). 

 

1.5.3. La voie Notch 

 Les ligands transmembranaires Dll1 (delta-like), Dll4 et Jagged-1 de même que le 

récepteur Notch1 sont exprimés par les cellules épithéliales intestinales de la crypte 

(Schroder et Gossler, 2002). La liaison du récepteur Notch avec son ligand entraîne une 

série de clivage protéolytique par des enzymes, comme la γ-sécrétase, générant un 

récepteur de Notch clivé appelé NICD. Suite à la translocation de NICD au noyau, ce 

dernier peut lier le facteur de transcription RBP-jκ (CSL) et permettre l'expression de ses 

gènes cibles dont Hes1 (hairy/enhancer of split) (Scoville et al., 2008) (Schéma 4C).           

 Dans l'épithélium intestinal, la voie de Notch joue un rôle crucial dans la 

détermination cellulaire entre les cellules absorbantes et les cellules de la lignée sécrétrice 

(cellule à mucus, cellule de Paneth et cellule entéroendocrine) ainsi que dans le maintien du 

compartiment prolifératif. Par exemple, le traitement de souris avec un inhibiteur 

pharmacologique de la γ-sécrétase inhibe l’activation de la voie de Notch dans l’épithélium 

intestinal et transforme les cellules prolifératives de la crypte en cellules à mucus (van Es et 

al., 2005). À l'inverse, une suractivation de la voie de Notch par l'expression spécifique de 

NICD dans l'épithélium intestinal engendre une augmentation de la prolifération en plus 
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d'entraîner une perte de cellules à mucus ainsi qu'une réduction importante du nombre de 

cellules de Paneth et de cellules entéroendocrines (Fre et al., 2005). L'invalidation du gène 

de Hes1, un des principaux gènes cibles de la voie de Notch (Stanger et al., 2005), entraîne 

la mort des embryons de souris. Néanmoins, les animaux présentent une augmentation de 

cellules de Paneth, de cellules à mucus et de cellules entéroendocrines au détriment d'une 

diminution de cellules absorbantes (Jensen et al., 2000; Suzuki et al., 2005) (Schéma 5).   

 Finalement, il faut mentionner que l’expression du facteur de transcription Math1 

est réprimée par Hes1 (Zheng et al., 2011). Or, l'expression de Math1 dans les cellules 

épithéliales intestinales est essentielle à la détermination vers les cellules de la lignée 

sécrétrice. En effet, les souris n'exprimant plus Math1 ne possèdent que des cellules 

absorbantes dans leur intestin (Yang et al., 2001) (Schéma 5).  

 

1.5.4. Autres signalisations impliquées dans la détermination et la différenciation 

des cellules de l’intestin grêle 

 En plus de Hes1 et Math1, d'autres facteurs de transcription régulent la 

détermination et la différenciation cellulaire tels que Gfi1, Klf4, Spdef et Ngn3 (Noah et 

Shroyer, 2013) (Schéma 5). 

 Gfi1est un facteur de transcription impliqué dans la détermination des cellules de la 

lignée sécrétrice. En fait, l'invalidation de Gfi1 chez la souris entraîne une perte des cellules 

de Paneth, une diminution marquée de cellules à mucus ainsi qu'une augmentation 

importante du nombre de cellules entéroendocrines (Shroyer et al., 2005). Plus 

précisément, Gfi1 fonctionne en aval de Math1 dans la détermination cellulaire.   

 Klf4 (Kruppel-like factor 4) promeut la différenciation des cellules à mucus. Les 

souris Klf4
-/-

 présentent une diminution de 90% du nombre de cellules à mucus matures 

(Katz et al., 2002). Aussi, la délétion de Klf4 spécifiquement dans les cellules épithéliales 

intestinales montre que Klf4 contrôle la maturation des cellules à mucus, mais aussi des 

entérocytes et des colonocytes. Aucun effet sur les cellules entéroendocrines n'a été observé 

(Ghaleb et al., 2011). Finalement,  l'inhibition  de l’activation de Notch par l'utilisation d'un  
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Schéma 5: La détermination des cellules de l’épithélium intestinal.  

Le facteur de transcription Hes1 est un gène cible de la voie Notch qui inhibe l'expression de Math1. Hes1 est 

essentiel à la détermination cellulaire vers les cellules absorbantes tandis que Math1 est essentiel à la 

détermination cellulaire de la lignée sécrétrice. D'autres facteurs de transcription participent aussi au contrôle 

de la détermination et de la différenciation des cellules de l'intestin. Le facteur Ngn3 contrôle la production 

des cellules entéroendocrines, les facteurs de transcription Gfi1, Spdef et Klf4 contrôlent la production des 

cellules à gobelet tandis que les facteurs de transcription Gfi1, Spdef et Sox9 contrôlent celle des cellules de 

Paneth. Tiré et adapté de Noah et Shroyer (2013). 
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inhibiteur de la γ-sécrétase induit une augmentation d'expression de Klf4 suggérant que 

Klf4 est aussi régulé par la signalisation de Notch (Zheng et al., 2009). 

 Le facteur de transcription Spdef est impliqué dans la différenciation terminale des 

cellules de Paneth et des cellules à mucus (Gregorieff et al., 2009). De plus, une 

augmentation d'expression de Spdef dans les cellules épithéliales intestinales chez la souris 

entraîne une augmentation du nombre de cellules à mucus au détriment des autres types 

cellulaires différenciés (entérocytes, cellules de Paneth et cellules entéroendocrines) (Noah 

et al., 2010).   

 Finalement, la neurogenine 3 (Ngn3) est essentielle à la détermination des cellules 

entéroendocrines. Les souris Ngn3
-/-

 ne développent pas de cellules entéroendocrines 

faisant en sorte que les principales hormones intestinales (CCK, sécrétine, GIP, etc.) ne 

sont pas produites (Jenny et al., 2002).    

 

1.6. Les maladies inflammatoires intestinales  

 Il existe plusieurs pathologies affectant le tube digestif dont les maladies 

inflammatoires intestinales qui comprennent principalement deux maladies: la colite 

ulcéreuse et la maladie de Crohn. Les patients atteints de ces maladies souffrent de façon 

fréquente et chronique de diarrhée, de douleurs abdominales, de saignements rectaux et de 

malnutrition (Cho, 2008; Cho et Brant, 2011). Au Canada, environ 233 000 personnes sont 

atteintes d'une maladie inflammatoire intestinale dont 129 000 personnes souffrent de la 

maladie de Crohn et 104 000 de la colite ulcéreuse. Aussi, chaque année, plus de 10 200 

nouveaux cas sont diagnostiqués, ce qui fait que le Canada est l'un des pays le plus touché 

par ces maladies (selon la Fondation Crohn et Colite Canada).   

 

1.6.1. La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse  

 La maladie de Crohn est une maladie qui peut s’attaquer à toutes les parties du tube 

digestif, de la bouche à l’anus, mais qui touche principalement la fin de l'iléon et le côlon. 

L'inflammation est généralement transmurale, discontinue et les zones enflammées sont 
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entrecoupées de régions saines. Sur des coupes histologiques, des agrégations de 

macrophages formant des granulomes sont fréquemment observées (Xavier et Podolsky, 

2007).  

 La colite ulcéreuse affecte plutôt une région localisée du tube digestif soit le côlon, 

l’anus et le rectum. L'inflammation est superficielle et n'affecte que la muqueuse et la sous-

muqueuse. Au niveau histologique, la colite ulcéreuse se caractérise par une forte 

infiltration de neutrophiles dans la lamina propria et les cryptes où ils forment des abcès de 

cryptes (Xavier et Podolsky, 2007).  

 Plusieurs traitements sont utilisés pour traiter les maladies inflammatoires 

intestinales dont des médicaments anti-inflammatoires comme la sulfasalazine et l'acide    

5-aminosalicylique (5-ASA), les stéroïdes, les antibiotiques, les agents biologiques 

(anticorps bloquant le TNFα) et les immunomodulateurs (selon la Fondation Crohn et 

Colite Canada). Dans certains cas très graves, il peut y avoir résection de la zone 

enflammée.  

1.6.2. Les causes de l’inflammation intestinale 

 La cause exacte des maladies inflammatoires intestinales est mal comprise. 

Toutefois, plusieurs facteurs influencent l’initiation et la progression de l’inflammation 

chez les patients dont la prédisposition génétique, la sensibilité de l’épithélium et la réponse 

immunitaire de l’hôte, la microflore intestinale ainsi que les facteurs environnementaux tels 

que la cigarette, la diète, le stress ainsi que la prise d’anti-inflammatoires et d’antibiotiques 

(Corridoni et al., 2014). En fait, l'inflammation intestinale résulterait d'une réponse 

immunitaire anormale à la microflore intestinale chez une personne génétiquement 

susceptible (Kaser et al., 2010) (Schéma 6).  

 

1.6.2.1. Les facteurs génétiques  

 Les maladies inflammatoires intestinales sont considérées comme des maladies 

polygéniques, c'est-à-dire causées par l'altération de plusieurs gènes. Dans 5-10% des cas, 

la  maladie est familiale tandis  que dans le reste des cas,  elle est  sporadique (Halme et al.,  
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Schéma 6: Les maladies inflammatoires intestinales.  

Plusieurs facteurs influencent l’initiation et la progression de l’inflammation chez les patients dont la 

prédisposition génétique, la sensibilité de l’épithélium et la réponse immunitaire de l’hôte, la microflore 

intestinale ainsi que les facteurs environnementaux. Tiré et adapté de Kaser et al. (2010). 
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2006). La concordance phénotypique entre jumeaux monozygotes souffrants de la maladie 

de Crohn est de 50-75% et le risque relatif de développer cette maladie est 800 fois plus 

élevé par rapport à la population générale. Pour la colite ulcéreuse, la concordance 

phénotypique entre jumeaux monozygotes est moins fréquente, soit entre 10-20% (Halme 

et al., 2006). Ces observations suggèrent que les maladies inflammatoires intestinales 

résultent de facteurs génétiques, mais aussi de facteurs non génétiques. 

 Dernièrement, des études ont mis en évidence 163 gènes de susceptibilité aux 

maladies inflammatoires intestinales dont 110 sont associés aux deux maladies, 30 sont 

spécifiques à la maladie de Crohn et 23 à la colite ulcéreuse (Barrett et al., 2008; Corridoni 

et al., 2014; Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). Ces études indiquent que les 

deux pathologies partagent de nombreuses altérations génétiques communes et, par 

conséquent, des mécanismes d'action similaires. Les polymorphismes retrouvés chez les 

patients atteints de la maladie de Crohn touchent principalement des gènes impliqués dans 

le contrôle de l'immunité innée et de l'autophagie. Pour la colite ulcéreuse, les variantes 

génétiques sont principalement liées au contrôle de la fonction barrière de l'épithélium 

intestinal (Corridoni et al., 2014; Khor et al., 2011). 

 Le premier gène identifié et le plus spécifique de la maladie de Crohn est le gène 

NOD2 situé sur le chromosome 16q12 (Hugot et al., 2001). Un variant de ce gène est 

présent chez un malade sur deux de même que chez 15% des sujets sains. NOD2 est 

impliqué dans la défense de l'hôte et plus particulièrement, dans la réponse antimicrobienne 

des cellules de Paneth (Kobayashi et al., 2005). Depuis la découverte de NOD2, des 

polymorphismes sur d'autres récepteurs PRRs tels que TLR1, TLR2, TLR4 et TLR9 ont aussi 

été associés aux maladies inflammatoires intestinales (Brand et al., 2005; Pierik et al., 

2006; Torok et al., 2009). 

 Un autre gène de susceptibilité à la maladie de Crohn est ATG16L1 impliqué dans 

l'autophagie, un processus responsable de la dégradation de composantes cellulaires et de 

certains microorganismes intracellulaires (Amano et al., 2006). D'ailleurs, l'expression 

d'ATG16L1 par les cellules épithéliales intestinales est essentielle pour combattre une 

infection bactérienne par la Salmonelle (Conway et al., 2013). Des variations génétiques 
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dans le gène IRGM, également impliqué dans l'autophagie, ont été associées à la maladie de 

Crohn.         

 Une autre voie qui a été associée aux maladies inflammatoires intestinales est la 

voie IL-23/Th17. Plus en détail, l'IL-23 est impliquée dans le développement des cellules 

Th17 (Hue et al., 2006). Des polymorphismes dans les gènes IL23R (interleukin-23 

receptor), IL12B (interleukin-12B) et STAT3 (signal transducer activator of transcription 3) 

ont été détectés tant dans la maladie de Crohn que dans la colite ulcéreuse (Abraham et 

Cho, 2009).  

 Finalement, dans la colite ulcéreuse, plusieurs gènes de susceptibilité régulant le 

rôle de barrière de l'épithélium intestinal ont été répertoriés dont certains contrôlent les 

jonctions (GNA12, HNF4A et CDH1), la polarité (HNF4A) et la restitution (ERRFI1 et 

HNF4A) (Khor et al., 2011).   

 

1.6.2.2. La réponse immunitaire 

 Des dérégulations de la réponse immunitaire innée et adaptative participent à 

l'inflammation intestinale (Geremia et al., 2014). L'immunité innée est notre première ligne 

de défense et fait intervenir plusieurs types cellulaires dont les cellules épithéliales 

intestinales et des cellules immunitaires comme les neutrophiles, les macrophages et les 

cellules lymphoïdes innées.  

 Dans les cellules épithéliales intestinales, la signalisation des TLRs doit être 

finement contrôlée. Toutefois, dans les maladies inflammatoires intestinales, une 

dérégulation de la signalisation des TLRs est souvent observée. Tout d'abord, la 

signalisation des TLRs est régulée négativement par plusieurs mécanismes dont la protéine 

SIGIRR. En fait, une diminution d'expression de cette protéine est visualisée dans les 

cellules épithéliales intestinales chez les patients ayant une maladie inflammatoire 

intestinale  (Kadota et al., 2010). Une augmentation des cytokines TNFα, IL-6 et IFNγ de 

même que des chimiokines CXCL1, CXCL2 et CCL2 est aussi observée chez les souris 

Sigirr
-/-

, sans que ces souris développent spontanément une colite (Xiao et al., 2007). Une 
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augmentation d'expression de TLR2 et TLR4 est également observée dans les cellules 

épithéliales intestinales des patients atteints de maladies inflammatoires intestinales 

suggérant que ces cellules ont une capacité plus grande à répondre à la microflore (Cario et 

Podolsky, 2000; Frolova et al., 2008). In vitro, le traitement de cellules épithéliales 

intestinales aux cytokines pro-inflammatoires IFNγ et TNFα induit une augmentation 

d'expression de TLR4 (Abreu et al., 2002). Finalement, plusieurs polymorphismes sont 

retrouvés dans les PRRs chez les patients ayant une maladie inflammatoire intestinale, tel 

que décrit précédemment.  

 Dans les maladies inflammatoires intestinales, une plus grande expression de 

plusieurs chimiokines est détectée (Atreya et Neurath, 2010). Par exemple, une 

augmentation de CXCL8, une chimiokine servant au recrutement des neutrophiles, est 

observée chez les patients atteints de colite ulcéreuse comparativement aux patients sains. 

Plusieurs types cellulaires peuvent sécréter du CXCL8 dont les macrophages, les 

neutrophiles, les fibroblastes et les cellules épithéliales intestinales (Atreya et Neurath, 

2010). D'ailleurs, dans la colite ulcéreuse, un recrutement massif de neutrophiles est 

observé (Naito et al., 2007). Toutefois, le rôle de ces cellules immunitaires lors de la colite 

reste controversé à savoir si la présence de neutrophiles est bénéfique ou néfaste (Fournier 

et Parkos, 2012). Les macrophages sont des phagocytes qui sont aussi capables de présenter 

des antigènes aux cellules T. Dans la maladie de Crohn, il y une accumulation de 

macrophages pro-inflammatoires capables de sécréter de grande quantité d'IL-1, IL-6 et 

TNFα ainsi que des ROS (espèces réactives oxygénées) et des RNS (espèces réactives 

azotées) et ce, contrairement aux macrophages résidents normaux (Bain et Mowat, 2014). 

Finalement, chez les patients atteints de la maladie de Crohn, il y a une accumulation de 

cellules lymphoïdes innées de type 1, sécrétant des cytokines comme l'IFNγ et le TNFα 

(Bernink et al., 2013), de même que des cellules lymphoïdes innées de type 3, sécrétant de 

l'IL-17, IL-22 et de l'IFNγ en réponse à l'IL-23 (Geremia et al., 2011).  

 La réponse immunitaire adaptative est spécifique et induit une mémoire 

immunologique. Les cellules T sont les principales cellules du système immunitaire 

adaptatif. Les cellules T naïves sont activées et se différencient soit en cellules Th1, Th2 ou 

Th17. Une réponse anormale des cellules T est observée dans les maladies inflammatoires 
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intestinales. Dans la maladie de Crohn, une réponse Th1 excessive est observée; en effet, 

les cellules T des patients ayant cette maladie produisent une plus grande quantité d'IL-2 et 

IFNγ que les cellules T des patients témoins ou atteints de la colite ulcéreuse (Breese et al., 

1993). Chez les patients ayant la colite ulcéreuse, une plus grande quantité d'IL-5 et d'IL-13 

est produite comparativement aux patients atteints de la maladie de Crohn (Fuss et al., 

1996). Ainsi, la maladie de Crohn est décrite comme ayant une réponse Th1 excessive 

tandis que la colite ulcéreuse a plutôt une réponse Th2 excessive. Les cellules Th17 

produisent plusieurs cytokines, dont l'IL-17A. Une augmentation de production d'IL-17A 

de même que du nombre de cellules Th17 est détectée tant dans la maladie de Crohn que 

dans la colite ulcéreuse (Rovedatti et al., 2009). Finalement, les cellules T régulatrices 

suppriment la prolifération des cellules T naïves et maintiennent l'homéostasie de l'intestin 

en supprimant une réponse immunitaire anormale face aux bactéries commensales. Ces 

cellules sécrètent des cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-10 et le TGFβ. Une 

diminution du nombre de cellules T régulatrices est présente chez les patients atteints de 

maladies inflammatoires intestinales, néanmoins les cellules restantes sont fonctionnelles 

lors d'essai in vitro (Boden et Snapper, 2008).       

 

1.6.2.3. La microflore intestinale 

 Jusqu'à présent, il n'a pas été démontré si l'inflammation intestinale peut être causée 

par des bactéries pathogènes (Nell et al., 2010). Néanmoins, la microflore intestinale joue 

un grand rôle dans le développement de ces maladies puisque le traitement des patients 

avec des antibiotiques ou des bactéries probiotiques entraîne des effets très bénéfiques et 

soulage les patients (Gionchetti et al., 2003; Sutherland et al., 1991). Aussi, la majorité des 

modèles murins développant spontanément une colite dans une animalerie conventionnelle 

n'en développent pas dans un environnement stérile (Kim et al., 2005). Des études récentes 

ont montré une composition anormale de la microflore intestinale, soit une dysbiose, chez 

les patients souffrant de maladies inflammatoires intestinales (Manichanh et al., 2012). 

L'inflammation est généralement associée à une diminution des Bacteroides et des 

Firmicutes de même qu'à une augmentation des Enterobacteriaceae (Lupp et al., 2007). 

Récemment, une étude a démontré que le transfert d'une flore anormale provenant d'une 
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souris Nod2-/- vers une souris de type sauvage rend cette dernière plus sensible à une colite 

chimique (Couturier-Maillard et al., 2013). Toutefois, ce n'est pas clair si un changement 

dans la composition de la microflore peut à lui seul initier de l’inflammation intestinale.   

 

1.6.2.4. La barrière intestinale 

 Un dysfonctionnement de la barrière intestinale permet aux bactéries commensales 

de pénétrer la muqueuse, augmentant ainsi le risque de déclencher une réponse 

inflammatoire dans la lamina propria (Turner, 2009). Chez les patients atteints de maladies 

inflammatoires intestinales, une augmentation de la perméabilité paracellulaire est observée 

(Mankertz et Schulzke, 2007). Plus précisément, cette hausse de perméabilité est souvent 

associée à un changement du niveau d’expression des protéines formant les jonctions 

serrées. Par exemple, une augmentation d'expression de la claudine-2 et une diminution 

d'expression des claudines -3, -4, -5 et -8 sont souvent observées (Prasad et al., 2005). Un 

changement dans la localisation des protéines de jonctions est aussi souvent noté suite à de 

l'endocytose ou à un désassemblage des jonctions (Utech et al., 2010). Les études in vitro 

montrent que plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα et l'IFNγ peuvent 

induire une augmentation de la perméabilité paracellulaire (Bruewer et al., 2006).  

 L’apparition de brèches dans l’épithélium peut aussi être attribuable à une 

augmentation de la mort des cellules épithéliales intestinales. D'ailleurs, chez les patients 

ayant une maladie inflammatoire intestinale, le nombre de cellules épithéliales intestinales 

en apoptose, un processus de mort cellulaire programmée, est augmenté (Schulzke et al., 

2009). En fait, un nombre excessif de cellules apoptotiques chez la souris est suffisant pour 

induire l'apparition d'inflammation intestinale (Nenci et al., 2007). Également, la présence 

de cellules nécrotiques est notée chez des patients atteints de la maladie de Crohn, ce qui 

n'est pas le cas chez les patients témoins ou atteints de colite ulcéreuse (Dourmashkin et al., 

1983). Finalement, des études ont récemment décrit une nouvelle forme de mort cellulaire, 

soit la nécroptose aussi appelée nécrose programmée (Christofferson et Yuan, 2010). En 

fait, chez la souris, une présence accrue de cellules en nécroptose entraîne l'apparition 

spontanée d'inflammation au niveau de l'intestin grêle et du côlon. Les cellules de Paneth 
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sont particulièrement sensibles à ce type de mort cellulaire (Gunther et al., 2011; Welz et 

al., 2011).             

 Plusieurs défauts au niveau des cellules à gobelet, responsables de la barrière 

chimique, sont souvent détectés chez les patients ayant une maladie inflammatoire 

intestinale. Par exemple, dans la colite ulcéreuse, une diminution du nombre de cellules à 

gobelet, de l'expression de MUC2 (mucine2) de même qu’une diminution de la couche 

protectrice de mucus sont observées (Einerhand et al., 2002; Sheng et al., 2012). Dans la 

maladie de Crohn, c'est plutôt une diminution d'expression en ARNm de MUC1, -3, -4 et    

-5B qui est présente (Einerhand et al., 2002; Sheng et al., 2012). De plus, les souris 

invalidées pour Muc2 développent spontanément de l'inflammation colique (diarrhée, sang 

dans les fèces) illustrant l'importance de la couche de mucus dans la protection de 

l'épithélium intestinal (Van der Sluis et al., 2006). Les cellules à mucus sécrètent aussi le 

facteur TFF3. Les souris invalidées pour le gène Tff3 ne développent pas de façon 

spontanée de l'inflammation intestinale. Toutefois, suite à un traitement au DSS, un agent 

chimique qui induit des dommages à l'épithélium, les souris Tff3
-/-

 présentent des défauts 

importants dans la réparation de blessure, ce qui aggrave l’inflammation (Mashimo et al., 

1996).  

 Les cellules de Paneth, qui sécrètent des peptides antimicrobiens, peuvent 

également être impliquées dans l'inflammation intestinale. La maladie de Crohn, affectant 

souvent l'iléon, se caractérise par une adhérence anormale de bactéries à la surface de 

l'épithélium ainsi que par une composition anormale de la microflore intestinale; ces 

défauts résulteraient possiblement d’un dysfonctionnement des cellules de Paneth (Clevers 

et Bevins, 2013). D'ailleurs, une diminution d'expression des α-défensines est rapportée 

chez les patients dont l'inflammation touche l'iléon (Wehkamp et al., 2004). Aussi, 

plusieurs polymorphismes spécifiques à la maladie de Crohn ont été détectés notamment 

dans les gènes NOD2, ATG16L1 et TCF4 (Barrett et al., 2008; Koslowski et al., 2009). 

NOD2 est fortement exprimé par les cellules de Paneth (Ogura et al., 2003). Certaines 

études ont démontré que les souris déficientes pour le gène Nod2 expriment moins de        

α-défensines et ont une composition de leur microflore altérée (Kobayashi et al., 2005; 

Petnicki-Ocwieja et al., 2009). Un autre gène de susceptibilité à la maladie de Crohn est 
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ATG16L1 impliqué dans l'autophagie. Étonnamment, les souris invalidées pour ce gène 

présentent des anomalies au niveau de leurs cellules de Paneth, plus particulièrement dans 

l'exocytose des granules de sécrétion contenant les peptides antimicrobiens (Cadwell et al., 

2008). Finalement, TCF4 est un facteur de transcription de la voie Wnt/β-caténine qui 

régule la différenciation des cellules de Paneth et qui est fortement diminué chez les 

patients atteints de la maladie de Crohn. Cette diminution d'expression de TCF4 est 

associée avec une diminution d'expression de l'α-défensine HD5 (Wehkamp et al., 2007). 

Ainsi, dans la maladie de Crohn, l’altération des fonctions des cellules de Paneth pourrait 

être responsable de l'apparition de l'inflammation. Quant au côlon, celui-ci est normalement 

dépourvu de cellules de Paneth. Toutefois, lors la colite ulcéreuse des cellules de Paneth 

métaplasiques sont observées (Paterson et Watson, 1961) de même qu'une augmentation 

d'expression de plusieurs peptides antimicrobiens (HD-5, HD-6, sPLA2 et LYZ1) (Shi, 

2007). La présence des cellules de Paneth métaplasiques dans le côlon est généralement vue 

comme un mécanisme de protection de l’épithélium contre l’inflammation chronique.  

 

1.7. Le cancer colorectal 

 Plus d'un million de nouveaux cas de cancers colorectaux sont diagnostiqués chaque 

année dans le monde (Tenesa et Dunlop, 2009). Le cancer colorectal résulte d'une 

prolifération anormale importante des cellules de l'épithélium intestinal et proviendrait des 

cellules souches (Barker et al., 2009). La plupart des cancers colorectaux se manifestent de 

façon sporadique (80%). Par contre, environ 20% des personnes atteintes d'un cancer 

colorectal ont des antécédents familiaux. Ceci inclut la polypose adénomateuse familiale 

(FAP) dont les mutations dans le gène suppresseur de tumeur APC sont fréquentes ce qui 

résulte en une stabilisation de la β-caténine et en la formation de multiples adénomes 

(Wallis et al., 1999). D'ailleurs les souris Apc
Min/+ 

ont une mutation dans le gène Apc et 

développent plusieurs adénomes principalement au niveau de l'intestin grêle. Ces souris 

servent donc fréquemment de modèle d'étude pour ce type de cancer (Moser et al., 1990; 

Su et al., 1992). Le syndrome de Lynch, aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans 

polypose (HNPCC), est le type de cancer colorectal héréditaire le plus fréquent (2 à 5%) et 

est habituellement causé par des mutations dans les gènes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 
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impliqués dans la réparation des mésappariements de l'ADN (Fishel et al., 1993). 

Finalement, les personnes atteintes de maladie de Crohn et de colite ulcéreuse courent plus 

de risques de développer une forme particulière de cancer colorectal, soit le cancer 

colorectal associé à la colite (Munkholm, 2003). Les risques augmentent selon la durée, 

l'étendue et la sévérité de l'inflammation. Plus précisément, les probabilités qu’un individu 

développe un cancer colorectal après dix ans aux prises avec une maladie inflammatoire 

intestinale sont de l’ordre de 2%. Par la suite, le risque s’accroît pour atteindre jusqu’à 18% 

après 30 ans (Eaden, 2004).  

 

1.7.1. Le cancer colorectal sporadique  

 Dans le cancer colorectal sporadique, l'épithélium intestinal normal se transforme en 

adénomes, en adénocarcinomes, en adénocarcinomes invasifs puis forme des métastases 

(Schéma 7, panneau du bas). Il y a trois voies majeures conduisant à l'établissement de la 

carcinogenèse colorectale: l'instabilité chromosomique (CIN), la méthylation des îlots CpG 

(CIMP) et l'instabilité des microsatellites (MSI).   

 La voie d’instabilité chromosomique (CIN) inclut jusqu'à 85% des cas de cancers 

colorectaux sporadiques et est causée par des altérations dans la structure ou dans le 

nombre de chromosomes, aussi appelé aneuploïdie (Grady, 2004). Ces anomalies entraînent 

des mutations dans des oncogènes (KRAS) ou des gènes suppresseurs de tumeurs (APC, 

TP53) suivant le modèle décrit par Fearon et Vogelstein (Fearon et Vogelstein, 1990). La 

voie CIMP ou méthylation des îlots CpG concerne approximativement 15% des cancers 

sporadiques (Issa, 2008). La méthylation de l'ADN s'effectue au niveau des résidus 

cytosines des îlots CpG qui se trouvent essentiellement dans la région promotrice des 

gènes, ce qui les rend silencieux. Les microsatellites sont des séquences d'ADN 

particulières qui se caractérisent par la répétition de dinucléotides ou de trinucléotides. 

L’instabilité des microsatellites est impliquée dans 15% des cancers sporadiques et peut 

toucher plusieurs gènes dont APC, E2F4, MSH3 et MSH6 (Thibodeau et al., 1993).  

 Plusieurs altérations génétiques sont présentes dans le cancer colorectal sporadique 

et  affectent  principalement   la voie   Wnt/β-caténine,   la  voie   KRAS/ERK1/2,   la   voie  
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Schéma 7: Le cancer colorectal sporadique et le cancer colorectal associé à la colite.  

Dans le cancer colorectal sporadique, l'épithélium intestinal normal se transforme en adénomes, en 

adénocarcinomes, en adénocarcinomes invasifs puis forme des métastases. Plusieurs altérations génétiques 

sont associées au développement du cancer colorectal sporadique. Elles affectent principalement les gènes 

APC, KRAS, PI3KCA et TP53. Dans le cancer colorectal associé à la colite, l'épithélium enflammé et 

hyperplasique se transforme en épithélium dysplasique jusqu'à l'adénocarcinome. L’accumulation de ROS 

cause des dommages oxydatifs à l'ADN ce qui entraîne des mutations dans les gènes tels que CTNBB1         

(β-caténine), KRAS et possiblement TP53. Plusieurs cytokines pro-inflammatoires participent à la 

tumorigénèse, comme le TNFα et l'IL-6, en régulant l'activation des voies de signalisation NFκB et 

Jak/STAT3. Tiré et adapté de Terzic et al. (2010). 
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PI3K/AKT, la voie du TGFβ et la protéine p53. La plupart des cas de cancers colorectaux 

ont des mutations sporadiques dans le gène APC engendrant une protéine APC tronquée 

inactive (Segditsas et Tomlinson, 2006). Dans environ 80% des cas, les deux allèles d'APC 

sont inactivés, ce qui mène à la stabilisation de la β-caténine, à la hausse de l’activité 

transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF et à l'expression de plusieurs gènes cibles 

dont C-MYC et CCND1 (cycline D1) (van de Wetering et al., 2002). Des mutations dans la 

CTNNB (β-caténine), l'AXIN1 (axine1) et l'AXIN2 (axine2) peuvent être aussi retrouvées, 

mais de façon mutuellement exclusives avec celles d’APC (Segditsas et Tomlinson, 2006). 

 RAS est une petite protéine G incluant trois membres (KRAS, HRAS et NRAS) qui 

active  principalement  les  voies  de  signalisation  ERK1/2  et  PI3K/AKT.  Des  mutations 

somatiques dans KRAS ou NRAS sont trouvées dans 40-45% des cancers colorectaux et 

affectent principalement le codon 12, mais aussi les codons 13 et 61 (Fearon et Vogelstein, 

1990). Des mutations activatrices dans le gène encodant BRAF, le principal effecteur de 

RAS, sont également retrouvées dans 5 à 10% des cancers colorectaux (Rajagopalan et al., 

2002). Finalement, des mutations somatiques activatrices dans le gène PIK3CA, codant 

pour la sous-unité p100α de la PI3K, sont aussi trouvées dans 15 à 25% des cancers 

colorectaux (Wood et al., 2007).  

 Dans 70% des cancers colorectaux, la perte du locus 18q est observée (Fearon et 

Vogelstein, 1990). Cette région chromosomique comprend les gènes SMAD2 et SMAD4 

codant pour des protéines impliquées dans la signalisation du TGFβ. De plus, des mutations 

qui inactivent SMAD2, SMAD3 et SMAD4 ainsi que le récepteur du TGFβII sont aussi 

possibles (Leary et al., 2008).   

 Aux mutations déjà citées, il faut ajouter p53. Dans les tumeurs HNPCC, la voie 

p53 est inactivée par des mutations en aval (microsatellite de Bax, un homologue pro-

apoptotique (Miquel et al., 2005)); toutefois dans la plupart des tumeurs colorectales, les 

mutations se trouvent dans le gène TP53 (Baker et al., 1990). Ces mutations surviennent 

souvent tard dans le développement des tumeurs permettant ainsi la croissance incontrôlée 

de cellules très anormales.  
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1.7.2. Le cancer colorectal associé à la colite 

 L'inflammation chronique prédispose au développement de plusieurs types de 

cancer et c'est le cas des patients atteints de maladies inflammatoires intestinales (Balkwill 

et Mantovani, 2001). La pathogénie de la carcinogenèse colorectale chez les patients 

atteints de maladie inflammatoire intestinale est cependant différente de celle des cancers 

sporadiques et fait intervenir une progression par étapes à partir de l'épithélium enflammé 

et hyperplasique vers de la dysplasie jusqu'à l'adénocarcinome (Itzkowitz et Yio, 2004) 

(Schéma 7, panneau du haut).  

 Un des effets de l'inflammation chronique est l’accumulation de ROS causant des 

dommages oxydatifs à l'ADN, ce qui entraîne des mutations dans les gènes tels que 

CTNBB1 (β-caténine), KRAS (Meira et al., 2008; Roessner et al., 2008) et possiblement 

TP53 (Ullman et Itzkowitz, 2011). D'ailleurs, des mutations dans TP53 sont fréquemment 

retrouvées dans des tissus coliques en inflammation chronique ainsi que dans des régions 

dysplasiques (Leedham et al., 2009). De plus, un stress oxydatif induit par le peroxyde 

d'hydrogène inactive les enzymes impliquées dans la réparation de l'ADN, plus précisément 

dans la réparation des mésappariements, entraînant de l'instabilité dans les microsatellites 

(Chang et al., 2002). D'ailleurs, de l'instabilité dans les microsatellites a été détectée chez 

des patients atteints de colite ulcéreuse sans lésions néoplasiques (Brentnall et al., 1996), 

cela suggère que l'inactivation du système de réparation de l'ADN est un événement 

précoce dans le développement du cancer colorectal associé à la colite.   

 

Dans le cancer colorectal sporadique, la perte de fonction du gène suppresseur de 

tumeur APC est un événement fréquent qui arrive tôt dans la tumorigénèse. Dans le cancer 

colorectal associé à la colite, une délétion allélique d'APC est présente dans seulement 33% 

des cas (Umetani et al., 1999). Néanmoins, une augmentation de la localisation nucléaire de 

la β-caténine a été rapportée dans des tumeurs de cancer colorectal associé à la colite (Aust 

et al., 2001).  

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires participent à la carcinogenèse colorectale, 

dont le TNFα et l'IL-6. Une augmentation de TNFα est présente chez les patients atteints de 

la maladie de Crohn. Cette cytokine, suite à la liaison à son récepteur, active la voie de 
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signalisation NFκB. Dans un modèle murin de cancer colorectal associé à la colite où les 

souris ont été traitées avec de l'AOM (azoxymethane), un agent carcinogène qui cause des 

mutations dans le gène de la β-caténine (Takahashi et al., 2000), suivi par un traitement au 

DSS qui induit une colite chimique, l'utilisation d'un antagoniste du TNFα diminue 

grandement le nombre et la taille des tumeurs (Popivanova et al., 2008). Plusieurs études 

montrent l’implication du facteur de transcription NFκB dans le développement du cancer 

colorectal associé à la colite. Notamment, des souris invalidées spécifiquement pour 

l'expression de la kinase IKKβ dans les cellules épithéliales intestinales développent 

beaucoup moins de tumeurs suite à un traitement à l'AOM/DSS. En fait, l’activation de 

NFκB serait importante pour la prolifération et la survie des cellules épithéliales 

intestinales (Greten et al., 2004; Shaked et al., 2012). 

 Une cytokine qui semble également participer la pathogénie de ce type de cancer est 

l'IL-6. Cette cytokine pro-inflammatoire active la voie de signalisation Jak/STAT3. Dans 

leur modèle de souris traitées à l'AOM/DSS, Becker et collaborateurs ont montré que 

l'utilisation d'un anticorps bloquant le récepteur à l'IL-6 prévient la croissance des tumeurs 

(Becker et al., 2004). Le rôle de STAT3 dans le cancer colorectal associé à la colite a été 

aussi caractérisé via l'utilisation de souris présentant une délétion conditionnelle de ce 

facteur de transcription dans les cellules épithéliales intestinales. Suite à un traitement à 

l'AOM/DSS, ces souris développent significativement moins de tumeurs qui sont aussi de 

plus petite taille. Dans ce contexte, la voie Jak/STAT3 contrôle la prolifération et la survie 

des cellules épithéliales intestinales (Bollrath et al., 2009).  

 D’autres cytokines, notamment la cytokine anti-inflammatoire IL-10, régulent 

négativement la formation du cancer colorectal associé à la colite. En effet, les souris Il10
-/-

 

développent spontanément de l'inflammation intestinale lorsqu’elles sont hébergées dans 

une animalerie conventionnelle. Dès l'âge de 6 mois, 60% de ces souris développent des 

adénocarcinomes colorectaux (Berg et al., 1996). De plus, le croisement de ces souris avec 

une souris invalidée pour la protéine adaptatrice Myd88 empêche la formation de tumeurs, 

suggérant la participation de la microflore dans ce modèle (Uronis et al., 2009). 

 La microflore participe effectivement au développement du cancer colorectal 

associé à la colite. En fait, plusieurs modèles murins ne développent pas de dysplasie ou de 
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cancer colorectal associé à la colite dans un environnement stérile (Fukata et Abreu, 2008; 

Uronis et al., 2009). Tout comme dans l'inflammation intestinale, un changement dans la 

composition de la microflore (dysbiose) est observé lors de la tumorigénèse colorectale. 

D'ailleurs, la susceptibilité de développer un cancer colorectal est transmissible d'une souris 

possédant une dysbiose vers une souris de type sauvage (Couturier-Maillard et al., 2013; 

Hu et al., 2013). Ces résultats suggèrent que la microflore peut, dans certains cas, être 

suffisante à promouvoir la formation de tumeurs colorectales.        

 La signalisation des PRRs participe aussi au cancer associé à la colite. Dans les 

cellules épithéliales intestinales, l'expression de TLR4 est grandement augmentée dans les 

tumeurs par rapport aux régions saines et dysplasiques. Les souris invalidées pour Tlr4 

développent d’ailleurs moins de tumeurs et ces dernières sont de taille plus petite suite à un 

traitement à l'AOM/DSS (Fukata et al., 2007). Inversement, l'expression d'une forme 

constitutive active de Tlr4 spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales favorise 

la tumorigénèse (Fukata et al., 2011). Par contre, les souris Tlr2-/- développent plus de 

tumeurs que les souris témoins suite à un traitement à l'AOM/DSS (Lowe et al., 2010). Des 

résultats similaires ont aussi été observés chez les souris Nlrp3-/- (Zaki et al., 2010),  

Nlrp6-/- (Chen et al., 2011) et Nlrp12-/- (Allen et al., 2012). Ces résultats suggèrent que la 

signalisation TLR4 contribue au développement du cancer colorectal associé à la colite 

tandis que la signalisation initiée par TLR2, NLRP3, NLRP6 et NLRP12 engendre plutôt 

une protection. 

 

2. Les protéines tyrosines phosphatases 

 Les voies d'activation dépendantes des protéines tyrosine kinases (PTKs) et des 

protéines tyrosine phosphatases (PTPs) ont été identifiées comme des éléments précoces 

très largement utilisés par de nombreux systèmes cellulaires pour contrôler des phénomènes 

aussi divers que la différenciation, la prolifération, la réponse inflammatoire ou la migration 

cellulaire (Sun et Tonks, 1994).  
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2.1. La classification des PTPs 

 La découverte des premières protéines tyrosines kinases a été faite en 1979 par le 

groupe du Pr Tony Hunter (Eckhart et al., 1979). Par contre, il a fallu attendre à la fin des 

années 80 pour découvrir les premières protéines tyrosines phosphatases (Tonks et al., 

1988). Depuis, 107 PTPs ont été répertoriées chez l'humain et sont classées en quatre 

classes selon la séquence en acides aminés de leur domaine catalytique (Julien et al., 2011) 

(Schéma 8A).  Pour  la  classe I, II et III,  une  séquence  consensus  (H/V)C(X)5R(S/T)  est 

présente dans leur domaine catalytique et contient une cystéine ainsi qu'une arginine 

essentielles à leur activité enzymatique. La classe IV pour sa part utilise plutôt un 

mécanisme catalytique dépendant d'un acide aspartique (Alonso et al., 2004).   

 La classe I inclut la majorité des PTPs, soit 99 membres. Cette classe se subdivise 

en 2 groupes: les PTPs classiques comprenant les PTPs transmembranaires (PTPRs) et les 

PTPs non transmembranaires (PTPNs) ainsi que les PTPs à double spécificité (DSPs), c'est-

à-dire ayant la capacité de déphosphoryler leurs substrats à la fois sur des résidus tyrosines, 

mais aussi sur sérines et thréonines. La famille des PTPs à double spécificité se subdivise 

ensuite en sept. Les MKPs (MAPK phosphatases) ainsi que PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) sont des membres connus des PTPs à double spécificité. Les PTPs 

transmembranaires incluent 21 PTPs. Au niveau de leur structure, ces phosphatases 

possèdent un domaine transmembranaire, une région extracellulaire et une région 

intracellulaire qui, dans la majorité des cas, contient deux domaines catalytiques (D1 et D2) 

dont seulement un seul est actif (D1) (Tonks, 2006). Les PTPs non transmembranaires 

comptent 17 membres. Les PTPNs, à l'exception de PTP1B (PTPN1) et TCPTP (PTPN2), 

possèdent, en plus de leur domaine catalytique, d'autres domaines de liaison (PDZ, FERM, 

SH2 et riches en prolines). La classe II comprend seulement un membre, la protéine   

LMW-PTP, tandis que la classe III en comprend trois appartenant à la famille de Cdc25. 

Finalement, la classe IV comprend quatre protéines, soit les phosphatases EYA1 à 4 (Julien 

et al., 2011). 
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Schéma 8: Les protéines tyrosines phosphatases.  

(A) Les protéines tyrosines phosphatases sont séparées en 4 classes. La classe I inclut la majorité des PTPs et 

inclut les PTPs classiques (PTPs transmembranaires (PTPRs) et PTPs non transmembranaires (PTPNs)) ainsi 

que les PTPs à double spécificité (DSPs) qui se subdivisent en sept sous-classes. La classe II comprend 

seulement un membre, la protéine LMW-PTP, tandis que la classe III en comprend trois appartenant à la 

famille de Cdc25. La classe IV comprend les phosphatases EYA1 à 4. (B) SHP-2 est une protéine tyrosine 

phosphatase non transmembranaire qui possède un domaine catalytique PTP, deux domaines SH2 (Src 

homology 2) en tandem, le domaine N-SH2 et le domaine C-SH2, et une queue C-terminale. Une région riche 

en prolines ainsi que deux tyrosines (Y542 et Y580) pouvant être phosphorylées sont aussi présentes dans la 

queue C-terminale. (C) L'activité enzymatique de SHP-2 est régulée par un mécanisme d'auto-inhibition. À 

l'état basal, SHP-2 se retrouve dans une conformation inactive, c'est-à-dire qu'il y a une interaction entre le 

domaine N-SH2 et le domaine catalytique bloquant ainsi l'accès des substrats au site actif. La liaison de 

protéines phosphorylées sur tyrosine avec le domaine N-SH2 entraîne un changement de conformation levant 

l'interaction intramoléculaire entre le domaine N-SH2 et le domaine catalytique. La phosphatase se retrouve 

donc sous une forme active. Tirés et adaptés de Julien et al. (2011), Reth et Brummer (2004) et Ostman et al. 

(2006). 
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2.2. Les phosphatases SHP-1 et SHP-2 

 SHP-1 ou PTPN6 (SH-PTP1, PTP1C, HCP et SHP) et SHP-2 ou PTPN11          

(SH-PTP2, PTP1D, Syp, PTP2C et SHPTP-3) sont des protéines tyrosines phosphatases 

non transmembranaires possédant une homologie de près de 60% (Stein-Gerlach et al., 

1998). Ces phosphatases possèdent un domaine catalytique PTP, deux domaines SH2 (Src 

homology 2) en tandem, le domaine N-SH2 et le domaine C-SH2, et une queue                 

C-terminale. Les domaines SH2 sont importants pour la localisation de ces phosphatases 

ainsi que pour la régulation de leur activité enzymatique (Neel et al., 2003). Les différences 

entre SHP-1 et SHP-2 se retrouvent principalement au niveau de la queue C-terminale: 

SHP-1 possède un domaine NLS (séquence de localisation nucléaire) tandis que SHP-2 

possède plutôt une région riche en proline (Poole et Jones, 2005). Ces phosphatases 

détiennent aussi deux sites principaux de phosphorylation sur tyrosine (Y536 et Y564 pour 

SHP-1, Y542 et Y580 pour SHP-2) dans leur queue C-terminale (Schéma 8B). Finalement, 

la phosphatase SHP-1 est exprimée principalement dans les cellules hématopoïétiques, dans 

les cellules musculaires et plus faiblement dans les cellules épithéliales (Matthews et al., 

1992; Yi et al., 1992). Au contraire, la phosphatase SHP-2 présente une expression 

ubiquiste (Feng et al., 1993).  

 

2.3. Les mécanismes de régulation de l'activité et de la localisation de SHP-2  

 Plusieurs mécanismes régulent l'activité enzymatique de SHP-2. Tout d'abord, 

l’activation de cette phosphatase est principalement régulée par un mécanisme d'auto-

inhibition. À l'état basal, SHP-2 se retrouve dans une conformation inactive, c'est-à-dire 

qu'il y a une interaction entre le domaine N-SH2, dont les résidus D61 et E76, et le domaine 

catalytique bloquant ainsi l'accès des substrats au site actif. La liaison de protéines 

phosphorylées sur tyrosine avec le domaine N-SH2 entraîne un changement de 

conformation levant l'interaction intramoléculaire entre le domaine N-SH2 et le domaine 

catalytique. La phosphatase se retrouve donc sous une forme active (Neel et al., 2003) 

(Schéma 8C).   
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 Suite à plusieurs stimuli, la phosphorylation des tyrosines 542 et 580 situées dans la 

queue C-terminale est généralement observée. Lu et collaborateurs ont remplacé ces deux 

tyrosines par des analogues phosphomimétiques non hydrolysables et ont démontré que 

cela augmente l'activité enzymatique de SHP-2 (Lu et al., 2001). De plus, la 

phosphorylation des tyrosines 542 et 580 semble aussi requise pour la fonction de protéine 

adaptatrice de SHP-2 en permettant notamment le recrutement du complexe Grb2/Sos 

(Bennett et al., 1994).  

 SHP-2 possède une cystéine à la position 459 essentielle à l'activité de son site 

catalytique. L'oxydation de cette cystéine par, entre autres, des dérivés réactifs de l'oxygène 

inactive complètement cette phosphatase (Meng et al., 2002). 

 Au niveau de sa localisation, SHP-2 se retrouve principalement dans le cytoplasme 

des cellules (Neel et al., 2003). Quelques études ont rapporté néanmoins une localisation 

nucléaire de SHP-2 (Chughtai et al., 2002; Jakob et al., 2008). Contrairement à SHP-1, la 

protéine tyrosine phosphatase SHP-2 ne possède pas de séquence de localisation nucléaire 

ainsi, sa translocation au noyau nécessite son association avec d'autres protéines (Poole et 

Jones, 2005). Par exemple, les protéines YAP/TAZ de la voie de signalisation Hippo régule 

la localisation cytoplasmique versus nucléaire de SHP-2 et ce, en fonction de la confluence 

cellulaire (Tsutsumi et al., 2013). SHP-2 est aussi présente dans les mitochondries; 

toutefois son rôle dans cette organelle n'est pas bien caractérisé (Salvi et al., 2004). 

Finalement, SHP-2 peut se retrouver aux points d'adhésion (Yo et al., 2009), associée aux 

fibres d'actine (Xu et al., 2001) ou à la membrane plasmique (Hartman et al., 2013). 

 

2.4. Les voies de signalisation régulées par SHP-2 

 SHP-2 est une protéine tyrosine phosphatase qui a été décrite pour réguler tant 

positivement que négativement plusieurs voies de signalisation intracellulaires. De 

nombreuses études ont en effet montré que SHP-2 participe à la signalisation cellulaire 

initiée par des facteurs de croissance (EGF, PDGF, FGF), des cytokines (IL-3, EPO,      

GM-CSF), des hormones (insuline) et des produits bactériens (LPS) (Bard-Chapeau et al., 

2011; Neel et al., 2003). SHP-2 participe aussi à la signalisation initiée par les intégrines 
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suite à leur liaison avec la matrice extracellulaire. Cette phosphatase peut d’ailleurs réguler 

la signalisation cellulaire de deux façons soit en agissant comme protéine adaptatrice via 

l’utilisation de ses domaines SH2 ou bien en déphosphorylant sur tyrosine ses effecteurs 

(Neel et al., 2003).  

 Une des principales voies de signalisation régulées par SHP-2 est la voie 

RAS/MAPK ERK1/2. Par exemple, Bennett et collaborateurs ont démontré que suite à une 

stimulation au PDGF, SHP-2 forme un complexe avec Grb2/Sos facilitant l'activation de 

RAS et donc de la cascade en aval des MAPK dans des fibroblastes murins et dans des 

cellules épithéliales canines (Bennett et al., 1994). Dans ce contexte, SHP-2 régule cette 

voie de signalisation indépendamment de son activité PTP. Cependant, plusieurs études ont 

par la suite rapporté que SHP-2 contrôle la signalisation ERK1/2 en déphosphorylant divers 

substrats. Par exemple, dans les cellules de rein COS-1, SHP-2 déphosphoryle la tyrosine 

992 sur le récepteur à l'EGF. Cette tyrosine sert de site de liaison pour la protéine RasGAP 

dont le rôle est d’activer l’hydrolyse du GTP en GDP de la petite protéine G RAS ce qui 

l'inactive (Agazie et Hayman, 2003). Ainsi, SHP-2 empêche le recrutement d'un régulateur 

négatif de la signalisation RAS/MAPK. Dans des fibroblastes murins, SHP-2 peut aussi 

déphosphoryler le site de liaison de RasGAP présent sur la protéine adaptatrice Gab1 

(Montagner et al., 2005). Finalement, SHP-2 peut également réguler la voie ERK1/2 via la 

protéine Sprouty. En fait, sous sa forme phosphorylée sur tyrosine, Sprouty lie le complexe 

Grb2/Sos de sorte qu'il n'y a pas d'activation de la voie MAP kinase ERK1/2. Toutefois, 

SHP-2 est en mesure de déphosphoryler Sprouty ce qui libère le complexe Grb2/Sos et 

active la voie ERK1/2 (Hanafusa et al., 2002; Hanafusa et al., 2004).   

 SHP-2 peut aussi moduler l’activation de la signalisation PI3K/AKT. En effet, suite 

à un traitement à l'IGF-1 dans des cellules de muscles lisses, la voie PI3K/AKT est activée 

et nécessite l'activité enzymatique de SHP-2. Dans ce contexte, SHP-2 est nécessaire à 

l'association entre les sous-unités p85 et p110 de la PI3K (Kwon et al., 2006). Cependant, 

SHP-2 peut aussi contrôler négativement la voie PI3K/AKT. Dans des fibroblastes murins 

NIH/3T3, SHP-2 déphosphoryle le site de liaison de la sous-unité régulatrice p85 de la 

PI3K sur la protéine adaptatrice Gab1 ce qui empêche l'activation de cette voie de 

signalisation (Zhang et al., 2002). 
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 Dans certains contextes, la phosphatase SHP-2 inhibe la signalisation Jak/STAT. 

Suite à une stimulation par des cytokines comme l'IL-6, SHP-2 est recrutée à la 

glycoprotéine 130 (gp130), une protéine transmembranaire composant le récepteur à l'IL-6. 

La mutation du site de liaison de SHP-2 sur gp130, soit la tyrosine 759, entraîne une 

hyperactivation de la voie de signalisation Jak/STAT3 dans les cellules COS-7 (Lehmann 

et al., 2003) et les cellules de carcinome du foie H-35 (Kim et al., 1998). En fait, SHP-2 

peut directement déphosphoryler certains facteurs de transcription STAT (Wu et al., 2002; 

Yu et al., 2000). Par exemple, Yu et collaborateurs ont clairement démontré que SHP-2 

interagit directement avec STAT5 dans la lignée cellulaire CTLL-20 et que cette 

phosphatase est en mesure de le déphosphoryler in vitro (Yu et al., 2000). Finalement, 

SHP-2 semble aussi réguler positivement cette voie signalisation. En effet, chez les souris 

déficientes pour l'expression de Shp-2 dans la glande mammaire, une diminution de 

l'activation de STAT5 est observée (Ke et al., 2006). 

 Certaines études ont également démontré que SHP-2 peut moduler l’activation de 

NFκB en réponse à des cytokines et à des produits bactériens. Dans les fibroblastes murins, 

SHP-2 régule positivement la signalisation de NFκB en réponse à l'IL-1α et au TNFα. Dans 

ces cellules, SHP-2 interagit de façon constitutive avec la kinase IKKα et est nécessaire à la 

phosphorylation de IκB résultant en l'activation de la voie de signalisation (You et al., 

2001). SHP-2 inhibe aussi la signalisation NFκB initiée par le produit bactérien LPS. Plus 

précisément, dans les macrophages, Xu et collaborateurs ont démontré que SHP-2 interagit 

avec la protéine TRAF6 et contrôle son activité en régulant son niveau d'ubiquitination (Xu 

et al., 2012).  

 SHP-2 régule aussi négativement la voie IRF3 activée par les récepteurs TLR3 et 

TLR4 dans les macrophages. Plus en détail, SHP-2 interagit avec la kinase TBK1 ce qui 

l'inactive. Ce mécanisme est indépendant de l'activité enzymatique de SHP-2 (An et al., 

2006).  

 Dans les cellules d'adénocarcinomes gastriques, SHP-2 régule positivement 

l'activation transcriptionnelle de la β-caténine de façon indirecte via son effet sur la 

parafibromine. En fait, lorsque la voie de signalisation Hippo n'est pas activée, les protéines 

YAP/TAZ permettent la translocation nucléaire de SHP-2. Dans le noyau, SHP-2 est en 
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mesure de déphosphoryler sur tyrosine la parafibromine ce qui favorise son interaction avec 

la β-caténine et permet la transcription de ses gènes cibles (Takahashi et al., 2011; 

Tsutsumi et al., 2013). Toutefois, lorsque la signalisation Hippo est activée, le complexe 

YAP/TAZ est phosphorylé et dégradé par le protéasome (Zhao et al., 2010). SHP-2 est 

alors confinée au cytoplasme. Il n'y a donc pas de transcription des gènes cibles de la        

β-caténine.      

 Finalement, SHP-2 contrôle aussi la voie RhoA/ROCK. RhoA est une petite 

protéine G dont l'activité est régulée par les RhoGAP qui augmentent l'hydrolyse du GTP 

en GDP et les RhoGEF qui stimulent la relâche de GDP pour permettre la liaison du GTP. 

Sous sa forme liée au GTP, RhoA active la kinase ROCK ce qui va entraîner une cascade 

de signalisation affectant principalement le cytosquelette d'actine. SHP-2 peut réguler 

positivement l'activité de RhoA en déphosphorylant p190RhoGAP dans les myoblastes 

C2C12 (Kontaridis et al., 2004) ou la kinase ROCKII dans les cellules myéloïdes D2 (Lee 

et Chang, 2008). Ainsi, SHP-2 peut être impliquée dans l’organisation du cytosquelette 

d’actine. Dans les fibroblastes murins, SHP-2 régule négativement la voie RhoA/ROCK 

(Schoenwaelder et al., 2000). Les auteurs proposent que SHP-2 contrôle l'activité de RhoA 

via la déphosphorylation de protéines RhoGEF. Dans les cellules MDCK, l'expression 

d'une forme constitutive active de SHP-2 entraîne une forte diminution de l'activité de 

RhoA ce qui entraîne une réduction de l'acétylation des microtubules dépendante de 

HDAC6 (Tien et Chang, 2014). 

 

2.5. Les processus cellulaires régulés par SHP-2 

 Étant donné que SHP-2 régule plusieurs voies de signalisation importantes, cela 

implique qu’elle participe au contrôle de plusieurs processus cellulaires dont la 

prolifération, la survie, la différenciation et la migration. 

 Tout d'abord, plusieurs études montrent que SHP-2 contrôle de façon positive la 

prolifération de plusieurs types cellulaires dont les cellules souches embryonnaires (Qu et 

Feng, 1998), les cellules neuronales (Ke et al., 2007), les cellules hématopoïétiques (Li et 

al., 2011) et les fibroblastes (Rivard et al., 1995; Wu et al., 2001). La phosphatase SHP-2 
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contrôle aussi la prolifération de plusieurs types de cellules cancéreuses notamment du 

cancer du sein (Aceto et al., 2012), du cancer de prostate  (Ren et al., 2011), du cancer du 

poumon (Ren et al., 2010) et du cancer cervical (Meng et al., 2013). Ce contrôle positif sur 

la prolifération cellulaire serait attribuable à son effet activateur sur la voie ERK1/2. 

 SHP-2 contrôle aussi la survie cellulaire des cardiomyocytes (Wang et al., 2012), 

des fibroblastes et des myoblastes (Ivins Zito et al., 2004). Par exemple, l'inhibition 

pharmacologique de SHP-2 (NSC-87877) entraîne une augmentation de l'apoptose dans les 

cardiomyocytes associée à une diminution de l'activation de la voie ERK1/2 (Wang et al., 

2012). 

 L'adhésion, l'étalement et la migration cellulaire sont aussi des processus cellulaires 

régulés par la phosphatase SHP-2. En 1998, Yu et collaborateurs ont démontré que SHP-2 

contrôle ces processus dans les fibroblastes murins. La signalisation initiée par les 

intégrines, dont l'activation de la kinase FAK (focal adhesion kinase), est fortement altérée 

en absence de SHP-2 (Yu et al., 1998). SHP-2 contrôle aussi la migration d'autres types 

cellulaires tels que les cellules de cancer du sein (Hartman et al., 2013), les fibroblastes de 

rat et les cellules d'ovaire de hamster (Inagaki et al., 2000).  

 Le rôle de SHP-2 dans la différenciation a été étudié via notamment, l'utilisation des 

cellules C2C12 qui, lorsque placées dans un milieu de différenciation, vont former des 

myotubes multinuclées. Une diminution d'expression de SHP-2 par l'utilisation de siARN 

diminue fortement la différenciation de ces cellules (Kontaridis et al., 2004). SHP-2 est 

aussi important pour la différenciation des chondrocytes (Bowen et al., 2014), des 

adipocytes (He et al., 2013) et des neurones (Hadari et al., 1998).  

 

2.6. Les modèles murins 

 En 1997, le groupe de Saxton et collaborateurs a  généré une souris dans laquelle 

l'exon 3 de SHP-2, soit des résidus 46 à 110, a été remplacé par une cassette néomycine 

(Shp-2
∆46-110

). Avant le jour E10.5, tous les embryons Shp-2
∆46-110 

sont morts suite à de 

sévères anomalies développementales (Saxton et al., 1997). Par la suite, en 2004, un 
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modèle murin permettant la délétion conditionnelle de Shp-2 via l'utilisation du système 

Cre/loxP a été généré. En fait, le groupe de Feng a créé une souris contenant des insertions 

loxP au pourtour de l'exon 4 de Shp-2 (Shp-2
flox/fox

). Suite à l'action d'une enzyme Cre 

recombinase, il y a recombinaison au niveau des séquences loxP, excision de l'exon 4 

entraînant l'apparition d'un codon stop (Zhang et al., 2004). Le croisement des souris     

Shp-2
flox/fox

 avec diverses souris transgéniques comportant la Cre recombinase sous le 

contrôle d'un promoteur spécifique à un tissu ou à un type cellulaire a apporté des 

informations cruciales quant aux multiples rôles joués par cette phosphatase in vivo. Par 

exemple, la délétion conditionnelle de Shp-2 dans les neurones a démontré le rôle de SHP-2 

dans le contrôle de la balance énergétique et dans le métabolisme; en fait, les auteurs ont 

montré que SHP-2 interférait dans la signalisation de la leptine (Zhang et al., 2004). La 

délétion conditionnelle de Shp-2 dans les cellules progénitrices neurales chez la souris 

montre que cette phosphatase contrôle la détermination des neurones et des astrocytes. Cet 

effet sur la détermination cellulaire a été attribué à une signalisation inadéquate des voies 

ERK1/2 et STAT3 (Ke et al., 2007). Les souris déficientes pour l'expression de Shp-2 dans 

les cellules musculaires du coeur développent des cardiomyopathies et meurent 

prématurément. Chez ces souris, plusieurs voies de signalisation sont dérégulées 

notamment les voies PI3K/AKT, Jak/STAT3 et MAPK ERK1/2 (Princen et al., 2009). 

Aussi, la délétion de Shp-2 dans les cellules épithéliales alvéolaires de type II entraîne une 

diminution de la production de surfactant menant à l'apparition de fibrose (Zhang et al., 

2012). Finalement, la délétion de Shp-2 dans les hépatocytes mène au développement 

d'inflammation et de nécrose qui avec le temps, entraîne de l'hyperplasie et le 

développement d’adénomes (Bard-Chapeau et al., 2011). Ces études démontrent que selon 

les tissus et les types cellulaires SHP-2 contrôle différentes fonctions importantes de la 

cellule. 

 

2.7. Les pathologies associées à une dérégulation de la phosphatase SHP-2 

 SHP-2 a été associée au développement de certaines maladies humaines dont le 

syndrome de Noonan. Ce syndrome d’origine génétique a une transmission autosomale 

dominante et se manifeste par un aspect particulier des traits du visage, des malformations 
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du cœur et une petite taille. Dans près de 50% des cas, des mutations faux sens sont 

retrouvées dans le gène PTPN11 codant pour SHP-2. Toutes les mutations se retrouvent 

dans la partie N-SH2 et dans le domaine phosphatase de sorte que l'activité de SHP-2 n'est 

plus régulée par son mécanisme d'auto-inhibition; ce sont donc des mutations de type gain-

de-fonction (Tartaglia et al., 2001; Tartaglia et al., 2002). Des mutations dans les gènes 

SOS1, KRAS, NRAS, RAF1, BRAF, SHOC2, MEK1 et CBL ont aussi été découvertes chez 

ces patients; le syndrome de Noonan est d’ailleurs attribuable à l’hyperactivation de la voie 

Ras/MAPK ERK1/2 (Tartaglia et al., 2011). De plus, les gens atteints du syndrome de 

Noonan sont plus à risque de développer une leucémie myélomonocytaire chronique 

juvénile (JMML) (Tartaglia et al., 2004).  

 Plusieurs mutations de type gain-de-fonction de PTPN11 ont été aussi répertoriées 

dans différentes formes de leucémie, mais aussi dans certaines tumeurs solides telles que le 

mélanome, le neuroblastome, le cancer gastrique, le cancer du poumon et le cancer 

colorectal. Encore une fois, les mutations se localisent préférentiellement dans le domaine 

N-SH2 et le domaine phosphatase faisant en sorte que SHP-2 se retrouve dans une 

conformation active. De plus, des polymorphismes dans l'exon 3 ainsi que les introns 4, 7 et 

9 du gène PTPN11 ont été rapportés chez les patients atteints de leucémies, de cancer du 

sein, de cancer de la prostate et de cancer gastrique; toutefois l'impact de ces variantes 

génétiques n’est pas connu (Bentires-Alj et al., 2004). 

 SHP-2 est également capable d’interagir avec le facteur de virulence CagA de 

Helicobacter pylori, qui favorise le développement de sévères gastrites et de cancer 

gastrique. L’interaction de CagA avec SHP-2 rend la phosphatase sous une conformation 

active, entraînant l’hyperactivation du sentier RAS-RAF-MEK-ERK, impliqué dans la 

transformation néoplasique des cellules gastriques (Hatakeyama, 2004).  

 Récemment, une étude japonaise a identifié deux polymorphismes présents dans les 

introns du gène PTPN11 chez des patients souffrant de colite ulcéreuse. Bien que l’impact 

de ces polymorphismes ne soit pas identifié, les auteurs spéculent qu'ils pourraient affecter 

l'expression, l'activité ou l'affinité de SHP-2 pour ses substrats  (Narumi et al., 2009).  
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Hypothèse et Objectifs  

 

 SHP-2 est une protéine tyrosine phosphatase qui contrôle de nombreuses voies de 

signalisation dont les voies ERK1/2 (Dance et al., 2008), Jak/STAT (Xu et Qu, 2008) et 

NFκB (Xu et al., 2012; You et al., 2001). SHP-2 régule également plusieurs processus 

cellulaires incluant la prolifération (Agazie et Hayman, 2003), la migration (Yu et al., 

1998) et la différenciation (Kontaridis et al., 2004). Les études effectuées à l'aide de 

différents modèles murins de délétion conditionnelle montrent l'importance de SHP-2 dans 

le maintien de l'homéostasie de plusieurs tissus et organes, dont le foie (Bard-Chapeau et 

al., 2011), les poumons (Zhang et al., 2012) et le coeur (Princen et al., 2009). Finalement, 

SHP-2 est impliquée dans diverses maladies humaines telles que le syndrome de Noonan et 

différents types de cancers (Bentires-Alj et al., 2004). Cependant, bien que cette protéine 

tyrosine phosphatase soit exprimée de façon ubiquiste et donc dans l’épithélium intestinal 

(Feng et al., 1993), son rôle dans ce tissu n'était pas connu avant nos travaux. 

 L’objectif principal de mes travaux de doctorat était donc de déterminer les rôles 

de la protéine tyrosine phosphatase SHP-2 dans les cellules de l’épithélium intestinal. 

Notre hypothèse était que SHP-2 exprimée dans les cellules épithéliales intestinales 

contrôlait l'homéostasie de l'intestin en régulant des processus clés comme la prolifération, 

la migration et la différenciation cellulaires. 

  Pour répondre à cette hypothèse, deux approches expérimentales ont été 

principalement utilisées soit la génération d'un modèle murin de délétion conditionnelle de 

Shp-2 spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales et la génération d'un shARN 

ciblant spécifiquement l'expression de SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales en 

culture.  

 Le premier objectif de mes travaux était donc de caractériser l'impact d'une perte 

d'expression de Shp-2 dans les cellules épithéliales intestinales sur l'homéostasie intestinale 

et ce, chez la souris. 

 Le deuxième objectif était de déterminer les processus cellulaires et effecteurs de 

signalisation contrôlés par SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales. 
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Matériel et Méthodes 

1. Matériel 

1.1. Anticorps  

 Les anticorps dirigés contre SHP-2 (C-18), ERK2 (D-2), chromogranine A (C-20) et 

les tyrosines phosphorylées (p-Tyr) (PY99) proviennent de Santa Cruz Biotechnologies 

(Santa Cruz, CA, USA). Les anticorps ciblant la β-caténine (610154), la E-cadhérine 

(610181) et la paxilline (610051) ont été achetés chez BD Transduction Laboratories 

(Mississauga, ON, Canada). Les anticorps contre la claudine-1 (51-9000), claudine-2     

(51-6100), claudine-3 (34-1700), claudine-4 (36-4800), claudine-8 (40-0700Z) et   

claudine-15 (38-9200) proviennent de la compagnie Life Technologies (Burlington, ON, 

Canada). Les anticorps reconnaissant les formes phosphorylées de ERK1/2 (T202/Y204, 

9101), RelA (S536, 3033) et STAT3 (Y705, 9145) de même que les formes totales de RelA 

(4764) et STAT3 (4904) proviennent de chez Cell Signaling (Denvers, MA, USA). 

L'anticorps anti-actine (Clone 4) est de la compagnie EMD Millipore (Billerica, MA, 

USA). Les anticorps anti-tubuline (ab6161) et anti-PCNA (ab18197) viennent d'Abcam 

(Cambridge, MA, USA). L'anticorps ciblant le lysozyme (A0099) a été acheté de la 

compagnie Dako (Copenhagen, Danemark). L'anticorps phalloïdine couplé au FITC 

(P5282) provient de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Les anticorps secondaires 

anti-lapin HRP (NA931V) et anti-souris HRP (NA934V) viennent de la compagnie         

GE Healthcare Life Sciences (Pittsburg, MA, USA). Finalement, les anticorps secondaires 

d'âne AlexaFluor568 conjugué à la rhodamine (anti-lapin A10042) ou AlexaFluor488 

conjugué à la FITC (anti-rat A21208, anti-souris A21202, anti-lapin A21206, anti-chèvre 

A11055) proviennent de Molecular Probes (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). 

 

1.2. Inhibiteurs  

 Les inhibiteurs pharmacologiques NSC-87877 (565851) et Y-27632 (688001) ont 

été achetés de la compagnie EMD Millipore tandis que le U0126 provient de L.C. 

Laboratories (Woburn, MA, USA).  
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2. Méthodes 

2.1. Souris  

 Les souris Shp-2
flox/flox 

(F3) nous ont été généreusement offertes par le                    

Pr Gen-Sheng Feng (University of California, San Diego, CA, USA) (Zhang et al., 2004). 

Celles-ci ont été dérivées pendant 9 générations avec des souris C57BL/6 (Jackson 

Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Les souris transgéniques C57BL/6 12.4KbVilCre 

(Villine-Cre) générées par la Pre Deborah Gumucio (University of Michigan, MI, USA) 

nous ont été gracieusement fournies par la Pre Nathalie Perreault (Université de 

Sherbrooke, QC, Canada) (Madison et al., 2002). Les souris Myd88
flox/flox 

(B6.129P2-

Myd88
tm1Defr

/J, 008888) ont été achetées de la compagnie Jackson Laboratory. Finalement, 

les souris transgéniques contenant une mutation V600E dans un des allèles de BRaf et des 

insertions de séquences loxP au pourtour (BRaf
CA/+

) nous ont été généreusement offertes 

par le Pr Martin McMahon (University of California, San Francisco, CA, USA) (Dankort et 

al., 2007). Les souris ont été génotypées selon les protocoles déjà publiés (Dankort et al., 

2007; Madison et al., 2002; Zhang et al., 2004) ou selon les instructions de la compagnie 

Jackson Laboratory.  

 Pour obtenir des souris présentant une délétion conditionnelle de Shp-2 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (SHP-2
CEI-KO

), les souris          

Shp-2
flox/flox

 ont été croisées avec les souris Villine-Cre afin d'obtenir des souris Shp-2
flox/wt

 

Villine-Cre. Ces souris ont ensuite été recroisées avec des souris Shp-2
flox/flox

 afin d'obtenir 

des souris SHP-2
CEI-KO

 (Shp-2
flox/flox

 Villine-Cre), des souris hétérozygotes (Shp-2
flox/wt

 

Villine-Cre) ou des souris témoins (Shp-2
flox/wt

) (Schéma 9A).  

 Afin de générer des souris présentant la délétion des gènes Shp-2 et Myd88 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (SHP-2;Myd88
CEI-KO

), les 

croisements de souris suivants ont été effectués. Tout d'abord, les souris Shp-2
flox/flox 

ont été 

croisées avec les souris Myd88
flox/flox

 afin d'obtenir des souris Shp-2
flox/wt

;Myd88
flox/wt

 puis 

ces souris ont été recroisées entre elles afin d'obtenir des souris Shp-2
flox/flox

;Myd88
flox/flox

. 

Les souris Shp-2
flox/flox

;Myd88
flox/flox

 ont été croisées avec les Villine-Cre dans le but 

d'obtenir des souris Shp-2
flox/wt

;Myd88
flox/wt 

Villine-Cre. Finalement, les souris                

Shp-2
flox/wt

;Myd88
flox/wt 

Villine-Cre ont été croisées avec les souris Shp-2
flox/wt

;Myd88
flox/wt 
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ou Shp-2
flox/flox

;Myd88
flox/flox

 afin d'obtenir des souris témoins (Shp-2
flox/wt

;Myd88
flox/wt

), des 

souris Myd88
CEI-KO

 (Shp-2
wt/wt

;Myd88
flox/flox 

Villine-Cre), des souris SHP-2
CEI-KO               

(Shp-2
flox/flox

;Myd88
wt/wt 

Villine-Cre) et des souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

                           

(Shp-2
flox/flox

;Myd88
flox/flox 

Villine-Cre) (Schéma 9B). 

 Afin d'obtenir des souris présentant la délétion de Shp-2 et exprimant une forme 

constitutive active de B-Raf dans les cellules épithéliales intestinales                            

(SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

), plusieurs croisements de souris ont été faits. Premièrement, les 

souris Shp-2
flox/flox

 ont été croisées avec les souris Villine-Cre afin d'obtenir des souris   

Shp-2
flox/wt 

Villine-Cre. Deuxièmement, les souris Shp-2
flox/flox

 ont été croisées avec des 

souris B-Raf
CA/CA

 afin d'obtenir des souris Shp-2
flox/wt

;B-Raf
CA/+

. Finalement, les souris  

Shp-2
flox/wt

; Villine-Cre ont été croisées avec les souris Shp-2
flox/wt

;B-Raf
CA/+

 afin de générer 

des souris témoins (Shp-2
flox/wt

;B-Raf
+/+

), des souris B-Raf
CEI-CA

 (Shp-2
wt/wt

;BRaf
CA/+ 

Villine-Cre), des souris SHP-2
CEI-KO

 (Shp-2
flox/flox

;B-Raf
+/+ 

Villine-Cre) et des souris       

SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA 

(Shp-2
flox/flox

;B-Raf
CA/+ 

Villine-Cre) (Schéma 9C).   

 Tous ces croisements et les expériences associées ont été approuvés par le comité 

éthique de protection des animaux de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de 

l'Université de Sherbrooke.  

 

2.2. Immunobuvardage  

 Des extraits totaux de souris nouveau-nées et des enrichissements de muqueuse de 

souris âgées de 2 semaines ou plus, obtenus par le grattage de la muqueuse avec une 

lamelle, ont été lysés dans du tampon RIPA froid (50mM Tris-HCl pH 8, 150mM NaCl, 

0,5mM EDTA, 1% NP-40, 0,5% Na Deoxycholate, 0,1% SDS, 1mM DTT, 40mM            

β-glycérophosphate, 200µM orthovanadate, 1mM fluorure phénylméthylsulfonyle, 1µg/mL 

leupeptine, 1,4µg/mL pepstatine et 1µg/mL aprotinine). Les cellules IEC-6 et Caco-2/15 

ont aussi été lysées dans du tampon RIPA, mais contenant la moitié de la quantité des 

inhibiteurs (orthovanadate, leupeptine, pepstatine et aprotinine). Les échantillons ont 

ensuite  été centrifugés  afin  d'enlever  les  débris  cellulaires et dosés par  la méthode BCA  
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Schéma 9: Les croisements de souris.  

Les croisements effectués pour générer (A) les souris témoins et SHP-2
CEI-KO

, (B) les souris témoins, 

Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2;Myd88
CEI-KO

 et (C) les souris témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et     

SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

.  
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(Smith et al., 1985) en se référant à une courbe standard de BSA. Une quantité de 20µg 

d'extraits protéiques a été solubilisée dans du tampon Laemmli, séparée sur gel SDS-PAGE 

avant d'être transférée sur une membrane de PVDF (NEF1002001PK, PerkinElmer, 

Woodbridge, ON, Canada). Les protéines ont été visualisées à l'aide du rouge de Ponceau. 

Par la suite, la membrane a été bloquée pendant 1h à la température de la pièce dans la 

solution de blocage (PBS/0,05% Tween contenant 5% de lait en poudre), incubée toute la 

nuit à 4ᵒC avec les anticorps primaires dilués dans la solution de blocage puis suite à des 

lavages dans du PBS, incubée pendant 1h à la température de la pièce avec les anticorps 

secondaires dilués dans la solution de blocage. Les protéines d’intérêt ont été révélées par 

chimiluminescence avec un ECL maison (90mM d'acide coomarique (C9008, Sigma-

Aldrich) et 250mM de luminol (A8511, Sigma-Aldrich) sur des films autoradiographiques 

(Denville Scientific Inc., Saint-Laurent, QC, Canada).       

 

2.3. Immunohistochimie 

 Les tissus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 ainsi que les biopsies de patients 

témoins et atteints de maladies inflammatoires intestinales (collaboration avec le               

Dr Corentin Babakissa) ont été fixés toute la nuit à 4ᵒC dans 4% de paraformaldéhyde 

(P6148, Sigma-Aldrich) puis déshydratés et inclus dans de la paraffine. Des coupes de 5µm 

ont été déposées sur des lames Probe-On Plus (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). Les 

tissus ont été déparaffinés dans le xylène et réhydratés avant d'être placés dans une solution 

10mM d'acide citrique pH6 ou une solution 1mM EDTA pH8, 0,05% Tween20 avant d'être 

chauffés au four micro-ondes. La suite du protocole a été faite selon les procédures 

recommandées par la compagnie Dako (K4011, Dako) puis les lames ont été montées avec 

du Vectamount (H-5000, Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada). Les photos des 

immunohistochimies ont été prises avec un Leica DFC300X (Leica, Buffalo Grove, IL, 

USA) ou un Nanozoomer 2.0 RS (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NJ, USA). 

 Pour le comarquage à l'Alcian bleu et au lysozyme, l'immunohistochimie a été 

effectuée en premier selon les procédures du fabriquant (Dako) sans toutefois procéder à la 

contre coloration à l'hématoxyline. Puis, la coloration à l'Alcian bleu a été faite. Les lames 
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ont été montées avec du Vectamount (Vector Laboratories). Les photos des lames ont été 

prises avec un Leica DFC300X (Leica). 

 

2.4. Colorations histologiques  

 Les côlons et intestins grêles de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 ont été fixés toute la 

nuit à 4ᵒC dans 4% de paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich), déshydratés et inclus dans la 

paraffine. Des coupes de 5µm ont été déposées sur des lames Probe-On Plus (Fisher 

Scientific). 

 Pour les colorations à l'hématoxyline et à l'éosine, elles ont été effectuées par la 

plateforme d'histologie et de microscopie électronique de l'Université de Sherbrooke. Les 

photos des colorations ont été prises avec un Leica DFC300X (Leica) ou un Nanozoomer 

2.0 RS (Hamamatsu Photonics). Les lames des souris témoins et expérimentales âgées entre 

12 à 15 mois ont été envoyées à notre collaboratrice Pre Marilène Paquet, une pathologiste, 

afin d'être analysées (Université de Montréal, QC, Canada).  

 Pour les colorations à l'Alcian bleu, les tissus ont été déparaffinés dans le xylène, 

réhydratés, mis dans 3% d'acide acétique pendant 3min avant d'être incubés pendant 30min 

dans de l'acide acétique contenant 1% d'Alcian bleu (pH2,5, K066-802, Poly Scientific, 

Bay Shore, NY, USA). Les lames ont par la suite été rincées dans de l'eau courante avant 

d'être contre colorées pendant 1min avec 0,1% nuclear fast red. Suite à des lavages dans 

l'eau, les lames ont été déshydratées et montées avec du Vectamount (Vector Laboratories). 

Les photos des colorations à l'Alcian bleu ont été prises avec un Leica DFC300X (Leica). 

 

2.5. Immunofluorescence sur tissus  

 Les tissus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 ont été fixés toute la nuit à 4ᵒC dans 4% 

de paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich), déshydratés et inclus dans de la paraffine. Des 

coupes de 5µm ont été déposées sur des lames Probe-On Plus (Fisher Scientific). Les tissus 

ont été déparaffinés dans le xylène, réhydratés avant d'être placés dans une solution 10mM 
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d'acide citrique pH6 ou une solution 1mM EDTA pH8, 0,05% Tween20 avant d'être 

chauffés au four micro-ondes. Les lames ont ensuite été lavées à l'eau courante et bloquées 

pendant 30min à la température de la pièce dans du PBS contenant 2% de BSA. Elles ont 

ensuite été mises en contact avec les anticorps primaires dilués dans la solution de blocage 

à 4ᵒC pendant toute une nuit suivi de lavage au PBS et d'une incubation avec les anticorps 

secondaires pendant 30min à la température de la pièce. Les lames ont été montées avec du 

Immu-Mount (9990402, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Les photos des 

immunofluorescences ont été prises avec un Leica DFC300X (Leica).  

 

2.6. Index de maladie 

 L'index de maladie des souris a été évalué en prenant en compte 4 critères évalués 

sur une échelle de 0 à 4 soit la dureté du côlon, les saignements rectaux, le sang dans les 

fèces ainsi que leur consistance. Puis, la note obtenue pour chacun des critères a été 

additionnée (Cooper et al., 1993).  

 

2.7. Dosage de cytokines et chimiokines 

 La production de cytokines et de chimiokines a été mesurée à l'aide de puces à 

anticorps (AAM-INF-G1-8, RayBiotech, Norcross, GA, USA). Les puces ont été scannées 

avec un filtre Cy3 à l'aide d'un ScanArray Express dual-color confocal laser scanner 

(PerkinElmer). Pour chaque cytokine ou chimiokine dosée, la moyenne de 6 souris        

SHP-2
CEI-KO

 a été obtenue par rapport à la moyenne de 6 souris témoins, qui elle a été fixée 

à 1.    

     

2.8. Extraction d'ARN, RT-PCR et PCR quantitatives  

 Les ARNs provenant des extraits totaux de souris nouveau-nées, des 

enrichissements de muqueuse de souris âgées de 2 semaines ou des extraits de cellules  

IEC-6 ont été isolés à l’aide du Qiagen RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen, Toronto, ON, 
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Canada) selon les instructions du fabricant. Ils ont ensuite été traités à la DNAse (Roche, 

Laval, QC, Canada) pendant 20min à 37°C. La réaction a été arrêtée par l'ajout de 4,5µL de 

EDTA (50mM pH8) suivie d'une incubation de 10min à 75°C. La quantité d'ARN a été 

dosée au Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). Pour la RT-PCR, 2µg d’ARN et 1µL 

oligodT (1µg/µL) ont été dilués dans un volume final de 20 µL d'eau, chauffés à 75°C 

pendant 5min et remis sur glace pour 5min. Par la suite, 8µL de tampon AMV RT 5X 

(Roche), 1,6µL de dNTP (25mM, Life Technologies), 1,2µL de Protector RNAse inhibitor 

(Roche), 0,5µL de RT AMV (Roche) et 8,7µL d'eau ont été ajoutés puis incubés à 42°C 

pendant 1h. Finalement, 40µL d'eau a été ajouté. Les ADNs complémentaires ont été 

apportés à la plateforme d’analyse du transcriptome (RNomique) de l’Université de 

Sherbrooke afin d’analyser l’expression quantitative des gènes d’intérêt.  

 L'analyse de l'expression en ARNm de PTPN11 chez des patients témoins ou 

atteints de maladies inflammatoires intestinales a été faite à partir de TissueScan Real-Time 

arrays (Crohn's/Colitis cDNA Array I  et II) achetés chez OriGene Technologies 

(Rockville, MD, USA). Brièvement, les ADN complémentaires ont été resuspendus dans de 

l'eau et séparés en deux. Une partie a servi à l'analyse de l'expression en ARNm de PTPN11 

en utilisant les amorces suivantes: 5' agagccaccctggagatttt 3'et 5' ctcctccaccaacgtcgtat 3' et 

l'autre partie a servi à l'analyse du gène de référence β-ACTINE, dont les amorces étaient 

fournies par la compagnie. Les PCR quantitatives ont été faites et analysées à l'aide du 

LightCycler software 4.0 (Roche), selon les recommandations de la compagnie. La 

synthèse de l'ADN double-brins a été suivie à l'aide du  SYBR Green I (QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit, Qiagen). L'expression en ARNm de PTPN11 a été normalisée par rapport à 

l'expression du gène de référence. 

 

2.9. Traitement des souris aux antibiotiques 

 Les souris témoins et expérimentales ont été séparées en trois groupes. Dans un 

premier groupe, les souris n'ont pas reçu de traitement aux antibiotiques, mais seulement de 

l'eau contenant 1% de saccharine (S10002, Sigma-Aldrich). Dans un second groupe, les 

mères ont été traitées aux antibiotiques pendant leur grossesse, soit dès le début du 
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croisement, faisant en sorte que les souriceaux sont traités dès leur naissance. Finalement, 

dans un troisième groupe, le début du traitement avec les antibiotiques s'est fait lors du 

sevrage, soit à la troisième semaine de vie. Le traitement aux antibiotiques consistait en un 

mélange d’ampicilline (1g/L, A9518, Sigma-Aldrich), de vancomycine (500mg/L, V2002, 

Sigma-Aldrich), de streptomycine (450mg/L, S6501, Sigma-Aldrich) et de métronidazole 

(1g/L, M376, Sigma-Aldrich), le tout dilué dans l’eau de boisson. De la saccharine (1%, 

Sigma-Aldrich) a aussi été ajoutée afin d’améliorer le goût de l’eau. Les souris ont été 

euthanasiées à la neuvième semaine de vie.  

 

2.10. Culture cellulaire 

 La lignée cellulaire Caco-2/15 a été obtenue du Pr Andrea Quaroni (Cornell 

University, NY, USA) et provient d'un clone isolé à partir de la lignée parentale Caco-2, 

issue d'un adénocarcinome de côlon humain, disponible chez ATCC (HTB 37, American 

Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) (Beaulieu et Quaroni, 1991). Les cellules 

Caco-2/15 ont été cultivées dans du milieu DMEM (319-005-CL, Wisent, St-Bruno, QC, 

Canada) contenant 10% de FBS (090-15, Wisent), 5mL de glutamax (35050-061, Life 

Technologies), 5mL d'HEPES 1M (330-050-EL, Wisent) et 2,5mL de 

pénicilline/streptomycine (450-201-EL, Wisent).  

 Les cellules IEC-6 ont été isolées à partir d'épithélium d'intestin grêle de rat 

nouveau-né (Quaroni et al., 1979) et sont disponibles commercialement chez ATCC (CRL-

1592). Ces cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM (Wisent) contenant 5% de FBS 

(Wisent), 5mL de glutamax (Life Technologies), 5mL d'HEPES 1M (Wisent) et 2,5mL de 

pénicilline/streptomycine (Wisent). 

 Pour les productions virales, les cellules 293T (CRL-11268, ATCC) issues de reins 

embryonnaires ont été cultivées dans du milieu DMEM (Wisent) contenant 10% de FBS 

(Wisent), 5mL de glutamax (Life Technologies), 5mL d'HEPES 1M (Wisent) et 2,5mL de 

pénicilline/streptomycine (Wisent). 
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2.11. Génération de shARN, production de lentivirus et infection virale 

 Le vecteur d'expression plenti6-U6 a été construit tel que décrit précédemment 

(Garneau H., 2009). Les oligonucléotides ciblant la protéine SHP-2 de forme humaine      

(5' gggccagagcagtcagtaa 3') ou de rat (5' gcgaagtttggaaccatttga 3') (shSHP-2) ont été 

déterminés par bio-informatique en utilisant le programme Block-iT RNAi Designer de 

Invitrogen. La séquence 5' ttcaagaga 3' a servi de boucle. Les oligonucléotides ont été 

hybridés avant d'être sous-clonés entre les sites de restriction BamHI et XhoI. Un shARN 

ciblant la protéine GFP ou bien contenant une séquence mélangée du shSHP-2 humain ont 

servi de témoin négatif (shTémoin), respectivement dans les cellules IEC-6 et Caco-2/15. 

Les lentivirus ont été produits dans les cellules 293T par la transfection à la Lipofectamine 

2000 (11668-019, Life Technologies) des constructions de shARN (shTémoin ou shSHP-2) 

et des plasmides exprimant les protéines d'encapsidation plp1, plp2 et plpvsvg. Après 2 

jours, le milieu de culture contenant les lentivirus a été récolté et filtré (0,45µM). Les 

cellules IEC-6 ou Caco-2/15 ont été ensemencées dans des pétris 60mm. À 60% de 

confluence, elles ont été mises en présence de milieu de culture contenant les virus et 

4µg/mL de polybrène (H9268, Sigma-Aldrich) pendant 1h avant de rajouter 4mL de milieu 

de culture. Les cellules ont été incubées pendant 2 jours à 37ᵒC. Par la suite, les cellules ont 

été sélectionnées par l'ajout de 5µg/mL de blasticidine (46-1120, Life Technologies).             

     

2.12. Traitement des cellules IEC-6 avec des produits bactériens ou des cytokines 

 Les cellules IEC-6 shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence cellulaire et 

ont été privées en sérum pendant 24h. Les cellules ont par la suite été traitées avec 

12,5µg/mL de lipopolysaccharide (LPS E.Coli O111:B4, 437627, EMD Millipore) ou 

10ηg/mL de flagelline (S. typhimurium 14028, ALX-522-058-C010, Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY, USA) ou 10ηg/mL d'interleukine-1β (A074.10, BioShop, Burlington, 

ON, Canada) ou finalement avec 10ηg/mL d'interleukine-6 (B099.20, BioShop) pendant 

5min, 30min, 1h, 2h ou 4h. Les cellules ont été lysées dans un tampon RIPA afin d'en 

extraire les protéines ou dans du tampon RLT (Qiagen) pour en extraire les ARNm. 
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2.13. SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) 

 Les cellules IEC-6 ont été cultivées pendant cinq passages dans trois milieux de 

culture différents soit contenant des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés 

moyens (R6, K4) ou des acides aminés lourds (R10, K8). Par la suite, les cellules ont été 

infectées avec des lentivirus shTémoin ou shSHP-2 puis sélectionnées avec de la 

blasticidine (Life Technologies). Ces cellules ont été utilisées pour effectuer deux 

expériences: soit elles ont été amenées à confluence, privées en sérum pendant 24h et 

ensuite traitées pendant 15min ou 30min avec du LPS (EMD Millipore) ou soit elles ont été 

amenées à confluence, mises pendant 24h dans du milieu contenant 0,1% sérum avant 

d'effectuer des multiblessures à l'aide d'un grattoir pendant 5min ou 24h. Les pétris ont été 

lysés dans du tampon Triton (1% Triton X-100, 50mM Tris-HCl pH7,5, 100mM NaCl, 

5mM EDTA pH8, 40mM β-glycérophosphate, 50mM NaF, 5% glycérol, 5% fluorure 

phénylméthylsulfonyle, 200µM orthovanadate, 0,5µg/mL leupeptine, 0,7µg/mL pepstatine 

et 0,5µg/mL aprotinine) supplémenté en 2% de NOG (Octyl β-D-glucopyranoside, O8001, 

Sigma-Aldrich). Une immunoprécipitation avec un anticorps ciblant les tyrosines 

phosphorylées pré-couplé à des billes d'agarose (PY99, Santa Cruz Biotechnologies) a été 

faite à 4ᵒC pendant 2h. Les immunoprécipitations ont été lavées dans du tampon Triton et 

ensuite avec 20mM de bicarbonate d'ammonium avant d'être digérées pendant 5h avec de la 

trypsine. La digestion a été arrêtée par l'ajout d'acide formique (1%). Les billes ont ensuite 

été resuspendues dans une solution contenant 60% d'acétonitrile et 0,1% d'acide formique. 

Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube puis séché par un SpeedVac avant d'être 

resuspendu dans 0,1% d'acide trifluoroacétique. Les échantillons ont été purifiés et 

concentrés via l'utilisation de ZipTip (EMD Millipore) avant d'être finalement resuspendus 

dans 1% d'acide formique. Les échantillons ont été apportés à la plateforme de protéomique 

de l'Université de Sherbrooke puis ont été analysés à l'aide d'un appareil de spectrométrie 

de masse Q Exactive orbitrap LC-MS (Thermo Fisher Scientific).      
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2.14. Microscopie électronique 

 Les tissus de souris ont été fixés toute la nuit à 4ᵒC dans 2,8% de glutaraldéhyde 

diluée dans du tampon 0,1M cacodylate. Les tissus ont par la suite été apportés à la 

plateforme d'histologie et de microscopie électronique de l'Université de Sherbrooke pour 

la suite du protocole. Les photos ont été prises avec un Hitachi H-7500 (Hitachi, 

Schaumburg, IL, USA).  

 

2.15. Micropuce à ADN (Affymetrix)  

 Des extraits totaux de trois souris témoins et trois souris expérimentales nouveau-

nées ont été isolés à l’aide du Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen). Les ARNs ont été 

envoyés au Centre d'innovation Génome Québec et Université McGill puis un GeneChip 

Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix, Cleveland, OH, USA) a été effectué. Le 

programme Flexarray 1.6.1. créé par l'Université McGill a été utilisé pour l'analyse 

statistique et la visualisation de données.  

 

 

2.16. Analyse de la microflore par électrophorèse sur gel en gradient dénaturant  

 Les côlons de souris nouveau-nées ou les caecums de souris âgées de 2 semaines et 

1 mois ont été congelés à -80ᵒC avant d'être envoyés à la Pre Elena Verdu, notre 

collaboratrice de McMaster University (Hamilton, ON, Canada). Par la suite, les tissus ont 

été homogénéisés par une lyse mécanique à l'aide de billes (BioSpec, Bartlesville, OK, 

USA) suivi d'une lyse enzymatique. Puis, l'ADN bactérien a été précipité au phénol-

chloroforme. La région V2-V3 de la sous-unité 16S de l'ADN ribosomique des bactéries a 

été amplifiée avec des amorces HDA1-GC et HDA2 (Walter et al., 2000). Un gel en 

gradient dénaturant a été fait en utilisant un DCode universal mutation detection system 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tel que décrit précédemment (Bercik et al., 2011). Le gel a 

été migré à 130 volts, à 60°C pendant 4,5h avant d'être coloré au SYBR green I (Sigma-

Aldrich) et visualisé par transillumination aux ultraviolets. Le programme GelCompar II 
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(version 6.0; Applied Maths Inc. Austin, Texas, USA) a été utilisé pour l'analyse du gel. La 

parenté des communautés bactériennes a été exprimée en groupe, en utilisant le coefficient 

Dice et la UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). 

 

2.17. Analyse de la microflore par PCR quantitatives 

 Les côlons de souris nouveau-nées ou les caecums de souris âgées de 2 semaines et 

1 mois ont été congelés à -80ᵒC avant d'être envoyés à la Pre Elena Verdu (McMaster 

University, ON, Canada). Les tissus ont été homogénéisés, puis l'ADN bactérien a été 

extrait. Des PCRs quantitatives ont été effectuées avec des amorces spécifiques à certains 

genres, espèces ou familles de bactéries comme décrites précédemment (Malinen et al., 

2003; Matsuki et al., 2002). Brièvement, les produits de PCR ont été amplifiés et détectés 

en utilisant du SsoFastTM Evagreen supermix et un iCycler iQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA). La moyenne des cycles de seuil a été obtenue. Les valeurs de cycle de seuil 

indiquent le nombre de cycles nécessaires à la fluorescence pour franchir la ligne de base et 

sont inversement proportionnelles à la quantité d'acide nucléique présent dans l'échantillon. 

 

2.18. Perméabilité in vivo  

 La perméabilité paracellulaire a été déterminée à l'aide de la technique du FITC-

dextran. Les souris ont été gavées avec du FITC-dextran (FD4, Sigma-Aldrich); une 

quantité de 6mg était administrée pour une souris de 10g. Après 4h d'attente, une ponction 

cardiaque a été  effectuée, le sérum a été extrait puis la quantité de FITC présent dans celui-

ci a été dosé en utilisant un lecteur de plaque BioTek Synergy HT (480/520 ηm, Winooski, 

VT, USA).   

 

2.19. Résistance transépithéliale 

 Dans une première expérience, les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été  

ensemencées sur des inserts Transwell 0,4µm (Corning, Cambridge, MA, USA) et la 

résistance transépithéliale a été mesurée à l'aide d'un voltmètre (EVOM2, World Precision 
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Instruments, Sarato, FL, USA) à tous les 6 jours à partir de l'atteinte de la confluence. Dans 

une seconde expérience, les cellules Caco-2/15 ont été ensemencées sur des inserts 

Transwell 0,4µM, au dixième jour de confluence, elles ont été traitées, ou non, pendant 24h 

avec 5µM ou 20µM de U0126 (L.C. Laboratories), puis la résistance transépithéliale a été 

mesurée. La résistance transépithéliale a été calculée en ohm multiplié par la surface en cm
2
 

après avoir soustrait la résistance transépithéliale obtenue d'un insert seul.  

 

2.20. Test de restitution épithéliale 

 Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été ensemencées dans des pétris 

100mM et amenées à confluence. À l'aide d'une lame de rasoir, la monocouche a été 

blessée, rincée deux fois au PBS puis du milieu DMEM 10% sérum contenant 2mM 

d'hydroxyurée (H8627, Sigma-Aldrich) a été ajouté. Après 48h, des photos ont été prises 

avec un microscope Zeiss AxioVert 200 (Zeiss, Toronto, ON, Canada). À l'aide du 

programme ImageJ, l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été mesurée.     

 Les cellules IEC-6 shTémoin et shSHP-2 ont été ensemencées et amenées à 

confluence. Avec une lame de rasoir, la monocouche a été blessée, rincée deux fois au PBS 

avant d'y ajouter du milieu DMEM 0,1% sérum. Après 24h, des photos ont été prises. À 

l'aide du programme ImageJ, l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été 

obtenue.     

 Les cellules Caco-2/15 et IEC-6 ont été ensemencées dans des pétris 100mM et 

amenées à confluence. La monocouche a été blessée avec une lame de rasoir et rincée deux 

fois au PBS. Pour les Caco-2/15, du milieu DMEM 10% sérum contenant 2mM 

d'hydroxyurée (H8627, Sigma-Aldrich) ainsi que l'inhibiteur pharmacologique de         

SHP-1/SHP-2 (100µM NSC-87877, EMD Millipore) ou l'inhibiteur de la kinase ROCK 

(5µM ou 10µM Y-27632, EMD Millipore) a été ajouté. Pour les cellules IEC-6, du milieu 

DMEM 0,1% sérum contenant l'inhibiteur de SHP-1/SHP-2 (100µM NSC-87877, EMD 

Millipore) a été ajouté. Après 24h, des photos des blessures ont été prises avec un 

microscope Zeiss et l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été mesurée à l'aide 

du programme ImageJ.     
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2.21. Immunofluorescence sur cellules 

 Les cellules IEC-6 ont été ensemencées sur des lamelles et amenées à confluence. À 

l'aide d'une lame de rasoir, la monocouche de cellules a été blessée puis les cellules ont été 

mises dans du milieu 0,1% sérum. Après 24h, les cellules ont été fixées pendant 20min 

dans 3% de paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich) à la température de la pièce. Les cellules 

ont par la suite été perméabilisées pendant 10min avec 0,1% de Triton puis elles ont été 

incubées pendant 30min à la température de la pièce dans la solution de blocage (PBS, 2% 

BSA). Elles ont ensuite été mises en contact avec les anticorps primaires dilués dans la 

solution de blocage à 4ᵒC pendant toute une nuit suivi de lavages au PBS et d'une 

incubation avec les anticorps secondaires pendant 30min à la température de la pièce. Les 

lames ont été montées avec du Immu-Mount (9990402, Thermo Fisher Scientific). Les 

photos des immunofluorescences ont été prises avec un microscope Leica DM2500 (Leica).  

 

2.22. Cinétique de multiblessures 

 Les cellules Caco-2/15 ainsi que les cellules IEC-6 shTémoin et shSHP-2 ont été 

ensemencées dans des pétris 100mM. Lors de l'atteinte de la confluence, les cellules ont été 

rincées au PBS et placées dans du milieu DMEM contenant 0,1% sérum. Après 24h 

d'attente, la monocouche a été blessée à l'aide d'un grattoir de façon à former un quadrillé. 

Une cinétique de blessure avec des temps courts (non blessé, 1min, 5min, 30min et 1h) et 

l'une avec des temps longs (non blessé, 2h, 4h, 6h, 8h, 16h et 24h) ont été faites. Les 

cellules ont été lysées, les échantillons dosés et puis des immunobuvardages ont été 

réalisés.  

 

2.23. Dosage de l'activité de RhoA 

 Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été ensemencées dans des pétris 

100mM et amenées à confluence. La monocouche a été blessée avec un grattoir puis les 

cellules ont été mises dans du milieu DMEM 10% sérum contenant 2mM d'hydroxyurée 
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pendant 24h. L'activité de RhoA a été mesurée par G-LISA RhoA Activation Assay 

Biochem Kit (BK124, Cytoskeleton, Denver, CO, USA) selon les instructions du fabricant.  

 

2.24. Détection des polymorphismes rs2301756 et rs3741983 

 Le sang de patients témoins ou atteints de maladies inflammatoires intestinales a été 

prélevé puis à partir de 100µL de celui-ci, l'ADN a été extrait avec un DNeasy blood and 

tissue kit de Qiagen (69504). Des PCR ont été effectuées avec les amorces                          

5′ ctggtcttgaactcctggc 3' et 5' gacttgccgtcattgctctc 3' pour détecter le polymorphisme 

rs2301756 ainsi que les amorces 5′ggtgccagagtcttttccag 3' et 5′ gctctgatctccactcgtc 3′ pour 

le polymorphisme rs3741983. Les produits de PCR ont été séquencés par la plateforme de 

séquençage et de génotypage de génome de l'Université Laval (Québec, QC, Canada). Suite 

à des alignements de séquence via l'utilisation du programme clustalW2, les 

polymorphismes rs2301756 (A/G) et rs3741983 (C/T) ont été détectés. Toutes les 

expériences ont été approuvées par le comité éthique de la recherche en santé chez 

l’humain du CHUS. 

 

2.25. Analyses statistiques 

 Les analyses statistiques ont été faites en utilisant un test de Student à l'aide de 

GraphPad (Irvine, CA, USA) à l'exception des analyses faites sur les patients où le test de 

Mann-Whitney a été employé. Les différences ont été considérées comme significatives 

lorsque les valeurs de p étaient: * p≤0,05, ** p≤0,01 ou *** p≤0,001. La barre d’erreur 

représente l’erreur type de la moyenne.  
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Résultats 

Chapitre 1: Contrôle de l'homéostasie intestinale par la protéine tyrosine phosphatase 

SHP-2 

 Plusieurs études ont rapporté que SHP-2 est une protéine exprimée de façon 

ubiquiste, notamment dans l’intestin (Feng et al., 1993). Par contre, les rôles joués par cette 

phosphatase dans l'épithélium intestinal n’avaient jamais été caractérisés. 

 

1.1. Les souris SHP-2
CEI-KO

 accusent un important retard de croissance comparativement 

aux souris témoins  

 Nous avons tout d'abord confirmé l'expression de SHP-2 dans l'épithélium intestinal 

et ce, selon l'axe rostral-caudal de l’intestin chez la souris. Comme observé par 

immunobuvardage à la Figure 1A, SHP-2 est exprimée de façon similaire dans les 

différents segments de l'intestin (duodénum, jéjunum, iléon et côlon).  

 Dans le but de vérifier l'impact de la perte d'expression de SHP-2 dans les cellules 

épithéliales intestinales, nous avons généré un modèle murin de délétion conditionnelle de 

Shp-2 spécifiquement dans ces cellules. Pour ce faire, nous avons croisé des souris 

contenant une insertion loxP de part et d’autre de l'exon 4 du gène codant pour Shp-2   

(Shp-2
flox/flox

) (Zhang et al., 2004) avec des souris transgéniques Villine-Cre exprimant la 

Cre spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales au jour embryonnaire 15.5 

(E15.5) (Gao et Kaestner, 2010; Madison et al., 2002). Tout d'abord, nous avons validé la 

perte d’expression de SHP-2 dans notre modèle murin par immunobuvardage dans des 

extraits de muqueuse. Nous observons que les souris témoins expriment fortement SHP-2 

tant dans les extraits épithéliaux de jéjunum que de côlon tandis que les extraits épithéliaux 

des souris expérimentales (SHP-2
CEI-KO

) montrent très peu d’expression de la phosphatase 

(Figure 1B). Par immunohistochimie, nous observons l'expression de SHP-2 dans les 

cellules épithéliales intestinales des souris témoins ainsi que dans les cellules du stroma.  

Par contre, une baisse très importante de l’expression de SHP-2 est observée dans 

l’épithélium des souris SHP-2
CEI-KO

 alors que le marquage détecté dans le stroma demeure 
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similaire à celui observé chez les souris témoins (Figure 1C). Ces résultats valident ainsi la 

perte épithéliale de l’expression de SHP-2 dans notre modèle murin.  

 Lors du croisement des souris, aucune différence dans les ratios mendéliens entre 

les souris témoins et expérimentales n'a été observée. À la naissance, les souriceaux avaient 

tous un poids équivalent. Toutefois, nous avons rapidement constaté un retard de croissance 

des souris SHP-2
CEI-KO

 par rapport aux souris témoins. En effet, dès l'âge de 3 semaines et 

de façon plus marquée à 1 mois, les souris SHP-2
CEI-KO 

démontrent un poids 

significativement plus petit que celui des souris témoins (Figure 2A). D'ailleurs, à la Figure 

2B, nous observons que la souris expérimentale est plus petite et plus maigre que la souris 

témoin à l'âge de 1 mois. Effectivement, l'indice de masse corporel des souris SHP-2
CEI-KO

 

âgées de 1 mois est réduit de 30,8% (n=15) en comparaison à celui des souris témoins. 

Toutefois, aucune différence entre le poids de souris hétérozygotes et témoins n'a été 

observée (résultats non montrés). 

 

1.2. Les souris SHP-2
CEI-KO

 développent spontanément de l'inflammation dans le côlon 

 Le suivi régulier des souris montre que dès l'âge de 1 mois, les souris 

expérimentales présentent de la diarrhée ainsi que, dans certains cas, des saignements 

rectaux. De plus, la mort de certains individus a rapidement été observée (Figure 3A). Nous 

avons donc évalué l'index de maladie de nos souris en nous basant sur la grille proposée par 

Cooper (Cooper et al., 1993). Nous observons que toutes les souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 1 

mois présentent un index de maladie significativement plus élevé que les souris témoins 

(Figure 3B). Macroscopiquement, nous avons observé une inflammation sévère affectant 

l'ensemble du côlon sans toutefois affecter l'intestin grêle (Figure 3C). Nous avons 

confirmé ces observations en effectuant des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine sur 

des coupes de côlon proximal et distal. Dans les souris témoins, l'organisation du tissu 

colique est normale. Nous y retrouvons de multiples cryptes coliques contenant des cellules 

à mucus. Par contre, chez les souris SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 mois, une sévère 

désorganisation du tissu colique, principalement au niveau du côlon distal, est observée et 

est caractérisée par un allongement des cryptes coliques (voir accolade),  une infiltration  de 
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Figure 1: Validation de la perte d’expression de SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales chez les 

souris expérimentales.  

(A) L’expression de SHP-2 selon l’axe rostral caudal (duodénum, jéjunum, iléon et côlon) a été analysée par 

immunobuvardage à partir d’enrichissements de muqueuse de souris de 3 mois. L'actine a servi de contrôle de 

charge. (B) L’expression de SHP-2 a été analysée par immunobuvardage sur des enrichissements de 

muqueuse de jéjunum et de côlon de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 4 mois. L'actine a servi de 

contrôle de charge. (C) L’expression de SHP-2 a été analysée par immunohistochimie sur des coupes de côlon 

de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines. Barre de calibration, 50μm.  
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Figure 2: Retard de croissance chez les souris SHP-2
CEI-KO

.  

(A) Le poids des souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

a été noté à toutes les semaines pendant 1 mois (n≥12 par 

groupe, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (B) Une photo représentative 

d’une souris témoin et d’une souris expérimentale âgées de 1 mois a été prise.  
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cellules immunitaires (voir flèche), une perte de cellules à mucus ainsi que la présence 

d'abcès de cryptes (voir astérisque) (Figure 3D).  

 Nous avons par la suite vérifié le type de cellules immunitaires recrutées dans le 

côlon des souris mutantes. Nous avons donc effectué une immunohistochimie dirigée 

contre la myeloperoxidase (MPO), une enzyme lysosomale présente dans les cellules de la 

série myéloïde (Pinkus et Pinkus, 1991). Tel qu’illustré à la Figure 3E, nous avons observé 

un fort marquage au niveau des abcès de cryptes, mais aussi dans la lamina propria des 

souris expérimentales.  

 Plusieurs cytokines et chimiokines participent à l’initiation et à la progression de 

l'inflammation intestinale (Atreya et Neurath, 2010; Neurath, 2014). Nous avons donc 

voulu identifier quelles cytokines et chimiokines avaient une expression modulée chez nos 

souris expérimentales. Pour ce faire, nous avons effectué une quantification par un essai de 

type Antibody array sur des extraits totaux de côlon de souris témoins et expérimentales 

âgées de 2 et 3 semaines. Nous avons noté une hausse de plusieurs cytokines et 

chimiokines (Tableau 1) tandis que d'autres n'étaient pas affectées (Tableau 2). Par 

exemple, les chimiokines CXCL1 et CXCL5 sont fortement induites dans le côlon des 

souris mutantes et servent, entre autres, à l'attraction des neutrophiles au site 

d'inflammation (Fournier et Parkos, 2012). À 3 semaines, plusieurs cytokines                 

pro-inflammatoires présentent une augmentation d'expression dont l’IL-1α, IL-1β, IL-6 et 

IL-12. De plus, une diminution significative d'expression de la cytokine anti-inflammatoire 

IL-10 est également observée chez les souris expérimentales par rapport aux souris 

témoins.    

 

1.3. Les souris SHP-2
CEI-KO

 nouveau-nées ne démontrent pas d’altérations 

morphologiques dans leur côlon  

 Afin de déterminer à quel moment l'inflammation intestinale apparaît dans notre 

modèle murin, nous avons analysé l'architecture du tissu colique chez des souris beaucoup 

plus jeunes, soit âgées de 1 jour et de 2 semaines. Il est intéressant de noter que chez les 

souris nouveau-nées,  aucune différence histologique notable n'est observée entre les côlons  
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Figure 3: Apparition spontanée d'une sévère colite chez les souris SHP-2
CEI-KO 

 âgées de 1 mois. 

(A) Le pourcentage de survie de 16 souris témoins et de 16 souris SHP-2
CEI-KO

 a été évalué jusqu’à 20 

semaines de vie. (B) L’index de maladie des souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 mois a été évalué en 

prenant en compte la dureté du côlon, les saignements rectaux, le sang dans les fèces ainsi que leur 

consistance (n≥15 par groupe, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne.         

(C) Une photo représentative d’un côlon de souris témoin et de souris expérimentale âgées de 4 mois a été 

prise. (D) Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal et 

distal de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 mois. Astérisque: abcès de crypte, Accolade: allongement 

des cryptes, Flèche: infiltration de cellules immunitaires. Barre de calibration, 100μm. (E) Une 

immunohistochimie dirigée contre le marqueur de neutrophiles MPO a été effectuée sur des coupes de côlon 

distal de souris témoins et expérimentales âgées de 1 mois. Barre de calibration, 100μm. 
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Tableau 1: Altération de la production de chimiokines et de cytokines chez les souris SHP-2
CEI-KO 

comparativement aux souris témoins. 

 

 

Cytokines, Chimiokines 

et autres 

 

2 semaines 3 semaines 

   

IL-1α 0,98 4,43 ** 

IL-1β 0,97 1,36 ** 

IL-2 0,84 * 0,80 * 

IL-4 0,91 * 0,95 

IL-6 0,92 * 3,43 * 

IL-10 0,87 ** 0,84 * 

IL-12 1,07 1,32 * 

IL-17 0,87 * 1,07 

TNFα 0,88 * 0,89 ** 

   

CCL1 (TCA-3) 0,81 ** 0,71 ** 

CCL2 (MCP-1) 0,98 9,11 ** 

CCL3 (MIP-α) 0,89 ** 1,23 

CCL5 (RANTES) 1,76 * 2,75 ** 

CCL9 (MIP-γ) 1,31 * 1,26 * 

CCL11 (Eotaxine-1) 1,18 * 5,10 *** 

CCL25 (TECK) 0,90 * 0,87 * 

CXCL1 (KC) 2,28 14,1 ** 

CXCL5 (LIX) 3,39 * 8,94 *** 

CXCL9 (MIG) 0,92 * 1,24 * 

CXCL13 (BLC) 1,13 3,25 *** 

CX3CL1 (Fractalkine) 0,86 ** 0,73 ** 

XCL1 (Lymphotactine) 0,92 * 0,92 ** 

   

GCSF 0,96 3,29 * 

TIMP-1 1,70 ** 3,51 *** 

sTNFR II 1,45 2,05 * 

   

   

Les cytokines et chimiokines ont été quantifiées par un essai de type Antibody array sur des extraits totaux de 

côlon de souris témoins et expérimentales âgées de 2 et 3 semaines. Pour chaque cytokine ou chimiokine 

dosée, la moyenne de 6 souris SHP-2
CEI-KO

 a été obtenue par rapport à la moyenne de 6 souris témoins, qui 

elle a été fixée à 1 (n=6 par groupe, * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001). 
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Tableau 2: Chimiokines et cytokines qui ne sont pas significativement modulées chez les souris        

SHP-2
CEI-KO 

comparativement aux souris témoins. 

 

 

Cytokines, Chimiokines 

et autres 

 

2 semaines 3 semaines 

   

IFNγ 0,96 0,98 

IL-3 0,96 0,98 

IL-9 0,94 0,85 

IL-13 1,00 1,04 

   

CCL24 (Eotaxine-2) 1,00 1,05 

CXCL11 (I-TAC) 0,98 1,08 

CXCL12 (SDF-1) 1,05 1,13 

   

CD30L 0,95 0,97 

Fas Ligand 0,91 0,99 

GM-CSF 0,92 0,93 

Leptine 0,98 1,13 

MCSF 0,91 0,98 

TIMP-2 0,96 1,01 

sTNFRI 1,14 1,23 

   

 

Les cytokines et chimiokines ont été quantifiées par un essai de type Antibody array sur des extraits totaux de 

côlon de souris témoins et expérimentales âgées de 2 et 3 semaines. Pour chaque cytokine ou chimiokine 

dosée, la moyenne de 6 souris SHP-2
CEI-KO

 a été obtenue par rapport à la moyenne de 6 souris témoins, qui 

elle a été fixée à 1 (n=6 par groupe). 
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des souris  témoins  et expérimentales  (Figure 4A).  À 2 semaines,  certaines  différences 

sont visibles dans les côlons des souris SHP-2
CEI-KO 

dont un léger allongement des cryptes 

coliques ainsi qu'une diminution apparente du nombre des cellules à mucus (Figure 4B). 

Ces observations sont, encore une fois, plus perceptibles au niveau du côlon distal par 

rapport au côlon proximal. Ces résultats suggèrent donc qu’il n’y a pas de problème de 

développement du côlon chez les souris SHP-2
CEI-KO

 et que celles-ci naissent en santé. 

 

1.4. L'inflammation n'affecte pas l'intestin grêle des souris SHP-2
CEI-KO

 

 Nos observations macroscopiques suggéraient que l'inflammation affectait 

spécifiquement le côlon des souris expérimentales. Afin de confirmer ce résultat, nous 

avons effectué des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine sur des coupes d'intestin grêle 

de souris âgées de 1 jour, 2 semaines et 1 mois. Tel que présenté à la Figure 5, aucun signe 

d'inflammation n'est observé au niveau de l'intestin grêle et ce, même chez les souris    

SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 mois, soit le moment où une sévère inflammation colique est 

observée.  

 

 En résumé, nos résultats démontrent que l'absence d'expression de SHP-2 dans les 

cellules épithéliales intestinales entraîne rapidement, dès 1 mois après la naissance, 

l'apparition d'inflammation et ce, spécifiquement au niveau du côlon.  
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Figure 4: Absence d'inflammation intestinale chez les jeunes souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal et distal de 

souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 jour (A) et de 2 semaines (B). Barre de calibration, 100μm. Figures 

représentatives de n≥4 souris par groupe. 

. 
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Figure 5: Absence d'inflammation intestinale au niveau de l'intestin grêle des souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes d'intestin grêle de souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 jour, 2 semaines et 1 mois. Barre de calibration, 50μm. Figures 

représentatives de n≥4 souris par groupe. 
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Chapitre 2: Rôles anti-inflammatoires de SHP-2 dans les cellules épithéliales 

intestinales 

 En plus de leur fonction dans la digestion et l’absorption des nutriments, les cellules 

épithéliales intestinales forment une barrière entre le contenu de la lumière intestinale et le 

milieu interne (Turner, 2009). Plusieurs modèles murins ont mis en évidence l'importance 

des cellules épithéliales intestinales dans le maintien de l’homéostasie intestinale 

notamment dans le maintien de la fonction barrière (par des jonctions serrées formées entre 

les cellules et la sécrétion de mucus), dans la restitution, dans la défense antimicrobienne et 

dans la régulation de l’immunité innée et adaptative (Mizoguchi, 2012; Peterson et Artis, 

2014; Wirtz et Neurath, 2007). Nous avons donc voulu comprendre les mécanismes 

responsables du déclenchement de l’inflammation colique chez nos souris déficientes pour 

l’expression de Shp-2.  

 

2.1. SHP-2 contrôle plusieurs voies de signalisation impliquées dans le maintien de 

l’homéostasie intestinale et dans l'inflammation 

2.1.1. Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent une dérégulation des effecteurs de 

signalisation ERK1/2, STAT3, NFκB et β-caténine 

 SHP-2 est une protéine tyrosine phosphatase rapportée pour contrôler la voie 

ERK1/2 (Dance et al., 2008), la voie Jak/STAT3 (Xu et Qu, 2008), la voie NFκB (You et 

al., 2001) et la voie Wnt/β-caténine (Takahashi et al., 2011). Plusieurs études ont rapporté 

que ces voies de signalisation sont essentielles au maintien de l'homéostasie intestinale 

(Andreu et al., 2005; Feng et al., 2011; Nenci et al., 2007; Pickert et al., 2009). Par des 

immunobuvardages et/ou des PCR quantitatives, nous avons analysé le niveau d’activation 

de ces voies de signalisation dans le côlon des souris nouveau-nées et âgées de 2 semaines, 

donc avant l’apparition de l’inflammation.   

 Dans un premier temps, nous avons analysé le niveau d’activation des kinases 

ERK1 et ERK2 en utilisant un anticorps reconnaissant les formes phosphorylées et actives 

de ces kinases. Tel que visualisé à la Figure 6A, le niveau de phosphorylation des ERK1/2 

semble diminué dans le côlon de la plupart des souris mutantes nouveau-nées 

comparativement aux souris témoins. À 2 semaines après la naissance, une diminution 
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significative de la phosphorylation de ERK1/2 (T202/Y204) est observée chez les souris 

SHP-2
CEI-KO

 comparativement aux souris témoins (4,46 fois ±1,28 fois, n=3) (Figure 6B). 

Par contre, le niveau d’activation des kinases JNK1/2 et p38α/β ne semble pas modulé dans 

l’épithélium des souris mutantes (résultats non montrés).  

 Nous avons par la suite analysé le niveau d’activation du facteur de transcription 

NFκB en suivant la phosphorylation de la sous-unité p65 (RelA) sur la sérine 536. Chez les 

souris SHP2
CEI-KO 

nouveau-nées, aucune modulation significative de la phosphorylation de 

RelA n'est observée (Figure 6C); toutefois, 2 semaines après la naissance, une 

augmentation significative de 1,70 fois (±0,32 fois, n=3) de la phosphorylation de RelA est 

notée dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

 par rapport aux souris témoins (Figure 6D).  

 Nous avons aussi vérifié le niveau de phosphorylation du facteur de transcription 

STAT3 sur la sérine 705, un site de déphosphorylation connu pour SHP-2 (Zhang et al., 

2009). Tel qu’illustré à la Figure 6E, nous avons observé une hyperphosphorylation de 

STAT3 tant dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

 nouveau-nées (Figure 6E) que des souris 

âgées de 2 semaines (4,72 fois ±1,08, n=3, Figure 6F). Afin de confirmer que cette 

augmentation de la phosphorylation de STAT3 était attribuable à une activation dans les 

cellules épithéliales intestinales, une immunofluorescence avec l’anticorps reconnaissant la 

forme phosphorylée et activée de STAT3 a été effectuée sur des coupes de tissus coliques 

de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

. Nous observons à la Figure 6G, un marquage du 

phospho-STAT3 nettement plus élevé dans le noyau des cellules épithéliales intestinales 

chez les souris SHP-2
CEI-KO 

(voir flèche).  

 Finalement, le niveau d’expression de la β-caténine a été analysé. À la naissance, 

l’expression de la β-caténine semble similaire dans le côlon des souris témoins versus 

expérimentales (Figure 7A). Au contraire, 2 semaines après la naissance, les souris      

SHP-2
CEI-KO

 expriment un niveau plus élevé de β-caténine comparativement aux souris 

témoins (1,45 fois ±0,13, n=3, Figure 7B). Afin de vérifier si cette hausse d’expression de 

la β-caténine est associée à une hausse de son activité transcriptionnelle, nous avons mesuré 

l’expression de deux gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine, soit l’Axin2 (axine2) et la 

Ccnd1  (cycline D1)   (He et al., 1998; Tetsu et McCormick, 1999).   Tel  que   montré  à  la 
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Figure 6: Dérégulation des effecteurs de signalisation ERK1/2, NFκB et STAT3 chez les souris        

SHP-2
CEI-KO

. 

Des extraits totaux de côlon de souris nouveau-nées (A, C et E) et des enrichissements de muqueuse de souris 

de 2 semaines (B, D et F) ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par 

immunobuvardage les effecteurs de signalisation ERK1/2 (ERK1/2 total et phospho-ERK1/2 (T202/Y204)) 

(A-B), NFκB (RelA total et phospho-RelA (S536)) (C-D) et STAT3 (STAT3 total et phospho-STAT3 

(Y705)) (E-F). L'actine a servi de contrôle de charge. (G) Une immunofluorescence dirigée contre phospho-

STAT3 (Y705) a été réalisée sur du tissu colique de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines. 

Flèche: marquage nucléaire. Barre de calibration, 100μm. 
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Figure 7C, nous détectons des niveaux équivalents des transcrits de l'Axin2 et la Ccnd1, à la 

naissance. Cependant, après 2 semaines, leur expression est significativement plus élevée 

dans le côlon des souris expérimentales en comparaison aux souris témoins (Figure 7D). 

 

2.1.2. SHP-2 régule directement l’activation de STAT3 et des kinases ERK1/2 en 

réponse à l'IL-6 

 Dans les souris SHP-2
CEI-KO

, l'expression de plusieurs cytokines est augmentée, dont 

l'IL-6 qui active la voie Jak/STAT3 ainsi que la voie ERK1/2. Dans l'optique de vérifier si 

SHP-2 peut directement contrôler l'activation de ces voies de signalisation dans les cellules 

épithéliales intestinales, nous avons infecté des IEC-6 avec des lentivirus codant pour un 

shARN témoin (shTémoin) ou un shARN ciblant SHP-2 (shSHP-2). L'infection virale a 

permis de diminuer de façon marquée et stable le niveau d'expression protéique de SHP-2 

dans les cellules shSHP-2 comparativement aux cellules shTémoin (Figure 8). Par la suite, 

ces cellules ont été traitées avec l'IL-6 pendant différents temps. Nous remarquons que 

l'activation de la voie Jak/STAT3, visualisée par la phosphorylation de STAT3 (Y705), est 

plus soutenue et forte dans les cellules déficientes pour l’expression de SHP-2 

comparativement aux cellules témoins. De plus, un niveau basal plus élevé de STAT3 

phosphorylée est présent au temps 0 dans les cellules shSHP-2. Pour sa part, l'activation des 

kinases ERK1/2, visualisée par la phosphorylation de ERK1/2 (T202/Y204), est bloquée 

dans les cellules shSHP-2 par rapport aux cellules témoins (Figure 8).     

 

2.1.3. Les bactéries participent à l'induction de l'inflammation chez les souris   

SHP-2
CEI-KO

 

 La flore intestinale joue un rôle important, mais mal connu, dans l’apparition de 

l’inflammation intestinale (Kim et al., 2005). Afin de déterminer si les bactéries sont 

nécessaires au déclenchement de l'inflammation intestinale observée dans notre modèle 

murin, nous avons traité les souris avec un mélange d’antibiotiques comprenant de 

l’ampicilline, de la vancomycine, de la streptomycine et du métronidazole de même que du 

sucre. Les souris témoins et expérimentales ont été séparées en trois groupes. Dans un 

premier groupe, les souris n'ont pas été traitées avec les antibiotiques,  mais seulement avec 
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Figure 7: Activation de la voie Wnt/β-caténine dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines.  

Des extraits totaux de côlon de souris nouveau-nées (A) et des enrichissements de muqueuse de souris de 2 

semaines (B) ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par immunobuvardage 

l'expression de la β-caténine. L'actine a servi de contrôle de charge. Des extraits totaux de côlon de souris 

nouveau-nées (C) et des enrichissements de muqueuse de souris de 2 semaines (C) ont été obtenus de souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par PCR quantitatives l'expression de gènes cibles de la voie       

Wnt/β-caténine  (Axin2 (axine2) et Cnnd1 (cycline D1)). L'expression relative de ces gènes a été normalisée 

sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b. (n≥6 par groupe, * p≤0,05, NS: non-significatif). La barre 

d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 8: SHP-2 contrôle l’activation de ERK1/2 et de STAT3 par l'IL-6 dans les cellules épithéliales 

intestinales.   

Les cellules IEC-6 ont été infectées avec des lentivirus codant soit pour un shARN dirigé contre SHP-2 

(shSHP-2) ou une séquence non ciblante (shTémoin). Après la sélection des cellules, les populations de IEC-6 

ont été privées en sérum pendant 24h puis traitées avec 10ηg/mL d'IL-6 pendant 5min, 30min, 1h et 4h. Les 

cellules ont été lysées afin d'analyser l'expression de phospho-ERK1/2 (T202/Y204), de phospho-STAT3 

(Y705) et de SHP-2 par immunobuvardage. L'actine a servi de contrôle de charge. Expérience représentative 

de trois expériences indépendantes. 
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de l'eau sucrée. Dans un second groupe, les mères ont été traitées aux antibiotiques lors de 

leur grossesse de sorte que le traitement aux antibiotiques des souriceaux commence dès 

leur naissance. Finalement, dans un troisième groupe, le début du traitement avec les 

antibiotiques s'est fait lors du sevrage, soit à la troisième semaine de vie. Lors de 

l'euthanasie des souris à la neuvième semaine de vie, l'index de maladie a été calculé. Nos 

résultats démontrent que le traitement aux antibiotiques des souris SHP-2
CEI-KO

 entraîne une 

diminution significative de l'index de maladie comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO 

non 

traitées (Figure 9A). Par des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine sur des coupes de 

tissu colique, une diminution des signes d'inflammation (voir flèches: infiltration des 

cellules immunitaires; voir astérisque: présence d'abcès de crypte; voir accolade: 

allongement des cryptes coliques) suite au traitement aux antibiotiques est également notée 

chez les souris SHP-2
CEI-KO

 (Figure 9B). Ces résultats démontrent l'implication de la 

microflore dans l'initiation de l'inflammation chez les souris SHP-2
CEI-KO

.  

 

2.1.4. La délétion épithéliale concomitante de Myd88 retarde l'apparition de 

l’inflammation chez les souris SHP-2
CEI-KO 

 Les cellules épithéliales intestinales perçoivent les bactéries de la flore par des 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires comme les récepteurs TLRs. Myd88 

est une protéine adaptatrice utilisée par la majorité des récepteurs TLRs de la membrane 

cytoplasmique ainsi que par le récepteur de l’IL-1 (Warner et Nunez, 2013). Une fois 

activés, ces récepteurs activent plusieurs voies de signalisation incluant principalement les 

voies des MAP Kinases et de NFκB induisant l’expression de plusieurs gènes pro-

inflammatoires (Artis, 2008). Afin de vérifier l’implication de cette signalisation dans 

l’inflammation des souris SHP-2
CEI-KO

, nous avons effectué des croisements entre les souris 

Myd88
flox/flox

 contenant des insertions loxP au pourtour de l'exon 3 du gène codant pour 

Myd88, avec les souris Shp-2
flox/flox 

et les souris Villine-Cre. Ces croisements ont permis 

d'obtenir des souris n'exprimant plus à la fois Shp-2 et Myd88 spécifiquement dans les 

cellules épithéliales intestinales. Pour valider notre modèle murin, nous avons effectué des 

PCR quantitatives sur des enrichissements de muqueuse de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, 

SHP-2
CEI-KO

  et   SHP-2;Myd88
CEI-KO

.   Nous  observons   que  les  souris   Myd88
CEI-KO  

  et 
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Figure 9: Diminution des signes d'inflammation chez les souris SHP-2
CEI-KO 

suite à un traitement aux 

antibiotiques.  

Les souris témoins et expérimentales ont été séparées en trois groupes. Dans un premier groupe, les souris 

n'ont pas été traitées avec les antibiotiques. Dans un second groupe, les mères ont été traitées pendant la 

grossesse faisant en sorte que les souriceaux étaient traités dès leur naissance. Finalement, dans un troisième 

groupe, le début du traitement avec les antibiotiques s'est fait lors du sevrage, soit à la troisième semaine de 

vie. Le traitement aux antibiotiques consiste en un mélange d'ampicilline, de vancomycine, de streptomycine 

et de métronidazole. (A) L’index de maladie des souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 a été évalué en prenant en 

compte la dureté du côlon, les saignements rectaux, le sang dans les fèces ainsi que leur consistance lors du 

sacrifice des souris à la neuvième semaine de vie (n≥3 par groupe, * p≤0,05, *** p≤0,001). La barre d’erreur 

représente l’erreur type de la moyenne. (B) Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées 

sur des coupes de côlon distal de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 9 semaines ayant été traitées ou non 

avec des antibiotiques. Astérisque: abcès de crypte, Accolade: allongement des cryptes, Flèches: infiltration 

de cellules immunitaires. Barre de calibration, 100μm.  
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SHP-2;Myd88
CEI-KO 

n'expriment presque plus de Myd88 comparativement aux souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO

 (Figure 10A).  

 
 Nos analyses histologiques et biochimiques n’ont pas révélé de différences entre les 

souris Myd88
CEI-KO 

et les souris témoins âgées de 1 mois (Figure 10B-D). Cependant, la 

délétion épithéliale de Myd88 chez les souris SHP-2
CEI-KO 

diminue la sévérité de la colite à 

l'âge de 1 mois tel que visualisé par la baisse significative de l’index de maladie (Figure 

10B) et l’augmentation significative du poids corporel (Figure 10C) par rapport aux souris 

déficientes pour Shp-2
 
seulement. De plus, suite à des colorations à l'hématoxyline et à 

l'éosine sur des coupes de côlon distal, une diminution des signes d'inflammation (voir 

flèche: infiltration des cellules immunitaires, présence d'abcès de crypte, nombre de cellules 

à mucus) est observée chez les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

 en comparaison aux souris     

SHP-2
CEI-KO

 (Figure 10D).  

 Toutefois, en vieillissant, les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

 développent elles aussi de 

l'inflammation  intestinale et présentent un index de maladie de 3,33 ce qui est comparable 

à celui obtenu chez les souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 12 à 15 mois qui est de 2,86 (n≥3). Sur 

des coupes histologiques de côlon distal de souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 12 à 15 

mois, plusieurs signes d'inflammation comme de l'infiltration de cellules immunitaires (voir 

flèche), un allongement des cryptes coliques (voir accolade) et une perte de cellules à 

mucus sont visibles (Figure 11). D'ailleurs, les signes d'inflammation observés chez ces 

souris semblent aussi sévères que ceux présents chez les souris SHP-2
CEI-KO

. Ces résultats 

suggèrent donc que la signalisation dépendante de Myd88 retarde, mais n'empêche pas 

ultimement l'apparition de l'inflammation observée chez les souris SHP-2
CEI-KO

. 
  
 

 

2.1.5. L’altération des effecteurs de signalisation STAT3, NFκB et β-caténine 

observée chez les souris SHP-2
CEI-KO 

est dépendante de Myd88 

 Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent des altérations dans l'activation des voies NFκB, 

STAT3, Wnt/β-caténine et ERK1/2 (Figure 6 et Figure 7). Nous avons donc voulu vérifier 

l’implication de Myd88 dans les changements de signalisation observés chez les souris 

SHP-2
CEI-KO

.   Pour   ce   faire,   nous   avons   effectué   des   immunobuvardages   sur   des 
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Figure 10: Diminution des signes d'inflammation chez les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

comparativement 

aux souris SHP-2
CEI-KO

. 

(A) L’expression de Myd88 a été analysée par PCR quantitatives sur des enrichissements de muqueuse de 

côlon de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2;Myd88
CEI-KO

. L'expression relative de ces gènes 

a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n≥4 par groupe, ** p≤0,01). La barre 

d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (B) L’index de maladie des souris témoins, Myd88
CEI-KO

, 

SHP-2
CEI-KO

 et SHP-2;Myd88
CEI-KO 

âgées de 1 mois a été évalué en prenant en compte la dureté du côlon, les 

saignements rectaux, le sang dans les fèces ainsi que leur consistance (n≥7 par groupe, ** p≤0,01, *** 

p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (C) Le poids des souris témoins, 

Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et SHP-2;Myd88
CEI-KO 

âgées de 1 mois a été mesuré (n≥7 par groupe, ** p≤0,01, 

*** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (D) Des colorations à l'hématoxyline 

et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon distal de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et 

SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 1 mois. Flèche: infiltration de cellules immunitaires. Barre de calibration, 

100μm. 
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Figure 11: Présence d'inflammation intestinale chez les vieilles souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

. 

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon distal de souris 

témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 12 à 15  mois. Accolade: allongement des 

cryptes, Flèche: infiltration de cellules immunitaires Barre de calibration, 200μm. 
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enrichissements de muqueuse de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et              

SHP-2;Myd88
CEI-KO 

âgées de 2 semaines et de 1 mois.   

 Tel qu’illustré à la Figure 12A-D, il y a peu de différence dans l'activation de ces 

voies de signalisation entre les souris témoins et Myd88
CEI-KO

. Par contre, la délétion 

épithéliale de Myd88 chez les souris SHP-2
CEI-KO

 ramène à un niveau contrôle le niveau 

d’activation de STAT3 et de RelA de même que le niveau d’expression de la β-caténine. 

Par contre, le niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2 demeure faible chez les souris 

SHP-2;Myd88
CEI-KO

.   

 

2.1.6. SHP-2 ne régule pas significativement l'activation des voies NFκB et ERK1/2 

en réponse à l'IL-1β 

 Puisque la protéine Myd88 est aussi nécessaire à la signalisation initiée par le 

récepteur de l'IL-1, nous avons voulu vérifier si SHP-2 pouvait participer à la signalisation 

de ce récepteur. Toujours en utilisant les cellules IEC-6 sous-exprimant ou non SHP-2, 

nous avons effectué des traitements avec de l'IL-1β pour différents temps. À la Figure 13, 

nous n'observons pas de différence majeure dans l'activation de NFκB (phosphorylation de 

RelA, S536) et des kinases ERK1/2 (phosphorylation de ERK1/2, T202/Y204) entre les 

cellules shTémoin et les cellules shSHP-2.  

 

2.1.7. SHP-2 régule l’activation de NFκB et des kinases ERK1/2 en réponse au 

produit bactérien LPS 

 Dans l'optique de vérifier si SHP-2 est impliquée directement dans la signalisation 

des produits bactériens, nous avons traité les cellules IEC-6 déficientes ou non pour 

l’expression de SHP-2 avec le LPS et la flagelline activant respectivement TLR4 et TLR5. 

Tel qu'observé à la Figure 14A, SHP-2 ne régule pas l'activation de ces effecteurs de 

signalisation en réponse à la flagelline puisqu'aucune différence n'est observée entre les 

cellules témoins et les cellules sous-exprimant SHP-2. En réponse au LPS, par contre, nous 

avons observé une activation plus rapide et plus soutenue de la phosphorylation de RelA 

(S536) dans les cellules shSHP-2 comparativement aux cellules shTémoin. L'activation  de 

la  phosphorylation des kinases ERK1/2  par  le  LPS  est  bien détectable  dans  les cellules  
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Figure 12: Modulation de l’expression de la β-caténine et de l’activation de NFκB et STAT3 par la 

délétion épithéliale de Myd88 dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

.
  

Des enrichissements de muqueuse de souris de 1 mois (A et B) et de 2 semaines (C et D) ont été obtenus de 

souris témoins, Myd88
CEI-KO

,
 
SHP-2

CEI-KO
 et SHP-2;Myd88

CEI-KO 
afin d'analyser par immunobuvardage les 

effecteurs de signalisation NFκB (phospho-RelA (S536)) (A), STAT3 (phospho-STAT3 (Y705)) (B),           

β-caténine (β-caténine totale) (C) et ERK1/2 (ERK1/2 total et phospho-ERK1/2 (T202/Y204)) (D). L'actine a 

servi de contrôle de charge. 
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Figure 13: SHP-2 ne contrôle pas significativement l’activation de ERK1/2 et de NFκB par l'IL-1β dans 

les cellules épithéliales intestinales. 

Les cellules IEC-6 ont été infectées avec des lentivirus codant soit pour un shARN dirigé contre SHP-2 

(shSHP-2) ou une séquence non ciblante (shTémoin). Après la sélection des cellules, les populations de IEC-6 

ont été privées en sérum pendant 24h puis traitées avec 10ηg/mL de IL-1β pendant 5min, 30min, 1h et 4h. Les 

cellules ont été lysées afin d'analyser l'expression de phospho-ERK1/2 (T202/Y204), de phospho-RelA 

(S536) et de SHP-2 par immunobuvardage. L'actine a servi de contrôle de charge. Expérience représentative 

de trois expériences indépendantes.  
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shTémoin mais l’est très peu dans les cellules shSHP-2 (Figure 14B). Finalement, nous 

avons aussi évalué le niveau des transcrits de deux chimiokines fortement induites chez les 

souris SHP-2
CEI-KO

, soit CXCL1 et CXCL5 (Tableau 1). Le traitement au LPS des cellules 

shSHP-2 entraîne une plus forte augmentation de l'expression de Cxcl1 et de Cxcl5 

comparativement aux cellules shTémoin. À noter qu’en absence de LPS, l'expression de 

Cxcl1 est déjà significativement plus élevée dans les cellules shSHP-2 comparativement 

aux cellules témoins (Figure 14C). Ces résultats suggèrent donc l’implication de SHP-2 

dans la signalisation induite par TLR4, mais pas par TLR5 et le récepteur de l'IL-1β.    

 

2.1.8. SHP-2 présente plusieurs substrats potentiels en réponse à la signalisation du 

LPS 

 Nous avons donc voulu par la suite déterminer les substrats potentiels de SHP-2 

associés à la signalisation de TLR4. Pour ce faire, nous avons procédé à une approche 

protéomique quantitative basée sur la spectrométrie de masse (méthode SILAC). 

Brièvement, nous avons cultivé pendant cinq passages des cellules IEC-6 dans trois milieux 

de culture différents contenant des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés 

moyens (R6, K4) ou des acides aminés lourds (R10, K8). Par la suite, nous avons infecté 

les cellules avec des lentivirus codant pour un shARN témoin (shTémoin) ou un shARN 

ciblant SHP-2 (shSHP-2). Suite à la sélection, nous avons traité les cellules pendant 15min 

ou 30min avec le LPS avant d'effectuer une immunoprécipitation avec un anticorps ciblant 

les tyrosines phosphorylées (PY99). Les immunoprécipitations ont ensuite été digérées par 

de la trypsine et analysées par spectrométrie de masse. Plusieurs cibles intéressantes ont été 

obtenues comme présentant un niveau de phosphorylation sur tyrosine plus élevé dans les 

cellules shSHP-2 comparativement aux cellules shTémoin en réponse au LPS; c'est le cas 

notamment de Grb2, de Itch et de la β-caténine (Tableau 3 et Annexe 1). Toutefois, ces 

résultats devront être confirmés par des analyses d’immunoprécipitation couplées à des 

immunobuvardages.            
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Figure 14: SHP-2 contrôle l’activation de ERK1/2 et de NFκB par le LPS dans les cellules épithéliales 

intestinales.  

Les cellules IEC-6 ont été infectées avec des lentivirus codant soit pour un shARN dirigé contre SHP-2 

(shSHP-2) ou une séquence non ciblante (shTémoin). Après la sélection des cellules, les populations de    

IEC-6 ont été privées en sérum pendant 24h puis traitées avec 10ηg/mL de flagelline (A) ou 12,5µg/mL de 

LPS (B) pendant 5min, 30min, 1h et 4h. Les cellules ont été lysées afin d'analyser l'expression de       

phospho-ERK1/2 (T202/Y204), de phospho-RelA (S536) et de SHP-2 par immunobuvardage. L'actine a servi 

de contrôle de charge. Expérience représentative de trois expériences indépendantes. (C) Les cellules IEC-6 

shTémoin et shSHP-2 ont été traitées pendant 2h avec 12,5µg/mL de LPS puis les cellules ont été lysées afin 

d'en extraire les ARNs. L'expression relative des chimiokines Cxcl1 et Cxcl5 a été déterminée par PCR 

quantitatives par rapport au gène rapporteur Tubb5. Expérience représentative de trois expériences 

indépendantes (** p≤0,01, *** p≤0,001, NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la 

moyenne. 
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Les cellules IEC-6 ont été cultivées pendant cinq passages dans trois milieux de culture différents contenant 

des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés moyens (R6, K4) ou des acides aminés lourds (R10, 

K8). Les cellules ont été infectées avec des lentivirus shTémoin ou shSHP-2 puis sélectionnées. Ensuite, elles 

ont été amenées à confluence, privées en sérum pendant 24h et traitées pendant 15min ou 30min avec du LPS. 

Les cellules ont été lysées et une immunoprécipitation dirigée contre les tyrosines phosphorylées a été 

effectuée. Les protéines immunoprécipitées ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les valeurs 

représentent le ratio du nombre de peptides identifiés correspondant à une protéine donnée dans le milieu 

lourd (shSHP-2) par rapport au milieu moyen (shTémoin). (voir Annexe 1 pour la liste complète des cibles 

obtenues)    

  

  

Tableau 3: Substrats potentiels de SHP-2 suite à une stimulation par le produit bactérien LPS. 

 

 

Protéines 

 

Identification Non traitées 15min LPS 30min LPS 

Grb2 

(Growth factor 

receptor-bound protein 

2) 

P62994  3,08  

Itch 

(E3 ubiquitin-protein 

ligase) 

Q5YB86; 

G3V8C2 
 2,36  

Dock8 

(Dedicator of 

cytokinesis 8) 

F1LPG2  2,28  

Erbb2ip 

(Erbb2-interacting 

protein) 

M0R9X2; 

M0R6K2; 

M0R9T2; 

M0R5K2 

 2,06  

Mtdh 

(Protein LYRIC, 

Metadherin) 

D3ZGX7; 

Q9Z1W6 
 1,74  

Dab2 

(Disabled homolog 2) 

F1LMP9; 

O88797 
 1,67  

Ctnnb1 

(Catenin beta-1) 

Q9WU82; 

Q6P0K8; 

P70565 

 1,51  

Trim24 

(Tripartite motif-

containing protein 24) 

Q7TP39; 

F7ESX8 
 1,48  
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2.1.9. La diminution d'activation des kinases ERK1/2 contribue grandement au 

phénotype inflammatoire des souris SHP-2
CEI-KO

 

 Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent une faible activation des kinases ERK1/2 

(Figure 6B). Nous avons donc voulu vérifier si la baisse d’activation de ces kinases pouvait 

être impliquée dans le déclenchement de l’inflammation observée chez nos souris 

expérimentales. Dans cette optique, nous avons utilisé une souris transgénique contenant 

une mutation V600E dans un des allèles de B-Raf et contenant également des insertions de 

séquences loxP au pourtour de cet allèle (Dankort et al., 2007). Suite à plusieurs 

croisements, nous avons obtenu des souris qui expriment spécifiquement dans l’épithélium 

intestinal la forme constitutive active de B-Raf et conséquemment l’activation soutenue des 

kinases en aval, MEK1/2 et ERK1/2 (Dankort et al., 2007).  

 Nous avons tout d'abord effectué des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine sur 

des coupes de côlon proximal et distal chez les souris âgées de 2 semaines. Tel que déjà 

observé chez les souris SHP-2
CEI-KO

, nous observons un léger allongement des cryptes 

coliques ainsi qu'une diminution des cellules à mucus comparativement aux souris témoins 

(Figure 15A-B). Chez les souris B-Raf
CEI-CA

, nous remarquons aussi un allongement des 

cryptes, mais beaucoup plus marqué ainsi qu'une augmentation importante du nombre de 

cellules à mucus. Les souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

, elles, présentent une architecture du 

tissu colique similaire à celle observée chez les souris B-Raf
CEI-CA

 (Figure 15A-B). 

Également, l’analyse des souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 à l'âge de 1 mois montre une 

préservation de l'architecture du tissu colique en comparaison aux souris SHP-2
CEI-KO 

(voir 

flèche: infiltration de cellules immunitaires, voir astérisque: abcès de crypte) (Figure 16). 

En fait, aucun signe d'inflammation n'est observé chez ces souris. Ces résultats suggèrent 

donc que l’activation de la signalisation dépendante de B-Raf protège l'épithélium intestinal 

de l'inflammation chez la souris déficiente pour l’expression de Shp-2.  
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Figure 15: Morphologie du tissu colique des souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA 

comparativement aux 

souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal (A) et distal 

(B) de souris témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 âgées de 2 semaines. Barre de 

calibration, 100μm. 
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Figure 16: Prévention de l'apparition d'inflammation intestinale chez les souris                                 

SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA  

comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO

.  

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon distal de souris 

témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 âgées de 1 mois. Astérisque: abcès de crypte, 

Flèche: infiltration de cellules immunitaires. Barre de calibration, 100μm.  
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2.2. SHP-2 contrôle la détermination des cellules de l’épithélium intestinal   

2.2.1. Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent une diminution du nombre de cellules à 

mucus dans leur côlon  

 Lors de l'analyse des coupes de côlon par des colorations à l'hématoxyline et à 

l'éosine, une diminution du nombre de cellules à mucus a été notée dans les souris        

SHP-2
CEI-KO

 par rapport aux souris témoins (Figure 3D). Afin de confirmer cette 

observation, nous avons effectué des colorations à l'Alcian bleu, marquant les mucines 

acides et au PAS (Periodic Acid Schiff), marquant les mucines acides et neutres. La Figure 

17A montre une diminution du marquage à l'Alcian bleu chez les souris SHP-2
CEI-KO

 âgées 

de 2 semaines et de 1 mois en comparaison aux souris témoins; par contre, il semble y avoir 

peu de différence chez les souris nouveau-nées. Des résultats similaires ont été obtenus 

avec les colorations au PAS (Figure 17B). Des décomptes du nombre de cellules marquées 

positivement à l'Alcian bleu par crypte montrent que les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent une 

diminution de 48,8% du nombre de cellules à mucus par rapport aux souris témoins et ce, 

dès 2 semaines après la naissance (Figure 18A).   

 Les cellules à mucus du côlon expriment la mucine2 et le peptide trifolié TFF3. Par 

des analyses de PCR quantitatives, aucune modulation significative dans l’expression de 

ces marqueurs n'a été observée dans les extraits de souris nouveau-nées (Figure 18B); par 

contre, 2 semaines après la naissance, une diminution significative est observée chez les 

souris SHP-2
CEI-KO

 comparativement aux souris témoins (Figure 18C). Afin de vérifier si la 

diminution de ces marqueurs est attribuable à un défaut dans la maturation des cellules à 

mucus, nous avons vérifié la morphologie de ces cellules par microscopie électronique. 

Tant dans les souris témoins que dans les souris expérimentales, les cellules à mucus 

présentent de grosses vacuoles remplies de mucus suggérant donc que leur différenciation 

terminale n'est pas affectée par l'absence d'expression de Shp-2 (Figure 18D).    
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Figure 17: Diminution du marquage des mucines dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des colorations à l'Alcian bleu (A) ou au PAS (B) ont été effectuées sur des coupes de côlon distal de souris 

témoins et expérimentales âgées de 1 jour, 2 semaines et 1 mois. Barre de calibration, 100μm. Figures 

représentatives de n≥3 souris par groupe. 
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Figure 18: Diminution du nombre de cellules à mucus dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

. 

(A) Le nombre de cellules marquées à l'Alcian bleu a été compté dans 15 cryptes de côlon distal de souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines (n=3 par groupe, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente 

l’erreur type de la moyenne. Des extraits totaux de côlon de souris nouveau-nées (B) et des enrichissements 

de muqueuse de souris de 2 semaines (C) ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par 

PCR quantitatives l'expression des marqueurs de cellules à mucus Muc2 et Tff3. L'expression relative de ces 

gènes a été normalisée sur le gène de référence Gapdh (n≥4 par groupe, * p≤0,05, NS: non-significatif). La 

barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (D) Les cellules à mucus de souris témoins et         

SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines ont été observées par microscopie électronique. Barre de calibration, 2μm. 
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2.2.2. Les souris SHP-2
CEI-KO

 expriment plusieurs peptides antimicrobiens dans leur 

côlon 

 Afin d’essayer de comprendre les événements initiateurs de l'inflammation 

intestinale chez nos souris expérimentales, une puce à ADN (Affymetrix) a été effectuée sur 

des extraits de côlons de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 nouveau-nées. Étonnamment, 

l’expression de plusieurs peptides antimicrobiens, notamment des marqueurs de cellules de 

Paneth qui ne sont généralement exprimés que dans l’intestin grêle, a été observée dans le 

côlon de nos souris expérimentales. Parmi les gènes induits, il y avait les Defa                  

(α-défensines), Reg3β, Reg3γ et Leap-2 (Tableau 4 et Annexe 2). L’expression colique de 

plusieurs de ces gènes a donc été vérifiée par des PCR quantitatives sur des extraits 

coliques de souris nouveau-nées. Une augmentation importante et significative de 

l'expression des gènes tels que Defa, Lyz1 (lysozyme 1), Reg3β et Mmp7 (matrix 

metalloproteinase 7) a été confirmée dans le côlon des souris expérimentales par rapport 

aux souris témoins (Figure 19A). À 2 semaines, l'augmentation de l'expression de ces gènes 

est encore plus marquée et spectaculaire. Une augmentation de l'expression de Reg3γ est 

aussi présente (Figure 19B). Nous avons aussi vérifié l'expression de ces gènes dans 

l’intestin grêle. Encore une fois, par PCR quantitatives, nos résultats montrent une 

augmentation significative de l'expression des gènes Defa, Lyz1, Reg3β, Reg3γ et Mmp7 

dans l'intestin grêle des souris SHP-2
CEI-KO

 nouveau-nées et âgées de 2 semaines 

comparativement aux souris témoins (Figure 20A-B).  

 

2.2.3. Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent des cellules lysozymes positives dans leur 

côlon proximal 

 Plusieurs des peptides antimicrobiens détectés dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

 

sont normalement exprimés par les cellules de Paneth, un type cellulaire retrouvé 

exclusivement dans l’épithélium de l’intestin grêle (van der Flier LG., 2009). Lorsqu'elles 

sont visualisées par des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine, les cellules de Paneth 

présentent une forme pyramidale, contiennent des granules éosinophiles et se situent au 

fond des cryptes de l'intestin grêle. D'ailleurs, dans l'intestin grêle des souris SHP-2
CEI-KO

, 

des cellules de Paneth ont été visualisées dès l'âge de 1 semaine tandis que chez les souris 

témoins,  ce  type  cellulaire est détecté  seulement à  2 semaines  (Figure 21A, voir flèche). 
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Tableau 4: Gènes dont l’expression est augmentée chez les souris SHP-2
CEI-KO

. 

 

 

Gènes 

 

Identification Expression relative 

 

p 

 

matrix metalloproteinase 7 

(Mmp7) 
1449478_at 4,23 2,46

-4
 

defensin. alpha. 24 

(Defa24) 
1450631_x_at 4,15 2,80

-6 

indoleamine 2.3-dioxygenase 1 

(Ido1) 
1420437_at 2,80 0,014 

chemokine (C-X-C motif) ligand 5 

(Cxcl5) 
1419728_at 2,39 0,047 

liver-expressed antimicrobial peptide 2 

(Leap2) 
1427480_at 2,34 2,75

-4
 

regenerating islet-derived 3 beta 

(Reg3β) 
1416297_s_at 2,12 3,50

-5
 

leukocyte cell-derived chemotaxin 2 

(Lect2) 
1449492_a_at 2,04 9,81

-5
 

chemokine (C-C motif) ligand 20 

(Ccl20) 
1422029_at 1,93 3,53

-3
 

suppressor of cytokine signaling 3 

(Socs3) 
1416576_at 1,73 0,019 

chemokine (C-C motif) ligand 25 

(Ccl25) 
1418777_at 1,65 3,10

-4
 

regenerating islet-derived 3 gamma 

(Reg3γ) 
1448872_at 1,63 0,014 

regenerating islet-derived family. member 4 

(Reg4) 
1418931_at 1,47 1,59

-3
 

defensin. alpha. 15 

(Defa15) 
1427873_at 1,41 3,01

-3
 

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 

(Cxcl1) 
1441855_x_at 1,37 0,011 

defensin alpha related sequence 1 

(Defa-rs1) 
1418550_x_at 1,31 1,13

-3
 

lysozyme 1 

(Lyz1) 
1439426_x_at 1,24 0,066 (NS) 

 

Les ARNs d'extraits totaux de côlon de souris témoins et expérimentales nouveau-nées ont été isolés puis 

un GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix) a été effectué (n=3 par groupe). (voir Annexe 2 

pour la liste complète des gènes dont l'expression est significativement modulée dans les souris            

SHP-2
CEI-KO 

par rapport aux souris témoins) 
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Figure 19: Augmentation d'expression en ARNm des peptides antimicrobiens dans le côlon des souris 

SHP-2
CEI-KO

.  

Des extraits totaux de côlon de souris nouveau-nées (A) et des enrichissements de muqueuse de souris de 2 

semaines (B) ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par PCR quantitatives 

l'expression de peptides antimicrobiens (Defa, Lyz1, Reg3β et Reg3γ) ainsi que de Mmp7. L'expression 

relative de ces gènes a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n≥6 par groupe,         

* p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la 

moyenne. 
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Figure 20: Augmentation d'expression en ARNm des peptides antimicrobiens dans l'intestin grêle des 

souris SHP-2
CEI-KO

.  

Des extraits totaux d'intestin grêle de souris nouveau-nées (A) et des enrichissements de muqueuse de souris 

de 2 semaines (B) ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par PCR quantitatives 

l'expression de peptides antimicrobiens (Defa, Lyz1, Reg3β et Reg3γ) ainsi que de Mmp7. L'expression 

relative de ces gènes a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n≥7 par groupe,         

* p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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Des cellules de Paneth métaplasiques ont également été visualisées dans le côlon proximal 

des souris SHP-2
CEI-KO

 et ce, dès l'âge de 2 semaines (Figure 21A, voir flèche). Un nombre 

plus important de ces cellules a été observé dans le fond des cryptes des souris 

expérimentales âgées de 1 mois (Figure 21B, voir flèches). Des analyses par 

immunohistochimie confirment la présence du marquage au lysozyme dans des cellules 

présentes au fond des cryptes coliques et ce, seulement dans le côlon des souris             

SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines et de 1 mois (Figure 22, voir flèches).   

 

2.2.4.  Les cellules de Paneth métaplasiques observées chez les souris SHP-2
CEI-KO

 

présentent un phénotype de cellules intermédiaires 

  Afin de vérifier l'état de différenciation des cellules marquant pour le lysozyme 

dans le côlon proximal de nos souris expérimentales, nous avons effectué de la microscopie 

électronique. Nous avons tout d’abord voulu vérifier l'aspect des cellules de Paneth 

localisées au fond des cryptes de l'intestin grêle. Tel qu’illustré à la Figure 23A (panneau de 

gauche et du centre), nous avons observé des cellules contenant de gros granules très 

denses et noirs, typiques des cellules de Paneth et ce, tant dans nos souris témoins que dans 

nos souris expérimentales. Au niveau du côlon proximal de nos souris SHP-2
CEI-KO

, 

l’analyse par microscopie électronique révèle la présence de certaines cellules présentant 

aussi des granules dont le centre est très dense et noir, mais dont le pourtour est moins 

dense et plus clair (Figure 23A, panneau de droite, voir flèches), rappelant les granules des 

cellules à gobelet (Figure 18D). Cette observation nous a amenés à effectuer un 

comarquage à l'Alcian bleu et au lysozyme chez nos souris témoins et expérimentales. Tel 

que montré à la Figure 23B, peu ou pas de comarquage est observé dans l’intestin grêle tant 

des souris témoins qu’expérimentales. Par contre, dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

, 

toutes les cellules marquant pour le lysozyme marquent aussi à l'Alcian bleu (Figure 23C, 

voir flèches). Ce type de cellules exprimant tant des caractéristiques de cellules de Paneth 

et que de cellules à gobelet avait déjà été décrit dans la littérature (Calvert et al., 1988). Le 

phénotype semble typique des cellules intermédiaires, des cellules qui sont rarement 

retrouvées dans l’intestin grêle et qui semblent représenter un précurseur commun des 

cellules à gobelet et de Paneth. Ces résultats suggèrent donc que SHP-2 pourrait contrôler 

la détermination cellulaire dans le côlon.  
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Figure 21: Présence de cellules contenant des granules éosinophiles dans le côlon des souris             

SHP-2
CEI-KO

.  

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes d'intestin grêle (A) et de côlon 

proximal (B) de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 jour, 1 semaine, 2 semaines et 1 mois. Flèches: 

cellules avec des granules éosinophiles. Barre de calibration, 50μm. 
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Figure 22: Présence de cellules marquées au lysozyme dans le côlon proximal des souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des immunohistochimies dirigées contre le lysozyme ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal de 

souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 1 jour, 1 semaine, 2 semaines et 1 mois. Flèches: cellules positives 

pour le lysozyme. Barre de calibration, 50μm.  
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Figure 23: Présence de cellules intermédiaires Paneth/gobelet dans le côlon proximal des souris      

SHP-2
CEI-KO

. 

(A) Les cellules de Paneth de l'intestin grêle des souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

ainsi que les cellules présentes 

au fond des cryptes coliques des SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines ont été observées par microscopie 

électronique. Barre de calibration, 2μm (panneaux du haut) ou 200ηm (panneaux du bas). Des 

immunohistochimies dirigées contre le lysozyme suivies d'une coloration à l'Alcian bleu ont été effectuées sur 

des coupes d'intestin grêle (B) et de côlon proximal (C) de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines 

et 1 mois. Flèches: cellules comarquées à l'Alcian bleu et au lysozyme. Barre de calibration, 50μm.  
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 Afin de situer à quel niveau SHP-2 régule la détermination cellulaire, nous avons 

vérifié par immunofluorescence l’expression de la chromogranine A, un marqueur de 

cellules entéroendocrines, un autre type cellulaire de la lignée sécrétoire présent dans 

l’épithélium intestinal. Aucune différence dans le nombre de cellules marquées à la 

chromogranine A n'a été notée entre les souris témoins et expérimentales (Figure 24A-B). 

 Au niveau de l’intestin grêle, plusieurs facteurs de transcription ont été décrits 

comme régulant la détermination et la différenciation des cellules de l’épithélium (Noah et 

Shroyer, 2013). Par PCR quantitatives, nous avons évalué l'expression colique des 

transcrits de plusieurs de ces facteurs incluant Hes1, Math1, Sox9, Spdef, Klf4 et Gfi1. Peu 

de modulation d'expression de ces gènes a été observée (Figure 25).  

 L'ensemble de ces résultats suggère que l’expression de SHP-2 dans l’épithélium de 

côlon est très importante pour la production des cellules à gobelet et la répression des 

cellules de Paneth. 

 

2.2.5. La réponse des cellules épithéliales intestinales aux bactéries contrôle la 

détermination cellulaire dans les souris SHP-2
CEI-KO

 

 Nos résultats présentés précédemment aux Figures 9 et 10 ont démontré que la 

présence de bactéries et l’expression de Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales 

sont importantes pour le déclenchement de l’inflammation chez les souris SHP-2
CEI-KO

. 

Nous avons donc voulu voir si la signalisation initiée par les bactéries et dépendante de 

Myd88 pouvait aussi contribuer à la perte des cellules à gobelet et l’apparition des cellules 

intermédiaires dans le côlon de nos souris SHP-2
CEI-KO

. Sur des coupes de côlon proximal 

de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et SHP-2;Myd88
CEI-KO 

âgées de 2 semaines, 

nous avons effectué une immunohistochimie dirigée contre le lysozyme suivi d'une 

coloration à l'Alcian bleu. Tel qu’attendu, les souris témoins et Myd88
CEI-KO 

présentent un 

fort marquage à l'Alcian bleu ainsi qu'aucun marquage pour le lysozyme dans le côlon. Par 

contre, dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

, une diminution du marquage à l'Alcian bleu 

est présente de même qu'un fort marquage pour le lysozyme au fond des cryptes. Il est 

intéressant de noter que  la perte épithéliale de Myd88 chez les souris SHP-2
CEI-KO  

préserve  
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Figure 24: Le nombre de cellules entéroendocrines n’est pas changé dans le côlon des souris            

SHP-2
CEI-KO

. 

(A) Des immunofluorescences dirigées contre la chromogranine A ont été effectuées sur des coupes de côlon 

distal de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines. Barre de calibration, 100μm et 50μm (panneaux 

du bas). Flèches: cellules chromogranine A positives. (B) Le nombre de cellules marquées à la   

chromogranine A a été compté dans 15 cryptes de côlon distal de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 

semaines (n≥2 par groupe, NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne.  
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Figure 25: L'expression des facteurs de transcription Hes1, Math1, Sox9, Spdef, Klf4 et Gfi1 n’est pas 

modulée dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

. 

Des enrichissements de muqueuse de souris de 2 semaines ont été obtenus de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines
 
afin d'analyser par PCR quantitatives l'expression de Hes1, Math1, Sox9, Spdef, Klf4 et 

Gfi1. L'expression relative de ces gènes a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b 

(n=5 par groupe, NS: non-significatif). 
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en partie le nombre de cellules à gobelet au détriment du nombre de cellules marquées au 

lysozyme (Figure 26A-C). Des analyses par PCR quantitatives de l’expression des peptides 

antimicrobiens (Defa, Lyz1, Reg3β et Reg3γ) ainsi que de Mmp7 montrent de forts niveaux 

d'expression des transcrits chez les souris SHP-2
CEI-KO

 et une diminution significative dans 

les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

(Figure 27).  

 

2.2.6. La voie MAP Kinase ERK1/2 contribue aussi à la détermination cellulaire 

dans les souris SHP-2
CEI-KO 

 Nous avons aussi précédemment montré que l’expression d’une forme active de    

B-Raf atténuait fortement l’inflammation chez les souris SHP-2
CEI-KO 

(Figure 16). Nous 

avons donc analysé par une coloration à l'Alcian bleu, les cellules à gobelet, et par 

immunohistochimie dirigée contre le lysozyme, les cellules intermédiaires, dans le côlon 

des souris témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO

 et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA 

âgées de 2 

semaines. L’expression de la forme oncogénique de B-Raf augmente fortement le marquage 

à l’Alcian bleu dans le côlon alors qu’aucun marquage au lysozyme n’est présent (Figure 

28A-B). Tel que déjà observé, les souris SHP-2
CEI-KO 

présentent une diminution 

significative du marquage à l'Alcian bleu de même qu'un fort marquage pour le lysozyme 

dans leur côlon. Il est d'ailleurs intéressant de noter que les souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 

présentent un fort marquage pour l'Alcian bleu et aucun marquage pour le lysozyme, un 

phénotype tout à fait similaire à celui observé chez les souris B-Raf
CEI-CA

. Nos résultats 

préliminaires obtenus par PCR quantitatives sur des extraits de tissus coliques de souris 

nouveau-nées confirment ces résultats. En effet, les souris SHP-2
CEI-KO 

expriment de forts 

niveaux de Defa et Mmp7 comparativement aux souris témoins. De plus, les niveaux 

d'expression de ces deux gènes sont fortement diminués dans les souris                         

SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO

 (Figure 28C).      
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Figure 26: Préservation partielle du nombre de cellules à mucus et de cellules positives pour le 

lysozyme dans le côlon des souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO

. 

(A) Des immunohistochimies dirigées contre le lysozyme suivies d'une coloration à l'Alcian bleu ont été 

effectuées sur des coupes de côlon proximal de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et                     

SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 2 semaines. Barre de calibration, 100μm. (B) Le nombre de cellules marquées à 

l'Alcian bleu a été compté dans 15 cryptes de côlon proximal de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et 

SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 2 semaines (n≥3 par groupe, * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001). La barre 

d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (C) Le nombre de cellules marquées au lysozyme a été 

compté dans 15 cryptes de côlon proximal de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO

 et                        

SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 2 semaines (n≥3 par groupe, * p≤0,05, ** p≤0,01). La barre d’erreur représente 

l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 27: La délétion épithéliale de Myd88 atténue l’expression des peptides antimicrobiens dans le 

côlon des souris SHP-2
CEI-KO

. 

L’expression des peptides antimicrobiens Defa, Lyz1, Reg3β et Reg3γ ainsi que de Mmp7 a été analysée par 

PCR quantitatives sur des enrichissements de muqueuse de côlon de souris témoins, Myd88
CEI-KO

,            

SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 2 semaines. L'expression relative de ces gènes a été normalisée 

sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n≥6 par groupe, * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001,         

NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 28: L’expression épithéliale de B-Raf constitutif actif augmente le nombre de cellules à mucus et 

prévient l’apparition des cellules positives pour le lysozyme dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

. 

(A) Des colorations Alcian bleu ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal de souris témoins,         

B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 âgées de 2 semaines. Barre de calibration, 50μm. (B) Des 

immunohistochimies dirigées contre le lysozyme ont été effectuées sur des coupes de côlon proximal de 

souris témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 âgées de 2 semaines. Barre de 

calibration, 50μm. (C) L’expression de Defa et de Mmp7 a été analysée par PCR quantitatives sur des extraits 

totaux de côlon de souris témoins, B-Raf
CEI-CA

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA

 nouveau-nées. 

L'expression relative de ces gènes a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n≥4 par 

groupe, * p≤0,05, *** p≤0,001, NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la 

moyenne. 
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2.2.7. Les souris SHP-2
CEI-KO 

présentent un changement dans la composition de leur 

microflore comparativement aux souris témoins 

 Un grand nombre de bactéries est retrouvé dans la lumière du côlon dont la 

composition peut être modulée par des peptides antimicrobiens (Salzman et al., 2010). De 

plus, un changement dans la composition de la microflore est observé chez les patients 

souffrant d’inflammation intestinale (Manichanh et al., 2012). C'est pourquoi nous avons 

évalué la composition de la flore intestinale de nos souris témoins et SHP-2
CEI-KO

. L'ADN 

ribosomique de la sous-unité 16S des bactéries a été amplifié par PCR et soumis à une 

migration sur un gel en gradient dénaturant. Tel qu’illustré à la Figure 29A, à la naissance, 

la composition de la microflore est similaire entre les souris témoins et expérimentales. Par 

contre, à l'âge de 2 semaines et de façon plus marquée à 1 mois, un changement dans la 

composition de la microflore est observé chez les souris SHP-2
CEI-KO

 par rapport aux souris 

témoins (Figure 29B-C).  

 Dans le but de caractériser plus en détail les groupes de bactéries différentiellement 

modulés, des PCR quantitatives ont été effectuées à partir d'ADN de bactéries isolés de 

souris témoins et expérimentales. Nos résultats du Tableau 5 montrent qu'à 2 semaines, une 

augmentation significative des Enterobacteriaceae est observée tandis qu'à 1 mois, une 

réduction significative des Firmicutes (Clostridium leptum et Clostridium coccoides) est 

notée chez les souris expérimentales et ce, comparativement aux souris témoins.  

 

2.3. SHP-2 contrôle la perméabilité paracellulaire 

2.3.1. Les souris SHP-2
CEI-KO

 présentent une hyperperméabilité paracellulaire 

 Les cellules épithéliales intestinales sont maintenues entre elles via les jonctions 

serrées. Une trop grande perméabilité paracellulaire peut être néfaste et participer à 

l'initiation de l'inflammation intestinale (Mankertz et Schulzke, 2007). À l'aide de la 

technique du dextran-FITC, nous avons mesuré la perméabilité paracellulaire chez nos 

souris témoins et SHP-2
CEI-KO

. Brièvement, les souris ont été gavées avec du dextran-FITC 

puis 4h après, une ponction cardiaque a été effectuée afin de prélever le sérum. Finalement, 

la quantité de FITC sérique a été dosée. Nos résultats montrent qu'à 2 semaines et 1 mois,  

la    perméabilité   paracellulaire   est    significativement   plus    élevée   chez    les    souris 
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Figure 29: Changement dans la composition de la microflore intestinale chez les souris SHP-2
CEI-KO

.  

L'ADN bactérien a été isolé de côlons de souris témoins et expérimentales nouveau-nées (A) ou de caecums 

de souris témoins et expérimentales âgées de 2 semaines (B) ou de 1 mois (C). La région V2-V3 de la      

sous-unité 16S de l'ADN ribosomique des bactéries a été amplifiée par PCR avec des amorces HDA1-GC et 

HDA2 puis migré sur un gel en gradient dénaturant. Le programme GelCompar II a été utilisé pour l'analyse 

du gel. La parenté des communautés bactériennes a été exprimée en groupe, en utilisant le coefficient Dice et 

la UPGMA (n≥3 par groupe). 
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Tableau 5: Altération de la composition de la microflore chez les souris SHP-2
CEI-KO 

comparativement aux souris témoins. 

 

    

Groupe de bactéries 

 

 2 semaines 

 

1 mois 

 

 Moyenne p Moyenne p 

     

Bactéries totales 

 

Témoin 

 

15,32 
0,132 

 

13,09 
0,257 

SHP-2
CEI-KO 

 

16,57 15,04 

 

Genre des Lactobacillus 

 

 

Témoin 

 

21,22 
0,063 

 

21,13 
0,063 

SHP-2
CEI-KO 

 

23,70 25,82 

Espèce des Bacteroides 

fragilis 

 

Témoin 

 

20,70 
0,762 

 

18,50 
0,999 

SHP-2
CEI-KO

 23,01 18,75 

 

 

Espèce des Clostridium 

leptum 

 

 

Témoin 

 

17,41 
0,065 

 

16,18 
0,006 

SHP-2
CEI-KO

 20,73 19,72 

 

 

Espèce des Clostridium 

coccoides 

 

 

Témoin 

 

16,80 
0,24 

 

13,09 
0,006 

SHP-2
CEI-KO

 21,57 

 

18,67 

Famille des 

Enterobacteriaceae 

 

Témoin 

 

22,85 
 

0,029 

 

29,02 
 

0,012 
SHP-2

CEI-KO
 18,21 20,84 

      

 

Les côlons de souris nouveau-nées ou les caecums de souris âgées de 2 semaines et 1 mois ont été prélevés 

de souris témoins et expérimentales. Les tissus ont été homogénéisés puis l'ADN bactérien a été extrait. 

Des PCRs quantitatives ont été effectuées avec des amorces spécifiques à certains genres, espèces ou 

familles de bactéries. La moyenne des cycles de seuil a été obtenue. Les valeurs de cycle de seuil indiquent 

le nombre de cycles nécessaires à la fluorescence pour franchir la ligne de base et sont inversement 

proportionnelles à la quantité d'acide nucléique présent dans l'échantillon (n≥5 par groupe). 
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expérimentales par rapport aux souris témoins (Figure 30A). Par immunobuvardage sur des 

enrichissements de muqueuse de côlon, une diminution d'expression de plusieurs protéines 

des jonctions serrées est observée, dont les claudines-1, -4, -8 et -15, dans le côlon des 

souris SHP-2
CEI-KO

 comparativement aux souris témoins (Figure 30B). Les analyses par 

immunohistochimie montrent une diminution d'expression de claudine-1 et de claudine-4 

chez les souris SHP-2
CEI-KO 

comparativement aux souris témoins et montrent également 

qu'il n'y a pas d'altération dans la localisation de ces protéines de jonction chez les souris 

expérimentales (Figure 30C).    

 

2.3.2. SHP-2 contrôle la perméabilité paracellulaire des cellules épithéliales 

intestinales en culture indépendamment de la voie ERK1/2 

 Dans l'optique de vérifier si SHP-2 peut directement contrôler la perméabilité 

paracellulaire, nous avons infecté des cellules Caco-2/15 avec un shARN témoin 

(shTémoin) et un shARN ciblant l'expression de SHP-2 (shSHP-2). Ce type cellulaire a été 

choisi puisque ces cellules se polarisent et se différencient suite à l'atteinte de la confluence 

et forment des jonctions serrées (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et Beaulieu, 1992) 

résultant en une augmentation de la résistance transépithéliale. Tel que visualisé par 

immunobuvardage, l'utilisation du shARN entraîne une forte diminution d'expression de 

SHP-2 dans les Caco-2/15 (Figure 31A). Nous avons alors mesuré la résistance 

transépithéliale de nos populations cellulaires confluentes. Tel qu’observé à la Figure 31B, 

la baisse d’expression de SHP-2 diminue significativement la résistance transépithéliale 

développée dans les Caco-2/15 confluentes. 

 Puisque l’inhibition des kinases ERK1/2 est associée à l’inflammation observée 

chez les souris SHP-2
CEI-KO 

(Figure 16), nous avons voulu vérifier si l’inhibition 

pharmacologique de ces kinases affectait la résistance transépithéliale dans les Caco-2/15. 

Nous avons donc traité des Caco-2/15 avec le U0126, un inhibiteur pharmacologique de 

MEK1/2 et mesuré la résistance transépithéliale. Par immunobuvardage, nous confirmons 

que la dose de 5µM et de façon plus marquante la dose de 20µM de U0126 entraînent une 

diminution de la phosphorylation de ERK1/2 (T202/Y204) (Figure 31C). Cependant, 

l'inhibition  de   la  voie   ERK1/2  entraîne  non  pas  une  baisse,   mais  une  augmentation 
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Figure 30: La perméabilité paracellulaire intestinale est augmentée chez les souris SHP-2
CEI-KO

.  

(A) La perméabilité paracellulaire a été mesurée chez des souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines 

et de 1 mois. Les souris ont été gavées avec du dextran-FITC et après un temps d'attente de 4h, la quantité de 

FITC retrouvé dans le sérum a été quantifiée (n≥10 par groupe, * p≤0,05). La barre d’erreur représente 

l’erreur type de la moyenne. (B) L'expression de plusieurs protéines de jonction a été analysée par 

immunobuvardage dans des enrichissements de muqueuse colique de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 

2 semaines. L'actine a servi de contrôle de charge. (C) La localisation de la claudine-1 et de la claudine-4 a été 

analysée par immunohistochimie sur des coupes de côlon de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 

semaines. Barre de calibration, 50μm. 
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dépendante de la dose de la résistance transépithéliale (Figure 31D). Cela suggère que la 

baisse d’activité des kinases ERK1/2 n'est pas responsable de l’augmentation de la 

perméabilité paracellulaire observée dans les cellules en culture sous-exprimant SHP-2.  

 

2.4. SHP-2 contrôle la restitution épithéliale intestinale 

2.4.1. L’expression de SHP-2 est importante pour la restitution des cellules IEC-6 et 

Caco-2/15 blessées 

 L'épithélium intestinal subit régulièrement des blessures qui doivent se réparer afin 

de maintenir l'intégrité de la barrière (Turner, 2009). Des défauts dans la réparation de 

blessure sont observés notamment lors de maladies inflammatoires intestinales (Dignass, 

2001). Nous avons donc testé si SHP-2 pouvait aussi être impliquée dans la réparation de 

blessures de monocouches cellulaires. Les Caco-2/15 et les IEC-6 ont été infectées avec des 

lentivirus codant pour un shARN témoin (shTémoin) ou un shARN ciblant SHP-2    

(shSHP-2). Suite à la sélection des cellules, celles-ci ont été amenées à confluence puis à 

l'aide d'une lame de rasoir, la monocouche a été blessée. Des photos ont été prises après 

24h ou 48h de migration puis l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été 

obtenue. Afin d'inhiber la prolifération, les cellules Caco-2/15 ont été traitées à 

l’hydroxyurée et les cellules IEC-6 ont été mises dans un milieu contenant seulement 0,1% 

de sérum. Les Figures 32A-D montrent que la baisse d’expression de SHP-2 tant dans les 

IEC-6 que dans les Caco-2/15 diminue significativement la migration cellulaire.  

 SHP-2 est une protéine tyrosine phosphatase qui peut agir sur ses cibles soit en les 

déphosphorylant sur tyrosine, soit en agissant comme protéine adaptatrice via ses domaines 

SH2 (Neel et al., 2003). À l'aide d'un inhibiteur pharmacologique ciblant l’activité 

phosphatasique de SHP-1 et SHP-2, le NSC-87877, nous avons effectué des tests de 

restitution sur les cellules Caco-2/15 et les IEC-6. Nos résultats démontrent que l'utilisation 

de cet inhibiteur pharmacologique réduit significativement la restitution épithéliale des 

Caco-2/15 (Figure 32E-F) et des IEC-6 (Figure 32G-H) suggérant donc que SHP-2 régule 

la restitution épithéliale via son activité enzymatique. Néanmoins, l’implication de la 

phosphatase SHP-1 dans les effets observés ne peut pas être exclue.      
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Figure 31: SHP-2 contrôle la résistance transépithéliale dans les cellules épithéliales intestinales      

Caco-2/15. 

(A) Les cellules Caco-2/15 ont été infectées avec des lentivirus codant soit pour un shARN dirigé contre   

SHP-2 (shSHP-2) ou une séquence non ciblante (shTémoin). Après la sélection des cellules, les populations 

de Caco-2/15 ont été lysées afin d'analyser l'expression de SHP-2 par immunobuvardage. L'actine a servi de 

contrôle de charge. (B) Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été ensemencées sur des membranes 

poreuses et la résistance transépithéliale (RTE) a été mesurée en triplicata aux jours 0, 6, 12 et 18              

post-confluence (*** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (C) Les cellules       

Caco-2/15 10 jours post-confluence ont été traitées pendant 24h avec l'inhibiteur de MEK, le U0126, aux 

doses de 5µM et 20µM. Les cellules ont été lysées et les niveaux de phospho-ERK (T202/Y204) et ERK total 

ont été déterminés par immunobuvardage. L'actine a servi de contrôle de charge. (D) Des Caco-2/15 10 jours 

post-confluence ont été traitées pendant 24h avec le U0126 (5µM et 20µM) puis la résistance transépithéliale 

a été mesurée en quadruplicata (** p≤0,01, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la 

moyenne. 
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Figure 32: SHP-2 contrôle la restitution des cellules épithéliales intestinales. 

(A) Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence, blessées à l'aide d'une lame 

de rasoir et mises dans du milieu 10% sérum contenant 2mM d'hydroxyurée. Les photos ont été prises après 

48h. Barre de calibration, 50μm. (B) À l'aide du programme ImageJ, l'aire recouverte par les cellules dans la 

blessure a été mesurée (n=3, 15 photos comptées par condition, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente 

l’erreur type de la moyenne. (C) Les cellules IEC-6 shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence, 

blessées à l'aide d'une lame de rasoir et mises dans du milieu contenant 0,1% sérum. Les photos ont été prises 

après 24h. Barre de calibration, 50μm. (D) À l'aide du programme ImageJ, l'aire recouverte par les cellules 

dans la blessure a été mesurée (n=5, 15 photos comptées par condition, ** p≤0,01). La barre d’erreur 

représente l’erreur type de la moyenne. (E) Les cellules Caco-2/15 ont été amenées à confluence, blessées à 

l'aide d'une lame de rasoir et mises dans du milieu contenant 10% sérum, 100μM de NSC-87877 et 2mM 

d'hydroxyurée. Les photos ont été prises après 24h. Barre de calibration, 50μm. (F) À l'aide du programme 

ImageJ, l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été mesurée (n=3, 15 photos comptées par 

condition, * p≤0,05). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (G) Les cellules IEC-6 ont été 

amenées à confluence, blessées à l'aide d'une lame de rasoir et mises dans du milieu contenant 0,1% sérum 

contenant 100μM de NSC-87877. Les photos ont été prises après 24h. Barre de calibration, 50μm. (H) À 

l'aide du programme ImageJ, l'aire recouverte par les cellules dans la blessure a été mesurée (n=4, 15 photos 

comptées par condition, * p≤0,05). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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2.4.2. SHP-2 colocalise avec les filaments d'actine lors de la restitution des cellules 

IEC-6 

 Des études ont montré précédemment que SHP-2 colocalise avec les points 

d'adhésion lors de la migration cellulaire (Yo et al., 2009). Par immunofluorescence, nous 

avons analysé la localisation de SHP-2 par rapport aux points d'adhésion dans les cellules 

IEC-6 qui migrent ainsi que dans la monocouche de IEC-6. Tel qu’observé à la Figure 33A, 

très peu de colocalisation a été observée entre SHP-2 et la paxilline, une protéine intégrante 

des points d'adhésion. Toutefois, nous avons remarqué une accumulation de SHP-2 dans les 

cellules du front de migration sous forme, à certains endroits, de filaments (voir flèche). 

Nous avons donc voulu vérifier si SHP-2 peut s'associer à l'une des composantes du 

cytosquelette. Le cytosquelette d'actine a été marqué par la phalloïdine et nous remarquons 

une forte colocalisation avec SHP-2 dans les cellules du front de migration (voir flèche) 

tandis qu'il y a peu de colocalisation dans la monocouche de cellules (voir astérisque) 

(Figure 33B). Finalement, nous avons vérifié la localisation de SHP-2 par rapport aux 

microtubules. Nos résultats démontrent peu de colocalisation entre la tubuline et SHP-2 

(Figure 33C). Ces résultats devront toutefois être confirmés par de la microscopie 

confocale.   

2.4.3. SHP-2 contrôle la restitution épithéliale via les voies ERK1/2 et RhoA/ROCK  

 SHP-2 contrôle plusieurs voies de signalisation qui sont souvent impliquées dans la 

migration cellulaire. L'une de ces voies de signalisation est la voie ERK1/2 (Dance et al., 

2008). En utilisant les Caco-2/15 et les IEC-6 déficientes ou non pour l’expression de  

SHP-2, nous avons évalué l'activation de ces kinases suite à des blessures. Tel qu’illustré à 

la Figure 34A-D, une diminution du niveau d’activation/phosphorylation des kinases 

ERK1/2 est observée dans les cellules sous-exprimant SHP-2 comparativement aux cellules 

shTémoin et ce, tant dans des temps courts que dans des temps plus longs suivant la 

blessure.  

 Une autre voie de signalisation régulée par SHP-2 et jouant un rôle important dans 

la migration cellulaire est la voie RhoA/ROCK (Lee et Chang, 2008; Schoenwaelder et al., 

2000). Via l'utilisation d'un kit de la compagnie Cytoskeleton, nous avons dosé l'activité de 

RhoA dans les Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2. Nos résultats montrent que dans une  

monocouche  non  blessée, il  n'y  a  aucune  différence  dans  l'activité  de  RhoA  dans  les 
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Figure 33: Relocalisation de SHP-2 aux filaments d'actine dans les cellules épithéliales intestinales qui 

migrent.  

Les cellules IEC-6 ont été amenées à confluence, blessées à l'aide d'une lame de rasoir, mises dans du milieu 

0,1% sérum puis fixées après 24h. Une immunofluorescence a été effectuée contre la paxilline (vert) (A), 

l'actine (vert) (B) et la tubuline (vert) (C) ainsi que SHP-2 (rouge). Une colocalisation a été effectuée. Barre 

de calibration, 50μm et 25μm (panneaux de droite). 
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Figure 34: SHP-2 contrôle l’activation des kinases ERK1/2 lors de la restitution épithéliale intestinale.  

Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence, blessées à l'aide d'un grattoir 

pendant 1min, 5min, 30min et 1h (A) ou bien pendant 2h, 4h, 6h, 8h, 16h et 24h (B) puis lysées afin 

d'analyser par immunobuvardage SHP-2 et phospho-ERK1/2 (T202/Y204). L'actine a servi de contrôle de 

charge. Expérience représentative de trois expériences indépendantes. Les cellules IEC-6 shTémoin et  

shSHP-2 ont été amenées à confluence, blessées à l'aide d'un grattoir pendant 1min, 5min, 30min et 1h (C) ou 

bien pendant 2h, 4h, 8h, 16h et 24h (D) puis lysées afin d'analyser par immunobuvardage SHP-2 et     

phospho-ERK1/2 (T202/Y204). L'actine a servi de contrôle de charge. Expérience représentative de trois 

expériences indépendantes. 
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cellules shSHP-2 en comparaison aux cellules shTémoin (Figure 35A). Par contre, 24h 

après une blessure de la monocouche de cellules, une augmentation significative de 

l'activité de RhoA est observée dans les cellules déficientes pour SHP-2 par rapport aux 

cellules témoins (Figure 35B). Afin de vérifier l’implication de l’hyperactivation de RhoA 

dans l’inhibition de la migration des cellules shSHP-2, nous avons par la suite traité nos 

populations de Caco-2/15 avec différentes concentrations d'un inhibiteur pharmacologique 

de l’effecteur de RhoA soit ROCK (Y-27632). En absence de l’inhibiteur, nous observons 

une diminution significative de la restitution des cellules shSHP-2 par rapport aux cellules 

shTémoin. Le traitement avec 5µM et de façon plus importante avec 10µM de Y-27632 

restaure la capacité de migration des cellules déficientes pour l’expression de SHP-2 

(Figure 35C).  

 

2.4.4. SHP-2 présente des substrats potentiels impliqués dans la restitution 

épithéliale intestinale  

 Nous avons voulu par la suite identifier des substrats de SHP-2 susceptibles d’être 

mobilisés dans nos cellules IEC-6 suite à une blessure. Pour ce faire, nous avons procédé à 

une expérience de protéomique quantitative de type SILAC. Plusieurs cibles ont été 

obtenues comme présentant un niveau de phosphorylation sur tyrosine plus élevé dans les 

cellules shSHP-2 comparativement aux cellules shTémoin et ce, suite à une blessure. 

Notamment, une augmentation de la phosphorylation sur tyrosine des protéines Mark 1 à 4 

ainsi que de plusieurs sous-unités de la myosine (Myh9, Myh14, Myl9;12b;Rlc-a, Myl6) a 

été détectée (Tableau 6 et Annexe 3). Toutefois, des expériences d’immunoprécipitations et 

d’immunobuvardages devront être effectuées pour confirmer si ces cibles sont de réels 

substrats de SHP-2 lors de la restitution épithéliale intestinale.  
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Figure 35: SHP-2 contrôle l'activité de la voie RhoA/ROCK lors de la restitution épithéliale intestinale. 

Les cellules Caco-2/15 shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence et l'activité de RhoA a été 

mesurée en absence de blessure (A) ou 24h suite à des blessures faites avec un grattoir (B) (n=3, * p≤0,05, 

NS: non-significatif). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (C) Les cellules Caco-2/15 

shTémoin et shSHP-2 ont été amenées à confluence et blessées à l'aide d'une lame de rasoir. Les cellules ont 

été mises dans du milieu 10% sérum contenant 2mM contenant ou non du Y-27632 (5μM ou 10μM), un 

inhibiteur de ROCK. Des photos ont été prises après 24h et à l'aide du programme ImageJ, l'aire recouverte 

par les cellules dans la blessure a été mesurée (n=3, 15 photos comptées par condition, * p≤0,05). La barre 

d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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Tableau 6: Substrats potentiels de SHP-2 mobilisés lors de la restitution épithéliale. 

 

 

Protéines 

 

Identification Non blessées 
5min 

post-blessure 

24h 

post-blessure 

Mark1; Mark2; 

Mark3; Mark4 

(MAP/microtubule 

affinity-regulating 

kinase) 

O08679; D4A6T9; 

F1LNE7; O08678; 

Q8VHF0; F1M836 

 9,19  

Myh9 

(Myosin-9) 

G3V6P7; Q62812; 

Q63862; Q62704 
 2,86 1,76 

Gsn 

(Gelsolin) 
Q3SX14; Q68FP1  1,69 3,53 

Myh14 

(Myosin-14) 
F1LNF0   1,86 

Myl9;12b;Rlc-a 

(Myosin regulatory 

light chain 9; 12B; 

RLC-A) 

Q63781; P18666; 

P13832; B0BMS8; 

Q64122 

 1,81 1,60 

Rai14 

(Ankycorbin,  

Retinoic acid-

induced protein 14 ) 

R9PXZ3; F1LM75; 

Q5U312 
 1,77 1,64 

Mtm1 

(Myotubularin) 
Q6AXQ4   1,69 

Myl6 

(Myosin light 

polypeptide 6) 

 

Q64119; B2GV99; 

M0RC91; M0RCG4; 

D3ZHA7 

 1,47 1,27 

Dmd (Dystrophin) 

F5CC78; F1LN35; 

T2F9K4; Q05485; 

Q7TPH2; Q7TPH4; 

Q7TPH3; Q9Z147; 

Q63031 

 1,45 1,35 

 

Les cellules IEC-6 ont été cultivées pendant cinq passages dans trois milieux de culture différents  

contenant des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés moyens (R6, K4) ou des acides aminés 

lourds (R10, K8). Les cellules ont été infectées avec des lentivirus shTémoin ou shSHP-2 puis 

sélectionnées. Ensuite, elles ont été amenées à confluence, mises pendant 24h dans du milieu contenant 

0,1% sérum avant d'effectuer des multiblessures à l'aide d'un grattoir pendant 5min ou 24h. Les cellules ont 

été lysées et une immunoprécipitation dirigée contre les tyrosines phosphorylées a été effectuée. Les 

protéines immunoprécipitées ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les valeurs représentent le 

ratio du nombre de peptides identifiés correspondant à une protéine donnée dans le milieu lourd (shSHP-2) 

par rapport au milieu moyen (shTémoin). (voir Annexe 3 pour la liste complète des cibles obtenues)    
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 En résumé, les résultats du chapitre 2 suggèrent que SHP-2 contrôle le niveau 

d’activation d’effecteurs de signalisation importants tels que les kinases ERK1/2 de même 

que les facteurs de transcription NFκB, STAT3 et β-caténine. En modulant ces différentes 

signalisations, SHP-2 contrôle des processus cellulaires très importants pour le maintien de 

l’homéostasie intestinale: la détermination des cellules à mucus et des cellules de Paneth, la 

composition de la flore, la perméabilité paracellulaire et la restitution épithéliale. La 

dérégulation de ces processus cellulaires peut expliquer l'apparition d'inflammation colique 

chez les souris déficientes pour l’expression épithéliale de cette phosphatase dans l’intestin.  
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Chapitre 3: Rôle de SHP-2 dans le cancer colorectal associé à la colite  

 Plusieurs maladies inflammatoires sont associées à un plus grand risque de 

développer un cancer (Balkwill et Mantovani, 2001). C’est le cas pour les maladies 

inflammatoires intestinales qui augmentent significativement le risque de développer un 

cancer colorectal et ce, en parallèle avec la durée et l’étendue de la maladie (Eaden, 2004). 

De plus, plusieurs modèles murins souffrant d’inflammation intestinale chronique 

développent avec l’âge des dysplasies et des carcinomes (Itzkowitz et Yio, 2004). Nous 

avons donc testé si l'inflammation chronique engendrée par la perte d'expression de Shp-2 

dans l’épithélium intestinal menait à une plus grande susceptibilité de développer un cancer 

colorectal.  

 

3.1. Les souris SHP-2
CEI-KO

 montrent une augmentation du nombre de cellules 

prolifératives dans leur côlon et leur intestin grêle 

 Nous avons, dans un premier temps, évalué le nombre de cellules prolifératives par 

une immunofluorescence dirigée contre l’antigène de prolifération PCNA chez les souris 

témoins et expérimentales. Dans le côlon des souris nouveau-nées, des cellules marquées 

sont présentes dans le fond des cryptes en formation sans différence notable entre les souris 

témoins et expérimentales (Figure 36A, panneaux de gauche). Toutefois, 2 semaines après 

la naissance, une augmentation du nombre de cellules marquées est observée dans les 

souris SHP-2
CEI-KO

 par rapport aux souris témoins (voir accolades). Finalement, à 1 mois, 

une délocalisation des cellules PCNA positives est présente en plus d'un plus grand nombre 

de cellules marquées chez les souris expérimentales comparativement aux souris témoins 

(Figure 36A, panneaux de droite). Rappelons qu’à cet âge, les souris SHP-2
CEI-KO 

démontrent beaucoup d’inflammation dans leur côlon (Figure 3). Des décomptes de 

cellules PCNA positives par crypte chez les souris âgées de 2 semaines démontrent une 

augmentation de 1,71 fois du nombre de cellules marquées chez les souris expérimentales 

en comparaison aux souris témoins (Figure 36B).  

 Afin de vérifier si cette augmentation de prolifération est présente seulement au 

niveau  du  côlon  de  nos  souris  expérimentales, une  immunofluorescence  dirigée  contre 
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Figure 36: Augmentation de la prolifération dans le côlon distal des souris SHP-2
CEI-KO

.  

(A) Une immunofluorescence dirigée contre le marqueur de prolifération PCNA a été effectuée sur des 

coupes de côlon distal de souris témoins et expérimentales âgées de 1 jour, 2 semaines et 1 mois. Accolade: 

zone proliférative. Barre de calibration, 50μm. (B) Le nombre de cellules marquées au PCNA a été compté 

dans 15 cryptes de côlon distal de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines (n=3 par groupe, ** 

p≤0,01). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. 
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PCNA a été faite sur des coupes d'intestin grêle de souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 

semaines (Figure 37A, voir accolades). Tel que visualisé à la Figure 37B, une augmentation 

significative du nombre de cellules PCNA positives est aussi notée dans l'intestin grêle des 

souris expérimentales par rapport aux souris témoins. Toutefois, cette augmentation est 

moins importante que celle observée dans le côlon.  

 

3.2. La prolifération est diminuée par la délétion épithéliale de Myd88 chez les souris 

SHP-2
CEI-KO

 

 Un nombre plus élevé de bactéries est présent dans le côlon en comparaison à 

l'intestin grêle (Artis, 2008). Chez les souris SHP-2
CEI-KO

, l'augmentation de la prolifération 

cellulaire est également surtout observée au niveau du côlon (Figure 36). Nous avons voulu 

vérifier si la réponse des cellules épithéliales intestinales à la microflore, via la protéine 

adaptatrice Myd88, était impliquée. Pour ce faire, une immunofluorescence dirigée contre 

le marqueur PCNA a donc été effectuée sur des coupes de côlon distal de souris témoins, 

Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 1 mois. Aucune différence n’a 

été observée entre les souris témoins et les souris Myd88
CEI-KO

. Encore une fois, un plus 

grand nombre de cellules PCNA positives est présent chez les souris SHP-2
CEI-KO

 

comparativement aux souris témoins. Finalement, la délétion épithéliale de Myd88 chez les 

souris SHP-2
CEI-KO  

diminue de façon importante le nombre de cellules marquées (voir 

accolades, Figure 38).  

 

3.3. Les souris SHP-2
CEI-KO

 âgées développent des adénocarcinomes intramuqueux et des 

adénocarcinomes infiltrants 

 Finalement, nous avons laissé vieillir des souris SHP-2
CEI-KO

 afin de vérifier si elles 

développaient des tumeurs colorectales. À l'âge de 12 à 15 mois, les souris SHP-2
CEI-KO

 

âgées de 12 à 15 mois ont un poids significativement plus petit que celui des souris témoins 

ainsi qu'un index de maladie significativement plus élevé (Figure 39A-B). Ces observations 

suggèrent que les souris expérimentales ont souffert d'inflammation colique de façon 

chronique. 



136 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37: Augmentation de la prolifération dans l'intestin grêle des souris SHP-2
CEI-KO

.  

(A) Une immunofluorescence dirigée contre le marqueur de prolifération PCNA a été effectuée sur des 

coupes d'intestin grêle de souris témoins et expérimentales âgées de 2 semaines. Accolade: zone proliférative. 

Barre de calibration, 50μm. (B) Le nombre de cellules marquées au PCNA a été compté dans 15 cryptes de 

souris témoins et SHP-2 
CEI-KO 

âgées de 2 semaines (n=3 par groupe, ** p≤0,01). La barre d’erreur représente 

l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 38: Diminution de la prolifération dans les SHP-2;Myd88
CEI-KO 

comparativement aux souris 

SHP-2
CEI-KO 

âgées de 1 mois.  

Une immunofluorescence dirigée contre le marqueur de prolifération PCNA a été effectuée sur des coupes de 

côlon distal de souris témoins, Myd88
CEI-KO

, SHP-2
CEI-KO 

et SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées 1 mois. Accolade: zone 

proliférative. Barre de calibration, 100μm. 
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Figure 39: Les souris SHP-2
CEI-KO

 âgées souffrent d’inflammation colique. 

(A) Le poids des souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées entre 12 et 15 mois a été noté (n≥20 par groupe,         

*** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur type de la moyenne. (B) L’index de maladie des souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO

 a été évalué en prenant en compte la dureté du côlon, les saignements rectaux, le sang 

dans les fèces ainsi que leur consistance (n≥20 par groupe, *** p≤0,001). La barre d’erreur représente l’erreur 

type de la moyenne. 
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 Avec l'aide de la pathologiste, Pre Marilène Paquet, des coupes de côlon distal de 

souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 âgées de 12 à 15 mois ont été analysées. Chez les souris 

témoins, aucune anomalie n'a été décelée. Par contre, toutes les souris expérimentales 

analysées ont développé une colite modérée à sévère avec de multiples lésions épithéliales 

de degré variable. Les changements histopathologiques vont de l’hyperplasie épithéliale à 

la dysplasie, à l'adénocarcinome intramuqueux (voir flèches rouges) et à l'adénocarcinome 

infiltrant (voir flèches noires) (Figure 40). Plus précisément, sur les 9 souris SHP-2
CEI-KO

 

analysées, 6 d'entre elles ont clairement développé au moins un adénocarcinome 

intramuqueux et 3 ont développé au moins un adénocarcinome infiltrant.   

 En dernier lieu, les voies de signalisation régulées par SHP-2 ont été analysées par 

immunobuvardage chez ces souris âgées. Tel que visualisé chez les souris plus jeunes 

(Figure 6), le niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2, quoique variable, semble 

aussi diminué chez les vieilles souris SHP-2
CEI-KO

 alors que le niveau de phosphorylation 

de STAT3 et de RelA est augmenté et ce, comparativement aux souris témoins (Figure 41). 

De plus, une augmentation d'expression de la β-caténine est toujours notée dans le côlon 

des souris SHP-2
CEI-KO

 âgées par rapport aux souris témoins.  

 

 En résumé, nos résultats démontrent que l’absence d’expression épithéliale de Shp-2 

dans le côlon des souris mène à une inflammation chronique et subséquemment au 

développement de cancer colorectal associé à la colite.   
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Figure 40: Les souris SHP-2
CEI-KO

 développent des adénocarcinomes intramuqueux et des 

adénocarcinomes infiltrants avec l’âge. 

Des colorations à l'hématoxyline et à l'éosine ont été effectuées sur des coupes de côlon distal de souris 

témoins et SHP-2
CEI-KO 

âgées de 12 à 15 mois. Flèches rouges: invasion des cellules tumorales à travers la 

lamina propria mais n'atteignant pas la tunique musculaire (adénocarcinome intramuqueux). Flèche bleue: 

glandes désorganisées, ramifiées, irrégulières et anguleuses. Astérisque: glande néoplasique dilatée remplie de 

mucus et de débris cellulaires. Flèches noires: invasion des cellules tumorales à travers la tunique musculaire 

(adénocarcinome infiltrant). Barre de calibration, 100μm. 
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Figure 41: Dérégulation de l’activation de STAT3, NFκB, ERK1/2 et β-caténine chez les souris 

expérimentales âgées.   

Des enrichissements de muqueuse de souris âgées de 12 à 15 mois ont été obtenus de souris témoins et    

SHP-2
CEI-KO 

afin d'analyser par immunobuvardage les voies de signalisation STAT3 (STAT3 total et phospho-

STAT3 (Y705)), NFκB (RelA total et phospho-RelA (S536)), ERK1/2 (ERK1/2 total et phospho-ERK1/2 

(T202/Y204)) et Wnt/β-caténine (β-caténine total). L'actine a servi de contrôle de charge.  
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Chapitre 4: Statut d'expression de SHP-2 chez les patients atteints de maladies 

inflammatoires intestinales 

 Nos résultats chez la souris démontrent clairement qu'une diminution d'expression 

de Shp-2 dans l’épithélium intestinal mène spontanément à l'apparition d’une colite. Nous 

avons donc voulu, par la suite, vérifier le statut d'expression de SHP-2 chez des patients 

atteints de maladies inflammatoires intestinales, soit souffrants de la maladie de Crohn ou 

de la colite ulcéreuse.  

 

4.1. Les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales présentent une 

diminution d'expression de SHP-2 

 L'expression de SHP-2 en ARNm a été d’abord évaluée par PCR quantitatives dans 

des échantillons de muqueuses de patients témoins ainsi que de patients atteints de maladie 

de Crohn ou de colite ulcéreuse. Seulement les spécimens comportant au moins 40% 

d’épithélium ont été analysés. Nos résultats montrent une diminution significative de 

l'expression en ARNm de SHP-2 tant dans les spécimens de muqueuses de patients 

souffrant de la maladie de Crohn que de la colite ulcéreuse et ce, par rapport aux spécimens 

témoins (Figure 42A). Par immunohistochimie sur des biopsies de patients témoins, le 

marquage de SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales est bien détecté tandis que ce 

marquage semble plus faible chez les patients atteints de maladie de Crohn ou de colite 

ulcéreuse (Figure 42B). Ces résultats devront toutefois être confirmés sur un plus grand 

échantillonnage de patients.        

 

4.2. Les patients atteints de colite ulcéreuse et de la maladie de Crohn expriment 

différemment les polymorphismes rs2301756 et rs3741983 

 En 2009, un groupe japonais a découvert deux polymorphismes (rs2301756 et 

rs3741983) dans les introns du gène PTPN11 codant pour SHP-2 chez les patients atteints 

de colite ulcéreuse (Narumi et al., 2009). Par PCR suivie d'un séquençage, nous avons testé 

la présence de ces deux polymorphismes dans notre banque d'échantillons de patients. Nos 

résultats préliminaires suggèrent  que les patients atteints de colite ulcéreuse  présentent une  
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Figure 42: Diminution d'expression de SHP-2 dans la muqueuse colique des patients atteints de 

maladies inflammatoires intestinales.  

(A) L'expression de PTPN11 a été analysée dans des échantillons de patients témoins ou atteints de maladies 

inflammatoires intestinales (maladie de Crohn et colite ulcéreuse). L'expression relative de ces gènes a été 

normalisée sur le gène de référence β-ACTINE (n≥6 par groupe, * p≤0,05, ** p≤0,01). La barre d’erreur 

représente l’erreur type de la moyenne. (B) Des immunohistochimies dirigées contre SHP-2 ont été effectuées 

sur des biopsies de patients témoins ou atteints de la maladie de Crohn ou de colite ulcéreuse. 

L’immunohistochimie de deux patients pour chacune des maladies est montrée. Barre de calibration, 100μm. 
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augmentation de l'allèle G par rapport à l'allèle A (rs2301756) et une augmentation de 

l'allèle T par rapport à l'allèle C (rs3741983) et ce, comparativement aux patients atteints de 

la maladie de Crohn et aux patients témoins (Tableau 7). Les patients témoins de cette 

cohorte ne présentaient pas, au moment de la prise de tissus, de signe d'inflammation 

intestinale; toutefois leur condition physique a tout de même nécessité des examens 

approfondis (prise de sang, colonoscopie, etc.). Toutefois, il est fort possible que certains 

de ces patients classés initialement parmi les patients témoins développent éventuellement 

une maladie inflammatoire intestinale. Si c’est le cas, il sera important de revérifier 

l’association avec les polymorphismes.  

 

 

 

 Nos résultats chez l'humain démontrent qu'il y a une diminution d'expression de 

SHP-2 chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales comparativement 

aux patients témoins. De plus, deux polymorphismes de PTPN11 sont retrouvés 

préférentiellement chez les patients atteints de colite ulcéreuse. 

 

 

Tableau 7: Distribution des allèles des polymorphismes de PTPN11 chez les patients atteints de 

maladies inflammatoires intestinales. 

 

Polymorphismes Allèles Témoin 
Maladie de 

Crohn 
Colite ulcéreuse 

rs2301756 
A 35/40 (85%) 22/22 (100%) 19/24 (79,2%) 

G 5/40 (15%) 0/22 (0%) 5/24 (20,8%) 

rs3741983 
C 31/40 (77,5%) 20/22 (90,9%) 17/24 (70,8%) 

T 9/40 (22,5%) 2/22 (9,1%) 7/24 (29,2%) 

 

Le sang de patients témoins (n=20), atteints de la maladie de Crohn (n=11) ou atteints de la colite 

ulcéreuse (n=12) a été prélevé puis l'ADN a été extrait. Des PCR ont été effectuées puis les produits de 

PCR ont été séquencés. Suite à des alignements de séquence, les polymorphismes rs2301756 (A/G) et 

rs3741983 (C/T) ont été détectés.  
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Discussion 

 

 SHP-2 est une protéine tyrosine phosphatase qui contrôle de nombreuses voies de 

signalisation dont les voies ERK1/2 (Dance et al., 2008), Jak/STAT (Xu et Qu, 2008) et 

NFκB (Xu et al., 2012; You et al., 2001). Cette phosphatase régule également plusieurs 

processus cellulaires incluant la prolifération (Agazie et Hayman, 2003), la migration (Yu 

et al., 1998) et la différenciation cellulaire (Kontaridis et al., 2004). À l'aide de différents 

modèles murins de délétion conditionnelle, les études effectuées soulignent l'importance de 

SHP-2 dans le maintien de l'homéostasie de plusieurs tissus et organes, dont le foie (Bard-

Chapeau et al., 2011), les poumons (Zhang et al., 2012) et le coeur (Princen et al., 2009). 

Finalement, SHP-2 est aussi impliquée dans le développement de diverses maladies 

humaines telles que le syndrome de Noonan et différents types de cancers (Bentires-Alj et 

al., 2004). Bien que la protéine tyrosine phosphatase SHP-2 soit exprimée de façon 

ubiquiste (Feng et al., 1993), son rôle dans l'épithélium intestinal n'était pas connu. 

 Notre objectif principal était donc de déterminer les rôles de SHP-2 dans les cellules 

épithéliales intestinales en proposant comme hypothèse qu’elle y contrôlait l'homéostasie 

de l'intestin en régulant des processus clés comme la prolifération, la migration et la 

différenciation cellulaires.  

 

1. Contrôle de l'homéostasie intestinale par SHP-2 

  Bien que SHP-2 soit rapportée pour avoir une expression ubiquiste (Feng et al., 

1993), nous avons tout d'abord confirmé son expression dans l'épithélium intestinal selon 

l'axe rostral-caudal (Figure 1A). Puis, afin de répondre à notre objectif, nous avons généré 

un modèle murin de délétion conditionnelle de SHP-2 via le croisement des souris         

Shp-2
flox/flox

 (Zhang et al., 2004) avec des souris transgéniques Villine-Cre exprimant la Cre 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (Madison et al., 2002). Notons que 

la perte d'expression de SHP-2 dans notre modèle murin a été autant efficace dans l'intestin 
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grêle que dans le côlon (Figure 1B), et ce même si la Cre s'exprime moins fortement dans le 

côlon que dans l'intestin grêle (Madison et al., 2002).  

 À la naissance, les souriceaux témoins et expérimentaux présentaient tous un poids 

similaire. Cependant, à partir de trois semaines, les souris SHP-2
CEI-KO

 ont rapidement 

démontré un retard de croissance important par rapport aux souris témoins (Figure 2A). Ce 

retard de croissance corrèle avec le développement d’une inflammation sévère dans le 

côlon de nos souris SHP-2
CEI-KO

; d'ailleurs celles-ci présentaient un index de maladie élevé 

contrairement aux souris témoins (Figure 3B). Macroscopiquement et histologiquement, les 

signes d'inflammation affectaient tout le côlon (Figure 3C) sans toucher l'intestin grêle. Le 

phénotype inflammatoire dans le côlon de souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 1 mois a été 

confirmé par l’observation d’une sévère désorganisation de l’architecture, principalement 

au niveau du côlon distal, qui se caractérise par un allongement des cryptes, par plusieurs 

zones d’infiltrations de cellules immunitaires, par une diminution du nombre de cellules à 

mucus ainsi que par la présence d'abcès de cryptes remplis de neutrophiles (Figure 3D-E). 

La quantification de chimiokines dans le côlon des souris expérimentales a montré une 

augmentation d'expression de CCL2, CCL5, CXCL1 et CXCL5 par rapport aux souris 

témoins (Tableau 1). Ces chimiokines servent au recrutement de cellules immunitaires 

comme les monocytes, les lymphocytes, les éosinophiles et les neutrophiles et ont été 

décrites comme pouvant être sécrétées par les cellules épithéliales intestinales (Stadnyk, 

2002). Nos résultats obtenus à l'aide de cellules en culture montrent une plus forte 

augmentation de l'expression de Cxcl1 et de Cxcl5 dans les cellules shSHP-2 

comparativement aux cellules shTémoin suite à un traitement avec le produit bactérien LPS 

(Figure 14C). Ainsi, le recrutement massif de neutrophiles observé chez les souris        

SHP-2
CEI-KO 

(Figure 3E) pourrait être la résultante d'une hypersécrétion de CXCL1 et 

CXCL5 par les cellules épithéliales intestinales. D'autres expériences seront requises afin 

de vérifier si l'augmentation d'expression de CCL2 et CCL5 provient des cellules 

épithéliales intestinales et permet le recrutement d'autres types de cellules immunitaires 

(monocytes, lymphocytes et éosinophiles). De plus, une augmentation d'expression des 

interleukines  IL-1α, IL-1β, IL-6 et IL-12 ainsi qu'une diminution d'expression d'IL-10 a 

également observé chez les souris SHP-2
CEI-KO 

comparativement aux souris témoins 

(Tableau 1). Ces interleukines, à l'exception de l'IL-12, peuvent être produites par les 
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cellules épithéliales intestinales (Stadnyk, 2002). De plus, une réduction d'expression de la 

cytokine anti-inflammatoire IL-10 pourrait participer à l'apparition de la colite chez les 

souris SHP-2
CEI-KO

 étant donné que les souris Il10
-/-

 développent spontanément de 

l'inflammation intestinale lorsqu’elles sont hébergées dans une animalerie conventionnelle 

(Berg et al., 1996). Ces résultats ont donc révélé un rôle jusque-là insoupçonné de SHP-2 

dans la protection de l'épithélium colique contre l'inflammation.   

 Chez l'homme, il existe principalement deux types de maladies inflammatoires 

intestinales: la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. La maladie de Crohn est une 

maladie qui peut toucher toutes les parties du tube digestif, de la bouche à l’anus; 

l'inflammation est généralement transmurale et discontinue. Sur des coupes histologiques, 

des agrégations de macrophages formant des granulomes sont fréquemment observées 

(Xavier et Podolsky, 2007). Une réponse immunitaire excessive de type Th1 (IL-2 et IFNγ) 

est également présente (Breese et al., 1993). La colite ulcéreuse affecte plutôt une région 

localisée du tube digestif soit le côlon, l’anus et le rectum. L'inflammation est superficielle 

et n'affecte que la muqueuse et la sous-muqueuse. Au niveau histologique, la colite 

ulcéreuse se caractérise par une forte infiltration de neutrophiles dans la lamina propria de 

même que dans les cryptes où ils forment des abcès de cryptes (Xavier et Podolsky, 2007). 

Ainsi, les souris SHP-2
CEI-KO 

ont développé une inflammation qui s'apparente plus à la 

colite ulcéreuse qu'à la maladie de Crohn (Figure 3). 

 Suite à la publication de notre article en 2013 (Coulombe et al., 2013), deux autres 

groupes de recherche ont aussi généré des souris n'exprimant pas Shp-2 spécifiquement 

dans les cellules épithéliales intestinales. Dans leur étude, Heuberger et collaborateurs ont 

croisé des souris Shp-2
flox/flox 

ciblant les exons 3 et 4 de Shp-2 (Grossmann et al., 2009) 

avec une souris Villine-Cre développée par le groupe du Pre Sylvie Robine (el Marjou et 

al., 2004). Tout comme nous, ils rapportent que leurs souris expérimentales ont un poids 

significativement plus petit que leurs souris témoins et développent une colite caractérisée 

par de la diarrhée et des saignements rectaux. Ils ont également observé une diminution du 

nombre de cellules à gobelet chez leurs souris mutantes (Heuberger et al., 2014). Pour leur 

part, le groupe de Yamashita et collaborateurs a croisé des souris Shp-2
flox/flox 

ciblant l'exon 

11 de Shp-2 contenant le domaine PTP (Fornaro et al., 2006) avec la même souris     
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Villine-Cre que nous avons utilisée (Madison et al., 2002). Ils ont d'ailleurs obtenu des 

résultats similaires aux nôtres quant aux poids, à l'index de maladie et à l'histologie du 

côlon des souris expérimentales par rapport aux souris témoins. Toutefois, ils ont aussi 

observé dans quelques zones de l'intestin grêle des souris expérimentales âgées de 3 

semaines un peu l'inflammation (Yamashita et al., 2014). Ainsi, trois groupes indépendants, 

dont le nôtre, ont obtenu des résultats similaires en utilisant différents modèles murins de 

délétion conditionnelle de Shp-2 spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales. 

Cela  confirme le rôle essentiel de cette tyrosine phosphatase dans le maintien de 

l'homéostasie intestinale.     

   

2. Rôles anti-inflammatoires de SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales 

 L'épithélium intestinal remplit plusieurs fonctions. Il forme une barrière physique et 

chimique entre le contenu de la lumière intestinale et les cellules sous-jacentes en plus de 

réguler la réponse immunitaire (Peterson et Artis, 2014). Il n'est donc pas étonnant que de 

multiples défauts dans les cellules épithéliales intestinales aient été rapportés chez des 

personnes souffrant d’une maladie inflammatoire intestinale (Roda et al., 2010). Nous 

avons donc voulu comprendre par quels mécanismes cellulaires et moléculaires la perte 

d'expression de Shp-2 dans les cellules épithéliales menait à l'apparition d'inflammation 

dans le côlon.  

 

2.1. SHP-2 contrôle plusieurs voies de signalisation qui régulent le maintien de 

l’homéostasie intestinale et la réponse inflammatoire 

 La microflore intestinale joue un grand rôle dans le développement de 

l'inflammation. En effet, la majorité des modèles murins développant spontanément une 

colite dans une animalerie conventionnelle n'en développent pas dans un environnement 

stérile (Kim et al., 2005). Aussi, le traitement des patients avec des antibiotiques entraîne 

des effets bénéfiques pour ceux-ci (Khan et al., 2011; Sutherland et al., 1991; Wang et al., 

2012). Plusieurs de nos résultats suggèrent fortement que la présence des bactéries dans la 
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lumière intestinale est nécessaire au développement de l'inflammation colique observée 

chez nos souris expérimentales. Premièrement, à la naissance, alors que la lumière 

intestinale est un environnement stérile (Artis, 2008), aucun signe d'inflammation n'est 

observé chez nos souris expérimentales (Figure 4A). L'inflammation apparaît après le 

sevrage, lors de la colonisation massive du côlon par la microflore. Deuxièmement, 

l'inflammation observée dans les souris SHP-2
CEI-KO 

affecte seulement le côlon sans toucher 

l'intestin grêle. D'ailleurs, le nombre de microorganismes par mL passe de 10
3
-10

5
 dans 

l'intestin grêle à 10
9
-10

12
 dans le côlon (Artis, 2008); cela pourrait ainsi expliquer la 

présence d'inflammation seulement dans le côlon de nos souris expérimentales. 

Troisièmement, des traitements aux antibiotiques des souris SHP-2
CEI-KO 

atténuent 

grandement l'inflammation (Figure 9A-B).  Finalement, la délétion conditionnelle de la 

protéine adaptatrice Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales chez les souris      

SHP-2
CEI-KO 

diminue les signes d'inflammation comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO

 à 

l'âge de 1 mois (Figure 10B-D). Néanmoins, avec le temps, les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

finissent par développer une colite; ainsi la délétion de Myd88 dans les cellules épithéliales 

intestinales entraîne seulement un retard dans l'apparition de l'inflammation (Figure 11). 

Ceci peut s'expliquer du fait que d'autres protéines adaptatrices utilisées par les TLRs 

comme Mal, TRIF, TRAM et SARM peuvent compenser pour la perte d'expression de 

Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales.     

 Plusieurs études rapportent que SHP-2 contrôle des voies de signalisation 

importantes pour la cellule. Nous avons donc évalué l'activation de plusieurs de ces voies 

de signalisation effectrices avant le début de la colite. Nos résultats montrent que dans 

l’épithélium des souris SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines, une hyperactivation de la voie 

Wnt/β-caténine et des facteurs de transcription STAT3 et NFκB est présente (Figures 6-7). 

À l'inverse, une diminution d'activation des kinases ERK1/2 est observée chez les souris 

expérimentales à cet âge (Figure 6B).       

 

2.1.1. Régulation de NFκB par SHP-2 

 La voie de signalisation NFκB est activée par plusieurs cytokines (par exemple:   

IL-1β, TNFα) et produits bactériens (par exemple: LPS, flagelline) (Karrasch et Jobin, 
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2008). Plusieurs évidences suggèrent que NFκB joue un rôle central dans le développement 

de l'inflammation dans l’intestin. Tout d'abord, ce facteur de transcription est activé et 

nucléaire dans des biopsies de côlon provenant de patients atteints de maladie 

inflammatoire intestinale (Andresen et al., 2005; Rogler et al., 1998; Schreiber et al., 

1998). L'inhibition de la voie NFκB via l'utilisation d'oligonucléotides antisens ciblant p65 

(RelA) ou d'un peptide bloquant NEMO (IKKγ) diminue les signes d'inflammation chez les 

souris ayant été traitées avec un agent induisant une colite chimique ainsi que chez les 

souris déficientes pour la cytokine anti-inflammatoire Il-10 (Dave et al., 2007; Neurath et 

al., 1996; Shibata et al., 2007). Toutefois, certains travaux ont aussi montré que l’activation 

de NFκB pouvait exercer un rôle protecteur dans l’épithélium intestinal. Par exemple, les 

souris déficientes pour l’expression épithéliale de NEMO (IKKγ), une composante 

importante de la voie NFκB, développent spontanément une colite due, entre autres, à une 

augmentation de cellules en apoptose (Nenci et al., 2007). NFκB est en effet connu pour 

être capable d’induire l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la survie cellulaire 

incluant Bcl-XL (Chen et al., 2000; Greten et al., 2004), FLIP (Kreuz et al., 2001) et des 

membres de la famille IAP (inhibitor of apoptosis) (Stehlik et al., 1998a; Stehlik et al., 

1998b). Ces études ainsi que d’autres (Karrasch et Jobin, 2008; Pasparakis, 2009) suggèrent 

donc que tant la perte d’activité de NFκB que son hyperactivation soutenue sont délétères 

pour l’épithélium colique. Ce facteur doit donc être finement et strictement contrôlé pour le 

bon maintien de l’homéostasie de l’intestin. Des études précédentes ont déjà rapporté que 

SHP-2 pouvait moduler la signalisation menant à l’activation de NFκB. Par exemple, dans 

les fibroblastes murins, SHP-2 régule positivement l’activation de NFκB en réponse à    

l'IL-1α et au TNFα (You et al., 2001). À l'inverse, dans les macrophages, une stimulation 

par le produit bactérien LPS montre plutôt que SHP-2 régule négativement l’activation de 

NFκB (Xu et al., 2012). Chez nos souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines, une 

hyperactivation de NFκB a été observée (Figure 6D). Également, dans les cellules 

épithéliales intestinales en culture, les IEC-6, l’activation de NFκB en réponse au LPS est 

plus forte lorsque l’expression de SHP-2 est réduite (Figure 14B). Ces résultats suggèrent 

donc que SHP-2 contrôle l'activation de ce facteur de transcription dans les cellules 

épithéliales intestinales en présence d'une stimulation soit par les bactéries ou soit par des 

cytokines. Or, à l'âge de 2 semaines, aucune cytokine quantifiée dans notre essai et connue 
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pour activer ce sentier de signalisation n’a montré d’augmentation significative 

d'expression (Tableau 1). Ceci suggère donc que l'hyperactivation de NFκB présente dans 

les souris SHP-2
CEI-KO 

pourrait être le résultat d'une stimulation par les bactéries. En effet, 

la délétion épithéliale de Myd88 dans les souris SHP-2
CEI-KO 

ramène au niveau contrôle le 

niveau d’activation de NFκB chez les souris âgées de 1 mois (Figure 12A). La protéine 

adaptatrice Myd88 participe à la signalisation de tous les récepteurs TLRs, à l'exception de 

TLR3, ainsi qu'à la signalisation du récepteur de l'IL-1 (Janssens et Beyaert, 2002). Afin de 

vérifier si SHP-2 régule l'ensemble des voies de signalisation dépendantes de Myd88, les 

cellules IEC-6 déficientes ou non pour l’expression de SHP-2 ont été traitées avec de     

l'IL-1β (Figure 13), de la flagelline activant TLR5 (Figure 14A) et du LPS activant TLR4 

(Figure 14B). Nos résultats démontrent que seul le traitement au LPS entraîne 

l’hyperactivation de NFκB en absence de SHP-2. Ainsi, SHP-2 semble agir de façon ciblée 

dans la signalisation dépendante de Myd88, soit ici sur la signalisation TLR4. Également, 

dans les hépatocytes murins, une diminution d'expression de Shp-2 entraîne 

l’hyperactivation de NFκB et une diminution d'activation de ERK1/2 en réponse au LPS 

(Bard-Chapeau et al., 2011). Par contre, le mécanisme d'action de SHP-2 dans la 

signalisation TLR4/Myd88 reste encore à élucider. Néanmoins, nos analyses par 

spectrométrie de masse dans les cellules IEC-6 (Tableau 3) suggèrent que la protéine ITCH 

pourrait être un substrat de SHP-2 impliqué dans la voie NFκB. D'ailleurs, dans les 

fibroblastes, ITCH est connu pour être un régulateur négatif de cette voie de signalisation 

en réponse au TNFα, à l'IL-1 et au LPS (Shembade et al., 2008). Plus précisément, ITCH 

forme un complexe protéique avec A20 (Shembade et al., 2008), une enzyme qui 

déubiquitine TRAF6 sur K63 (Boone et al., 2004). Ainsi, en régulant le niveau 

d'ubiquitination de TRAF6, A20 régule le niveau d'activation de la voie NFκB. De plus, 

dans les macrophages, SHP-2 interagit avec la protéine TRAF6. En fait, en absence de 

SHP-2 dans ces cellules, une hyperactivation de NFκB de même qu'une forte ubiquitination 

de TRAF6 sont présentes (Xu et al., 2012). Il est donc possible que SHP-2 contrôle 

l'activité de la voie NFκB en contrôlant la phosphorylation sur tyrosine de la protéine ITCH 

et donc régule indirectement l'ubiquitination de TRAF6 nécessaire à l'activation de ce 

sentier de signalisation.  
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 Nos résultats avec NFκB suggèrent ainsi que l’absence de Shp-2 sensibilise les 

colonocytes à l’établissement du microbiote après la naissance. En effet, il est bien connu 

que l’épithélium intestinal développe plusieurs stratégies suivant les deux premières 

semaines de vie pour tolérer cette microflore qui s’installe. Plusieurs mécanismes 

inhibiteurs de la signalisation des TLRs ont été d’ailleurs identifiés. À titre d’exemple, 

mentionnons les protéines Tollip (Otte et al., 2004; Zhang et Ghosh, 2002), PPARγ, A20 et 

SIGIRR (Shibolet et Podolsky, 2007) qui ultimement freinent l’activation de NFκB. Nos 

résultats suggèrent donc que SHP-2 pourrait aussi participer au développement de cette 

tolérance pour protéger l’épithélium contre une signalisation TLR aberrante ou trop forte 

qui conduirait à de l’inflammation.  

 

2.1.2. Régulation de STAT3 par SHP-2 

 La voie Jak/STAT3 est activée par diverses cytokines incluant les membres de la 

famille de l'IL-6. Chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales ainsi que 

dans des modèles expérimentaux de colite, une augmentation d'IL-6 et de la 

phosphorylation de STAT3 est observée (Pickert et al., 2009; Suzuki et al., 2001; Wang et 

al., 2010). L'hyperphosphorylation de STAT3 est présente à la fois dans les cellules 

épithéliales intestinales et les cellules immunitaires (Mudter et al., 2005). Ces études 

suggèrent donc que l'hyperactivation de STAT3 participe au développement de 

l'inflammation dans l’intestin. Paradoxalement, la délétion conditionnelle de Stat3 dans les 

cellules épithéliales intestinales chez la souris révèle plutôt un rôle protecteur de ce facteur 

de transcription. En effet, ces souris développent beaucoup plus d’inflammation en réponse 

au DSS. Cette réponse exacerbée à cet agent chimique serait due à des défauts dans la 

réparation de blessures (Pickert et al., 2009). De plus, STAT3 régule l’expression de 

plusieurs gènes associés à la survie cellulaire notamment Bcl-XL, Survivin et Hspa1a 

(Hsp70) (Bollrath et al., 2009; Gritsko et al., 2006; Yu et Jove, 2004). Toutefois, dans notre 

modèle murin, une hyperactivation de STAT3 a été observée au niveau des cellules 

épithéliales coliques et ce, très rapidement après la naissance (Figure 6E-G). Il serait 

pertinent de vérifier la contribution de cette hyperactivation dans l'apparition de la colite en 

traitant, par exemple, les souris SHP-2
CEI-KO 

avec un inhibiteur pharmacologique de STAT3 
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ou bien en effectuant des croisements de souris avec les souris Stat3
flox/flox

. Ainsi comme 

pour NFκB, on pourrait spéculer que tant l’absence de STAT3 que son hyperactivation sont 

néfastes pour l’épithélium intestinal. L’hyperphosphorylation de STAT3 chez nos souris 

SHP-2
CEI-KO

 ne nous a pas surpris. En effet, plusieurs études ont démontré que SHP-2 

régule l'activation des voies Jak/STAT (Lehmann et al., 2003; Wu et al., 2002; Yu et al., 

2000). Par exemple, via sa liaison à la sous-unité gp130 du récepteur de l'IL-6, SHP-2 

régule négativement la signalisation Jak/STAT3 (Lehmann et al., 2003; Tebbutt et al., 

2002). D'ailleurs, la mutation du site de liaison de SHP-2/SOCS3 entraîne une 

hyperactivation de la signalisation Jak/STAT3, mais bloque également l'activation de la 

signalisation ERK1/2. Il est intéressant de noter que le traitement à l'IL-6 de cellules 

épithéliales intestinales sous-exprimant SHP-2 engendre une hyperphosphorylation de 

STAT3 (Figure 8). De plus, même en absence de traitement à l'IL-6, une 

hyperphosphorylation basale de STAT3 est observée dans les cellules IEC-6 shSHP-2 

(Figure 8) et cette hyperphosphorylation est également présente dans les extraits totaux de 

côlon de souris SHP-2
CEI-KO 

nouveau-nées (Figure 6E). À cet âge, l'activation de STAT3 

n'est vraisemblablement pas attribuable à l’augmentation de sécrétion d'IL-6 puisque nous 

n’avons pas détecté de hausse d’expression d’IL-6 dans la muqueuse de nos souris 

mutantes avant 3 semaines (Tableau 1). Cette augmentation de sécrétion d'IL-6 présente à 3 

semaines chez les souris expérimentales surgit ainsi après l’hyperactivation de la voie 

NFκB détectée 2 semaines après la naissance (Figure 6D). Ainsi, nos résultats suggèrent 

que SHP-2 pourrait réguler directement l'activation de STAT3, soit en déphosphorylant 

directement Jak2 (Ali et al., 2003) ou STAT3 (Zhang et al., 2009). Néanmoins, la forte 

augmentation d’IL-6 observée à l'âge de 3 semaines suggère que cette cytokine contribue 

par la suite à maintenir l’hyperactivation de STAT3 chez nos souris mutantes. 

 Les études in vitro démontrent que le traitement des cellules épithéliales intestinales 

IEC-6 au LPS induit aussi une augmentation d'expression du gène Il-6 (Meyer et al., 1994). 

Également, des études chez la souris montrent que la protéine adaptatrice Myd88 est 

nécessaire à l'induction d'IL-6 par la microflore (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Cette 

régulation d'expression d'IL-6 par la microflore via la voie NFκB pourrait donc expliquer la 

diminution de phosphorylation de STAT3 notée chez les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

par 

rapport aux souris SHP-2
CEI-KO

 (Figure 12B). Il est ainsi possible qu'en absence de Shp-2, 



154 

une hyperactivation de la voie NFκB par la microflore entraîne une plus grande production 

d'IL-6 et donc une plus grande activation de la voie Jak/STAT3. D'ailleurs, nos résultats 

préliminaires de PCR quantitatives vont en ce sens; dans les souris SHP-2
CEI-KO

,
 
une 

induction d'Il-6 est présente tandis que les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

 en expriment moins 

(résultats non montrés).  

 

2.1.3. Régulation des kinases ERK1/2 par SHP-2 

 L’épithélium des souris déficientes pour Shp-2 démontre, rapidement après la 

naissance, une baisse du niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2 (Figure 6A-B). Ce 

résultat ne nous a pas surpris car SHP-2 est un régulateur positif connu de l’activation de la 

voie RAS/ERK MAPK en réponse aux facteurs de croissance et ce, dans plusieurs types 

cellulaires différents (Agazie et Hayman, 2003; Bennett et al., 1994; Montagner et al., 

2005). SHP-2 régule l'activation de cette voie via plusieurs mécanismes d'action dont l'un 

en formant un complexe avec les protéines de Grb2 et Sos, un mécanisme  indépendant de 

son activité enzymatique (Bennett et al., 1994). SHP-2 peut également déphosphoryler 

Grb2 (Ahmed et al., 2013). D'ailleurs, la phosphorylation sur la tyrosine 209 de Grb2 

module son interaction avec Sos, ce qui régule l'activation de la voie ERK1/2 (Li et al., 

2001). Nos analyses de spectrométrie de masse suggèrent que Grb2 pourrait être un substrat 

potentiel de SHP-2 en réponse au LPS dans les cellules épithéliales intestinales (Tableau 3). 

Bien que la protéine Grb2 n'ait pas été associée à la signalisation des TLRs jusqu'à présent, 

il est possible qu’en réponse au LPS, SHP-2 contrôle l’activation des ERK1/2 via la 

déphosphorylation de Grb2. Cette hypothèse devra donc être vérifiée dans le futur. 

 La voie ERK1/2 est principalement activée par des facteurs de croissance tels que 

l’EGF et le PDGF mais également par des hormones, des cytokines et des produits 

bactériens. Cette voie de signalisation est surtout connue pour son implication dans la 

prolifération des cellules épithéliales intestinales (Aliaga et al., 1999; Rivard et al., 1999) 

alors que son rôle dans l'inflammation intestinale est beaucoup moins connu. Néanmoins, la 

voie ERK1/2 peut participer à la production de cytokines et chimiokines. En effet, cette 

voie de signalisation induit la production de CCL20 en réponse à l'IL-21 dans les cellules 

épithéliales intestinales (Caruso et al., 2007). Aussi, Yan et collaborateurs ont démontré 
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que la voie ERK1/2 est hyperactivée dans des extraits de côlon de souris Il-10-/- ayant une 

colite active telle que visualisée par une augmentation de la phosphorylation de Raf-1 ainsi 

que de ERK1/2 (Yan et al., 2004). De plus, l'inhibition de Ras, via l'utilisation de Salirasib, 

diminue les signes de colite induite par le DSS (Oron et al., 2012). Par contre, la petite 

protéine G Ras n'active pas seulement la voie ERK1/2 et de ce fait, l'effet du Salirasib ne 

peut pas être attribué spécifiquement à son effet activateur sur ces kinases. À l'inverse, des 

souris n'exprimant pas l'isoforme Raf-1 dans les cellules épithéliales intestinales sont plus 

susceptibles à une colite induite chimiquement et ce, dû à l’augmentation du nombre de 

cellules apoptotiques. Dans ces souris, une diminution d'activation de ERK1/2 corrèle aussi 

avec une diminution de la prolifération pendant la phase de récupération suite cette colite 

(Edelblum et al., 2008).  

 Chez nos souris expérimentales, nous avons effectivement observé une diminution 

importante de la phosphorylation de ERK1/2 précédant l'apparition de la colite (Figure 6B). 

Dans l'optique de vérifier quelle est la contribution de l'inhibition des ERK1/2 dans le 

développement de l’inflammation chez nos souris SHP-2
CEI-KO

, un croisement a été effectué 

avec une souris transgénique exprimant la mutation activatrice V600E dans B-Raf (Dankort 

et al., 2007). Il est intéressant de noter que l'inflammation colique est fortement diminuée 

chez les souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA 

comparativement aux souris SHP-2
CEI-KO 

(Figure 

16). Deux groupes, ceux de Yamashita et de Heuberger, ont aussi récemment démontré que 

la baisse d'activation des ERK1/2 en absence de Shp-2 contribue grandement au 

développement de la colite (Heuberger et al., 2014; Yamashita et al., 2014). En effet, le 

groupe de Yamashita et collaborateurs (Yamashita et al., 2014) a exprimé une forme 

oncogénique de KRAS (KRas
G12D

) dans l’épithélium intestinal des souris déficientes pour 

Shp-2 alors que le groupe de Heuberger (Heuberger et al., 2014) a exprimé une forme 

constitutive active de MEK1 (Mek1DD). Dans les deux cas, la résultante était une 

inhibition importante de l’inflammation colique. Ces résultats confirment donc que la voie 

ERK1/2 joue un rôle critique dans le maintien de l'homéostasie dans le côlon.  

 Comme démontré précédemment, l'inflammation présente dans les souris          

SHP-2
CEI-KO 

dépend de la présence des bactéries (Figure 9) et en partie, de la signalisation 

Myd88 (Figure 10). Toutefois, même si la délétion épithéliale de Myd88 atténue 
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l’inflammation, elle ne restaure pas le niveau d’activation des ERK1/2 (Figure 12D). Ces 

résultats suggèrent que contrairement à la phosphorylation de NFκB et STAT3, l’inhibition 

des ERK1/2 observée chez nos souris mutantes n’est pas attribuable à une signalisation 

dépendante de Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales. 

  

2.1.4. Régulation de la β-caténine par SHP-2 

 La voie Wnt/β-caténine joue un rôle essentiel dans la prolifération des cellules 

épithéliales intestinales ainsi que la détermination et la différenciation des cellules de 

Paneth (Scoville et al., 2008). Lorsque la maladie de Crohn touche l'intestin grêle, plusieurs 

défauts au niveau des cellules de Paneth ont été répertoriés dont une diminution 

d'expression des α-défensines HD5 et HD6 (Wehkamp et al., 2007). Cette diminution 

d'expression de peptides antimicrobiens corrèle avec une diminution d'expression de 

protéines clés de la voie Wnt/β-caténine soit le corécepteur LRP6 et le facteur de 

transcription TCF4 (Koslowski et al., 2012; Wehkamp et al., 2007). À l'inverse, dans des 

biopsies de côlon de patients ayant une colite ulcéreuse, une augmentation d'expression de 

plusieurs Wnts est présente dont une induction de presque 50 fois du facteur Wnt3a 

activant la voie canonique (Wnt/β-caténine). Une augmentation d'expression des récepteurs 

Frizzled 3 et 4 ainsi qu'une diminution d'expression de Frizzled 1 et 5 sont également 

détectées (You et al., 2008). Shenoy et collaborateurs ont aussi remarqué la présence accrue 

de β-caténine nucléaire dans les cryptes coliques provenant de patients atteints de maladies 

inflammatoires intestinales par rapport aux patients sains (Shenoy et al., 2012). Ces 

résultats montrent que la voie Wnt/β-caténine peut être activée dans le côlon lors 

d'inflammation intestinale. Chez nos souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 2 semaines, une 

augmentation d'expression de la β-caténine (Figure 7B) ainsi que de ses gènes cibles 

(Axin2, Ccnd1, Lyz1 et Mmp7) (Figure 7D et 19B) est observée dans des extraits de 

muqueuse colique. Notons qu’à la naissance, l'expression de la β-caténine n'est pas 

significativement modulée (Figure 7A) de même que l’expression des gènes cibles Axin2 et 

Ccnd1 (Figure 7C). Cette observation suggère donc que la microflore pourrait participer au 

mécanisme de régulation de la voie Wnt/β-caténine par la phosphatase SHP-2. En effet, la 

délétion de la protéine Myd88 dans les souris SHP-2
CEI-KO

 entraîne une diminution 
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d'expression de la β-caténine par rapport aux souris SHP-2
CEI-KO 

(Figure 12C). De plus, une 

diminution d'expression de l'Axin2, un gène cible de la voie Wnt/β-caténine, est aussi 

détectée dans le côlon de souris axéniques par rapport à des souris hébergées dans une 

animalerie conventionnelle (Neumann et al., 2014). Dans les cellules épithéliales 

intestinales et les macrophages, le traitement au LPS induit également une augmentation 

d'expression de la β-caténine via la voie de signalisation PI3K/AKT (Gong et al., 2012; 

Santaolalla et al., 2013). Bien que dans certains types cellulaires SHP-2 ait été montré 

comme régulant la voie PI3K/AKT (Kwon et al., 2006; Zhang et al., 2002), nos résultats 

montrent peu de modulation dans l'activation de la kinase AKT chez les souris SHP-2
CEI-KO 

(résultats non montrés). Il est donc peu probable que l'augmentation d'expression de la      

β-caténine observée dans les souris SHP-2
CEI-KO  

provienne d'un effet de cette phosphatase 

sur la voie PI3K/AKT. Toutefois, nos analyses de spectrométrie de masse montrent que la 

β-caténine est hyperphosphorylée sur tyrosine dans les cellules IEC-6 sous-exprimant  

SHP-2 et stimulées au LPS (Tableau 3). Ceci est d’ailleurs en accord avec l’étude de 

Grinnell et collaborateurs qui a montré que l’activation du TLR4 dans des cellules 

endothéliales de poumon augmente la phosphorylation sur tyrosine de la β-caténine 

(Grinnell et al., 2012). Plusieurs sites de phosphorylation sur la β-caténine ont déjà été 

identifiés (tyrosines 86, 142 et 654) (Piedra et al., 2001; Roura et al., 1999). Entre autres, la 

phosphorylation de la tyrosine 654 régule l'activité transcriptionnelle de la β-caténine en 

diminuant son interaction avec la E-cadhérine tout en augmentant son interaction avec TBP 

(Piedra et al., 2001). D'ailleurs, notre équipe a déjà rapporté que la tyrosine phosphatase 

SHP-1 déphosphoryle les tyrosines 86 et 654 de la β-caténine. Nos résultats antérieurs 

démontrent aussi que la phosphorylation de ces tyrosines augmente l'activité 

transcriptionnelle de la β-caténine (Simoneau et al., 2011).  

 

2.2. SHP-2 contrôle la détermination des cellules de l’épithélium intestinal  

 L'épithélium intestinal joue un rôle de barrière entre le contenu de la lumière 

intestinale et les tissus sous-jacents. Le rôle de barrière chimique est assuré par 

principalement deux types cellulaires différenciés: les cellules à gobelet qui sécrètent du 
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mucus (McGuckin et al., 2009) et les cellules de Paneth qui sécrètent une multitude de 

peptides antimicrobiens (Gallo et Hooper, 2012).  

 Les cellules à mucus sécrètent donc des mucines formant une couche protectrice 

pour les cellules épithéliales intestinales contre l'érosion produite par le passage des selles 

ainsi que contre les bactéries commensales et pathogènes (Magalhaes et al., 2007; 

McGuckin et al., 2009). Plusieurs défauts au niveau des cellules à gobelet ont été détectés 

chez les patients atteints d'une maladie inflammatoire intestinale. Par exemple, dans la 

colite ulcéreuse, une diminution du nombre de cellules à gobelet, de l'expression de MUC2 

ainsi que de la couche protectrice de mucus est observée (Einerhand et al., 2002; Sheng et 

al., 2012). Des défauts similaires à ceux-ci ont été observés chez les souris SHP-2
CEI-KO

. À 

la naissance, un marquage des mucines similaire entre les souris témoins et expérimentales 

a été visualisé (Figure 17A-B). Par contre, dès 2 semaines, une forte diminution du 

marquage des mucines acides et neutres a été observée (Figure 17A-B). En fait, une 

diminution de près de 50% du nombre de cellules à mucus a été notée (Figure 18A) et ce, 

avant l'apparition de la colite. Cette réduction du marquage des mucines corrèle aussi avec 

la diminution des marqueurs de cellules à mucus Muc2 et Tff3 (Figure 18C). Il est 

intéressant de noter que les souris invalidées pour le gène Muc2 développent spontanément 

de l'inflammation colique (Van der Sluis et al., 2006) tandis que les souris Tff3-/- ne 

développent pas de façon spontanée de l'inflammation intestinale mais sont plus 

susceptibles à une colite induite chimiquement (Mashimo et al., 1996). Ainsi, la diminution 

d'expression de Muc2 et Tff3 contribue certainement à l'apparition de l’inflammation chez 

les souris SHP-2
CEI-KO

.  En fait, une réduction de la couche de mucus est dangereuse pour 

l'épithélium puisque cela permet aux bactéries présentes dans la lumière intestinale d'entrer 

en contact avec les cellules épithéliales intestinales de façon plus directe et d’induire une 

réponse pro-inflammatoire localement (Chen et al., 2014; Johansson, 2014). En accord 

avec cela, le traitement aux antibiotiques des souris SHP-2
CEI-KO 

atténue grandement la 

sévérité de la colite (Figure 9).  

 La phosphatase SHP-2 régule la différenciation de plusieurs types cellulaires 

incluant les chondrocytes (Bowen et al., 2014), les adipocytes (He et al., 2013), les 

neurones (Hadari et al., 1998) et les myoblastes (Kontaridis et al., 2004). Nos résultats 
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montrent cependant que même si le nombre de cellules à mucus est diminué, leur 

maturation ne semble pas affectée chez les souris mutantes. En effet, tant dans les souris 

témoins que dans les souris expérimentales, les cellules à mucus présentent de grosses 

vacuoles remplies de mucus et sont bien polarisées (Figure 18D).  

 Afin de mieux comprendre les événements initiateurs de l'inflammation intestinale 

chez nos souris expérimentales, une puce à ADN a été effectuée sur des extraits de côlons 

de souris témoins et SHP-2
CEI-KO

 nouveau-nées. Étonnamment, une hausse d’expression de 

plusieurs peptides antimicrobiens a été détectée chez les souris expérimentales (Tableau 4 

et Annxe 2). À la naissance et de façon plus soutenue à 2 semaines, l’augmentation 

significative des transcrits de Defa, de Reg3β et de Lyz1 a été confirmée (Figure 19A-B). 

L’augmentation d'expression de Defa (α-défensines) et de Lyz1 (lyzozyme 1) est 

particulièrement surprenante puisque ces peptides antimicrobiens sont produits 

exclusivement par les cellules de Paneth localisées dans l'intestin grêle (Bevins et Salzman, 

2011). Par une coloration à l'hématoxyline et à l'éosine, les cellules de Paneth présentent 

une forme pyramidale, contiennent des granules éosinophiles et se situent au fond des 

cryptes de l'intestin grêle (Figure 21A). D'ailleurs, des cellules contenant des granules 

éosinophiles et se situant dans le bas de crypte colique ont été remarquées chez les souris 

expérimentales dès l'âge de 2 semaines (Figure 21B). Ces cellules expriment le peptide 

antimicrobien lysozyme (Figure 22). Ces observations suggèrent que la perte d'expression 

de Shp-2 dans le côlon des souris entraîne l'apparition de cellules exprimant le lysozyme et 

ce, de façon concomitante à la diminution du nombre de cellules à mucus. Nos analyses par 

comarquage ont montré que les cellules exprimant le lysozyme coexpriment les mucines 

(Figure 23C). Un tel comarquage a été antérieurement rapporté par différents groupes et a 

été associé à des cellules intermédiaires, des cellules présentant le double phénotype 

gobelet/Paneth (Calvert et al., 1988; Kamal et al., 2001; Troughton et Trier, 1969). Ces 

cellules rares seraient un progéniteur commun des cellules à gobelet et Paneth dans 

l’intestin grêle. Par microscopie électronique, ces cellules intermédiaires sont aussi 

facilement repérées par leurs granules de sécrétion d’apparence intermédiaire entre ceux 

des cellules de Paneth et à gobelet comme observé dans le côlon de nos souris 

expérimentales (Figure 23A).   
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Lors de la colite ulcéreuse, une augmentation d'expression de plusieurs peptides 

antimicrobiens (HD-5, HD-6, sPLA2 et LYZ1) est souvent détectée dans le côlon des 

patients (Shi, 2007). De plus, la présence de cellules de Paneth métaplasiques a également 

été rapportée dans les zones enflammées (Paterson et Watson, 1961). Il est possible que ces 

cellules observées chez les patients ayant une maladie inflammatoire intestinale soient en 

fait des cellules intermédiaires, des cellules dont le phénotype se situe entre celui des 

cellules de Paneth et celui des cellules à gobelet. La présence des cellules de Paneth 

métaplasiques dans le côlon est généralement vue comme un mécanisme de protection de 

l’épithélium contre l’inflammation chronique. Or, il est également possible que ces cellules 

participent à l'apparition de l'inflammation intestinale soit en entraînant une diminution du 

nombre de cellules à mucus (Johansson, 2014; Van der Sluis et al., 2006) ou soit en 

modulant la composition de la microflore via la sécrétion de peptides antimicrobiens (Lupp 

et al., 2007; Salzman et al., 2010). 

 L’absence de Shp-2 dans l’épithélium colique semble altérer la détermination en 

cellules à gobelet au profit d’une population de cellules intermédiaires exprimant des 

marqueurs de cellules de Paneth. Au niveau du grêle, nous n’avons pas observé de hausse 

de cellules intermédiaires. Par contre, une augmentation d'expression de plusieurs peptides 

antimicrobiens (Defa, Lyz1, Reg3β et Reg3γ) a été observée dans l'intestin grêle de nos 

souris expérimentales (Figure 20A-B) (Wilson et al., 1999). Ces résultats sont en accord 

avec ceux de Heuberger et collaborateurs qui ont récemment démontré que la délétion 

épithéliale de Shp-2 dans l'intestin grêle diminue le nombre de cellules à gobelet au profit 

d’une augmentation des cellules de Paneth (Heuberger et al., 2014). L'ensemble de ces 

résultats suggère qu’en absence de Shp-2, la détermination gobelet/Paneth est altérée. Ce 

défaut dans la détermination cellulaire serait attribuable à l’absence de la signalisation 

SHP-2/ERK MAP Kinases. En effet, l'expression d'une forme constitutive active de KRAS 

(Yamashita et al., 2014), de B-Raf (Figure 28A) ou de MEK1 (Heuberger et al., 2014) dans 

les cellules épithéliales intestinales entraîne une augmentation du nombre de cellules à 

mucus. Ainsi, l'activation de la voie ERK1/2 promeut la génération de cellules à gobelet 

tant dans l’intestin grêle que dans le côlon. D'ailleurs, dans l'intestin grêle, les cellules à 

gobelet présentent une forte activation de la voie ERK1/2  (Heuberger et al., 2014) et à 
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l'inverse, les cellules de Paneth présentent une activation faible, voire absente, de ce sentier 

de signalisation (Feng et al., 2011). 

 La voie Wnt/β-caténine joue également un rôle crucial dans la détermination et la 

différenciation des cellules de Paneth. En effet, la perte d'expression d'Apc entraîne une 

augmentation du nombre de cellules de Paneth dans l'intestin grêle de même que 

l'apparition de cellules de Paneth de novo dans le côlon des souris (Andreu et al., 2008; 

Feng et al., 2013). L'activation de la voie Wnt/β-caténine engendre aussi une diminution du 

marquage à l'Alcian bleu (Feng et al., 2013) ainsi qu'une réduction d'expression de 

marqueurs de cellules à gobelet (Andreu et al., 2008). De plus, dans l'intestin grêle et le 

côlon des souris présentant une perte d'expression d'Apc, certaines cellules marquant pour 

l'Alcian bleu marquent aussi pour le lysozyme (Feng et al., 2013). Cela suggère que 

l'activation de la voie Wnt/β-caténine favorise la détermination en cellules de Paneth. Ainsi, 

l'augmentation d'activité de la voie Wnt/β-caténine observée dans le côlon des souris     

SHP-2
CEI-KO 

(Figure 7B et D) pourrait favoriser la génération de cellules intermédiaires 

exprimant des marqueurs de cellules de Paneth au détriment de la production de cellules à 

mucus. Plusieurs marqueurs de cellules de Paneth sont des gènes cibles de la voie      

Wnt/β-caténine comme les Defa, Mmp7, Lyz1 et EphB3 (Andreu et al., 2008). Tant dans 

l'intestin grêle que dans le côlon, une augmentation de Defa, Mmp7 et Lyz1 a été quantifiée 

dans nos souris expérimentales comparativement aux souris témoins (Figure 19 et 20). De 

plus, par une analyse bio-informatique, Heuberger et collaborateurs ont identifié plusieurs 

gènes cibles de la voie de signalisation Wnt/β-caténine comme ayant une expression plus 

élevée dans leurs extraits d'intestin grêle de souris mutantes pour Shp-2
 
par rapport à leurs 

souris témoins (Heuberger et al., 2014).  

Lors de la colite ulcéreuse, plusieurs évidences suggèrent que la voie              

Wnt/β-caténine est hyperactivée (Shenoy et al., 2012; You et al., 2008). Ceci suggère donc 

qu’elle pourrait contribuer à l'apparition de cellules de Paneth métaplasiques dans le côlon 

des patients (Paterson et Watson, 1961) de même qu'à l'augmentation d'expression de 

nombreux peptides antimicrobiens (HD-5, HD-6, sPLA2 et LYZ1) (Shi, 2007). À l'inverse, 

dans la maladie de Crohn, une diminution d'activation de la voie Wnt/β-caténine entraîne 

une diminution d'expression des α-défensines HD5 et HD6 (Koslowski et al., 2012; 
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Wehkamp et al., 2007). Ces résultats suggèrent qu'une fine régulation de l'activation de la 

voie Wnt/β-caténine est nécessaire pour le maintien de l'homéostasie de l'intestin et qu'une 

dérégulation, tant à la hausse qu'à la baisse de cette voie de signalisation, altère la 

détermination cellulaire et donc l’homéostasie intestinale.  

 Le récepteur EphB3 est responsable de la bonne localisation des cellules de Paneth 

(Batlle et al., 2002). Dans le côlon des souris SHP-2
CEI-KO

, les cellules exprimant le 

lysozyme sont bien localisées au fond des cryptes (Figure 22). D’ailleurs, par 

immunofluorescence, nos résultats montrent l'expression d'EphB3 au fond des cryptes 

coliques tant dans les souris témoins que les souris SHP-2
CEI-KO 

(résultats non montrés). 

Ces résultats sont différents de ceux obtenus avec les souris n'exprimant pas Apc dans 

l'épithélium intestinal; en effet, ces souris ont des cellules positives pour le lysozyme dans 

leur côlon mais elles sont mal localisées (Andreu et al., 2008; Feng et al., 2013). D'ailleurs, 

Andreu et collaborateurs ont montré une forte augmentation d'expression d'EphB3 chez ces 

souris (Andreu et al., 2008). 

 Contrairement à l’intestin grêle, les mécanismes moléculaires régulant la 

détermination cellulaire ont été très peu étudiés dans le côlon. Plusieurs études ont mis en 

évidence l'importance de divers facteurs de transcription dans la détermination cellulaire au 

niveau de l'intestin grêle. Mentionnons Math1 (Yang et al., 2001) et Hes1 (Jensen et al., 

2000; Suzuki et al., 2005) qui sont respectivement nécessaires à la détermination de la 

lignée sécrétrice et de la lignée absorbante. Une augmentation d'expression de Hes1 a été 

associée à une diminution d'expression de Hath1 (homologue humain de Math1) ainsi qu'à 

une perte de cellules à mucus sur un petit échantillonnage de patients atteints de colite 

ulcéreuse (Zheng et al., 2011). Or, nous n’avons observé aucune modulation significative 

dans l’expression de ces facteurs de transcription chez nos souris mutantes (Figure 25). 

D'autres facteurs de transcription régulant la détermination et la différenciation des cellules 

de Paneth et des cellules à mucus ont été évalués par PCR quantitatives. Encore une fois, 

aucune différence n’a été détectée dans l'expression de Gfi1, impliqué dans la détermination 

des cellules de la lignée sécrétrice (Shroyer et al., 2005), de Klf4, impliqué dans la 

différenciation des cellules à mucus (Ghaleb et al., 2011; Katz et al., 2002), de Spdef, 

impliqué dans la différenciation terminale des cellules de Paneth et des cellules à mucus 
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(Gregorieff et al., 2009; Noah et al., 2010) ainsi que de Sox9, impliqué dans la 

différenciation des cellules de Paneth (Mori-Akiyama et al., 2007). Par contre, le groupe 

d’Heuberger a rapporté la diminution d'expression de Spdef ainsi qu'une augmentation de 

Sox9 chez les souris déficientes pour l’expression épithéliale de Shp-2 et ce, dans l’intestin 

grêle (Heuberger et al., 2014). Une telle différence peut suggérer que SHP-2 contrôle la 

détermination cellulaire par un autre mécanisme d'action dans le côlon par rapport à 

l'intestin grêle.  

 Des études antérieures ont montré que la microflore pouvait contrôler l'expression 

de certains peptides antimicrobiens. Par exemple, une réduction de Reg3β et Reg3γ est 

présente chez les souris axéniques comparativement aux souris provenant d'une animalerie 

conventionnelle (Vaishnava et al., 2008). Également, l'expression d'un dominant négatif de 

Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales entraîne une réduction d'expression des 

peptides antimicrobiens Defa et de Reg3γ dans l'intestin grêle (Gong et al., 2010). De plus, 

dans le côlon, la délétion d'expression de Myd88 dans les cellules épithéliales intestinales 

engendre une réduction d'expression de Reg3γ (Frantz et al., 2012; Vaishnava et al., 2011).  

Sodhi et collaborateurs ont aussi démontré que la délétion du récepteur Tlr4 dans les 

cellules épithéliales intestinales engendre une augmentation importante du nombre de 

cellules à mucus dans l'intestin grêle due à l’inhibition de la voie Notch (Sodhi et al., 2012). 

De plus, la délétion épithéliale de Myd88 chez nos souris SHP-2
CEI-KO

 préserve 

partiellement le nombre de cellules à mucus (Figure 26B) et de cellules positives pour le 

lysozyme
 
(Figure 26C) et entraîne également une diminution d'expression des peptides 

antimicrobiens (Figure 27). Nos résultats suggèrent donc que la signalisation épithéliale 

dépendante de Myd88 participe à l’altération de la détermination cellulaire observée chez 

nos souris mutantes. D'ailleurs, chez les souris SHP-2;Myd88
CEI-KO

 âgées de 2 semaines, le 

niveau d’expression de la β-caténine est ramené à un niveau comparable aux souris témoins 

(Figure 12C) mais pas le niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2 (Figure 12D). 

Ceci suggère que l’altération de la voie Wnt/β-caténine contribue grandement à la 

dérégulation de la détermination cellulaire chez les souris SHP-2
CEI-KO

. Ces résultats sont 

quelque peu en contradiction avec ceux de Heuberger qui ont montré que l’hyperactivation 

de la voie Wnt/β-caténine observée dans l’intestin grêle de leurs souris déficientes pour 

Shp-2 était attribuable à l’inactivation des ERK1/2. En fait, il existe deux isoformes de 
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TCF4, soit une isoforme de 70KDa ayant la capacité d'induire la transcription des gènes 

cibles de la voie Wnt/β-caténine et une isoforme de 50KDa incapable de l'induire. En 

absence d’activation de la voie ERK1/2, une diminution de l'isoforme de 50KDa est 

observée tandis qu'aucune modulation de l'isoforme de 70KDa est présente. Ainsi, une 

inactivation de la voie ERK1/2 entraîne une augmentation de l'activité transcriptionnelle du 

complexe β-caténine/TCF4 via une régulation du niveau d'expression de l'isoforme de 

50KDa de TCF4 (Heuberger et al., 2014). 

 La forte expression des peptides antimicrobiens dans le côlon de nos souris 

mutantes n’est certainement pas sans conséquence. En effet, plusieurs études suggèrent que 

les peptides antimicrobiens modulent la composition de la microflore intestinale  (Salzman 

et al., 2010). En effet, l'inactivation de l'enzyme Mmp7 chez la souris empêche la 

maturation des α-défensines, ce qui résulte en une diminution des Bacteroidetes et une 

augmentation des Firmicutes. À l'opposé, la microflore d'une souris surexprimant HD5 

(forme humaine de α-défensine) est composée de plus de Bacteroidetes et de moins de 

Firmicutes (Salzman et al., 2010). Dans ces deux modèles de souris, le nombre total de 

bactéries n'est pas modifié, ce qui indique que les α-défensines régulent seulement la 

composition de la microflore dans l'intestin grêle. Nous avons donc analysé la composition 

de la microflore en amplifiant par PCR l'ADN ribosomique de la sous-unité 16S des 

bactéries et en les migrant sur un gel en gradient dénaturant. À la naissance, la microflore 

des souris témoins et SHP-2
CEI-KO 

est similaire (Figure 29A). Cela n'est pas étonnant étant 

donné que les souriceaux nés par voie vaginale sont tout d'abord colonisés par des bactéries 

provenant de la muqueuse vaginale de leur mère (Dominguez-Bello et al., 2010). Or, dans 

nos croisements, les souris témoins et expérimentales proviennent de la même mère. Par la 

suite, un changement marquant dans la composition de la flore des souris SHP-2
CEI-KO 

par 

rapport aux souris témoins a été noté (Figure 29B-C). Plus précisément, une diminution de 

certains groupes des Firmicutes ainsi qu'une augmentation des Enterobacteriaceae ont été 

observées (Tableau 5). Ces altérations dans la composition de la microflore sont associées 

aux fortes modulations d'expression de certains peptides antimicrobiens dans le côlon des 

souris SHP-2
CEI-KO

 âgées de 2 semaines, telles que la hausse de 5865 fois de l'expression de 

Defa ainsi que l’augmentation de 32 fois de l’expression de Mmp7 (Figure 19B). Il est ainsi 

fort probable que les changements dans la composition de la microflore observée chez les 
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souris expérimentales soient directement attribuables à la présence des peptides 

antimicrobiens (Figure 29B et Tableau 5). De plus, chez les patients atteints de maladies 

inflammatoires intestinales, des changements dans la composition de la microflore sont 

également observés. Entre autres, une diminution des Firmicutes, dont plus 

particulièrement les sous-groupes des Clostridium leptum et des Clostridium coccoides 

(Kostic et al., 2014) ainsi qu'une augmentation des Enterobacteriaceae sont présentes 

(Baumgart et al., 2007; Lupp et al., 2007). Nous avons d'ailleurs observé des changements 

dans la composition de la microflore des souris SHP-2
CEI-KO 

similaires à ceux-ci avant 

l'apparition de la colite (Tableau 5). Jusqu'à présent, ce n'est pas clair si un changement 

dans la composition de la flore est suffisant pour engendrer de l'inflammation intestinale. 

Néanmoins, le transfert d'une flore anormale provenant d'une souris Nod2-/- vers une souris 

de type sauvage rend cette dernière beaucoup plus sensible à une colite chimique 

(Couturier-Maillard et al., 2013). Aussi, le transfert de flore d'une personne saine vers une 

personne atteinte de colite ulcéreuse, dans certains cas, diminue les signes d'inflammation 

(Bennet et Brinkman, 1989; Borody et al., 2003). Il serait intéressant d'analyser l'impact 

d'un transfert de flore provenant de souris de type sauvage vers des souris expérimentales 

pour voir si cela diminue les signes d'inflammation intestinale chez celles-ci.  

 

2.3. SHP-2 contrôle la perméabilité paracellulaire 

 Les cellules épithéliales intestinales sont reliées entre elles par des jonctions serrées 

composées de claudines, d'occludine, de JAM et de ZO-1 (Hartsock et Nelson, 2008). Leur 

rôle est d'assurer l'étanchéité entre les cellules en permettant seulement une perméabilité 

sélective et donc, d'empêcher le passage des bactéries tant commensales que pathogènes 

(Ivanov et al., 2010). Sous les jonctions serrées se retrouvent les jonctions adhérentes 

composées de la E-cadhérine, de l’α-caténine et de la β-caténine qui contrôlent l'adhésion 

cellule-cellule. Or, les jonctions adhérentes peuvent aussi affecter la formation des 

jonctions serrées et indirectement la perméabilité paracellulaire (Hartsock et Nelson, 2008). 

 Une augmentation de la perméabilité paracellulaire est observée chez les patients 

atteints de maladies inflammatoires intestinales (Mankertz et Schulzke, 2007). Les souris 
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SHP-2
CEI-KO 

présentent une hausse importante de la perméabilité intestinale au FITC-

dextran par rapport aux souris témoins (Figure 30A). Parallèlement, l’inhibition 

d’expression de SHP-2 dans le modèle cellulaire Caco-2/15 diminue significativement la 

résistance transépithéliale (Figure 31B), ce qui suggère que SHP-2 contrôle directement la 

perméabilité paracellulaire des cellules épithéliales intestinales. Chez les patients atteints de 

maladies inflammatoires intestinales, des altérations dans la localisation des protéines de 

jonctions sont associées à l'hyperperméabilité intestinale (Utech et al., 2010). Toutefois, 

nous n’avons pas observé de changement dans la localisation des protéines de jonctions 

chez les souris expérimentales (Figure 30C). Néanmoins, une diminution du marquage de 

la claudine-1 et de la claudine-4 a été notée. D'ailleurs, une diminution d'expression 

protéique de claudine-1, -4, -8 et -15 a été observée dans le côlon des souris expérimentales 

par rapport aux souris témoins (Figure 30B) tandis que leurs expressions en ARNm ne sont 

pas modulées (résultats non montrés). Un changement du niveau d’expression des protéines 

formant les jonctions est également souvent observé chez les patients atteints de maladies 

inflammatoires intestinales. Plus précisément, une augmentation d'expression de la 

claudine-2 et une diminution d'expression des claudines -3, -4, -5 et -8 ont été rapportées 

(Prasad et al., 2005). 

 Nos résultats en culture cellulaire (Figure 8, sans traitement) et chez la souris 

(Figure 6B) démontrent que SHP-2 contrôle l'activation de la voie ERK1/2. La réduction 

d'activation de cette voie de signalisation dans les souris SHP-2
CEI-KO 

participe grandement 

au phénotype inflammatoire (Figure 16). L'effet d'une inhibition de ERK1/2 sur la 

perméabilité a alors été mesuré dans les cellules Caco-2/15 suite à un traitement avec 

l'inhibiteur pharmacologique de MEK1/2 (U0126). L'inhibition de la voie ERK1/2 entraîne 

cependant, non pas une baisse, mais une augmentation dépendante de la dose de la 

résistance transépithéliale (Figure 31D). Ainsi, la baisse d’activité des kinases ERK1/2 n'est 

pas responsable de l’augmentation de la perméabilité paracellulaire observée dans les 

cellules en culture sous-exprimant SHP-2. Des études sont en cours pour vérifier la 

perméabilité chez les souris SHP-2
CEI-KO

;B-Raf
CEI-CA 

comparativement aux souris         

SHP-2
CEI-KO

. 
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 Plusieurs évidences soulignent le rôle de la phosphorylation sur tyrosine dans le 

contrôle de la perméabilité paracellulaire. Tout d'abord, le traitement des cellules de rein 

MDCK avec le pervanadate, un inhibiteur à large spectre des protéines tyrosines 

phosphatases, induit une augmentation de la phosphorylation de protéines se localisant aux 

jonctions intercellulaires, une augmentation de la perméabilité paracellulaire ainsi qu'une  

relocalisation de la E-cadhérine et de ZO-1 (Collares-Buzato et al., 1998; Staddon et al., 

1995). Les études in vitro démontrent plus en détail que la phosphorylation sur tyrosine de 

l'occludine (Sallee et Burridge, 2009), de ZO-1 (Sallee et Burridge, 2009) et de claudine-4 

(Tanaka et al., 2005) module la perméabilité paracellulaire. Finalement, les souris 

invalidées pour la protéine tyrosine phosphatase PTPσ présentent une augmentation de la 

perméabilité paracellulaire associée à une augmentation de la phosphorylation sur tyrosine 

des protéines de jonction adhérentes notamment la E-cadhérine et la β-caténine (Muise et 

al., 2007; Murchie et al., 2014). Il est ainsi possible que SHP-2 contrôle la perméabilité 

paracellulaire en déphosphorylant une ou plusieurs protéine(s) jonctionnelle(s). En effet, 

dans les cellules endothéliales, SHP-2 contrôle la perméabilité des jonctions en régulant la 

phosphorylation de la VE-cadhérine et de la β-caténine (Grinnell et al., 2012; Hatanaka et 

al., 2012). Par spectrométrie de masse, il serait possible d'évaluer le niveau de 

phosphorylation sur tyrosine des protéines de jonction en présence ou non de SHP-2.  

 Le complexe apical de jonction (jonctions serrées et jonctions adhérentes) est relié 

au cytosquelette, soit à un anneau d'actomyosine (actine et myosine de type II). La 

contraction de cet anneau entraîne une augmentation de la perméabilité paracellulaire 

(Madara et al., 1987). Les voies RhoA/ROCK et MLCK contrôlent notamment la 

contraction de l'anneau d'actomyosine (Ivanov et al., 2010). Certains travaux ont démontré 

que SHP-2 pouvait réguler l'activité de la petite protéine G RhoA (Kontaridis et al., 2004; 

Schoenwaelder et al., 2000). D'ailleurs, nos résultats démontrent que SHP-2 contrôle 

l'activité de RhoA lors de la migration des cellules épithéliales intestinales en culture 

(Figure 35B). D’autres analyses sont nécessaires pour vérifier si la perte d’expression de 

SHP-2, par exemple dans les Caco-2/15 polarisées, module l'activité de RhoA. Il serait 

également intéressant de tester l'impact de l'inhibition de ROCK (Y-27632) sur la résistance 

transépithéliale des cellules déficientes ou non pour l’expression de SHP-2. 
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2.4. SHP-2 contrôle la restitution épithéliale intestinale  

  Les cellules épithéliales intestinales forment une barrière entre le milieu interne de 

l’hôte et le contenu de la lumière intestinale. Un dysfonctionnement de la barrière 

intestinale permet aux bactéries commensales de pénétrer la muqueuse, augmentant ainsi le 

risque de déclencher une réponse inflammatoire dans la lamina propria (Turner, 2009). Or, 

l’apparition de brèches dans l’épithélium peut être attribuable à une augmentation de la 

mort des cellules épithéliales intestinales (Schulzke et al., 2009). D'ailleurs, dans les 

maladies inflammatoires intestinales, une augmentation de la mort de cellules épithéliales 

intestinales est observée (Schulzke et al., 2009). Chez la souris, une hausse de la mort 

cellulaire est suffisante pour induire l'apparition d'inflammation intestinale (Nenci et al., 

2007; Gunther et al., 2011; Welz et al., 2011). La phosphatase SHP-2 contrôle la survie de 

plusieurs types cellulaires dont les cardiomyocytes (Wang et al., 2012), les fibroblastes et 

les myoblastes (Ivins Zito et al., 2004). Plus précisément, l'inhibition pharmacologique de 

SHP-2 avec le NSC-87877 entraîne une augmentation du nombre de cellules apoptotiques 

dans les cardiomyocytes. Cette augmentation de la mort cellulaire est attribuable à une 

diminution de l'activation de la voie ERK1/2 (Wang et al., 2012). Chez les souris         

SHP-2
CEI-KO

, une diminution de l'activation du sentier de signalisation ERK1/2 est aussi 

observée (Figure 6A-B). Toutefois, aucune différence dans le nombre de cellules 

apoptotiques n'a été décelée entre les souris témoins et expérimentales âgées de 2 semaines 

(résultats non montrés). De plus, plusieurs études rapportent l'implication de la cytokine 

TNFα dans différents processus de mort cellulaire dont l'apoptose et la nécroptose (Leppkes 

et al., 2014). Toutefois, une diminution significative, et non pas une augmentation, de 

l'expression du TNFα est observée chez les souris mutantes comparativement aux souris 

témoins (Tableau 1); cela pourrait expliquer qu'il n'y ait aucune modulation dans le nombre 

de cellules apoptotiques chez ces souris. Néanmoins, bien que SHP-2 n'a pas été rapporté 

jusqu'à présent pour contrôler la nécrose et la nécroptose, nous ne pouvons pas exclure 

l'implication de ces processus cellulaires dans l'apparition de l'inflammation intestinale chez 

nos souris mutantes. 

 L'épithélium intestinal subit régulièrement des blessures qui doivent se réparer afin 

de maintenir l'intégrité de la barrière (Turner, 2009). Lors de maladies inflammatoires 
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intestinales, des défauts dans la réparation de blessure sont observés (Dignass, 2001). 

Plusieurs études ont démontré que SHP-2 contrôle la migration de différents types 

cellulaires (Hartman et al., 2013; Inagaki et al., 2000; Yu et al., 1998). Nos résultats 

montrent d’ailleurs que cette phosphatase est nécessaire également à la migration des 

cellules épithéliales intestinales (Figure 32A-D), un mécanisme impliquant son activité 

enzymatique (Figure 32E-H). D'ailleurs, le groupe de Yamashita a démontré que SHP-2 

contrôle la migration des cellules épithéliales de l’intestin grêle chez la souris (Yamashita 

et al., 2014). Ainsi, des défauts dans la migration cellulaire pourraient participer au 

phénotype inflammatoire observé dans les souris SHP-2
CEI-KO

.   

 La migration cellulaire se fait en quatre grandes étapes: l'extension, l'adhésion, la 

contraction et la rétraction. Plus précisément, il y a formation à l'avant de la cellule de 

structures migratoires comme les lamellipodes et de filopodes, soit des extensions 

membranaires faites de filaments d'actine, par l'action des petites protéines G Rac et Cdc42 

(Parsons et al., 2010). Les microtubules participent aussi à la formation de ces structures 

(Etienne-Manneville, 2013). Ensuite, de nouveaux points d'adhésion se créent à l'avant de 

la cellule, ce qui permet l'ancrage de la cellule à la matrice extracellulaire. Par la suite, il y a 

contraction des fibres de stress, via la myosine II, entraînant le désassemblage des points 

d'adhésion à l'arrière de la cellule. Celle-ci peut alors avancer (Parsons et al., 2010). Étant 

donné que les filaments d'actine, les microtubules et les points d'adhésion participent tous à 

la migration cellulaire, nous avons voulu vérifier la localisation de SHP-2 par rapport à ces 

derniers. Par immunofluorescence, nous avons observé une forte colocalisation de SHP-2 

avec l'actine lors de la migration cellulaire (Figure 33B); par contre, aucune colocalisation 

n’a été notée avec les points d'adhésion (Figure 33A) et les microtubules (Figure 33C). 

Dans les cellules de cancer du sein, une relocalisation de SHP-2 au front de migration a 

également été visualisée, ce qui régulerait la formation de structures migratoires comme les 

lamellipodes (Hartman et al., 2013). Ces résultats suggèrent que la localisation de SHP-2 

lors de la migration cellulaire est importante et que SHP-2 pourrait réguler ce processus en 

agissant directement sur le cytosquelette d'actine.   

  SHP-2 contrôle la migration cellulaire en agissant probablement sur plusieurs voies 

de signalisation intracellulaire. D'ailleurs, l'expression d'une forme constitutive active de 
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SHP-2 (SHP-2
E61G

 ou SHP-2
E76K

) entraîne une augmentation de l'adhésion, de l'étalement 

et de la migration cellulaire dans des cellules B et des fibroblastes murins. Plus 

spécifiquement, l’expression de la forme mutante active de SHP-2 entraîne une 

augmentation de l'activation des voies ERK1/2 et PI3K/AKT ainsi que de l'activité des 

petites protéines G RhoA, Rac1 et Cdc42 (Wang et al., 2009).  

 L’activation de la signalisation ERK/MAP kinase semble être un mécanisme crucial 

par lequel les cellules épithéliales intestinales migrent. En effet, les signalisations induites 

par l’EGF (Ray et al., 2007) et ainsi que les intégrines (Sanders et Basson, 2004) 

promeuvent la migration des cellules épithéliales intestinales via l’activation des kinases 

ERK1/2. De plus, suite à la blessure d’une monocouche épithéliale intestinale, les ERK1/2 

sont rapidement activées particulièrement au front de migration (Dieckgraefe et al., 1997). 

Nos résultats dans les cellules en culture IEC-6 et les Caco-2/15 montrent aussi une 

activation rapide des ERK1/2 et ce, dès la première minute suivant la blessure (Figure 34A 

et 34C). D'ailleurs, cette activation des ERK1/2 serait en grande partie dépendante de 

l’expression de SHP-2 (Figure 34A-D).  

 D’autres effecteurs de SHP-2 sont également connus pour contrôler positivement la 

migration des cellules épithéliales intestinales dont la voie RhoA/ROCK (Ray et al., 2002). 

En effet, l'utilisation d'un inhibiteur de RhoA inhibe la migration des cellules IEC-6 et 

Caco-2/15 (Santos et al., 1997). Également, l'expression d'un mutant constitutif actif de 

RhoA (RhoA
V14

) augmente tandis qu'un mutant dominant inactif (RhoA
N19

) diminue la 

migration des cellules IEC-6 (Ray et al., 2002). Par contre, Bavaria et collaborateurs ont 

plutôt démontré que le traitement des cellules IEC-6 avec un inhibiteur de ROCK (Y27632) 

entraîne une augmentation de l'étalement et de la migration cellulaire (Bavaria et al., 2011). 

Ainsi, un contrôle adéquat de l'activation de RhoA/ROCK semble essentiel au processus de 

migration cellulaire. Nos résultats démontrent que suite à une blessure, une augmentation 

d'activité de RhoA a été mesurée dans les cellules Caco-2/15 déficientes pour l’expression 

de SHP-2 comparativement aux cellules témoins (Figure 35B). L'inhibition des kinases 

ROCK1/2 par l'utilisation du Y27632 rétablit la migration cellulaire observée en absence de 

SHP-2 (Figure 35C). Dans ce contexte, il est possible que RhoA via l'intermédiaire des 

kinases ROCK1/2 active la myosine II en inhibant les phosphatases de la myosine, ce qui 
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fait en sorte que la myosine reste phosphorylée sur T18 et S19 (Parsons et al., 2010). Ainsi, 

une augmentation d'activité de RhoA pourrait entraîner une plus grande contraction de la 

myosine II et donc du cytosquelette d'actine. D'ailleurs, les cellules Caco-2/15 déficientes 

pour l’expression de SHP-2 présentent des défauts majeurs dans leur étalement cellulaire 

(résultats non montrés) ce qui pourrait être une conséquence d'une trop grande contraction 

de leur cytosquelette. Le mécanisme par lequel SHP-2 régule négativement l'activité de 

RhoA dans les cellules épithéliales intestinales n'est pas connu. Puisque l'activité 

enzymatique de SHP-2 semble nécessaire à la migration cellulaire, il est possible que   

SHP-2 déphosphoryle une protéine RhoGEF, un mécanisme qui a été proposé 

précédemment (Schoenwaelder et al., 2000). D'ailleurs, la phosphorylation sur tyrosine de 

RhoGEF a déjà été rapportée pour contrôler son activité enzymatique (Gupta et al., 2014).  

 Nos analyses par spectrométrie de masse suggèrent que plusieurs isoformes de 

myosines (Myh9, Myh14, Myl9;12b;Rlc-a, Myl6) (Tableau 6) pourraient être des substrats 

de SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales en migration. En fait, la myosine se 

compose de 2 chaînes lourdes, 2 chaînes légères régulatrices et 2 chaînes légères 

essentielles (Vicente-Manzanares et al., 2009). Dans les cellules épithéliales intestinales, 

l'isoforme IIa (NMIIa ou Myh9) de la chaîne lourde est la plus exprimée (Babbin et al., 

2009; Ivanov et al., 2007). Cette isoforme contrôle d’ailleurs la migration des cellules 

épithéliales intestinales puisqu'une diminution de son expression engendre une réduction de 

la migration cellulaire (Babbin et al., 2009). D'ailleurs, une colocalisation de l'actine et de 

la Myh9 dans les IEC-6 a déjà été montrée (Bavaria et al., 2011). De plus, dans les 

fibroblastes en migration, une accumulation de Myh9 dans les structures migratoires est 

également observée (Even-Ram et al., 2007). Or, nos résultats démontrent que dans les 

cellules IEC-6 qui migrent, SHP-2 colocalise avec l'actine (Figure 33B). Il est donc fort 

probable que la Myh9 et SHP-2 colocalisent aussi. Il est intéressant de noter que les études 

rapportent la phosphorylation sur tyrosine de plusieurs isoformes de la myosine dont Myh9 

(Harney et al., 2005; Heibeck et al., 2009). Par contre, l'impact de la phosphorylation sur 

tyrosine dans le processus de migration n'est pas connu.    

 Les protéines MARK 1 à 4 ont également été identifiées dans notre analyse par 

spectrométrie de masse comme des substrats potentiels de SHP-2 lors de la migration 
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cellulaire. Une augmentation de presque 10 fois de la phosphorylation sur tyrosine de ces 

protéines a été observée dans les cellules IEC-6 déficientes pour SHP-2 par rapport aux 

cellules témoins (Tableau 6). Les protéines MARK sont des sérine/thréonine kinases qui 

phosphorylent les protéines MAP (microtubule-associated protein), entraînant leur 

détachement des microtubules et donc leur déstabilisation (Drewes et al., 1997; Ebneth et 

al., 1999). Dans les cellules épithéliales gastriques, MARK2 régule le cytosquelette d'actine 

via la voie RhoA/ROCK. Cette kinase phosphoryle la protéine RhoGEF-H1, entraînant une 

diminution d'activation de RhoA et par le fait même, de la formation de fibres de stress 

(Yamahashi et al., 2011). Il est possible que SHP-2 régule la migration cellulaire en 

régulant la phosphorylation des protéines MARK1 à 4. D'ailleurs, la phosphorylation sur 

tyrosine de MARK a déjà été rapportée dans les neurones (Drewes et al., 1997) et les 

cellules IEC-6 en réponse au TGFα (Oliver et al., 1994).       

 

2.5. Modèle proposé expliquant l'initiation de l'inflammation chez les souris 

expérimentales 

 Les souris SHP-2
CEI-KO 

développent rapidement de l'inflammation intestinale 

(Figure 3). Nos résultats démontrent que plusieurs défauts ont été rapportés chez ces souris 

expérimentales. Il est difficile de prédire avec certitude quel est l'événement initiateur de 

l'inflammation chez ces souris. Néanmoins, il est fort probable que le défaut de 

détermination cellulaire Paneth/gobelet affecte les autres processus qui sont dérégulés chez 

les souris SHP-2
CEI-KO 

et soit au coeur de l'initiation de l'inflammation dans ce modèle 

murin.  

 Chez les jeunes souris expérimentales, une diminution dans l'activation du sentier de 

signalisation MAP kinase ERK1/2 est détectée comparativement aux souris témoins 

(Figure 6A-B), soit une voie de signalisation jouant un rôle essentiel dans la détermination 

cellulaire des cellules à gobelet et des cellules de Paneth (Figure 28). D'ailleurs, rapidement 

après la naissance, l’épithélium colique des souris déficientes pour Shp-2 montre une 

hausse d'expression de plusieurs peptides antimicrobiens (Figure 19A-B) de même que la 

présence de cellules lysozymes positives (Figure 22). La présence de peptides 

antimicrobiens est connue pour moduler la composition de la microflore intestinale 
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(Salzman et al., 2010). En effet, une composition anormale de la flore bactérienne est 

présente chez les souris mutantes dès l'âge de 2 semaines (Figure 29B-C et Tableau 5). Les 

bactéries présentes dans la lumière intestinale sont perçues par les récepteurs TLRs 

exprimés par les cellules épithéliales intestinales et entraînent l'activation de plusieurs 

cascades de signalisation (Fukata et al., 2009). Plus précisément, nos résultats obtenus à 

l'aide de cellules en culture montrent, en réponse au produit bactérien LPS, une 

hyperactivation de la voie NFκB (Figure 14B) ainsi qu'une augmentation d'expression des 

chimiokines Cxcl1 et Cxcl5 (Figure 14C) dans les cellules shSHP-2 comparativement aux 

cellules shTémoin. Chez les souris expérimentales, une plus grande activation de NFκB 

(Figure 6D) et une augmentation d'expression de ces chimiokines sont également observées 

comparativement au souris témoins (Tableau 1). Les chimiokines CXCL1 et CXCL5 

servent notamment au recrutement de neutrophiles (Stadnyk, 2002); un type de cellules 

immunitaires qui a été détecté en grand nombre chez les souris expérimentales en 

comparaison aux souris témoins (Figure 3E).     

 De façon concomitante à l'apparition de cellules intermédiaires Paneth/goblet dans 

le côlon des souris expérimentales (Figure 23), une diminution du nombre de cellules à 

gobelet est observée (Figure 17). Une diminution de la couche protectrice de mucus peut 

engendrer plusieurs effets dont permettre aux bactéries présentes dans la lumière intestinale 

un accès plus facile à l'épithélium intestinal. Cela pourrait engendrer des effets importants 

sur la signalisation initiée par les bactéries (Chen et al., 2014; Johansson, 2014), mais 

également permettre aux bactéries de passer plus facilement au travers de l'épithélium via la 

voie paracellulaire. D'ailleurs, chez les souris expérimentales, une augmentation de la 

perméabilité paracellulaire est détectée comparativement aux souris témoins (Figure 30A). 

Chez les souris SHP-2
CEI-KO

, il pourrait donc y avoir eu translocation de bactéries jusque 

dans la lamina propria. Finalement, le mucus sert aussi à protéger l'épithélium intestinal 

contre l'érosion causée par le passage des selles (Kim et Ho, 2010). Une diminution de la 

couche de mucus engendre donc plus de blessures à l'épithélium. Or, les cellules 

épithéliales intestinales sous-exprimant SHP-2 présentent des défauts importants dans la 

réparation de blessure (Figure 32) ce qui pourrait grandement affecter l'intégrité de la 

barrière épithéliale.       
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3. Rôle de SHP-2 dans le cancer colorectal associé à la colite 

 L'inflammation chronique observée chez les patients atteints de maladies 

inflammatoires augmente le risque de développer un cancer colorectal associé à la colite 

(Balkwill et Mantovani, 2001). Ceci a été d’ailleurs observé dans des modèles murins ayant 

développé de l'inflammation intestinale chronique (Itzkowitz et Yio, 2004). 

 Nous avons tout d'abord vérifié si SHP-2 contrôle la prolifération des cellules 

épithéliales intestinales. Dans l'intestin grêle et de façon plus importante dans le côlon, une 

augmentation du nombre de cellules prolifératives a été observée chez les souris 

expérimentales par rapport aux souris témoins et ce, dès l'âge de 2 semaines (Figure 36 et 

37). Nos résultats sont différents de ceux obtenus par les deux autres groupes de recherche 

qui n’ont vu aucune différence dans la prolifération cellulaire chez leurs souris déficientes 

pour l’expression de Shp-2 dans l’épithélium intestinal (Heuberger et al., 2014; Yamashita 

et al., 2014). Ainsi, la différence entre les résultats obtenus est peut-être attribuable à une 

différence dans la composition de la microflore des souris. En effet, un environnement 

et/ou un fond génétique différents entraînent des changements notables dans la composition 

de la flore bactérienne (Hufeldt et al., 2010). D'ailleurs, nos résultats suggèrent la 

participation de la microflore dans la régulation de la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales chez les souris SHP-2
CEI-KO

. En effet, un nombre moins élevé de cellules 

prolifératives est présent dans le côlon des souris SHP-2;Myd88
CEI-KO 

par rapport aux 

souris SHP-2
CEI-KO 

à l'âge de 1 mois (Figure 38). Il serait intéressant de refaire ces 

expériences sur de plus jeunes souris, soit avant l'apparition de l'inflammation, afin de 

déterminer si cette diminution de la prolifération est attribuable directement à la 

signalisation dépendante de Myd88 ou est une conséquence de la diminution de 

l'inflammation présente chez ces souris
 
(Figure 10B-D).  

 L’augmentation de la prolifération observée chez les souris mutantes âgées de 2 

semaines est intrigante. Elle pourrait être attribuable à l’activation du sentier              

Wnt/β-caténine que nous avons observée chez ces souris (Figure 7). Cette voie de 

signalisation joue en effet un rôle primordial dans la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales (Andreu et al., 2005; Pinto et al., 2003). De plus, l’hyperactivation des facteurs 

de transcription STAT3 et NFκB observée chez les souris mutantes (Figure 6) pourrait 
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également contribuer à l’hyperprolifération colique puisqu'ils sont connus pour augmenter 

l’expression de c-Myc et cycline D1 (Bollrath et al., 2009; Greten et al., 2004). Il est 

intéressant de souligner que ces trois sentiers de signalisation semblent être régulés par 

Myd88. En effet, la délétion épithéliale de cette protéine adaptatrice chez les souris      

SHP-2
CEI-KO

 ramène à un niveau contrôle le niveau d’activation de STAT3 et de RelA de 

même que le niveau d’expression de la β-caténine (Figure 12A-C). 

 L’analyse des souris SHP-2
CEI-KO 

âgées de 12 à 15 mois a montré que ces souris 

souffrent toujours d’inflammation colique (Figure 39B). De plus, sur les 9 souris          

SHP-2
CEI-KO

 analysées, 6 d'entre elles ont développé au moins un adénocarcinome 

intramuqueux et 3 ont développé au moins un adénocarcinome infiltrant (Figure 40). Ainsi 

toutes les souris SHP-2
CEI-KO 

ont développé avec l’âge un cancer associé à la colite.   

 Dans le cancer colorectal associé à la colite, une délétion allélique d'APC est 

présente dans seulement 33% des cas (Umetani et al., 1999). Néanmoins, une augmentation 

de la localisation nucléaire de la β-caténine a été rapportée dans des tumeurs de cancer 

colorectal associé à la colite (Aust et al., 2001; Shenoy et al., 2012). Les souris mutantes 

âgées de 12 à 15 mois montrent une hausse d'expression de la β-caténine (Figure 41) encore 

plus marquée que celle observée à 2 semaines (Figure7). Une étude faite par Hirata et 

collaborateurs montre qu'une forte activation de la voie  Wnt/β-caténine induit une 

augmentation du nombre de cellules souches Lgr5+ tandis qu'une activation moins 

prononcée entraîne une augmentation de la prolifération cellulaire (Hirata et al., 2013). Or, 

nos résultats préliminaires ne montrent aucune modulation dans l'expression de Lgr5 dans 

le côlon des souris expérimentales par rapport aux souris témoins à l'âge de 2 semaines 

(résultats non montrés). Ces résultats sont contraires à ceux obtenus par le groupe de 

Heuberger où une
 
augmentation d'expression de plusieurs gènes associés aux cellules 

souches dont Lgr5, Ascl2 et Oflm4 a été observée chez les souris n'exprimant pas Shp-2 

dans l'épithélium de l'intestin grêle (Heuberger et al., 2014). Cela suggère que dans le 

côlon, l'activation de la voie Wnt/β-caténine n'est peut-être pas assez forte pour entraîner 

des effets sur les cellules souches mais pourrait néanmoins contribuer à l'augmentation de 

la prolifération cellulaire.  
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 Chez les patients atteints de cancer colorectal associé à la colite, une hyperactivation 

de la voie Jak/STAT3 est présente dans les cellules épithéliales intestinales (Li et al., 2010). 

De plus, les études chez la souris démontrent que la cytokine IL-6 et la voie Jak/STAT3 

promeuvent le développement du cancer colorectal associé à la colite en régulant 

notamment la prolifération (c-Myc, Cycline D1, Cycline B1) et la survie (Bcl-XL, Survivine, 

Hsp70) des cellules épithéliales intestinales. L'utilisation d'un anticorps bloquant le 

récepteur à l'IL-6 prévient d’ailleurs la croissance des tumeurs dans un modèle d'AOM/DSS 

(Becker et al., 2004). De plus, la délétion conditionnelle de Stat3 dans les cellules 

épithéliales intestinales entraîne une réduction du nombre et de la taille des tumeurs 

induites suite à un traitement à l'AOM/DSS (Bollrath et al., 2009). Chez nos souris      

SHP-2
CEI-KO

, l’hyperactivation de STAT3 (Figure 6E-G) et l’hypersécrétion d'IL-6 

(Tableau 1) ont été observées chez les jeunes souris. Dans les souris expérimentales âgées 

de 12 à 15 mois, l'hyperactivation de STAT3 est toujours présente (Figure 41). Cela 

suggère que l’activation soutenue de STAT3 doit également participer au développement 

tumoral chez les souris SHP-2
CEI-KO

. Il serait intéressant de vérifier l'impact d’une 

inhibition de STAT3 chez les souris SHP-2
CEI-KO 

soit pharmacologiquement ou 

génétiquement par délétion conditionnelle. D’ailleurs, chez des souris n'exprimant pas   

Shp-2 spécifiquement dans les hépatocytes, le traitement avec un agent carcinogène (DEN, 

diethylnitrosamine) entraîne une augmentation du nombre de tumeurs hépatiques par 

rapport aux souris témoins. De plus, la délétion concomitante de Shp-2 et de Stat3 entraîne 

une réduction de ce nombre de tumeurs par rapport aux souris présentant seulement la 

délétion de Shp-2 (Bard-Chapeau et al., 2011). 

 La voie NFκB est aussi impliquée dans le développement du cancer colorectal 

associé à la colite. D'ailleurs, une augmentation du marquage nucléaire de RelA est 

observée dans des tumeurs de cancer colorectal associé à la colite (Cooks et al., 2013) ainsi 

que dans des tumeurs de souris provenant d'un traitement à l'AOM/DSS (Yao et al., 2014). 

Aussi, des souris invalidées spécifiquement pour l'expression de la kinase Ikkβ dans les 

cellules épithéliales intestinales développent beaucoup moins de tumeurs suite à un 

traitement combiné à l'AOM et au DSS (Greten et al., 2004). Également, l'utilisation d'un 

anticorps bloquant le TNFα, ce qui réduit l'activation de la voie NFκB, engendre une 

diminution du nombre et de la taille des tumeurs dans un modèle d'AOM/DSS (Popivanova 
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et al., 2008). À l'inverse, une augmentation du nombre et de la taille des tumeurs dans les 

souris n'exprimant pas Siggir, un inhibiteur de la signalisation des TLRs et du récepteur de 

l'IL-1, est notée suite à un traitement à l'AOM/DSS. Dans ces souris, une hyperactivation 

de NFκB est présente (Xiao et al., 2007). Dans nos souris SHP-2
CEI-KO

, une hyperactivation 

de la voie NFκB est aussi observée chez les jeunes souris (Figure 6D) et les vieilles souris 

(Figure 41). Ainsi, l'hyperactivation de NFκB pourrait contribuer au développement du 

cancer colorectal associé à la colite observé dans nos vieilles souris expérimentales.  

 De plus en plus d’études montrent que la microflore participe au développement du 

cancer colorectal associé à la colite. En fait, plusieurs modèles murins ne développent pas 

de dysplasie ou de cancer colorectal associé à la colite dans un environnement axénique 

(Fukata et Abreu, 2008; Uronis et al., 2009). Chez les souris SHP-2
CEI-KO

, la microflore 

joue un rôle primordial dans le développement de la colite. Il serait donc intéressant 

d'évaluer l'impact de la microflore sur le développement du cancer colorectal associé à la 

colite en plaçant les souris dans un environnement stérile. La microflore participe aussi au 

développement du cancer colorectal via la génération de métabolites comme le butyrate 

(Belcheva et al., 2014). Il est possible que la quantité de métabolites présente chez les 

souris expérimentales soit différente de celle retrouvée chez les souris témoins et participe 

au développement du cancer colorectal associé à la colite dans les souris SHP-2
CEI-KO

. De 

plus, un changement dans la composition de la microflore est observé lors de la 

tumorigénèse colorectale (Arthur et al., 2012; Irrazabal et al., 2014). Par exemple, la 

bactérie commensale Escherichia coli NC101 (Arthur et al., 2012), la bactérie anaérobique 

Fusobacterium nucleatum (Kostic et al., 2013) et la bactérie anaérobique Bacteroides 

fragilis (ETBF) (Wu et al., 2009) sont toutes associées au développement du cancer 

colorectal. Dès l'âge de 2 semaines, les souris SHP-2
CEI-KO 

présentent un changement dans 

la composition de leur microflore (Figure 29B et Tableau 5). Une augmentation 

significative des Enterobacteriaceae, ce qui inclut les bactéries Escherichia coli, a été 

observée tandis qu'aucune différence dans les Bacteroides fragilis n'a été notée (Tableau 5). 

Ainsi, une analyse approfondie de la composition de la microflore chez les souris         

SHP-2
CEI-KO 

plus âgées par rapport aux souris témoins serait intéressante.        
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 L'inflammation chronique est généralement associée à l'accumulation de ROS 

causant des dommages oxydatifs à l'ADN, ce qui entraîne des mutations dans des gènes tels 

que CTNBB1 (β-caténine), KRAS (Meira et al., 2008; Roessner et al., 2008) et possiblement 

TP53 (Ullman et Itzkowitz, 2011). Étant donné que les souris SHP-2
CEI-KO 

souffrent 

d'inflammation chronique, il serait intéressant de quantifier les ROS en effectuant, par 

exemple, une immunohistochimie dirigée contre les nitrotyrosines. En fait, les ROS 

induisent une réaction de nitration au niveau des tyrosines ce qui sert alors de marqueur 

indirect du niveau de ROS présent (Murata et Kawanishi, 2004).   

4. Statut d'expression de SHP-2 chez les patients atteints de maladies inflammatoires 

intestinales 

 Nos résultats chez la souris démontrent que l’absence d'expression de Shp-2 dans 

l’épithélium intestinal mène spontanément à l'apparition d’une colite. Nous avons donc 

vérifié le statut d'expression de SHP-2 chez des patients atteints de maladies inflammatoires 

intestinales. Par PCR quantitatives, une diminution significative de l'expression de SHP-2 a 

été notée dans le côlon des patients atteints de la maladie de Crohn ou de la colite ulcéreuse 

par rapport aux patients témoins (Figure 42A). Par immunohistochimie, le marquage de 

SHP-2 dans les cellules épithéliales intestinales est bien détecté chez les patients témoins 

tandis que ce marquage semble plus faible chez les patients atteints de maladie de Crohn ou 

de colite ulcéreuse (Figure 42B). Ces résultats devront toutefois être confirmés sur un plus 

grand échantillonnage de patients. Les  mécanismes par lesquels l'expression de SHP-2 est 

contrôlée lors de l’inflammation intestinale devront être étudiés. Étant donné que la 

diminution d'expression est présente au niveau des transcrits, il est fort probable qu'une 

régulation transcriptionnelle soit responsable de la baisse d'expression de SHP-2. Il serait 

vraiment pertinent de suivre une cohorte de patients et voir si l'expression de SHP-2 est 

déjà faible avant l'apparition de la maladie ou si c'est plutôt une conséquence de 

l'inflammation. Rappelons que le phénotype observé chez nos souris SHP-2
CEI-KO 

s’apparente plus à celui d’une colite ulcéreuse qu'à la maladie de Crohn. Il est possible que 

chez la souris, l’expression de SHP-2 soit plus importante dans le maintien de 

l’homéostasie colique que chez l'homme.  



179 

 Deux polymorphismes (rs2301756 et rs3741983) dans les introns du gène PTPN11 

codant pour SHP-2 ont été découverts chez les patients atteints de colite ulcéreuse dans une 

cohorte de patients japonais (Narumi et al., 2009). La présence de ces deux 

polymorphismes a été analysée dans notre banque d'échantillons de patients caucasiens. 

Nos résultats préliminaires suggèrent que les patients atteints de colite ulcéreuse présentent 

une augmentation de l'allèle G par rapport à l'allèle A (rs2301756) et une augmentation de 

l'allèle T par rapport à l'allèle C (rs3741983) et ce, comparativement aux patients atteints de 

la maladie de Crohn et aux patients témoins (Tableau 7). Les patients témoins de cette 

cohorte ne présentaient pas, au moment de la prise des spécimens, de signe d'inflammation 

intestinale; toutefois leur condition physique a tout de même nécessité des examens 

approfondis. Il est probable que certains de ces patients classés initialement parmi les 

patients témoins développent éventuellement une maladie inflammatoire intestinale. 

Néanmoins, nos résultats obtenus sont similaires à ceux de Nurami et collaborateurs, c'est-

à-dire qu'une augmentation de l'allèle G par rapport à l'allèle A (rs2301756) ainsi que de 

l'allèle T par rapport à l'allèle C (rs3741983) est détectée chez les patients atteints de colite 

ulcéreuse et ce, même si les fréquences des allèles des polymorphismes rs2301756 et 

rs3741983 de PTPN11 varient selon les groupes ethniques (Jia et al., 2013; Narumi et al., 

2009). En effet, selon le projet HapMap, pour le polymorphisme rs2301756, l'allèle A 

représente 13% et l'allèle G 87% dans la population asiatique, tandis que dans la population 

caucasienne, c'est plutôt l'inverse, soit 90% pour l'allèle A et 10% pour l'allèle G. Pour le 

polymorphisme rs3741983, l'allèle T représente 86% et l'allèle C 14% dans la population 

asiatique, alors que dans la population caucasienne, c'est 14% pour l'allèle T et 86% pour 

l'allèle C. Puisque les polymorphismes identifiés sont localisés dans les introns, il est 

difficile de prédire leur impact sur l’expression de SHP-2. Il est possible que ceux-ci 

influencent l'expression en ARNm de SHP-2 chez les patients ayant une colite ulcéreuse. 

Le polymorphisme rs2301756 a déjà été associé à l'atrophie gastrique, une conséquence de 

l'inflammation chronique présente dans l'estomac (Goto et al., 2006). Puisque la perte 

d'expression de Shp-2 dans les hépatocytes entraîne également une inflammation chronique 

dans le foie (Bard-Chapeau et al., 2011), il serait intéressant de vérifier la présence des 

polymorphismes rs2301756 et rs3741983 chez des patients atteints d'inflammation 

hépatique.  
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Perspectives et Conclusion 

 

 Bien que la protéine tyrosine phosphatase SHP-2 soit exprimée de façon ubiquiste 

(Feng et al., 1993), ses fonctions dans l'épithélium intestinal n'étaient pas connues. 

L’objectif de mes travaux de doctorat était donc de déterminer les rôles de cette 

phosphatase dans les cellules épithéliales intestinales.  

 Nos résultats obtenus à l'aide d'un modèle murin de délétion conditionnelle de Shp-2 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales démontrent effectivement que cette 

phosphatase contrôle l'homéostasie de l'épithélium intestinal, particulièrement de 

l’épithélium colique. Toutes les souris expérimentales ont développé spontanément de 

l'inflammation dans le côlon. En fait, plusieurs caractéristiques observées chez les patients 

ayant une colite ulcéreuse étaient observées chez les souris SHP-2
CEI-KO

 dont une 

inflammation superficielle touchant spécifiquement le côlon, une infiltration de 

neutrophiles formant des abcès de cryptes et une perte de cellules à gobelet (Xavier et 

Podolsky, 2007).  

 Plus en détail, nos résultats ont montré que SHP-2 contrôle l’activation de voies de 

signalisation majeures dans les cellules épithéliales intestinales. En effet, elle s’avère être 

un régulateur négatif important des voies Jak/STAT3, NFκB et Wnt/β-caténine. Également, 

SHP-2 contrôle positivement l’activation des kinases ERK1/2. D’ailleurs, nos résultats avec 

la souris BRaf
CA/+

 ont révélé que l’inactivation des ERK1/2 est probablement un des 

principaux mécanismes par lesquels la délétion épithéliale de Shp-2 induit de 

l’inflammation dans le côlon. 

De plus en plus d’évidences incriminent le microbiote dans le développement de 

l’inflammation intestinale (Kim et al., 2005; Nell et al., 2010). D'ailleurs, nos résultats 

obtenus avec les cellules en culture suggèrent que SHP-2 est impliquée dans la signalisation 

induite par Myd88 et le produit bactérien LPS. Au niveau cellulaire, cette phosphatase 

semble atténuer l’activation de NFκB en réponse au LPS. L’analyse des protéines 

différentiellement phosphorylées sur tyrosine par spectrométrie de masse suggère que 

ITCH pourrait être un substrat de SHP-2 dans cette voie de signalisation. En plus de 
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contrôler la réponse des cellules épithéliales à la microflore, SHP-2 affecte aussi sa 

composition, ce qui pourrait contribuer au phénotype inflammatoire observé chez les souris 

expérimentales. La contribution de la microflore dans l'inflammation intestinale pourrait 

être vérifiée via des expériences de transfert de flore de souris expérimentales vers des 

souris de type sauvage. Ainsi, nous pourrions déterminer si une composition aberrante de la 

microflore est suffisante pour entraîner l'apparition de colite.    

 Nos résultats montrent également que SHP-2 contrôle plusieurs processus essentiels 

pour le maintien du rôle de barrière de l'épithélium intestinal. Tout d'abord, cette 

phosphatase contrôle la détermination des cellules de Paneth et des cellules à gobelet, deux 

types cellulaires participant au rôle de barrière chimique de l'épithélium en sécrétant, 

respectivement, des peptides antimicrobiens et du mucus. La signalisation épithéliale de 

Myd88 contrôle également la détermination cellulaire et ceci pourrait être attribuable, entre 

autres, au contrôle de la voie Wnt/β-caténine. De plus, nos analyses en spectrométrie de 

masse suggèrent que la stimulation au LPS augmente la phosphorylation sur tyrosine de la 

β-caténine devenant ainsi un substrat potentiel pour SHP-2. Des travaux antérieurs dans 

notre laboratoire ont montré que la phosphorylation sur tyrosine des résidus 86 et 654 de la 

β-caténine augmentait son activité transcriptionnelle (Simoneau et al., 2011). Il serait donc 

très intéressant de pousser plus loin l'analyse de l'impact de la microflore sur la voie  

Wnt/β-caténine en vérifiant notamment si SHP-2 contrôle la déphosphorylation de la         

β-caténine en réponse aux bactéries. Les sites de déphosphorylation de SHP-2 sur la          

β-caténine pourraient aussi être déterminés de même que leur impact sur son activité 

transcriptionnelle.   

 Dans l'épithélium intestinal, SHP-2 régule également la perméabilité paracellulaire, 

ce qui est essentiel au maintien de la barrière physique entre le contenu de la lumière 

intestinale et les cellules sous-jacentes. Le mécanisme d'action de SHP-2 dans la 

perméabilité paracellulaire n'a pas été identifié. Il est possible que SHP-2 agisse en 

contrôlant la phosphorylation sur tyrosine de protéines de jonction ou bien en régulant 

l'activité de la voie RhoA/ROCK. Ces deux hypothèses devront être testées.     

 La phosphatase SHP-2 participe aussi au processus de restitution épithéliale qui 

s'enclenche lors de la réparation de blessure. Les voies de signalisation ERK1/2 et 
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RhoA/ROCK ont été identifiées comme pouvant potentiellement participer à ce processus. 

Également, des substrats potentiels de SHP-2 ont été identifiés par spectrométrie de masse 

dans des cellules en migration dont des sous-unités de la myosine et les kinases MARK1 à 

4. Si ces résultats se confirment, une étude plus en détail des sites de phosphorylation sur 

ces protéines ainsi que leur impact sur la restitution épithéliale pourra être analysée. En 

résumé, nos résultats démontrent que SHP-2 joue un rôle crucial dans le maintien de la 

fonction barrière de l’épithélium colique.  

  Avec l’âge, les souris déficientes pour l’expression épithéliale de Shp-2 ont 

développé des tumeurs colorectales. Selon notre collaboratrice, la pathologiste Pre Marilène 

Paquet, ces tumeurs s’apparentent à des cancers associés à la colite (adénocarcinomes 

intramuqueux et adénocarcinomes infiltrants). Plusieurs questions néanmoins demeurent. 

Est-ce que la microflore joue un rôle dans l'apparition du cancer colorectal associé à la 

colite chez les souris SHP-2
CEI-KO

? Est-ce qu'une augmentation de stress oxydatif est 

présente chez ces souris? Si oui, est-ce que ce stress oxydatif entraîne des mutations dans 

des gènes suppresseurs de tumeur comme p53?  

 Chez les patients atteints de la maladie de Crohn ou de la colite ulcéreuse, nos 

résultats montrent une baisse d'expression des transcrits et de la protéine SHP-2. Il sera 

important de confirmer dans le futur si cette baisse d’expression est observée 

spécifiquement dans l’épithélium. Aussi, il sera pertinent de vérifier à quel moment la 

baisse d'expression de SHP-2 est observée, si elle précède ou succède à l’apparition de 

l'inflammation intestinale. Ainsi, est-ce que SHP-2 est un nouveau gène de susceptibilité au 

développement de maladies inflammatoires intestinales? Nos résultats préliminaires 

montrent également une différence dans l'incidence de deux polymorphismes (rs2301756 et 

rs3741983) chez les patients ayant une colite ulcéreuse comparativement aux patients ayant 

une maladie de Crohn ou aux patients témoins. Il serait intéressant de vérifier s’il existe une 

corrélation significative entre la présence des polymorphismes et les niveaux d'expression 

de SHP-2 en ARNm et en protéine dans les cellules épithéliales intestinales. Nos 

observations obtenues jusqu'à présent suggèrent que SHP-2 jouerait aussi un rôle protecteur 

contre l’inflammation chez l’humain. 
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 À plus long terme, mes travaux pourraient suggérer que SHP-2 serait une cible 

thérapeutique de choix pour le traitement des maladies inflammatoires intestinales et 

potentiellement du cancer colorectal associé à la colite. Par exemple, son niveau 

d'expression ou son activité enzymatique pourraient être rétablis dans les cellules 

épithéliales intestinales. Cependant, il faut rappeler que cette phosphatase active aussi les 

kinases ERK1/2, pro-oncogéniques pour l’épithélium intestinal (Rajagopalan et al., 2002; 

Roberts et Der, 2007). De plus, une mutation gain-de-fonction de SHP-2 a déjà été 

identifiée dans le cancer colorectal sporadique (Bentires-Alj et al., 2004). Ainsi, il serait 

plus pertinent d’identifier clairement les cibles spécifiques de SHP-2 dans l’épithélium 

intestinal impliquées dans son action anti-inflammatoire. Ceci pourrait servir de base pour 

de nouvelles études pharmacologiques. 

  En conclusion, bien que plusieurs questions restent en suspend quant aux rôles de 

SHP-2 dans l'épithélium intestinal, nos résultats démontrent néanmoins que cette 

phosphatase protège l’épithélium colique contre le développement de l’inflammation et du 

cancer colorectal associé à l’inflammation chronique. 
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Annexes 
 

Annexe 1: Liste complète des substrats potentiels de SHP-2 suite à un traitement avec le LPS 

 

 

 

Protéines 

 

Identification 
Non 

traitées 

15min 

LPS 

30min 

LPS 

 

Tpm1;Tpm2 

(Tropomyosin alpha-1 chain; 

beta chain) 

 

Q63607;Q63583;P04692; 

Q91XN6;Q5FVG5;P58775; 

Q3SX28;Q6AZ25;Q923Z2 

 8,07 11,79 

Mri1 

(Methylthioribose-1-phosphate 

isomerase) 

Q5HZE4  6,91  

Myo1c 

(Unconventional myosin-Ic) 
Q63355  6,78 7,10 

Myl6 

(Myosin light polypeptide 6) 

Q64119;B2GV99;M0RC91; 

M0RCG4;D3ZHA7 
0,51 6,36 21,56 

Paics 

(Phosphoribosylaminoimidazole 

carboxylase) 

P51583 1,92 6,26  

Mgp 

(Matrix Gla protein) 
Q5RK05;P08494  6,14  

Myh9 

(Myosin-9) 
G3V6P7;Q62812  5,98 25,28 

Cdh19 

(Cadhrerin 19) 
Q5NUI3  5,38 4,51 

Atn1 

(Atrophin-1) 
P54258;G3V7W3  4,39 0,82 

Lsm14a 

(Lsm14a protein) 
B2GV58  4,23 1,58 

Ctgf 

(Connective tissue growth factor) 
Q9R1E9;Q9R2C0;Q6IN11 1,43 4,03  

Ube2d1 

(Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D1) 
D3ZDK2  3,98  

Slc25a13 

( solute carrier family 25 

aspartate/glutamate carrier, member 1) 

F1LZW6  3,69  

Ugt1a6;Ugt1a1 

(UDP-glucuronosyltransferase 1-6) 

Q64671;Q63662;P08430; 

Q6T5E9;P97886;Q91Y43 
0,78 3,52  

Myl12b;Rlc-a;Myl9 

(Myosin regulatory light chain 12B; 

RLC-A; 9) 

Q63781;P18666;P13832; 

B0BMS8;Q64122 
0,58 3,48 9,97 

Myl3;Myl1 

(Myosin light chain 3; 1/3, 

skeletal muscle isoform) 

P16409;P02600  3,40 9,84 

Ltbp2 

(Latent-transforming growth factor 

beta-binding protein 2) 

O35806;F1M7L7 1,39 3,25 2,59 

Chd2 

(Chromodomain helicase DNA 

binding protein 2) 

D4AD08;D4AAG9;Q9JIX5; 

D3ZA12 
0,76 3,16 
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Grb2 

(Growth factor receptor-bound protein 

2) 

P62994 0,67 3,08  

Snd1 

(Staphylococcal nuclease domain-

containing protein 1) 

D4A8Y5;Q66X93 0,19 2,93  

Ech1 

(Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA 

isomerase, mitochondrial) 

Q62651 1,30 2,92 1,95 

Larp4b 

(Protein Larp4b) 
D3ZF45  2,89  

Triobp 

(Trio and binding actin protein isoform 

1a) 

A2TIS7;B5DFF5;F1LPB6; 

D3ZHT2;D3ZN52;A2TIS8 
 2,86  

Ezr; Msn; Rdx 

(Ezrin;Moesin) 

P31977;T1SRT4;F1LP60; 

O35763;Q5WQV5;Q5PQK5; 
0,28 2,77  

Rpa2 

(Replication protein A 32 kDa subunit) 
Q63528  2,60  

Rbms1 

(RNA-binding motif, single-stranded-

interacting protein 1) 

Q5PQP1;M0R7Q6;M0R696 1,02 2,54  

Med14 

(Mediator complex subunit 14) 
D4A020;V9GVN4 0,65 2,45  

Osbpl3 

(Oxysterol-binding protein) 
D4A3H0;D3ZHZ3  2,36 0,89 

Itch 

(E3 ubiquitin-protein ligase) 
Q5YB86;G3V8C2 1,04 2,36 0,18 

Mvb12a 

(Multivesicular body subunit 12A) 
Q6P777  2,36  

Kctd3 

(Potassium channel tetramerisation 

domain containing 3) 

D3ZNX0;P0C5J9  2,33 1,86 

Dock8 

(Dedicator of cytokinesis 8) 
F1LPG2 0,78 2,28  

Sf3b5 

(Splicing factor 3b, subunit 5 ) 
D4A5T1 0,88 2,27  

Lamb2 

(Laminin subunit beta-2) 
P15800;M0R6K0;Q5M7W9 0,69 2,26 1,83 

Safb 

(Scaffold attachment factor B1) 

O88453;M0RBF0;M0RDD3; 

M0R6E6 
1,12 2,25 1,27 

Ap2a2 

(AP-2 complex subunit alpha-2) 
P18484;Q66HM2 1,01 2,24 4,00 

Atp5o 

(ATP synthase subunit O, 

mitochondrial) 

Q06647 0,46 2,18  

Cct6a 

(Chaperonin containing Tcp1, subunit 

6A (Zeta 1)) 

Q3MHS9;D4AD79;D3ZZG6; 

Q6AYJ7;M0R800 
0,72 2,16  

Cnot7 

(CCR4-NOT transcription complex, 

subunit 7) 

B3DMA5 0,88 2,09  

Hadha 

(Long-chain enoyl-CoA hydratase; 

Long chain 3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase) 

Q64428 0,72 2,09 0,96 
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Les cellules IEC-6 ont été cultivées pendant cinq passages dans trois milieux de culture différents contenant 

des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés moyens (R6, K4) ou des acides aminés lourds (R10, 

K8). Les cellules ont été infectées avec des lentivirus shTémoin ou shSHP-2 puis sélectionnées. Ensuite, elles 

ont été amenées à confluence, privées en sérum pendant 24h et traitées pendant 15min ou 30min avec du LPS. 

Les cellules ont été lysées et une immunoprécipitation dirigée contre les tyrosines phosphorylées a été 

effectuée. Les protéines immunoprécipitées ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les valeurs 

représentent le ratio du nombre de peptides identifiés correspondant à une protéine donnée dans le milieu 

lourd (shSHP-2) par rapport au milieu moyen (shTémoin). Seulement les protéines ayant une augmentation de 

deux fois de la phosphorylation sur tyrosine dans les cellules shSHP-2 comparativement aux cellules 

shTémoin suite à un traitement au LPS sont présentées dans ce tableau.  

 

Arnt 

(Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator) 

Q80T27;Q80T28;E9PTS2; 

Q80T26;Q80T29;P41739; 

Q80T25;F1LMF9 

 2,07  

Copg1 

(Coatomer subunit gamma-1) 
Q4AEF8 0,51 2,06 1,37 

Erbb2ip 

(Erbb2-interacting protein) 

M0R9X2; M0R6K2; M0R9T2; 

M0R5K2 
 2,06  

Trim5 

( tripartite motif protein 5) 
Q6AYT1 0,43 2,03  

Trim 25 

( tripartite motif protein 25) 
Q6P7B3;D4A9N5 0,60 2,00 1,18 

Myh10 

(Myosin-10) 
Q9JLT0;G3V9Y1;Q9R0H1   8,50 

Atp2b3 

(Plasma membrane calcium-

transporting ATPase 3) 

D3ZJ68;D3ZV04;K4DIC6; 

Q64568 
  6,25 

Vim 

(Vimentin) 

P31000;G3V8C3;Q6P725; 

P48675;P23565;G3V8Q2; 

P12839;F1LRZ7;P16884 

 1,06 2,60 

Synpo 

(Synaptopodin) 
B1VKB4;Q9Z327  1,23 2,54 

Atad3 

(ATPase family AAA domain-

containing protein 3) 

Q3KRE0 1,07 1,39 2,28 

Uggt1 

(UDP-glucose:glycoprotein 

glucosyltransferase 1) 

Q9JLA3 0,96 1,67 2,07 
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Annexe 2: Liste complète des gènes ayant une expression modulée dans les souris SHP-2
CEI-KO 

 

 

 

Gènes 

 

Identification Expression relative 

 

p 

 

 

fatty acid binding protein 6. ileal 

(gastrotropin) 

(Fabp6) 

1450682_at 10,73 4,36
-5

 

matrix metalloproteinase 7 

(Mmp7) 
1449478_at 4,23 2,46

-4
 

defensin. alpha. 24 

 (Defa24) 
1450631_x_at 4,15 2,80

-6 

Keratin 36 

(Krt36) 
1427751_a_at 4,00 2,40

-4
 

indoleamine 2.3-dioxygenase 1 

(Ido1) 
1420437_at 2,80 0,014 

glucose-6-phosphatase. catalytic 

(G6pc) 
1417880_at 2,66 9,37

-4
 

dentin matrix protein 1 

(Dmp1) 
1443746_x_at 2,64 1,97

-3
 

interleukin 1 receptor-like 1 

(Il1rl1) 
1422317_a_at 2,57 0,021 

chemokine (C-X-C motif) ligand 5 

(Cxcl5) 
1419728_at 2,39 0,047 

fructose bisphosphatase 1 

(Fbp1) 
1448470_at 2,39 1,41

-5
 

antigen p97 (melanoma associated) 

identified by monoclonal antibodies 133.2 

and 96.5 

(Mfi2) 

1419755_at 2,37 2,02
-3

 

liver-expressed antimicrobial peptide 2 

(Leap2) 
1427480_at 2,34 2,75

-4
 

lectin. galactose-binding. soluble 2 

(Lgals2) 
1417079_s_at 2,34 2,19

-4
 

dentin matrix protein 1 

(Dmp1) 
1443745_s_at 2,33 2,96

-3
 

fibrinogen alpha chain 

(Fga) 
1424279_at 2,24 3,46

-4
 

colipase. pancreatic 

(Clps) 
1415805_at 2,19 5,06

-3
 

solute carrier family 13 (sodium/sulfate 

symporters). member 1 

(Slc13a1) 

1431379_a_at 2,17 1,18
-4

 

regenerating islet-derived 3 beta 

(Reg3β) 
1416297_s_at 2,12 3,50

-5
 

carbamoyl-phosphate synthetase 1 

(Cps1) 
1455540_at 2,09 2,21

-5
 

N-acetylneuraminate pyruvate lyase 

(Npl) 
1424265_at 2,06 7,86

-4
 

leukocyte cell-derived chemotaxin 2 

(Lect2) 
1449492_a_at 2,04 9,81

-5
 

ATP-binding cassette. sub-family G 

(WHITE). member 5 

(Abcg5) 

1419393_at 2,04 0,013 



228 

 

 

 

 

 

ubiquitin D 

(Ubd) 
1419762_at 2,02 0,014 

sonic hedgehog 

(Shh) 
1436869_at 2,00 2,84

-5
 

zinc finger protein 560 

(Zfp560) 
1458820_at -2,00 3,66

-5
 

glutathione S-transferase. alpha 1 (Ya), 

glutathione S-transferase. alpha 2 (Yc2) 

(Gsta1, Gsta2) 

1421041_s_at -2,03 1,21
-3

 

cytochrome P450. family 2. subfamily c. 

polypeptide 65 

(Cyp2c65) 

1429994_s_at -2,05 3,08
-4

 

sprouty protein with EVH-1 domain 1. 

related sequence 

(Spred1) 

1460116_s_at -2,06 8,59
-7

 

UDP-GlcNAc:betaGal beta-1.3-N-

acetylglucosaminyltransferase 5 

(B3gnt5) 

1420993_at -2,06 3,49
-3

 

cytidine monophospho-N-acetylneuraminic 

acid hydroxylase 

(Cmah) 

1436039_at -2,11 1,70
-3

 

serine (or cysteine) peptidase inhibitor. 

clade B. member 5 

(Serpinb5) 

1441941_x_at -2,27 3,59
-8

 

mucin 4 

(Muc4) 
1438555_x_at -2,31 3,84

-4
 

adiponectin. C1Q and collagen domain 

containing 

(Adipoq) 

1422651_at -2,35 0,018 

family with sequence similarity 55. member 

D 

(Fam55d) 

1456111_at -2,41 1,43
-4

 

X-linked myotubular myopathy gene 1 

(Mtm1) 
1454904_at -2,50 8,40

-5
 

family with sequence similarity 55. member 

B 
1453220_at -3,75 4,66

-4
 

 

Les ARNs d'extraits totaux de côlon de souris témoins et expérimentales nouveau-nées ont été isolés puis 

un GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix) a été effectué (n=3 par groupe). Seulement les 

gènes ayant une modulation significative de deux fois dans les souris expérimentales par rapport aux souris 

témoins sont présentées dans ce tableau. 
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Annexe 3: Liste complète des substrats potentiels de SHP-2 mobilisés lors de la restitution épithéliale 

 

 

 

Protéines 

 

Identification 
Non 

blessées 

5 min post-

blessure 

24h post-

blessure 

 

Mark1; Mark2; Mark3; Mark4 

(MAP/microtubule affinity-

regulating kinase) 

O08679; D4A6T9; F1LNE7; 

O08678; Q8VHF0; F1M836 
1,00 9,19 0,75 

Larp7 

(La-related protein 7) 
Q5XI01;M0RC12;M0R7D1  6,07  

Comp;Thbs4 

(Cartilage oligomeric matrix 

protein; 

Thrombospondin-4) 

P35444;M0RBU0;F1LMS5;

P49744 
2,25 5,56 5,62 

Klhdc10 

(Kelch domain-containing protein 

10) 

Q5U3Y0  5,10  

Mri1 

(Methylthioribose-1-phosphate 

isomerase) 

Q5HZE4 2,20 3,80 2,37 

Eln 

(Elastin) 
D3ZPX6;D4A9U4;Q99372 2,50 3,23 3,89 

Myh9 

(Myosin-9) 

G3V6P7; Q62812;Q63862; 

Q62704 
1,00 2,86 1,76 

Ltbp2 

(Latent-transforming growth 

factor beta-binding protein 2) 

O35806;F1M7L7  2,14  

Uqcrq 

(Cytochrome b-c1 complex 

subunit 8) 

Q7TQ16  2,10 1,77 

F2 

(Prothrombin; 

Thrombin light chain; 

Thrombin heavy chain) 

P00735;P18292;G3V843 3,18 5,78 0,83 

Pgk1;Pgk2 

(Phosphoglycerate kinase 1-2) 
M0R6Y8;P16617;Q5XIV1 1,00 0,29 4,69 

Chd5;Chd4 

(Chromodomain helicase DNA 

binding protein 4-5) 

D3ZR50;E9PU01;D3ZD32;

Q2KML0;Q2KML1;Q2KM

K9;Q2KMK7;F1LPP8 

 1,29 4,50 

Colec12 

(Collectin 12) 
Q4V885   4,31 

Pbx1;Pbx2 

(Pre B cell leukemia homeobox 

1-2) 

B1WC30;D3ZJI6;Q6MG87   3,24 

Vps28 

(Vacuolar protein sorting-

associated protein 28 homolog) 

B5DEN9  1,39 2,75 

Ugt1a6;Ugt1a1 

(UDP-glucuronosyltransferase 1-

6) 

Q64671;Q63662;P08430;Q6

T5E9;P97886;Q91Y43 
  2,15 

Mdh2 

(Malate dehydrogenase;Malate 

dehydrogenase, mitochondrial) 

Q0QF43;P04636  0,50 2,10 
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Les cellules IEC-6 ont été cultivées pendant cinq passages dans trois milieux de culture différents contenant 

des acides aminés légers (R0, K0), des acides aminés moyens (R6, K4) ou des acides aminés lourds (R10, 

K8). Les cellules ont été infectées avec des lentivirus shTémoin ou shSHP-2 puis sélectionnées. Ensuite, elles 

ont été amenées à confluence, mises pendant 24h dans du milieu contenant 0,1% sérum avant d'effectuer des 

multiblessures à l'aide d'un grattoir pendant 5min ou 24h. Les cellules ont été lysées et une 

immunoprécipitation dirigée contre les tyrosines phosphorylées a été effectuée. Les protéines 

immunoprécipitées ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les valeurs représentent le ratio du nombre 

de peptides identifiés correspondant à une protéine donnée dans le milieu lourd (shSHP-2) par rapport au 

milieu moyen (shTémoin). Seulement les protéines ayant une augmentation de deux fois de la 

phosphorylation sur tyrosine dans les cellules shSHP-2 comparativement aux cellules shTémoin suite à une 

blessure sont présentées dans ce tableau.  

 

 

Ncoa1 

(Nuclear receptor coactivator 1) 
D4A3Q3 0,83 1,38 2,01 


