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Figure 1 : Développement de l’intestin
A : La gastrulation survient entre E5 et
E7.5 chez la souris pour donner
naissance aux 3 feuillets embryonnaires
(ectoderme, mésoderme et
endoderme). Ensuite, la tubulogénèse
endodermale se produit entre E8 et E9.5
jours de développement, puis le
mésoderme entoure ce tube. Les 2
dernières figures représentent une
coupe transversale de ce tube à E10.5
où l’endoderme est un épithélium
pseudostratifié, et à E14.5 où la
formation des villosités débute. D’après
Noah et al., 2011. B : Le panel du haut
représente les parties de l’intestin
primitif et les segments de l’intestin
adulte qui en découlent. Le panel du bas
représente les patrons d’activation des
voies de signalisation et des facteurs de
transcription impliqués dans la
régionalisation antéro-postérieure de
l’intestin primitif. D’après Zorn and
Wells, 2009.
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I- L’épithélium intestinal et le contrôle de son homéostasie 

1) Ontogénèse de l’intestin grêle 

Le développement des organismes dépend de la spécialisation de cellules souches 

totipotentes en différents lignages cellulaires avec leurs caractéristiques spécifiques. Le 

premier événement nécessitant un choix de destinée cellulaire survient durant la 

gastrulation. Cette étape du développement permet l’apparition des 3 feuillets 

embryonnaires : l’endoderme, l’ectoderme et le mésoderme (Figure 1A). Chaque feuillet 

donne des tissus spécifiques, par exemple l’endoderme donne naissance aux systèmes 

respiratoires et digestifs, l’ectoderme à la peau et au système nerveux et le mésoderme aux 

systèmes sanguins, osseux et musculaires. Ce processus développemental est régulé par des 

gradients de facteurs de croissance solubles (WNT, FGF, TGFβ…). Ces facteurs se fixent sur 

leurs récepteurs à la surface des cellules pour induire l’activation des voies de signalisation 

intracellulaires et ainsi dicter leurs destins.  

Par la suite, à partir du jour de développement embryonnaire 8,5 (E8.5) chez la souris, 

l’endoderme se repli pour former le tube digestif primitif (Figure 1A). Les mécanismes 

moléculaires de ce repliement sont encore peu connus, mais l’interaction avec le 

mésoderme qui entoure l’endoderme semble primordiale (Noah et al., 2011). Ce tube est 

alors régionalisé, notamment dans l’axe antéropostérieur (AP), en 3 parties : l’intestin 

primitif antérieur, moyen et postérieur. La partie antérieure donne naissance à l’œsophage, 

l’estomac ou encore le duodénum, la partie médiane au jéjunum et à l’Iléon et la partie 

postérieure au cæcum et au colon. Cette régionalisation est également contrôlée par des 

gradients d’activation des voies de signalisation (WNT, BMP, FGF) mais aussi par des 

gradients d’expression de facteurs de transcription (Cdx2, Foxa2, Sox2) qui contrôlent la 

mise en place du programme transcriptionnel spécifique de chaque segment (revue Zorn 

and Wells, 2009) (Figure 1B). Par exemple, le facteur de transcription CDX2 est essentiel à la 

mise en place de l’identité postérieure de l’intestin primitif (Gao et al., 2009). La délétion du 

gène (KO) codant pour la protéine CDX2 spécifiquement dans l’endoderme à E8.5 entraîne, 

dans l’intestin adulte, une perte du colon ainsi qu’une modification de l’identité des cellules 

intestinales postérieures. Ces cellules, qui ont une identité iléale dans les souris sauvages, 

ont un transcriptome très similaire à celui de cellules d’œsophage dans le KO Cdx2, avec 

notamment l’expression des marqueurs de cellules squameuses de l’œsophage (Krt13, 



Figure 2 : Morphogénèse de l’épithélium intestinal
A : Entre E9.5 et E13.5, l’épithélium pseudostratifié est plat. A E14.5 des cellules mésenchymateuses se
regroupent en dessous de cet épithélium pour former les villosités. D’après Chin et al., 2017. B : Après la
naissance, la constriction apicale des cellules entre les villosités permet l’invagination du tissu pour former
les cryptes. D’après Sumigray et al., 2018.
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p63…) ainsi que l’expression du facteur de transcription antérieur Sox2 (Gao et al., 2009). 

Ces résultats montrent l’importance du gradient d’expression de Cdx2, qui est plus exprimé 

dans la partie postérieure de l’intestin que dans la partie antérieure, dans la régionalisation 

antéro-postérieure de l’intestin en développement.  

L’épithélium pseudostratifié du tube intestinal primitif se réorganise alors en épithélium 

colonnaire monostratifié avec l’émergence des villosités à E14-E15 (Figure 1A), qui seront le 

compartiment différencié de l’intestin grêle adulte. Pour ce processus, les cellules du 

mésenchyme qui soutiennent l’épithélium se regroupent, ce qui entraîne la formation de 

protubérances, qui seront les futures villosités (Figure 2A). L’émergence de ces villosités est 

contrôlée notamment par la voie de signalisation BMP. L’ajout de ligand de cette voie, par 

exemple BMP2, inhibe la formation des regroupements des cellules du mésenchyme et donc 

la formation de villosités. Ce contrôle négatif s’effectue au niveau des cellules 

mésenchymateuses puisque le KO du récepteur de la voie BMP (Bmp1r) dans ces cellules 

chez la souris, et pas dans les cellules épithéliales, entraîne l’augmentation de la taille des 

futures villosités (Walton et al., 2016). Entre chacune de ces futures villosités, l’espace est 

d’environ 60-70 µm et semble finement contrôlé. Dans cet espace, les cryptes, futurs 

compartiments prolifératifs, émergent dans les jours suivants la naissance (Noah et al., 

2011) par invagination de l’épithélium entre les villosités, grâce à la constriction de la surface 

apicale de ces cellules (Sumigray et al., 2018) (Figure 2B). Cette morphogénèse des cryptes 

est dépendante de plusieurs mécanismes propres aux cellules épithéliales mais également 

de la communication avec le mésenchyme sous-jacent. Par exemple, elle requiert la Myosine 

II à l’intérieur des cellules épithéliales pour la constriction apicale (Sumigray et al., 2018), 

mais aussi le gradient de BMP dû aux cellules mésenchymateuses pour limiter cette 

morphogénèse (Haramis et al., 2004).  

Tout ceci montre toute la richesse et la complexité des mécanismes mis en jeu pour le 

développement normal de l’intestin grêle et de sa muqueuse, essentielle à sa fonction. 

 

2) Structure de l’intestin grêle adulte 

L’intestin grêle a pour fonction principale de participer à la digestion des aliments en 

permettant l’absorption de nutriments, tout en ayant un rôle de barrière contre les multiples 
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Figure 3 : Structure de l’intestin
A : L’intestin est localisé entre
l’estomac et le côlon, et est
composé de 3 parties
fonctionnellement différentes : le
duodénum, le jéjunum et l’iléon.
Modifié d’après référence
supplémentaire A. B : Schéma d’une
coupe transversale avec les 4
couches de l’intestin : la séreuse, la
musculeuse, la sous-muqueuse et la
muqueuse. Modifié d’après
référence supplémentaire B.

Figure 4 : L’épithélium intestinal
Schéma de l’axe crypte-villosité de l’épithélium intestinal. La
crypte contient les cellules souches, « +4 » et progénitrices
ainsi que les cellules de Paneth. La villosité est composée de
cellules différenciées : les entérocytes, les cellules à mucus,
entéroendocrines et tufts.
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agressions. Il mesure environ 6m de long chez l’homme et est divisé en 3 parties 

fonctionnellement distinctes (Figure 3A). La première partie, appelée duodénum, est 

adjacente à l’estomac et a plusieurs rôles fondamentaux. Le duodénum est le lieu de 

mélange du bol alimentaire avec les sels biliaires et pancréatiques, essentiels pour la 

digestion. Il permet également l’absorption de glucides et, dans une moindre mesure, celle 

des lipides et des acides aminés. Enfin il est également impliqué dans la neutralisation, au 

moins partielle, du pH du contenu digestif très acide à sa sortie de l’estomac (Sjöblom, 

2011). La deuxième partie, appelée Jéjunum, est impliquée dans l’absorption de l’eau et des 

électrolytes mais aussi des glucides, des lipides et des acides aminés restants. Enfin, juste 

avant le colon, se trouve l’Iléon qui permet l’absorption des nutriments restants.  

L’intestin grêle est composé de 4 couches tissulaires différentes (Figure 3B). La plus interne à 

l’organisme, la séreuse, permet l’accroche du tube intestinal au péritoine et permet 

également d’éviter les frottements avec les autres organes. La deuxième, appelée la 

musculeuse, est composée de muscles lisses qui permettent le péristaltisme intestinal et 

donc l’avancée du bol alimentaire le long de l’intestin. La troisième, la sous-muqueuse, est 

un tissu conjonctif de soutien qui comporte également des vaisseaux sanguins, lymphatiques 

et des nerfs. Enfin la couche la plus externe à l’organisme, en contact direct avec le milieu 

extérieur, est la muqueuse, qui comporte une fine couche musculaire, la lamina propria et 

l’épithélium intestinal.  

L’épithélium monostratifié de l’intestin grêle est composé de 2 compartiments : les cryptes, 

qui constituent le compartiment prolifératif, et les villosités qui représentent le 

compartiment différencié constitué de plusieurs types de cellules non prolifératives (Figure 

4). Le renouvellement de l’épithélium est médié par les cellules prolifératives de la crypte. En 

effet, les cryptes sont composées de cellules souches multipotentes, localisées à la base des 

cryptes, qui peuvent donner naissance à tous les types cellulaires de l’épithélium intestinal. 

Ces cellules s’auto-renouvellent, pour conserver le stock de cellules souches, mais également 

donnent naissance aux cellules progénitrices (Figure 5). Ces cellules prolifèrent très 

rapidement avant de s’engager dans la différenciation. Cette différenciation en cellules 

spécialisées survient dans les villosités. Ces dernières sont composées de plusieurs types 

cellulaires divisés en 2 lignages : absorbant et sécrétoire. Le lignage absorbant est composé 

des cellules permettant l’absorption des nutriments : les entérocytes (Figure 5). Les 

entérocytes sont les cellules les plus représentées dans les villosités intestinales, 
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Cellules progénitrices sécrétoiresCellules progénitrices absorbantes

HES1 ATOH1

GFI1

SPDEF

SOX9
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Figure 5 : Renouvellement de l’épithélium intestinal
Les cellules souches s’auto-renouvellent (division symétrique) ou donnent naissance à des cellules
progénitrices (division asymétrique). Les cellules progénitrices s’engagent ensuite dans le lignage absorbant ou
le lignage sécrétoire grâce aux facteurs de transcription HES1 et ATOH1 respectivement. Enfin, la
différenciation terminale des cellules survient grâce à l’action de facteurs de transcription spécifiques de
chaque type cellulaire. Réalisée à partir de Gerbe et al., 2011.
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représentant plus de 90% des cellules de l’épithélium intestinal (Barker et al., 2007). Ces 

cellules sont spécialisées dans l’absorption grâce notamment à la sécrétion d’enzymes 

protéolytiques (lactase, sucrase, …) qui digèrent les aliments et à la présence, au pôle apical, 

de microvillosités qui permettent d’augmenter la surface d’absorption des nutriments ainsi 

issus du bol alimentaire. Le lignage sécrétoire comporte, lui, plusieurs types cellulaires 

(Figure 5). Les cellules caliciformes à mucus sont les cellules les plus représentées de ce 

lignage (4% de l’épithélium total, Barker et al., 2007). Elles sécrètent le mucus qui tapisse les 

villosités pour les protéger contre les agressions extérieures. Les cellules entéro-endocrines 

sont une sous-population très diversifiée dans l’intestin, et sécrètent un large panel de 

peptides et hormones qui sont essentiels à la physiologie de l’intestin (digestion et 

protection). Les cellules tufts représentent seulement 0,4% des cellules de l’épithélium 

intestinal, mais elles ont un rôle majeur dans la réponse immunitaire. En effet, le nombre de 

ces cellules augmente drastiquement en réponse à une infection parasitaire et permet 

également l’hyperplasie des cellules à mucus, processus essentiel à la réponse immunitaire 

et à l’expulsion du parasite (Gerbe et al., 2016). Enfin le dernier type cellulaire de ce lignage : 

les cellules de Paneth, sont, quant à elles, localisées dans la crypte (cf Figure 4). Ces cellules, 

qui ont une durée de vie supérieure aux autres cellules différenciées (environ 1 mois) sont 

placées à la base des cryptes, intercalées entre les cellules souches, et sont importantes pour 

la réponse immunitaire et le maintien des cellules souches (voir chapitre I-4 ci-après). 

Grâce aux entérocytes, les villosités ont une grande capacité d’absorption mais elles sont 

également très vulnérables au milieu extérieur. La présence de bactéries, l’acidité provenant 

de l’estomac ou encore l’abrasion due aux mouvements du bol alimentaire et au 

péristaltisme sont très délétères pour les cellules des villosités. Pour pallier à cela, 

l’épithélium intestinal doit être constamment renouvelé, la régénération complète de 

l’épithélium prenant 3 à 5 jours. La balance entre le renouvellement de l’épithélium, via les 

cellules prolifératives de la crypte, et la différenciation en cellules spécialisées, au sein des 

villosités, est donc essentielle au maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal, et a 

fait l’objet d’intense recherches depuis plusieurs décennies. 
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3) Les cellules souches intestinales 

Le renouvellement de l’épithélium intestinal dépend des cellules souches intestinales qui 

possèdent 2 caractéristiques principales : s’auto-renouveler durablement et pouvoir donner 

naissance à toutes les cellules de l’épithélium intestinal mature (Figure 5).  

Historiquement, la localisation des cellules souches intestinales fut un sujet d’intenses 

débats. En 1974, Cheng et Leblond ont décrit les cellules colonnaires de la base de la crypte 

(CBC) comme étant des cellules souches. Pour cela, ils ont injecté de la thymidine radioactive 

à des souris ce qui entrainait la mort de certaines cellules de la crypte, probablement à cause 

des radiations. Les auteurs ont également observé que les cellules de la base de la crypte 

restantes phagocytaient, au moins en partie, les cellules mortes, créant ainsi des 

phagosomes radiomarqués dans les CBC. Ce marquage des phagosomes a donc permis aux 

auteurs de suivre l’évolution de ces cellules. Quelques jours après le marquage des CBC, ils 

ont pu observer des cellules marquées dans tout l’épithélium intestinal, qui représentaient 

tous les types cellulaires différenciés. Les auteurs ont donc conclu que ces cellules à la base 

de la crypte pouvaient donner naissance à toutes les cellules de l’épithélium et pouvaient 

donc être considérées comme les cellules souches de l’épithélium intestinal (Cheng and 

Leblond, 1974). Potten et ses collaborateurs font, eux, l’hypothèse que les cellules souches 

conservent les brins d’ADN parentaux lors des mitoses successives pour éviter les mutations 

dues aux erreurs de réplication. Pour tester cette hypothèse, ils ont irradié (aux rayons X) 

des souris pour analyser le renouvellement de l’épithélium, et leurs ont injecté de la 

thymidine tritiée, plusieurs fois, pour marquer les cellules prolifératives. Quarante minutes 

après la dernière injection de thymidine tritiée, la quasi-totalité des cellules de la crypte est 

marquée. Cependant, 28 jours après la dernière injection, seules quelques cellules sont 

encore fortement marquées. Ils ont donc conclu que ces cellules qui retiennent ce marquage 

à long terme, placées au-dessus des cellules de Paneth (en position +4), étaient 

probablement des cellules souches (Potten et al., 1978). Cependant, cette méthode est 

basée sur une technique indirecte et dépendante de l’hypothèse des brins d’ADN parentaux 

conservés. Ces cellules pourraient aussi être des cellules différenciées à longue durée de vie. 

En 1999, Bjerknes et Cheng ont montré, grâce au suivi de clones mutés aléatoirement, que 

les cellules en positions 1 à 5 sont responsables du renouvellement de tous les types 

cellulaires de l’épithélium intestinal et présentent également une longue durée de vie 



Figure 6 : Suivi du lignage in vivo
La GFP et la CRE sont exprimées sous la dépendance du promoteur du gène marqueur des cellules souches
putatives (ici Lgr5). Ces cellules sont donc GFP+ en absence d’induction de la CRE (A), et deviennent aussi
LacZ+ lors de l’induction de la translocation nucléaire de la CRE (B). Les cellules filles provenant d’une cellules
souches induites sont alors LacZ+ et GFP- (C). Le panel D montre in vivo les 3 différents scénario cellulaires. E :
Schéma du suivi du lignage à différents stades à partir de cellules souches Lgr5+, montrant la génération de
clones à longue durée de vie et contenant tous les types cellulaires différenciés. D’après Snippert and Clevers,
2011.
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(Bjerknes and Cheng, 1999). Cette étude confirme le caractère souche des cellules présentes 

à la base des cryptes. 

L’avancée majeure dans la caractérisation des cellules souches intestinales a été la 

découverte des gènes marqueurs de ces cellules. La découverte de ces marqueurs 

spécifiques permet d’analyser les 2 grandes caractéristiques des cellules souches : l’auto-

renouvellement et la multipotence. Pour cela, la technique du suivi de descendance des 

cellules souches, basée sur celle de Cheng et Leblond, a été mise au point. Dans cette 

technique, une cassette contenant les séquences de la Gfp et de la Cre recombinase (dont la 

translocation nucléaire est inductible grâce au tamoxifène) est insérée sous la dépendance 

du promoteur du gène marqueur putatif des cellules souches, de manière hétérozygote. Puis 

ces souris sont croisées avec des animaux contenant, dans le locus Rosa26, une séquence 

codant pour LacZ et qui ne s’exprime que lorsque la CRE recombinase est active. La 

révélation de la β-galactosidase permet ainsi de visualiser toutes les cellules qui ont exprimé 

la Cre durant leur vie (donc dans lesquelles le promoteur du gène marqueur putatif des 

cellules souches a été actif) et de suivre les cellules (descendantes) ayant héritées de la 

recombinaison (Figure 6). Le laboratoire de Hans Clevers a été le premier à utiliser cette 

technique pour la découverte du marqueur spécifique des CBC : Lgr5 (Barker et al., 2007). Ils 

ont observé que, plusieurs jours après l’induction de la recombinaison, tous les types 

cellulaires expriment LacZ, ce qui confirme les observations de Cheng, Leblond et Bjerknes 

sur le caractère souche des CBC. Les auteurs ont également observé que les cellules souches 

du colon sont également Lgr5+ (Barker et al., 2007). Quant aux cellules en position « +4 », de 

nombreuses études ont été menées pour les caractériser. Les marqueurs Bmi (Sangiorgi and 

Capecchi, 2008), mTert (Montgomery et al., 2011), Hopx (Takeda et al., 2011) et Lrig1 

(Powell et al., 2012) ont été caractérisés comme permettant d’identifier des cellules 

préférentiellement en position +4, qui sont distinctes des cellules Lgr5+. Grâce à ces 

marqueurs, il a pu être mis en évidence la capacité de ces cellules à renouveler l’épithélium. 

Les auteurs ont observé que ces différents types cellulaires prolifèrent très faiblement par 

rapport aux cellules Lgr5+. Cependant, après irradiation, leur prolifération est stimulée, ce 

qui leur permet de renouveler l’épithélium rapidement. Les auteurs ont donc fait 

l’hypothèse que ces cellules permettraient le renouvellement du tissu en cas de lésion de 

celui-ci. Néanmoins, la spécificité des marqueurs de ces cellules +4 ainsi que la distinction 
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Figure 7 : Patron d’activation des
voies de signalisation
La voie Wnt est fortement active
dans les cryptes et favorise la
prolifération et le maintien des
cellules prolifératives. La voie Bmp
est active dans les villosités et
permet la différenciation des
cellules. La voie Notch est active
dans les cryptes au niveau des
cellules progénitrices absorbantes et
des cellules souches et permet
notamment le choix du lignage de
différenciation et le maintien de la
prolifération.

Villosité

Crypte

Figure 8 : La voie de signalisation Wnt
En absence de ligand, le complexe de destruction dégrade la β-caténine, et l’absence de R-spondine entraine
également la destruction du récepteur de la voie : Frizzled (FZD). En présence de ligand et de R-spondin, le
complexe de destruction est inhibé, la β-caténine s’accumule et entre dans le noyau. La β-caténine se fixe
alors à ses cibles avec les facteurs de transcription TCF pour permettre d’activer la transcription des gènes
cibles de la voie. D’après Gehart and Clevers, 2019.
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entre les différents types de cellules souches est encore source de débats (Li et al., 2014; 

Muñoz et al., 2012). A l’heure actuelle les CBC (Lgr5+), qui sont très prolifératives et 

localisées à la base de la crypte entre les cellules de Paneth, sont considérées comme les 

cellules souches permettant le renouvellement quotidien de l’épithélium. En revanche, les 

cellules en position +4 (plusieurs marqueurs et peut-être plusieurs types de cellules) sont 

toujours l’objet de débats pour savoir si ce sont réellement des cellules souches quiescentes 

qui permettent le renouvellement en cas de lésion du tissu.  

 

4)  Dynamique des cellules souches intestinales et voies de signalisation 

L’analyse des mécanismes contrôlant le maintien et le renouvellement des cellules souches 

intestinales (ou ISC pour « Intestinal Stem Cells ») est essentielle pour mieux comprendre 

l’homéostasie du tissu. De nombreuses analyses ont été faites et ont montré le rôle 

fondamental de la voie de signalisation Wnt dans ce processus. En effet, le patron 

d’activation de la voie Wnt canonique corrèle avec les capacités prolifératives des cellules 

épithéliales intestinales : en effet, cette activité est majoritairement retrouvée dans les 

cryptes (Gregorieff et al., 2005) (Figure 7). La fixation d’un ligand de Wnt sur son récepteur 

entraine la stabilisation du cofacteur de transcription β-CATENINE qui est alors relocalisé 

dans le noyau et permet l’expression des gènes cibles de Wnt, en association avec les 

facteurs de transcription TCF/LEF (Figure 8). Ainsi, dans l’épithélium intestinal, le KO du 

facteur de transcription Tcf4 chez la souris est létal 1 jour après la naissance (Korinek et al., 

1998). De même, le KO conditionnel chez l’adulte entraîne la perte totale de la prolifération 

3 jours après le début de l’induction, ainsi que la perte de l’expression des gènes marqueurs 

des cellules souches CBC, cibles ou non de Wnt (Lgr5, Olfm4). Enfin, 1 semaine après la 

délétion de Tcf4, la taille des villosités diminue fortement, ce qui prouve le rôle de la voie 

Wnt dans l’homéostasie de l’épithélium et son renouvellement (van Es et al., 2012a). 

L’inhibition de la voie Wnt par son inhibiteur physiologique DKK1 entraîne l’apparition du 

même phénotype (Kuhnert et al., 2004). A l’inverse, l’activation constitutive de la voie Wnt, 

via la perte d’un autre inhibiteur de la voie : APC, entraîne une augmentation du nombre de 

cellules prolifératives, dont la localisation n’est alors plus restreinte au compartiment de la 

crypte (Sansom et al., 2004). Cette perte favorise aussi l’apparition de tumeurs intestinales 

(Fodde et al., 1994). Enfin la voie Wnt est également importante pour l’inhibition de la 



Figure 9 : La voie de signalisation Notch
A : La fixation du ligand de Notch au niveau du récepteur de Notch entre 2 cellules adjacentes entraîne le
clivage du domaine intracellulaire de Notch (NICD). NICD est alors transloqué dans le noyau où il se lie au
facteur de transcription RBPJ pour permettre l’expression des cibles de la voie. D’après Gehart and Clevers,
2019. B : Schéma réprésentant le mécanisme d’inhibition latérale. Une cellule qui exprime les ligands de Notch
(Delta) active la voie Notch dans la cellule adjacente. La cellule qui reçoit le message inhibe alors sa production
de ligand de Notch, ce qui a pour conséquence d’inhiber la voie Notch dans la première cellule. Les panels de
droite montrent ce mécanisme dans le contexte de l’épithélium intestinal entre les cellules de Paneth et les CBC
et aussi entre les cellules progénitrices sécrétoires et absorbantes. D’après Sancho et al., 2015.

A

B
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différenciation dans les cryptes. Pour cela, cette voie inhibe l’expression du facteur de 

transcription majeur de la différenciation : Cdx2, ainsi que sa cible Muc2 (marqueur des 

cellules à mucus différenciées), grâce à l’expression dans la crypte du facteur de 

transcription cible de Wnt : Sox9 (Blache et al., 2004). Tout ceci montre l’importance de la 

voie Wnt dans le maintien de la prolifération, de l’identité des cellules de la crypte 

intestinale et, par conséquence, l’importance de cette voie dans le renouvellement et le 

maintien de l’épithélium intestinal. 

De manière similaire, la voie de signalisation Notch a également un patron d’activation 

restreint aux cryptes (cf Figure 7), ce qui suggère là encore un rôle dans le maintien des 

cellules souches (van Es et al., 2005; Riccio et al., 2008). La voie Notch agit via une 

signalisation juxtacrine, c'est-à-dire qu’elle nécessite un contact entre des facteurs exprimés 

par 2 cellules adjacentes : l’une qui exprime le ligand (ex : DLL1 ou 4) et l’autre qui exprime 

le récepteur (ex : NOTCH 1 ou 2) (Figure 9A). L’activation de la voie Notch dans la cellule 

réceptrice inhibe l’expression des ligands de Notch dans cette même cellule, qui ne pourra 

donc pas activer la voie dans ses cellules voisines. Ce mécanisme, appelé inhibition latérale, 

permet de contrôler l’activation de cette voie de façon binaire (Figure 9B). L’inhibition de 

cette voie, via le KO d’un facteur de transcription essentiel de la voie : Rbpj, ou via le KO des 

récepteurs Notch1 et Notch2, entraine une perte de la prolifération des cellules de la crypte. 

Ces cellules sont remplacées par des cellules post-mitotiques à mucus (van Es et al., 2005; 

Riccio et al., 2008). Ces études montrent l’importance de la voie Notch pour le maintien de 

l’identité et de la prolifération des ISC.   

La localisation très spécifique de l’activation de ces voies fondamentales pour le maintien 

des ISC (cf Figure 7), appelée niche des cellules souches, pose la question des types 

cellulaires capables de générer cette niche. La localisation des cellules de Paneth, intercalées 

entre les cellules souches, font d’elles de bonnes candidates pour la régulation de la niche et 

donc le maintien des cellules souches. Une étude en 2011 a montré que ces cellules sont 

indispensables à la survie des ISC in vivo chez la souris, grâce probablement à leur sécrétion 

de ligands de la voie Wnt (WNT3 et 11) et d’EGF, ainsi qu’à l’expression des ligands de Notch 

(DLL1 et 4) (Sato et al., 2011). Cependant, 2 études plus récentes ont montré que la perte 

des cellules de Paneth n’entrainait pas de perte des ISC in vivo au cours du développement 

(Kim et al., 2012), ni durant le renouvellement normal ou après irradiation de l’épithélium 
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(Durand et al., 2012). La différence majeure entre les 3 études est le modèle d’induction de 

la perte des cellules de Paneth : dans la première, il s’agit soit d’un KO du facteur répresseur 

de transcription Gfi1 qui est impliqué dans la différenciation des cellules de Paneth et des 

cellules à mucus, soit de l’expression de toxine diphtérique A sous la dépendance du 

promoteur de la cryptidine (spécifique des cellules de Paneth), ou encore via le KO du 

facteur de transcription Sox9 (Sato et al., 2011). Dans les 2 autres études, la déplétion des 

cellules de Paneth est obtenue par le KO du facteur de transcription spécifique du lignage 

sécrétoire : Math1 (ATOH1 chez l’homme) (Durand et al., 2012; Kim et al., 2012). Une étude 

récente montre que le phénomène d’inhibition latérale survient entre les cellules de Paneth 

et les ISC (Chen et al., 2017) (Figure 9B), les cellules de Paneth exprimant les ligands de 

Notch (DLL1 et 4), ce qui active la voie Notch dans les ISC et a pour conséquence le maintien 

des ISC, mais aussi la diminution de l’expression de Math1 dans ces cellules. On peut donc 

émettre l’hypothèse que la diminution de l’expression de Math1 dans les ISC est importante 

pour leur maintien. L’augmentation de la prolifération dans les cryptes des souris  sous l’effet 

d’une suractivation de Notch, et donc d’une diminution de l’expression de Math1, est en 

accord avec cette hypothèse (Fre et al., 2005), de même que l’augmentation de l’expression 

de certains marqueurs des ISC dans le KO Math1 (Durand et al., 2012). Cette hypothèse 

permettrait de réconcilier les 2 hypothèses sur le caractère indispensable ou non des cellules 

de Paneth pour la niche des ISC, où les cellules de Paneth seraient indispensables pour 

activer la voie Notch dans les ISC, et notamment pour diminuer l’expression de Math1 (Chen 

et al., 2017; Durand et al., 2012; Sato et al., 2011). Cependant les cellules de Paneth ne 

semblent pas indispensables pour la production des autres signaux de la niche souche (WNT, 

EGF…), comme en témoigne l’intégrité des ISC, même sans cellules de Paneth dans le KO 

Math1 (Durand et al., 2012; Kim et al., 2012). De plus, une étude a montré que la sécrétion 

des ligands de Wnt, par les cellules épithéliales, n’est pas indispensable au maintien de 

l’épithélium (San Roman et al., 2014), ce qui confirme le caractère non indispensable de la 

sécrétion de WNT par les cellules de Paneth. La localisation spécifique des cellules de Paneth 

est également cohérente avec le mode de signalisation juxtacrine de la voie Notch. De plus, 

dans le colon, où il n’y a pas de cellules de Paneth, il a été montré qu’une sous-famille de 

cellules à mucus exprime les ligands de Notch (DLL1 et 4) et est localisée entre les cellules 

souches du colon (Rothenberg et al., 2012). Pour confirmer ou infirmer cette hypothèse, il 

semble intéressant d’analyser le maintien des ISC, et donc le renouvellement de 



Figure 10 : Modèle du rôle des cellules mésenchymateuses dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal
Les cellules mésenchymateuses CD34+ présentes en dessous de la crypte sécrètent les facteurs importants
pour le maintien des cellules souches (Rspo1, Grm1 et Wnt2b). Les cellules mésenchymateuses CD34- sont
localisées en dessous des cellules épithéliales de la villosité et sécrètent des facteurs permettant notamment
l’activation de la voie Bmp. D’après Stzepourginski et al., 2017.
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l’épithélium, après inhibition de l’expression des ligands de ces voies de signalisation 

spécifiquement dans les cellules de Paneth. 

Au vu de ces résultats, la présence d’un autre type de cellule capable de sécréter les facteurs 

essentiels à la niche des ISC semble requise. Les cellules mésenchymateuses localisées en 

dessous de l’épithélium intestinal semblent jouer ce rôle. Il a été montré, par de nombreux 

travaux, que les cellules mésenchymateuses proches des cryptes expriment et sécrètent les 

facteurs essentiels au maintien des ISC de l’épithélium (Stzepourginski et al., 2017) (Figure 

10). Par exemple, il a été montré que l’ablation d’une sous-population de ces cellules, les 

fibroblastes Foxl1+ entraine la perte des ISC de l’épithélium (Aoki et al., 2016). Ces cellules 

produisent les facteurs WNT2b, WNT5a, RSPO3 et GREM1 et 2, et ont pour fonction d’activer 

la voie Wnt et d’inhiber la voie Bmp. Cependant, une autre étude a montré que l’inhibition 

de la sécrétion des ligands de Wnt dans un autre type de cellules mésenchymateuses, les 

myofibroblastes, grâce au KO de Porcn (gène codant pour la protéine PORCN qui permet la 

sécrétion des ligands de WNT) n’a pas d’effet sur la signalisation Wnt dans l’épithélium et le 

maintien des ISC (San Roman et al., 2014). De plus, lorsque Porcn est délété à la fois dans ces 

myofibroblastes et dans l’épithélium, il n’y a, là non plus, pas d’effet sur le maintien des ISC. 

L’absence d’effet de ces délétions sur les cibles de la signalisation Wnt dans ces souris 

suggère que d’autres cellules mésenchymateuses sont capables de produire les ligands de 

Wnt (San Roman et al., 2014).  

Tous ces résultats montrent la complexité de la régulation de la niche des ISC. Certains types 

cellulaires semblent indispensables à la production de certains signaux spécifiques, alors que 

d’autres semblent plutôt être impliqués dans la robustesse des signaux de la niche des ISC. 

 

5) Choix, engagement dans un lignage et différenciation en cellules spécialisées 

a) Rôle des voies de signalisation 

Les ISC s’auto-renouvellent mais aussi se divisent en cellules progénitrices ; pour cela, elles 

se divisent soit de manière symétrique (une cellule souche qui donne 2 cellules souches), 

soit de manière asymétrique (une cellule souche qui donne 1 cellule souche et une cellule 

progénitrice). Les cellules progénitrices sont localisées au-dessus de la zone des ISC dans les 

cryptes. Elles prolifèrent de manière très active et s’engagent ensuite vers la différenciation 
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d’un des 2 lignages (cf Figure 4 et 5). Pour le maintien de la prolifération et de l’identité de 

ces cellules, les voies de signalisation Notch et Wnt sont essentielles, comme le montre la 

perte du marquage de cellules prolifératives KI67 dans les cryptes lors de l’inhibition de ces 

voies (van Es et al., 2005, 2012a).  

Le choix de l’engagement dans le lignage sécrétoire ou absorbant est principalement 

contrôlé par la voie de signalisation Notch, via le contrôle du ratio entre les facteurs de 

transcription HES1 (favorisant le lignage absorbant) et MATH1 (favorisant le lignage 

sécrétoire ; appelé ATOH1 chez l’Homme) (voir Figure 5). Il a été montré que l’activation 

constitutive de la voie Notch, via l’expression de la forme constitutivement active du 

récepteur NOTCH1 dans l’épithélium intestinal, entraine la perte de tous les types cellulaires 

du lignage sécrétoire. De plus, les entérocytes présentent des microvillosités moins 

nombreuses et moins rigides à leur pôle apical, comme pour les cellules moins différenciées, 

confirmant le rôle de Notch dans le maintien de l’identité des cellules progénitrices peu 

différenciées (Fre et al., 2005). Lors de l’inhibition de Notch, par le KO du facteur de 

transcription Rbpj ou par inhibition pharmacologique, le phénotype inverse apparait avec la 

perte des entérocytes au profit du lignage sécrétoire, et notamment des cellules à mucus 

(van Es et al., 2005). Dans ces 2 cas, les expressions des facteurs de transcription Hes1 et 

Math1 sont dérégulées de manière opposée et l’étude du rôle de ces facteurs dans le 

contrôle du choix du lignage a donc été menée. Le KO de Math1 entraine la perte des 

cellules du lignage sécrétoire, alors que les entérocytes ainsi que l’expression de Hes1 

semblent non affectés (Shroyer et al., 2007; Yang et al., 2001). Le KO de Hes1 a peu d’effet 

sur l’épithélium intestinal, avec seulement une légère augmentation du nombre de cellules 

du lignage sécrétoire, une absence d’effet majeur qui peut être expliquée par la 

compensation par d’autres facteurs de transcription de la même famille : HES3 et 5. 

D’ailleurs, le KO des 3 engendre une plus forte augmentation du nombre des cellules 

sécrétoires et une augmentation de l’expression de Math1 (Ueo et al., 2012). Enfin Kim et 

ses collaborateurs ont étudié l’épistasie entre ces facteurs. Le KO Rbpj, comme dans les 

études précédentes, entraine l’augmentation du lignage sécrétoire et la perte des 

entérocytes avec la diminution de l’expression de Hes1 et l’augmentation de l’expression de 

Math1. Le KO de Math1, additionné à celui de Rbpj, réverse le phénotype avec une perte du 

lignage sécrétoire et une différenciation des entérocytes qui parait normale (Kim and 



Figure 11 : La voie de signalisation Bmp
La liaison d’un ligand de la voie Bmp au récepteur BMPRII entraine le recrutement du récepteur BMPRI. La
dimérisation des récepteurs engendre la phosphorylation et la dimérisation des protéines rSMADs. Le dimère
de protéines rSMADs se lie alors à la protéine SMAD4 (cSMAD), ce complexe entre alors dans le noyau pour
réguler l’expression des cibles de la voie. D’après Gehart and Clevers, 2019.
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Shivdasani, 2011). Ces résultats confirment l’épistasie entre la voie Notch et le facteur de 

transcription MATH1 dans le contrôle du choix du lignage. Cela confirme également le rôle 

fondamental de MATH1 dans le choix du lignage sécrétoire, et suggère que la perte des 

entérocytes dans le KO Rbpj n’est pas directement dû à l’inhibition de la voie Notch, mais 

plutôt à la très forte augmentation des cellules sécrétoires grâce à la dé-répression de 

Math1. Cette hypothèse est corroborée par la présence, dans les KO Hes1/3/5, 

d’entérocytes qui semblent fonctionnels (Ueo et al., 2012). La présence ou non du facteur de 

transcription MATH1 est donc essentielle au choix du lignage dans l’épithélium intestinal, et 

la voie Notch contrôle cette présence via le facteur de transcription HES1. Enfin, l’inhibition 

latérale médiée par la voie Notch permet de favoriser le lignage absorbant par rapport au 

lignage sécrétoire. En effet, lors du choix du lignage, une cellule progénitrice active pour la 

voie Notch, qui sera un futur entérocyte, inhibe la voie Notch de sa cellule voisine, qui sera 

une future cellule sécrétoire. Or la première continue de proliférer et donne donc plusieurs 

précurseurs d’entérocytes, alors que la seconde arrête rapidement. Ceci montre comment, à 

partir de 2 cellules progénitrices, la voie Notch, via l’inhibition latérale, permet la 

prédominance des cellules absorbantes au sein de l’épithélium intestinal (Sancho et al., 

2015). 

Pour terminer la différenciation des cellules, un changement d’activité des voies de 

signalisation est nécessaire. Comme développé précédemment, l’activité des voies Wnt et 

Notch est restreinte aux cryptes grâce à l’action des cellules de la niche des cellules souches 

(Stzepourginski et al., 2017), ce qui autorise la différenciation des cellules ayant migré  dans 

les compartiments supérieurs (cf Figure 7). Cependant, l’activation d’autres mécanismes est 

également requise pour la différenciation terminale des cellules de l’épithélium intestinal. 

Ainsi, la voie Bmp est essentielle à la réalisation de ce processus : pour cela, les ligands (BMP 

2, 4…) se lient aux récepteurs de type II (BMPRII) qui recrutent alors les récepteurs de type I 

(BMPRI), et ceci amorce la cascade de signalisation qui aboutit à l’activation (par 

phosphorylation) des facteurs de transcription SMAD (Figure 11). La voie Bmp est fortement 

active dans les villosités, suggérant un rôle dans la différenciation des cellules. Ce gradient 

est permis par une légère augmentation de la sécrétion des ligands (BMP 1, 2, 5 et 7) proche 

des cellules différenciées (Kosinski et al., 2007), mais également par la présence d’inhibiteur 

de cette voie (NOGGIN, GREMLIN 1 et 2) exclusivement aux abords des ISC et qui sont 
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sécrétés par les cellules mésenchymateuses sous-jacentes aux cryptes (He et al., 2004; 

Kosinski et al., 2007; Li et al., 2007b). Les KO du récepteur Bmpr1a ou celui du facteur de 

transcription Smad4 dans l’épithélium intestinal entraînent l’apparition de structures, au 

sein des villosités, contenant des cellules prolifératives, ce qui confirme son rôle dans 

l’inhibition de la prolifération dans les villosités ainsi que dans la compartimentalisation de 

l’épithélium intestinal (Auclair et al., 2007; He et al., 2004; Qi et al., 2017). De plus, 

l’inhibition de cette voie entraîne l’augmentation du nombre d’ISC, et donc leur localisation 

plus haute dans la crypte, mais également l’augmentation de l’expression des gènes 

importants pour l’identité des ISC (Lgr5, Olfm4…), montrant le rôle de cette voie dans 

l’inhibition du caractère souche (Qi et al., 2017). Enfin, les cellules à mucus sont plus petites, 

les marqueurs de cellules de Paneth sont moins exprimés, le nombre de cellules 

entéroendocrines diminue fortement (Auclair et al., 2007) et l’expression des gènes 

spécifiques aux entérocytes est également compromise (Chen et al., 2019) dans ces souris, 

montrant le rôle fondamental de la voie Bmp dans la différenciation terminale des cellules 

intestinales des différents lignages. Ces études suggèrent qu’un simple changement de 

position des cellules au sein de l’axe crypte-villosité change leur identité cellulaire grâce 

notamment à ces gradients d’activation des voies de signalisation.  

Dans le même ordre d’idée, l’interaction entre les cellules épithéliales et une matrice 

extracellulaire dont la composition est différente le long de l’axe crypte-villosité joue 

également un rôle important dans le changement d’identité des cellules au cours de la 

différenciation, participant là aussi à cet effet de position. Par exemple, la laminine5α, qui 

est un des constituants de la matrice extracellulaire présents au contact des cellules 

épithéliales, est impliquée dans l’inhibition de la différenciation et de la polarisation des 

entérocytes (Lepage et al., 2018). L’étude complexe de la composition en laminine de la 

matrice extracellulaire le long de l’axe crypte-villosité, et des mécanismes de signalisation 

intracellulaires mis en jeu dans les interactions cellules/matrice, est donc un autre champ 

d’investigation essentiel à la compréhension des mécanismes d’homéostasie de l’épithélium 

intestinal (Beaulieu, 1999).  

 

 



Figure 12 : Changement du transcriptome durant la différenciation des cellules souches intestinales
Transcriptomes des ISC Lgr5+ et des cellules de la villosité mesurés par RNA-seq. En rouge : les 3317 gènes
plus exprimés dans les cellules de la villosité, et en bleu : les 2889 gènes plus exprimés dans les ISC
(différences > 2 fois et p-value < 0,05). En gris : les 6752 gènes qui ont une expression comparable entre les 2
populations cellulaires. A noter : Cdx2 est exprimé fortement et de manière comparable entre les 2
populations. D’après San Roman et al., 2015.
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b) Les facteurs de transcription 

La différenciation peut être définie par le changement de phénotype d’une cellule (i.e. la 

spécialisation de la cellule) grâce aux changements d’expression de groupes de gènes 

(Potten et al., 2009). En effet, durant la différenciation intestinale le changement de 

transcriptome est énorme (entre 4000 et 6000 gènes sont différentiellement exprimés selon 

plusieurs études (Kazakevych et al., 2017; San Roman et al., 2015a) (Figure 12), ce qui 

suggère un rôle important des facteurs de transcription dans la mise en place de l’identité 

cellulaire spécialisée.  

Le facteur de transcription de la famille des gènes homéobox CDX2, spécifique de 

l’épithélium intestinal, a été le sujet de nombreuses études. L’activité de CDX2 est 

notamment essentielle à la différenciation des cellules de l’épithélium intestinal. Tout 

d’abord, CDX2 réprime la prolifération des cellules HIEC, modèle des cellules intestinales 

humaines de la crypte. Au niveau transcriptionnel, cette répression passe notamment par 

l’inhibition de l’expression du gène Cycline D1, qui est essentiel au bon déroulement du cycle 

cellulaire (Escaffit et al., 2006). Une autre étude a montré, dans des cellules humaines de 

cancer colorectal, que CDX2 a un rôle répresseur de la voie WNT en inhibant l’interaction 

entre la β-CATENINE et TCF4 (Guo et al., 2010). Cependant, in vivo chez la souris, le KO de 

Cdx2 dans l’épithélium intestinal affecte la prolifération de manière contrastée. En effet, une 

étude ne montre aucun effet sur la prolifération des cellules progénitrices (San Roman et al., 

2015a), alors que Gao et ses collaborateurs ont montré une augmentation du nombre de ces 

cellules (Gao et al., 2009). Ces résultats contrastés concernant l’effet de CDX2 sur la 

prolifération, in vivo chez la souris, peuvent être expliqués par les différences de fenêtre 

d’induction du KO. La première étude a réalisé la délétion de Cdx2 dans l’épithélium adulte 

(San Roman et al., 2015a) alors que la deuxième l’a induite dans l’endoderme embryonnaire 

à E8.5 (Gao et al., 2009). Le rôle de CDX2 sur la prolifération in vivo chez la souris pourrait 

donc dépendre du stade de développement.  

Le facteur de transcription CDX2 est également impliqué dans le contrôle de la 

différenciation des cellules épithéliales intestinales. De nombreuses études ont montré que 

CDX2 est essentiel à la différenciation de ces cellules, ce qui est plutôt cohérent avec son 

rôle antiprolifératif. Par exemple, la surexpression de Cdx2 dans l’épithélium gastrique de 

souris entraîne un grand changement de l’identité de ces cellules. Les cellules pariétales de 



Figure 13 : Cdx2 entraine l’apparition de caractères intestinaux dans l’épithélium gastrique
A : Microscopie électronique révélant la présence de microvillosités à la surface apicale des cellules
gastriques exprimant Cdx2. B : Immunohistochimie de SI (sucrase isomaltase) à la surface de l’épithélium
gastrique exprimant Cdx2. D’après Mutoh et al., 2005.
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l’estomac sont perdues, ce qui entraîne la neutralisation du pH gastrique, et sont remplacées 

par des cellules à l’identité intestinale qui présentent des microvillosités et une expression 

de marqueurs fonctionnels comme des enzymes digestives intestinales (Sucrase isomaltase 

Si, et Lactase phlorizine hydrolase Lph) (Figure 13). Ce changement d’identité entraîne 

notamment l’augmentation de la capacité de digestion et d’absorption des sucres par 

l’estomac de ces souris, caractéristique de l’intestin grêle. D’ailleurs, ces souris survivent 

pendant un mois après l’ablation de l’intestin grêle alors que des souris sauvages meurent 

en quelques jours. Enfin, les cellules sécrétoires sont aussi fortement modifiées, avec 

l’expression de la Mucine 2 (plutôt intestinale) à la place des mucines normalement 

gastriques : Muc5AC et Muc6 (Mutoh et al., 2002, 2005).  

A l’inverse, le KO de Cdx2 entraîne l’apparition d’entérocytes immatures au niveau de 

l’intestin grêle, qui comportent peu de microvillosités ainsi qu’une expression diminuée des 

marqueurs de différenciation entérocytaire, notamment Lph et Alpi (Alcaline phosphatase 

intestinale). L’expression des marqueurs de cellules à mucus (Muc2…) est également 

diminuée, et les cellules entéroendocrines sont perdues. Les cellules de Paneth ne semblent, 

en revanche, pas affectées, ce qui est cohérent avec la faible expression de Cdx2 dans ces 

cellules. Par RNAseq et ChIPseq, les auteurs ont montré que le KO de Cdx2 entraîne 

l’augmentation et la diminution de l’expression de gènes, cependant Cdx2 se fixe 

principalement aux niveaux des régions régulatrices des gènes qui sont sous-exprimés dans 

le KO, montrant l’effet activateur direct de CDX2 sur la transcription, l’effet négatif étant 

probablement indirect. Enfin, ces études ont montré que CDX1 est capable de partiellement 

sauver le phénotype dû à la perte de CDX2, puisque les effets sont renforcés dans le double 

KO, et que le simple KO Cdx1 n’a pas d’impact sur l’épithélium intestinal (Verzi et al., 2011). 

Ces résultats in vivo abondent dans le sens des premiers travaux effectués in cellulo (dans 

des lignées humaines) et in vitro qui montraient le rôle activateur de CDX2 sur l’expression 

de SI (Boudreau et al., 2002), LPH (Mitchelmore et al., 2000) ou encore MUC2 (Yamamoto et 

al., 2003). Tous ces résultats montrent le rôle essentiel de CDX2 dans la mise en place et le 

maintien de l’identité des cellules épithéliales intestinales différenciées.  

L’analyse des cibles de Cdx2 à grande échelle, ainsi que son patron de liaison au niveau des 

régions régulatrices de ses cibles, durant le développement de l’intestin ainsi que durant la 

différenciation de l’épithélium, a été réalisé pour mieux comprendre son rôle dans 



Figure 14 : Dynamique de Cdx2 au sein de l’épithélium intestinal
A : Diagramme de Venn représentant les sites de liaison de CDX2 par ChIP-seq dans des cellules Caco-2
prolifératives et différenciées. D’après Verzi et al., 2010. B : Diagramme de Venn représentant les sites de
liaison de CDX2 par ChIP-seq dans les ISC et les cellules de la villosités murines. D’après San Roman et al.,
2015. Immunohistochimie (C) et immunohistofluorescence (D) de CDX2 dans l’iléon de souris sauvage,
montrant la présence de CDX2 dans toutes les cellules de l’épithélium intestinal. D’après San Roman et al.,
2015 ; Benoit et al., 2010.
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l’acquisition de l’identité cellulaire. Ces analyses montrent d’énormes changements au cours 

de ces processus (San Roman et al., 2015a; Verzi et al., 2010, 2011). Durant le 

développement, le set de gènes régulés par CDX2 change fortement : en effet, l’expression 

de plus de 5000 gènes est dérégulée, seulement dans l’embryon ou seulement dans l’adulte 

des souris KO pour Cdx2, alors que l’expression de moins de 400 gènes est dérégulée dans 

les 2 (Verzi et al., 2011). Cela suggère un grand changement de patron de liaison de CDX2 au 

cours du développement de l’épithélium intestinal pour permettre aux cellules d’acquérir 

une nouvelle identité. Lors de la différenciation entérocytaire dans le modèle cellulaire 

humain Caco-2/15 (ces cellules expriment des marqueurs de l’identité entérocytaire 

lorsqu’elles arrivent à confluence), les auteurs ont également montré un grand changement 

du patron de liaison de CDX2 entre les cellules prolifératives et les cellules différenciées, 

avec 679 et 13755 sites spécifiques respectivement, pour seulement 2443 sites en commun 

(Verzi et al., 2011) (Figure 14A). In vivo chez la souris, une différence similaire est retrouvée 

entre le patron de liaison de CDX2 dans les ISC (999 sites spécifiques) et dans les cellules 

différenciées de la villosité (10733 sites spécifiques), pour seulement un faible nombre 

(1372) de sites en commun (San Roman et al., 2015a) (Figure 14B). Dans ces 2 cas, la liaison 

de CDX2 aux régions régulatrices des gènes est fortement corrélée avec l’expression de ces 

gènes. Or, Cdx2 est exprimé de manière assez équivalente entre tous ces types cellulaires 

(i.e. intestin embryonnaire versus cellules progénitrices et différenciées adultes) (Benoit et 

al., 2010; Escaffit et al., 2005; Gao et al., 2009; San Roman et al., 2015a; Verzi et al., 2011), la 

seule différence notable étant une légère diminution dans les ISC (Benoit et al., 2010; San 

Roman et al., 2015a) (Figure 14C et D). Ce patron d’expression similaire de CDX2 ne peut 

donc pas expliquer ce grand changement de patron de liaison dans les différents types 

cellulaires. De plus, la présence du motif de liaison de CDX2 au niveau de toutes ces régions 

ne permet pas non plus d’expliquer cette différence (San Roman et al., 2015a; Verzi et al., 

2011). L’hypothèse que ce changement puisse être gouverné par d’autres cofacteurs de 

transcription et/ou par un paysage chromatinien différent entre les types cellulaires a donc 

été avancée (Verzi et al., 2010).  

Le lien entre CDX2 et d’autres facteurs de transcription a ainsi été étudié. Par exemple, une 

étude basée sur l’enrichissement des motifs de liaison des facteurs de transcription, a 

montré que CDX2 co-occupe des régions régulatrices dans les ISC avec les facteurs de 
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transcription de la famille GATA (GATA 4 et 6), alors qu’il co-occupe des régions régulatrices 

dans les cellules différenciées préférentiellement avec HNF1α et 4α (San Roman et al., 

2015b). Les auteurs ont également montré que le KO de Hnf4α, in vivo, a seul peu d’effet sur 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal et l’expression des gènes spécifiques des cellules 

intestinales différenciées, mais accroit la diminution de l’expression des cibles de CDX2 dans 

le double KO (Hnf4α et Cdx2), notamment pour les gènes de différenciation terminale 

entérocytaire (San Roman et al., 2015b; Verzi et al., 2013). Ces résultats sont en accord avec 

les précédentes études, in cellulo chez l’homme et in vitro, qui ont montré la coopération 

entre CDX2 et HNF1α dans la régulation des marqueurs de différenciation entérocytaire 

(Benoit et al., 2010; Boudreau et al., 2002; Mitchelmore et al., 2000).  

Ces différences de partenaires pourraient expliquer, au moins en partie, les différences 

d’impact sur les gènes cibles et de liaison de CDX2 entre cellules prolifératives et 

différenciées. Cependant, les auteurs ont montré que le KO de Hnf4α, in vivo, n’a aucun effet 

sur le patron de liaison de CDX2 sur les régions régulatrices de ses cibles, contrairement au 

KO de Cdx2 qui, lui, entraîne la forte diminution de la liaison de HNF4α au niveau des sites 

qu’ils co-occupent (Verzi et al., 2013). Ils ont alors fait l’hypothèse que CDX2 est un facteur 

de transcription de type « master gene » qui se fixe à ses cibles et permet le recrutement 

d’autres facteurs et co-facteurs de transcription pour permettre l’expression des gènes et 

donc la mise en place de l’identité cellulaire intestinales. Cette hypothèse est corroborée par 

l’apparition d’une identité intestinale dans les cellules de l’estomac surexprimant Cdx2 

(Mutoh et al., 2002, 2005).  

Ces résultats n’expliquant peu ou pas le changement drastique de patron de liaison de CDX2 

entre les différents types cellulaires de l’intestin, l’analyse de la dynamique chromatinienne 

et de son effet sur le recrutement de CDX2 à ses cibles semble donc être primordiale dans la 

meilleure compréhension de la mise en place et du maintien de l’identité cellulaire au sein 

de l’épithélium intestinal. 

 

D’autres facteurs de transcription sont également importants pour l’acquisition de l’identité 

des différents types cellulaires différenciés de l’épithélium intestinal. En aval du facteur de 

transcription MATH1, les différents types cellulaires du lignage sécrétoire nécessitent 

l’activité de facteurs de transcription spécifiques pour acquérir leurs identités. Le facteur de 

transcription SPDEF, par exemple, est essentiel à la différenciation des cellules à mucus et 





INTRODUCTION 
 

18 
 

des cellules de Paneth (Gregorieff et al., 2009) (voir Figure 5). Le KO de ce facteur de 

transcription entraine la forte diminution de ces 2 types de cellules différenciées ainsi que la 

perte de leur maturité, sans affecter l’expression des marqueurs précoces de ces cellules (i.e. 

Tff3 et Gob5 respectivement) (Gregorieff et al., 2009). Le facteur répresseur de la 

transcription GFI1 favorise également la différenciation de ces 2 types cellulaires et inhibe la 

différenciation des cellules entéroendocrines (Shroyer et al., 2005). La différenciation des 

cellules de Paneth nécessite également l’activité du facteur de transcription SOX9 ; en effet, 

ces cellules sont totalement perdues, et remplacées par des cellules prolifératives, dans les 

souris KO pour ce facteur (Bastide et al., 2007) (cf Figure 5). Les cellules entéroendocrines 

sont, quant à elles, très dépendantes du facteur de transcription NEUROG3. La surexpression 

de Neurog3 est suffisante pour augmenter le nombre de cellules entéroendocrines 

(marquage Chromogranine A) qui remplace numériquement les cellules à mucus (López-Díaz 

et al., 2007). Enfin, le facteur de transcription POU2F3 est primordial pour la différenciation 

en cellules « tufts » puisque son KO entraîne la perte totale de ces cellules, sans affecter les 

autres types cellulaires de l’épithélium intestinal (Gerbe et al., 2016) (voir Figure 5).  

Toutes ces études montrent l’importance des facteurs de transcription et de leur dynamique 

dans le contrôle de l’identité cellulaire de l’épithélium intestinal. Cependant, la régulation de 

leurs fonctions est encore peu connue et reste un champ d’investigation important à la 

compréhension de l’homéostasie épithéliale intestinale. Là encore, comme suggéré pour 

CDX2, la chromatine pourrait jouer un rôle important dans la régulation fonctionnelle de ces 

facteurs de transcription et donc dans le contrôle de l’identité des cellules de l’épithélium 

intestinal. 

 

 

6) Plasticité du tissu 

Malgré l’aspect apparemment définitif de l’engagement dans un lignage et de la 

différenciation qui s’en suit, de nombreuses études ont montré récemment que les cellules 

de l’épithélium intestinal conservent une grande plasticité. Ce terme de plasticité définit  ici 

les cellules progénitrices ou différenciées qui sont capables de se dédifférencier en cas de 

perte des CBC Lgr5+ pour donner naissance à de nouvelles cellules souches, qui peuvent 

alors renouveler l’épithélium en entier. La première description de ce phénomène a été faite 

en 2012 par le laboratoire de Hans Clevers (van Es et al., 2012b). Les auteurs ont montré 



Figure 15 : Les cellules Dll1+ peuvent se dédifférencier mais ne sont pas des cellules souches quiescentes
Nombre de clones LacZ+ après induction de la CRE dans les cellules Dll1+ et perte des ISC (dû à l’irradiation).
Le groupe 1 représente le contrôle négatif car il n’y a pas d’irradiation. L’absence de clones LacZ+ dans le
groupe 2 avec l’induction de la CRE 14 jours avant l’irradiation couplée à la présence de clones LacZ+ dans le
groupe 3 avec l’induction de la CRE 1 jours avant l’irradiation montre, en plus de la dédifférenciation de ces
cellules, que les cellules Dll1+ ne sont pas des cellules souches quiescentes à longue durée de vie. D’après van
Es et al., 2012.
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qu’une population de cellules progénitrices du lignage sécrétoire, localisée au-dessus du 

compartiment des CBC et exprimant le marqueur moléculaire Dll1, est capable de se 

dédifférencier. Pour démontrer cela, les auteurs ont utilisé la technique de suivi du lignage 

(comme décrite en Figure 6) des cellules Dll1+. En conditions d’homéostasie, 4 jours après 

l’induction de la CRE sous la dépendance du promoteur Dll1 et d’expression de LacZ, 

quelques cellules sont positives dans les cryptes et les villosités, marquant des cellules de 

Paneth, des cellules à mucus, entéroendocrines et de « tufts ». Ceci montre le caractère 

progéniteur du lignage sécrétoire des cellules Dll1+. De plus, 10 jours après l’induction, 

seules des cellules de Paneth sont encore positives, confirmant une durée de vie courte des 

autres types de cellules Dll1+. Pour tester la plasticité les souris ont été irradiées à 6G, ce 

qui cause la perte des CBC Lgr5+. Les auteurs ont montré que, 28 jours après l’irradiation et 

l’induction de la CRE, des clones de cellules positives font leur apparition tout le long de la 

crypte et de la villosité (Figure 15, groupe 3). Tous les types cellulaires sont représentés dans 

ces cellules positives, et le marqueur Lgr5 spécifique des CBC est réexprimé. Ces résultats 

montrent la dédifférenciation des cellules Dll1+ en cellules souches CBC après perte des 

cellules Lgr5+ pour permettre le renouvellement normal de l’épithélium. De plus, les auteurs 

ont également montré que, lorsqu’ils ont induit la CRE 14 jours avant l’irradiation, 28 jours 

après l’irradiation aucune cellule n’est positive à LacZ (Figure 15, groupe 2). Ceci confirme 

que les cellules Dll1+ sont des progéniteurs avec une courte durée de vie et pas des cellules 

souches quiescentes (van Es et al., 2012b). Une autre étude a directement analysé une 

population de cellules dites quiescentes, grâce à leur capacité à retenir un marquage à long 

terme (ici H2B-YFP) comme décrit par Potten et ses collaborateurs (Potten et al., 1978). Dans 

cette étude, ces cellules sont localisées dans la crypte, avec une préférence pour la position 

3, et sont nommées LRC (Label-retaining cells) (Buczacki et al., 2013). L’étude 

transcriptomique de ces cellules montrent qu’elles expriment à la fois des marqueurs de 

cellules souches, de cellules du lignage sécrétoire ainsi que les marqueurs des cellules « +4 ». 

En conditions d’homéostasie, les auteurs ont montré que ces cellules donnent naissance 

principalement aux cellules de Paneth et aussi aux cellules entéroendocrines. Enfin, par suivi 

du lignage ils ont montré que ces cellules sont capables de renouveler l’épithélium en entier, 

mais seulement en réponse aux dommages causant la perte des CBC Lgr5+. Les auteurs ont 

donc fait l’hypothèse que ces cellules décrites comme des cellules souches quiescentes par 

Potten et ses collaborateurs (Potten et al., 1978) pourraient être en fait des précurseurs du 



Figure 16 : Les cellules Alpi+ peuvent se dédifférencier pour régénérer l’épithélium intestinal
En homéostasie normale, les cellules progénitrices Alpi+ ont une durée de vie courte et donnent naissance
aux entérocytes matures en migrant vers le haut de la villosité. Lors de la perte des ISC Lgr5+, les cellules
Alpi+ sont capables de migrer vers le bas et de se dédifférencier pour permettre la régénération de
l’épithélium. D’après Tetteh et al., 2016.
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lignage sécrétoire avec une durée de vie assez longue, et capables de se dédifférencier en 

cas de perte des CBC Lgr5+ (Buczacki et al., 2013). Cette hypothèse est en accord avec 

Bjerknes et ses collaborateurs qui avaient montré l’existence de cellules progénitrices du 

lignage sécrétoire à longue durée de vie (Bjerknes and Cheng, 1999). Cette étude a 

l’avantage de n’être pas basée sur des marqueurs moléculaires, qui ne sont pas toujours 

spécifiques, mais sur la capacité de la cellule à retenir un marquage, ce qui caractérise les 

cellules souches quiescentes selon Potten. Une autre étude a montré que les cellules Bmi1+, 

qui ont été caractérisé comme des cellules souches quiescentes en position +4 (Sangiorgi 

and Capecchi, 2008), seraient en fait une population de cellules entéroendocrines 

différenciées (Yan et al., 2017). Cette population contient plusieurs sous-populations, en 

accord avec l’hétérogénéité des cellules entéroendocrines, et est capable de renouveler 

l’épithélium après irradiation et perte des CBC Lgr5+ (Yan et al., 2017). Enfin, il a également 

été montré que les cellules progénitrices  du lignage entérocytaire, Alpi+, sont capables de 

régénérer l’ensemble des cellules épithéliales intestinales à long terme après perte des 

cellules Lgr5+ alors qu’elles ont une courte durée de vie et une descendance exclusivement 

entérocytaire dans l’homéostasie normale (Tetteh et al., 2016) (Figure 16).  

Toutes ces études suggèrent que les cellules +4, qui permettent, comme d’autres cellules 

progénitrices, le maintien de l’épithélium suite à la perte des CBC Lgr5+, seraient en fait des 

cellules différenciées ou en cours de différenciation, qui sont capables de se dédifférencier 

en cas de problème. Cette hypothèse est cohérente avec la grande hétérogénéité des 

cellules présentes au niveau de cette position en terme moléculaire (Bmi1+, Hopx+, Prox1+…) 

ou en termes de sensibilité à l’irradiation. Cette hypothèse suggère que les cellules 

présentes au-dessus de la zone des CBC se retrouvent en positions inférieures lors de la 

perte des CBC et donc au contact de la niche des cellules souches qui leur impose alors une 

identité souche. Ce mécanisme mis en place par l’organisme pour maintenir l’intégrité du 

tissu quoi qu’il arrive, assure la robustesse fonctionnelle du tissu. Toutefois, il a pour 

inconvénient de permettre à n’importe quelle cellule de l’épithélium de se dédifférencier, de 

proliférer et, donc potentiellement, d’entrainer l’initiation de la tumorigénèse en réponse à 

des signaux environnementaux. Par exemple, une étude a montré que la surexpression de la 

β-Caténine stabilisée, en association avec l’activation des oncogènes NF-κB ou KRAS, dans les 

cellules Lgr5- (grâce à l’expression de la CRE sous la dépendance du promoteur Xbp1) de 



Figure 17 : Le modèle organoïde
A : Croissance d’un organoïde cultivé à partir d’une cellule souche isolée durant 13 jours. B : représentation
schématique d’un organoïde avec la lumière au centre de l’épithélium. Les bourgeonnements contiennent
les cellules souches et sont assimilés à la crypte. Entre ces bourgeonnements les cellules différenciées sont
présentes et récapitulent l’organisation des villosités. C : Images confocales (a, b, c et d) et coupes paraffines
(e, f, g et h) montrant la présence dans les organoïdes d’entérocytes (a : villine, e : alkaline phosphatase), de
cellules à mucus (b : Muc2, f : acide périodique de Schiff), de cellules de Paneth (c et g : Lysozyme) et de
cellules entéroendocrine (d : Chromogranine A, h : Synaptophysine). D’après Sato et al., 2009.
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l’épithélium intestinal entraîne la tumorigénèse intestinale. Les polypes formés sont très 

prolifératifs mais surtout ils expriment un grand nombre de gènes marqueurs des ISC (Lgr5, 

Ascl2…), ce qui montre que la surexpression de ces oncogènes dans les cellules différenciées 

de l’épithélium intestinal a engendré la dédifférenciation de ces cellules et donc la 

tumorigénèse (Schwitalla et al., 2013). De plus, dans un modèle permettant l’ablation des 

cellules Lgr5+ par ajout de toxine diphtérique, après la formation des tumeurs, la déplétion 

de ces cellules entraîne l’arrêt de la croissance des tumeurs jusqu’à l’arrêt du traitement qui 

engendre alors la reprise de la croissance (de Sousa e Melo et al., 2017). Ceci suggère que 

des cellules de la tumeur, après la fin du traitement, se sont dédifférenciées pour relancer la 

prolifération et donc la croissance tumorale. Ceci pourrait expliquer la résistance de 

certaines tumeurs vis-à-vis des traitements ciblant les cellules souches cancéreuses.  

Là aussi, la plasticité de l’épithélium intestinal étant fortement liée aux mécanismes de mise 

en place de l’identité cellulaire, la chromatine pourrait avoir un rôle majeur dans ce 

processus et donc dans le maintien à long terme de l’homéostasie de l’épithélium intestinal.  

 

7) Modèle d’homéostasie : les organoïdes 

Le manque de modèle ex vivo de cellules épithéliales recréant la complexité de l’axe crypte-

villosité a pendant longtemps compliqué les investigations sur l’homéostasie de l’épithélium 

intestinal. Le laboratoire de Hans Clevers a décrit un modèle, nommé « organoïde », pour la 

première fois en 2009 (Sato et al., 2009). Pour cela, les auteurs ont isolé des cryptes 

intestinales, dissocié les cellules puis mis celles-ci en culture dans du Matrigel pour fournir 

un support extracellulaire proche de celui existant in vivo avec des laminines et du collagène. 

Lors de la mise en culture, les cryptes se referment sur elles-mêmes et forment une sphère 

avec une lumière au centre (Figure 17A). La croissance de ces organoïdes nécessite des 

facteurs permettant de stimuler la voie Wnt (WNT3a et R-SPONDIN pour amplifier la 

signalisation Wnt), de l’EGF important pour la prolifération et de la NOGGIN pour inhiber la 

signalisation Bmp. Grâce à ces facteurs, les organoïdes croissent et forment au bout de 

quelques jours des bourgeonnements contenant des cellules souches ainsi que des cellules 

de Paneth, donc similaires à des cryptes. Les cellules différenciées se trouvent hors des 

cryptes dans des domaines récapitulant l’organisation des villosités (Figure 17A, B et C). Ces 

organoïdes peuvent être dissociés et les cryptes réensemencées pour donner naissance à de 
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nouveaux organoïdes, qui peuvent être ainsi cultivés pendant une durée supérieure à 8 mois 

(Sato et al., 2009). Ce système est donc le premier à permettre la culture à long terme de 

cellules épithéliales intestinales qui s’auto-organisent pour recréer les équilibres de 

l’homéostasie intestinale et en mimer la physiologie de l’axe crypte-villosité. Cette technique 

montre que les cellules de l’organoïde sont capables de recréer l’asymétrie entre la crypte et 

la villosité sans l’aide des cellules mésenchymateuses. Par exemple, l’agoniste de WNT (R-

Spondin) est présent dans tout le milieu de culture, mais pourtant seules les cellules de la 

crypte des organoïdes ont une signalisation Wnt active (Sato et al., 2009). Enfin, les auteurs 

ont également montré la possibilité de créer des organoïdes à partir de cellules souches 

Lgr5+ isolées. Cependant cette culture nécessite l’ajout supplémentaire, par rapport à la 

culture à partir de cryptes entières, d’agoniste de la voie Notch pour pouvoir former des 

organoïdes (Sato et al., 2009). Ceci semble confirmer le caractère indispensable des cellules 

de Paneth pour activer la voie Notch dans les ISC et permettre le maintien de ces dernières.  

Ce modèle facilite donc l’analyse de l’homéostasie de l’épithélium intestinal par une 

approche ex vivo. Il permet notamment d’aborder le rôle de différents facteurs dans le 

maintien du caractère souche ou l’induction des lignages, par exemple par des approches de 

pertes de fonctions (siRNA, CRISPR-Cas9, …) ou en comparant différents génotypes. Par 

exemple, la mise en culture des villosités de souris sauvages n’entraîne pas la formation 

d’organoïdes, prouvant le caractère différencié et non prolifératif des cellules des villosités. 

Cependant, la mise en culture des villosités provenant des souris ayant la voie Wnt et 

l’oncogène KRAS activés dans tout l’épithélium entraîne la formation et la croissance 

d’organoïdes, prouvant ainsi que, dans ces souris, certaines cellules des villosités ont des 

caractéristiques souches (Schwitalla et al., 2013). Aussi, l’ajout d’un agoniste de la voie Bmp 

(BMP4) dans le milieu de culture des organoïdes entraine la perte de la formation de ces 

structures (Qi et al., 2017). Ce modèle est donc puissant pour analyser le caractère souche 

des cellules. 

Ce modèle permet également l’analyse de la perméabilité de l’épithélium par injection de 

molécules fluorescentes à l’intérieur des organoïdes, puis analyse du maintien de la 

fluorescence à l’intérieur de l’organoïde au cours du temps. Par exemple, dans une étude, il 

a été montré que l’ajout de la toxine de Clostridium, dans le milieu de culture, entraîne la 

perte de la fluorescence en 20h, contrairement aux organoïdes contrôles non traités dans 
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lesquels cette fluorescence est encore présente (Hill et al., 2017). Cette technique permet 

donc d’analyser la perméabilité de l’épithélium intestinal en réponse à des molécules en 

temps réel. La micro-injection permet également d’analyser la relation hôte-pathogène. Par 

exemple, la micro-injection de Salmonella enterica dans la lumière d’organoïdes a permis de 

montrer le rôle protecteur de l’Interleukine-22 contre l’invasion intracellulaire de cette 

bactérie (Forbester et al., 2018). Tous ces exemples montrent la multitude de possibilités 

d’utilisation des organoïdes comme modèle d’étude des caractères physiologiques du tissu. 

L’un des atouts de ces organoïdes est également l’une de leurs principales limitations : ils 

sont uniquement constitués de cellules épithéliales, ce qui permet de découpler leurs 

propriétés et physiologie de celles du mésenchyme  (Sato et al., 2009). Or les cellules 

entourant l’épithélium intestinal in vivo ont également un rôle prépondérant dans le 

contrôle de sa physiologie et son homéostasie. Pour remédier à ceci de plus en plus d’études 

utilisent les organoïdes en coculture avec un autre type cellulaire (revue Holloway et al., 

2019). Par exemple, une étude a montré la possibilité de cultiver les organoïdes intestinaux 

avec des lymphocytes intraépithéliaux (IEL). La coculture de ces IEL avec les cellules 

épithéliales donne naissance à des organoïdes qui présentent ces lymphocytes au sein de 

l’épithélium (Nozaki et al., 2016). Cette co-culture pourrait, notamment, permettre l’analyse 

plus complète de la réponse immunitaire intestinale ex vivo. La coculture de cryptes 

provenant du colon sur un tapis cellulaire de myofibroblastes sous-épithéliaux a montré une 

plus forte capacité à former des colonoïdes que la culture sans ces cellules (Hirokawa et al., 

2014). L’étude de la coculture de différents types cellulaires avec les cellules épithéliales 

n’est qu’au début de son investigation mais semble très prometteuse dans la meilleure 

compréhension de la physiologie de l’épithélium intestinal.  

Enfin, en plus de leur importance dans la compréhension de la physiologie intestinale, les 

organoïdes ont aussi un gros potentiel thérapeutique. Il a été montré que des colonoïdes 

peuvent être greffés dans des colons in vivo. Pour cela, les auteurs ont cultivé des 

organoïdes exprimant la GFP pour pouvoir facilement les suivre, puis ils les ont implantés 

dans des colons endommagés par une colite induite par le DSS (Dextran Sodium Sulfate) de 

souris immunodéprimées (KO pour Rag2). Quelques jours après la greffe, les auteurs ont 

observé que des cellules GFP+ ont recolonisé le colon et restauré son intégrité. Cette greffe 

permet une meilleure reprise du poids des souris après arrêt du traitement DSS (Yui et al., 



Figure 18 : Structure de la chromatine
A : Schéma illustrant les différents niveaux de compaction de la chromatine. La plus petite unité est formée
par l’enroulement d’environ 147 paires de bases d’ADN autour d’un octamère d’histone, et est appelée
nucléosome. La fixation de l’histone de liaison H1 (« linker histone ») au nucléosome aboutit à la formation
de l’unité de la chromatine appelée chromatosome. L’interaction entre les nucléosomes peut aboutir à la
formation d’une fibre plus compacte : la fibre de 30nm, même si son existence in vivo fait l’objet d’intense
débat. D’après Fyodorov et al., 2018. B : Schéma illustrant un nucléosome avec l’enroulement de l’ADN
autour du tétramère H3/H4 et des 2 dimères H2A/H2B. A noter : les queues N-ter des histones (qui sont le
lieu de nombreuses modifications post-traductionnelles) sont à l’extérieur du coeur du nucléosome.
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2012). Les organoïdes ont donc un fort intérêt thérapeutique pour la greffe chez des patients 

atteints de pathologies inflammatoires chroniques induisant des dommages aux épithéliums 

intestinaux et du colon. 

Ce modèle en recréant la physiologie de l’épithélium intestinal pourrait permettre d’analyser 

le rôle de la chromatine et sa dynamique dans le contrôle de l’identité des cellules 

épithéliales intestinales, ainsi que le possible lien avec les facteurs de transcription et les 

voies de signalisation clés de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. 

 

II- La Chromatine 

1) Une structure dynamique et collaborative 

La chromatine est l’association de l’ADN avec des protéines histones et non histones. 

L’enroulement de 146 paires de bases de la double hélice d’ADN autour d’un octamère 

d’histones (un tétramère H3/H4 et 2 dimères H2A/H2B) donne naissance au nucléosome, 

l’unité fonctionnelle minimale de la chromatine (Figure 18A et B). L’histone H1 participe à la 

stabilisation des nucléosomes, et forme, avec le nucléosome, le chromatosome (Fyodorov et 

al., 2018) (Figure 18A). Cette structure chromatinienne a pour rôle fondamental de 

compacter l’ADN au sein du noyau, mais elle est aussi essentielle dans le maintien de la 

stabilité génétique grâce à son rôle de protection de l’ADN contre les agressions qu’il 

pourrait subir. Enfin la chromatine joue un rôle primordial dans la régulation des processus 

biologiques se déroulant au niveau de la molécule d’ADN et nécessitant l’accès à la double 

hélice (transcription, réparation, réplication…). 

Malgré une architecture qui semble très rigide, la chromatine est une structure très 

dynamique. De nombreuses modifications de la chromatine comme les remodelages ATP-

dépendants, l’incorporation de variants d’histones, les modifications post-traductionnelles 

des histones, la méthylation de l’ADN ou encore l’expression d’ARN non codants contribuent 

à cette dynamique. Ces modifications peuvent avoir plusieurs conséquences sur la structure 

de la chromatine (modification de la compaction, rôle de plateforme de recrutement…) dans 

le but de réguler les processus biologiques à différentes échelles, allant de processus 

moléculaires, qui ont lieu au niveau de l’ADN (transcription, réparation, réplication…), à des 

processus plus globaux comme le choix ou le changement d’identité ou de destin cellulaire. 



Figure 19 : Remodelage ATP-dépendent de la chromatine
A : Sous-unités composants les complexes de remodelage de la famille SWR/INO80. D’après Hota and
Bruneau, 2016. B : Schéma repésentant les modes d’action des complexes de remodelage sur la chromatine.
Ces complexes peuvent avoir 2 effets sur la chromatine : le changement de l’accessibilité à une région (via le
repositionnement ou l’évicition d’un nucléosome ou via le désenroulement local de l’ADN) et le changement
de la composition du nucléosome (via l’échange de dimère d’histone comme l’incorporation de variant
d’histone ou via le retrait d’un dimère d’histone). DBP : Protéine se liant à l’ADN. Modifié d’après Clapier and
Cairns, 2009.
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Figure 20 : Dynamique de
l’acétylation des histones
La dynamique de
l’acétylation de la chromatine
est régulée par les 2 types
d’enzymes qui la déposent
(HAT) ou qui l’enlèvent
(HDAC). La forte acétylation
augmente l’accessibilité de
l’ADN alors que l’absence de
l’acétylation la diminue.
D’après Schneider et al.,
2013.
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L’expression et la régulation des protéines qui modifient la chromatine constituent un autre 

niveau de régulation de cette dynamique. Des défauts dans ces mécanismes entraînent des 

dysfonctionnements qui peuvent aller d’une anomalie transcriptionnelle ou de réparation de 

l’ADN jusqu’à l’apparition de pathologies comme le cancer. 

 

a) Remodelages ATP-dépendants de la chromatine et modifications post-

traductionnelles des histones 

Les complexes de remodelages ATP-dépendants de la chromatine sont tous composés d’au 

moins une sous-unité ATPase qui va catalyser le remodelage, ainsi que d’autres sous-unités 

qui peuvent avoir des rôles divers, comme activer l’ATPase ou permettre la liaison à l’ADN. Il 

existe 4 grandes familles de complexes de remodelage, dont la famille INO80/SWR qui 

comporte 3 complexes chez les mammifères : INO80, SRCAP et p400 (Figure 19A). Ces 

complexes de remodelage vont pouvoir déplacer ou enlever les nucléosomes, mais 

également incorporer des variants d’histone dans la chromatine (Figure 19B). Les variants 

d’histones sont, à l’inverse des histones canoniques, incorporés dans la chromatine tout au 

long du cycle cellulaire. Le remodelage de la chromatine a 2 effets directs principaux sur la 

chromatine qui sont de changer l’accessibilité à l’ADN ou de modifier la composition du 

nucléosome (Figure 19B). 

La dynamique des modifications post-traductionnelles des histones est un autre moyen de 

contrôler des processus biologiques. Il existe un grand nombre de modifications de ce type, 

certaines sont connues et étudiées depuis longtemps (acétylation, méthylation, 

phosphorylation, ubiquitination…), d’autres ont été découvertes plus récemment 

(crotonylation, tyrosine hydroxylation, …) (Tan et al., 2011). 

L’incorporation de variants d’histones et les modifications post-traductionnelles des histones 

ont comme caractéristique commune de pouvoir être réversibles, ce qui augmente le degré 

de dynamique de ces marques. En effet, en plus des enzymes qui les déposent sur la 

chromatine (writers), d’autres enzymes sont capables de les enlever (erasers), comme par 

exemple les Histones acétyltransférases (HAT) et les Histones déacétylases (HDAC) pour 

l’acétylation (Figure 20).  



Figure 21 : Exemple de coopération entre les acteurs chromatiniens
Dans ce modèle la HAT NuA4 est recrutée aux promoteurs et acétyle les histones H4 et H2A. Cette
acétylation est reconnue par le bromodomaine de Bdf1, ce qui permet le recrutement du complexe de
remodelage de la chromatine SWR1. Le complexe SWR1 peut alors échanger localement le dimère H2A-H2B
par le dimère H2A.Z-H2B. D’après Altaf et al., 2010.
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Ces modifications (post-traductionnelles et variants) de la chromatine changent 

l’accessibilité à des régions chromatiniennes spécifiques, ou servent de plateforme de 

recrutement pour des protéines effectrices (readers). Par exemple, l’acétylation des histones 

entraine la diminution de l’interaction de celles-ci avec l’ADN en neutralisant la charge 

positive des lysines, mais peut aussi servir de plateforme de recrutement pour des protéines 

contenant un bromodomaine. Tous ces effets sur la structure de la chromatine ont pour but 

de réguler les processus biologiques. 

 

b) Interdépendance des modificateurs et/ou modifications de la chromatine 

Du fait de la diversité des marques chromatiniennes et des remodeleurs de la chromatine, le 

rôle individuel de chaque modificateur ou de chaque modification doit être considéré dans 

un paysage chromatinien global pour comprendre le rôle de sa dynamique dans les 

différents processus biologiques. Sa mise en place ou son enlèvement intervient dans un 

contexte chromatinien déjà établi et, de ce fait, certaines marques peuvent coopérer, 

s’opposer ou encore être redondantes fonctionnellement (revue Zhang et al., 2015). 

Un exemple de coopération directe, parmi les plus marquants, est celui entre 2 complexes 

de modification de la chromatine chez la levure : le complexe comprenant l’acétyltransférase 

NuA4 (Tip60 chez l’Homme) et le complexe de remodelage de la chromatine SWR1 (p400 

chez l’Homme). Altaf et ses collaborateurs ont montré que l’acétylation de H2A ou H4 par 

NuA4, au sein de la chromatine, stimule l’incorporation du variant d’histone HTZ1 (H2A.Z 

chez l’homme) par le complexe SWR1 in vitro et in cellulo chez la levure. Pour cela, la sous-

unité Bdf1 du complexe SWR1 interagit avec H2A ou H4 acétylés (par NuA4) pour cibler la 

région d’échange de H2A-H2B par H2A.Z-H2B (Altaf et al., 2010) (Figure 21). Ces 2 types de 

modificateurs peuvent également agir de manière antagoniste sur le même processus. Par 

exemple, chez l’Homme, p400 et Tip60 contrôlent la prolifération des cellules de cancers 

colorectaux via des régulations différentes de la même voie de signalisation : la voie Wnt. 

Comme ils agissent de manière opposée, le ratio d’expression de ces 2 modificateurs de la 

chromatine est essentiel dans ce contexte et permet, via Wnt, le contrôle de la prolifération 

des cellules (Chevillard-Briet et al., 2014). Ces résultats montrent comment ces 2 acteurs 

chromatiniens sont capables de coopérer de différentes manières selon le contexte. 
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Les modifications post-traductionnelles peuvent également être mutuellement exclusives, 

où le dépôt d’une marque va inhiber celui d’une autre marque. Par exemple, la lysine 9 de 

l’histone H3 peut être acétylé ou méthylé, le dépôt de l’une des 2 marques sur cette lysine 

inhibe, de facto, la présence de l’autre (Lacoste and Côté, 2003).  

La relation entre ces modificateurs et/ou marques de la chromatine est essentielle et doit 

être prise en compte pour l’étude des mécanismes chromatiniens contrôlant les processus 

biologiques comme la transcription ou le devenir cellulaire. 

 

c) Rôle de la dynamique chromatinienne dans la transcription  

La transcription est un processus biologique clé dans le devenir et la physiologie cellulaires, 

dont la régulation dépend des mécanismes chromatiniens. La compaction de la chromatine, 

via le nucléosome, est une barrière au bon déroulement de ce processus notamment en 

empêchant la fixation et l’action de l’ARN Polymérase II (Zanton and Pugh, 2006). La 

modification de cette accessibilité et la dynamique de la chromatine sont donc essentielles à 

la transcription. L’acétylation des histones, par exemple, est connue pour avoir un effet 

d’ouverture de la chromatine en diminuant l’interaction entre l’ADN et les histones (Görisch 

et al., 2005). Historiquement, les HAT ont été considérées comme étant recrutées pour 

activer l’expression des gènes et les HDAC pour l’inhiber. Cependant, une étude a 

récemment montré que la dynamique de l’acétylation, médiée par les HAT et les HDAC au 

cours de la transcription, était un peu plus complexe (Wang et al., 2009). Dans cette étude, 

les auteurs ont analysé la liaison de 5 HAT et de 4 HDAC aux promoteurs des gènes par 

immunoprécipitation de la chromatine suivie du séquençage (ChIP-seq) dans des cellules 

humaines. De manière surprenante, comme pour les HAT, une corrélation a été établie entre 

la liaison des HDAC sur les promoteurs et l’acétylation, la liaison de l’ARN polymérase II ainsi 

que l’expression des gènes. Les auteurs ont donc émis l’hypothèse que les HAT sont 

présentes aux niveaux des promoteurs des gènes actifs en tant que co-activateur de la 

transcription, et que les HDAC sont présentes pour faire une réinitialisation de la chromatine 

(ici enlever l’acétylation des histones) après la transcription pour limiter ce processus et/ou 

lui permettre d’être réenclenché. Cette étude montre l’importance de la dynamique de 
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l’acétylation et du caractère transitoire que ces marques chromatiniennes doivent avoir lors 

d’un processus comme la transcription.  

Les interconnections entre les marques chromatiniennes doivent aussi être prises en compte 

dans le contrôle de la transcription (revue Lee et al., 2010). Par exemple, La phosphorylation 

de la sérine 10 de l’histone H3 (H3S10Phospho) favorise l’acétylation de la lysine 14 de H3 

(H3K14Ac) in vitro, et ces 2 marques régulent de façon similaire l’expression de certains 

gènes (Ho, His3…) chez la levure (Lo et al., 2000). Certaines marques exclusives, comme 

H3R2me2a et H3K4me3, qui ne sont jamais présentes aux mêmes sites chez la levure, 

contribuent également à la régulation de la transcription. Dans ce cas-là, H3R2me2a inhibe 

la fixation de l’histone méthyltransférase Set1p, qui ne peut donc pas tri-méthyler H3K4, ce 

qui a pour conséquence l’inhibition de la transcription (Kirmizis et al., 2007). 

L’étude du rôle crucial de la dynamique chromatinienne dans la régulation de la 

transcription a fait l’objet d’efforts intenses qui ont permis de mieux comprendre les 

mécanismes de contrôle de ce processus et les conséquences qui en découlent (revue Li et 

al., 2007a). 

 

d) Rôle de la dynamique chromatinienne dans le devenir cellulaire 

L’acquisition d’une identité cellulaire est notamment définie par la mise en place d’un 

programme transcriptionnel spécifique. La dynamique de la chromatine est essentielle à la 

réalisation de ce programme, en réponse à des signalisations intracellulaires ou à des stimuli 

environnementaux, et peut être ainsi à l’origine du changement d’identité. Un des exemples 

les plus étudiés est celui du maintien ou de la différenciation des cellules souches 

embryonnaires (ESC). Les ESC, pour conserver leur identité, doivent activer les gènes de 

pluripotence et réprimer les gènes de différenciation ; pour cela les facteurs de transcription 

Oct4, Sox2 et Nanog sont primordiaux (Boyer et al., 2005). Mais il a été démontré que la 

dynamique des complexes de remodelage INO80 et p400 est aussi essentielle, notamment 

dans le maintien de l’identité des ESC. INO80 permet le maintien de leur pluripotence grâce 

à son action d’ouverture de la chromatine au niveau de promoteurs des gènes spécifiques de 

ce caractère (Oct4, Nanog, Klf4…). Il est guidé au niveau de ces régions par le facteur de 

transcription Oct4, et permet la fixation de l’ARN polymérase II et donc, l’expression de ces 



Figure 22 : Dynamique des gènes bivalents durant la différenciation des cellules ES
Dans les cellules ES les complexes MLL et PRC2 déposent les marques H3K4me3 (activatrice) et H3K27me3
(inhibitrice) respectivement. Les gènes ayant ces 2 marques à leur promoteur ne sont pas exprimés,
cependant l’ARN polymérase II est présente au niveau de ces promoteurs et est prête à être activée. Durant
la différenciation, les promoteurs peuvent conserver leur bivalence, ou alors la perte de l’une ou l’autre des
marques peut survenir pour réprimer ou activer la transcription du gène. D’après Kraushaar and Zhao, 2013.
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gènes. Au cours de la différenciation, la diminution de l’expression de INO80, couplée à la 

diminution de sa fixation aux promoteurs cibles (due à la diminution de l’expression de 

Oct4), entraînent la perte de l’expression des gènes de pluripotence (Wang et al., 2014). Le 

complexe p400, quant à lui, contrôle l’identité des ESC d’une manière différente. Dans ce 

contexte, le complexe p400 est impliqué principalement dans la répression des gènes de 

différenciation. Le set de gènes régulés par p400 chevauche fortement celui des gènes 

régulés par le facteur de transcription Nanog, suggérant un lien entre ces 2 facteurs dans 

l’expression génique. Par exemple, ces 2 acteurs sont essentiels à l’inhibition de l’expression 

des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation de l’endoderme : Gata4 et 6 

(Fazzio et al., 2008). De plus, les acteurs chromatiniens peuvent réguler de manière 

redondante ce processus biologique pour permettre d’assurer sa robustesse. Dans le cas du 

maintien de la pluripotence et de l’identité des ESC, qui sont essentielles pour le 

développement normal de l’embryon, le complexe p400 et le complexe Polycomb (PRC2, qui 

dépose la marque répressive H3K27me3) ont des rôles redondants. Ces 2 modificateurs de la 

chromatine ont pour rôle d’inhiber les gènes de différenciation dans les ESC, et notamment 

inhibent le facteur Gata6 (Boyer et al., 2006; Fazzio et al., 2008).  

L’identité cellulaire des cellules ES est également contrôlée par la dynamique et les relations 

entre modifications post-traductionnelles des histones. En effet, les marques 

chromatiniennes régulent de façon complexe l’expression des gènes appelés « bivalents ». 

Ce terme, décrit pour la première fois en 2006 par Bernstein et ses collaborateurs, regroupe 

les gènes qui ont au niveau de leurs régions régulatrices (promoteurs ou enhancers) à la fois 

des marques activatrices de la transcription et des marques répressives. Dans cette étude, 

les auteurs ont montré que la marque activatrice H3K4me3 et la marque répressive 

H3K27me3 (déposée par PRC2) sont présentes aux promoteurs de gènes, notamment de 

facteurs de transcription-clés du développement et de la différenciation dans les ESC. La 

présence des 2 marques dans les ESC se traduit par l’inhibition de l’expression de ces gènes, 

alors que la perte de H3K27me3 durant la différenciation permet l’expression rapide de ces 

gènes (Bernstein et al., 2006) (Figure 22). Ceci suggère que ces marques, qui sont 

essentielles aux processus développementaux, pourraient être aussi impliquées dans la 

différenciation des tissus adultes. Ce mécanisme permettrait donc d’inhiber les gènes de 



Figure 23 : Changement du transcriptome durant la spécification et la différenciation des cellules
épithéliales intestinales
Heatmap montrant les gènes différentiellement exprimés entre l’épithélium embryonnaire à E12.5 et E14.5,
les cellules souches intestinales (ISC) et les entérocytes matures. Les gènes différentiellement exprimés sont
regroupés en groupe d’expression. Par exemple, les gènes plus exprimés dans les entérocytes que dans
l’embryon et dans les ISC sont regroupés dans le groupe de gènes signatures des entérocytes. Les panels de
droite montrent des exemples représentatifs de l’expression d’un gène appartenant à chaque groupe de
gènes. D’après Kazakevych et al., 2017.
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différenciation dans les cellules pluri/multipotentes et de pouvoir les exprimer rapidement 

lors de la différenciation.  

De manière très intéressante, INO80 est également indispensable à la reprogrammation des 

cellules somatiques (fibroblastes embryonnaires murins MEF) en cellules pluripotentes 

(iPSC), grâce à son rôle dans l’expression des gènes importants pour la pluripotence (Wang 

et al., 2014). Ceci montre que la chromatine est impliquée dans la plasticité cellulaire, ce qui 

laisse entrevoir un rôle fort de la chromatine et de ses modificateurs dans le destin cellulaire 

en réponse à des signaux environnementaux.  

Toutes ces études montrent donc le rôle fondamental de la dynamique chromatinienne dans 

le choix ou le maintien de l’identité cellulaire au cours du développement embryonnaire 

(revue (Hota and Bruneau, 2016). Ceci laisse également entrevoir un rôle important de la 

dynamique chromatinienne dans le contrôle de l’identité des cellules dans les tissus adultes. 

 

2) Dynamique des marques chromatiniennes dans l’épithélium intestinal : destin 

cellulaire vs plasticité cellulaire 

a) La dynamique chromatinienne au sein de l’épithélium intestinal normal 

Pour tester le rôle de la dynamique chromatinienne dans le contrôle de l’identité des cellules 

adultes, l’épithélium intestinal est un modèle très intéressant, de par sa structure (un 

compartiment non différencié et un compartiment différencié), son grand nombre de types 

cellulaires différents mais aussi de par sa rapidité de renouvellement. Comme démontré par 

les travaux du laboratoire de Ramesh Shivdasani, les facteurs de transcription spécifiques du 

développement ou du choix d’une identité cellulaire dans l’intestin n’agissent pas seul dans 

la mise en place des programmes de transcription. Comme déjà évoqué, la grande 

dynamique de CDX2 durant le développement (Kumar et al., 2019) ou durant la 

différenciation des ISC (Verzi et al., 2010) ne peut pas être expliquée par la seule variation du 

niveau d’expression de ce facteurs de transcription. Au cours du développement, les auteurs 

ont montré que la dynamique d’accessibilité de la chromatine est essentielle à la régulation 

de la dynamique de CDX2, et que celui-ci est ensuite important pour le maintien de cette 

accessibilité (Kumar et al., 2019). De plus, la perte de CDX2 dans l’épithélium intestinal 

adulte entraîne la diminution de l’accessibilité de la chromatine au niveau de certains 
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Figure 24 : Dynamique des marques chromatiniennes au cours de la spécification des ISC
Représentation schématique de la dynamique majoritaire des marques H3K4me3, H3K27me3 et H3K27ac au
cours de la spécification des ISC au niveau des promoteurs des gènes signatures des ISC (A, i.e. les gènes plus
exprimés dans les ISC que dans l’embryon ou que dans les entérocytes) et au niveau des promoteurs des
gènes signatures embryonnaires (B, i.e. les gènes plus exprimés dans l’épithélium embryonnaire que dans
l’adulte). Les marques vertes sont activatrices de la transcription alors que les rouges sont inhibitrices..

A

B
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enhancers de gènes cibles de CDX2 (Si…) (Verzi et al., 2010). Enfin, en accord avec ces 

résultats, une étude a montré que CDX2 permet le recrutement du complexe de remodelage 

de la chromatine SWI/SNF au niveaux des promoteurs de certains de ses gènes cibles in 

cellulo, permettant ainsi l’ouverture de la chromatine au niveau de ces régions (Nguyen et 

al., 2017). Ces résultats montrent le lien très fort entre la dynamique de CDX2 et celle de la 

chromatine. L’étude du paysage chromatinien durant le développement et la différenciation 

intestinale semble donc essentielle à la compréhension de la dynamique de ce facteur de 

transcription, mais également de la dynamique d’autres facteurs de transcription impliqués 

dans le contrôle de l’identité cellulaire et l’homéostasie épithéliale intestinale.  

Pour appréhender le rôle de la chromatine dans le contrôle de l’identité cellulaire au niveau 

intestinal, le laboratoire de Natalia Soshnikova a étudié la dynamique de plusieurs marques 

chromatiniennes et les changements transcriptomiques associés (Figure 23), au cours de la 

spécification des cellules souches intestinales (ISC) mais aussi au cours de la différenciation 

de ces ISC en entérocytes (Kazakevych et al., 2017).  

Il a été montré qu’au jour de développement embryonnaire 14.5 (E14.5) les cellules 

précurseuses de l’épithélium intestinal commencent à préparer la spécification, en déposant 

la marque activatrice H3K4me3 au niveau d’un grand nombre de gènes « signature » des ISC 

(i.e. les gènes fortement exprimés dans les ISC par rapport à l’embryon E14.5 et aux 

entérocytes, figure 23). A ce stade embryonnaire, ces gènes « signatures » des ISC ne devant 

pas être exprimés, cette marque est associée principalement à la marque répressive 

H3K27me3 pour inhiber l’expression de ces gènes. Durant la spécification, la marque 

répressive est perdue et ces gènes sont donc exprimés dans les ISC (Figure 24A). Les autres 

gènes « signatures » des ISC, qui n’ont pas la marque H3K4me3, gagnent la marque 

activatrice H3K27ac durant la spécification (Figure 24A). Enfin les gènes « signatures 

embryonnaires » (i.e. les gènes fortement exprimés à E14.5 par rapport aux ISC et aux 

entérocytes, figure 23) perdent les marques activatrices H3K4me3 et H3K27ac, ce qui semble 

expliquer la diminution de leur expression (Figure 24B).  

Les auteurs ont par la suite analysé la dynamique de ces marques chromatiniennes au cours 

de la différenciation des ISC en entérocytes, qui correspond à un bouleversement du 

transcriptome avec pas moins de la moitié des gènes actifs qui sont différentiellement 

exprimés entre ces 2 types cellulaires (cf Figure 12 et 23). Une partie de ces changements 
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Figure 25 : Dynamique des marques chromatiniennes au cours de la différenciation des ISC
Représentation schématique de la dynamique majoritaire des marques H3K4me3, H3K27me3, H3K27ac et
H2A.Z au cours de la différenciation des ISC au niveau des promoteurs des gènes signatures des entérocytes (A,
i.e. les gènes plus exprimés dans les entérocytes que dans l’embryon ou que dans les ISC) et au niveau des
promoteurs des gènes signatures des ISC (B, i.e. les gènes plus exprimés dans les ISC que dans l’embryon ou
que dans les entérocytes). Les marques vertes sont activatrices de la transcription alors que les rouges sont
inhibitrices.
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peut être expliquée par la dynamique de la marque répressive H3K27me3, qui est perdue 

aux promoteurs de quelques gènes « signatures » des entérocytes (i.e. les gènes plus 

exprimés dans les entérocytes que dans les ISC ou à E14.5, figure 23), notamment les gènes 

du cluster d’inhibiteurs du cycle cellulaire Cdkn2a/b (Figure 25A). Le plus gros changement 

au cours de la différenciation des ISC concerne le variant d’histone H2A.Z. La présence de 

H2A.Z diminue aux promoteurs d’un grand nombre de gènes « signatures » des entérocytes 

au cours de la différenciation des ISC (Figure 25A). L’hypothèse que H2A.Z inhiberait la 

différenciation entérocytaire dans les ISC en contrôlant négativement le programme 

transcriptionnel spécifique de ces cellules a été émise. De plus, les promoteurs des gènes 

« signatures » des entérocytes marqués par H2A.Z dans les ISC sont également, en très 

grande partie, associés aux marques activatrices H3K27ac et H3K4me3 (Figure 25A). Ce 

double marquage laisse penser que ces gènes sont bivalents, en attente de la différenciation 

pour être rapidement exprimés lors de la perte de H2A.Z. Enfin, les gènes « signatures » des 

ISC, qui sont réprimés dans les entérocytes, perdent les marques activatrices H3K27ac et 

H3K4me3 au cours de la différenciation, mais ne gagnent pas de marques répressives 

comme la méthylation de l’ADN ou H3K27me3 (Figure 25B). Une des explications pourrait 

être un mécanisme permettant d’inhiber les gènes « signatures » des ISC, sans trop 

« verrouiller » la chromatine afin de garantir une certaine réversibilité dans la régulation 

génique et permettre ainsi la plasticité du tissu. 

Cette étude, sur la dynamique de nombreuses marques chromatiniennes, laisse penser que 

certaines de ces marques pourraient être impliquées dans l’acquisition d’une identité 

cellulaire spécifique ou dans la mise en place de ce changement. Comme le suggèrent Verzi 

et ses collaborateurs en 2010, ce changement de patron chromatinien pourrait être 

notamment impliqué dans le changement de liaison des facteurs de transcription comme 

CDX2 (Verzi et al., 2010). De plus, cette étude laisse également présager d’un rôle de la 

chromatine dans la plasticité tissulaire. 

 

 

 



Figure 26 : Hypothèse de mécanisme de maintien de l’identité des cellules progénitrices
Schéma illustrant les patrons de présence de CDX2, PRC2 et SI dans l’épithélium intestinal. La zone entre les
lignes pointillées définie les cellules progénitrices qui expriment très faiblement les gènes de différenciation
entérocytaire terminale (comme SI) malgré la présence du facteur de transcription CDX2. L’hypothèse est donc
que la chromatine (par exemple PRC2) permet l’inhibition de l’expression de ces gènes dans ces cellules.

Villosité
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b) Rôle de la dynamique de la chromatine dans le choix et la mise en place d’un destin 

cellulaire  

- H3K27me3 et le complexe PRC2 

Une des marques chromatiniennes les plus étudiées dans l’homéostasie de l’épithélium 

intestinal, mais aussi dans le destin cellulaire en général, est H3K27me3 et le complexe en 

charge de son dépôt sur la chromatine : Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). La première 

démonstration de son implication dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal normal a été 

faite par Benoit et ses collaborateurs en 2012 (Benoit et al., 2012). Dans cette étude, les 

auteurs ont montré que la déplétion de SUZ12 (une sous-unité de PRC2), qui permet la 

déplétion des 2 sous complexes contenant les deux methyltransferases de H3K27 : EZH1 et 

2, entraine, dans des modèles cellulaires humains de différenciation entérocytaire (Caco-

2/15 et HIECHNF1α/Cdx2), l’augmentation de l’expression de certains marqueurs de 

différenciation (SI, LPH, DPPIV, ALPI), ainsi que la diminution de la prolifération des cellules 

HIEC (modèle de cellules progénitrices intestinales). Ils ont également montré que la 

répression des marqueurs de différenciation est dépendante de la présence de CDX2 et 

HNF1α, et que SUZ12 est principalement exprimé dans les cellules progénitrices in vivo. Les 

facteurs de transcription CDX2 et HNF1α sont exprimés dans les cellules progénitrices alors 

que certaines de leurs cibles (SI, LPH…) ne le sont pas (Benoit et al., 2012). Ceci a permis aux 

auteurs d’émettre l’hypothèse que PRC2 serait impliqué dans le maintien de l’identité des 

cellules progénitrices, via la répression de l’expression des marqueurs de différenciation et le 

maintien de leur prolifération (Figure 26). Des études in vivo chez la souris (grâce au KO 

inductible du gène Eed codant pour une sous-unité également partagée par les 2 sous-

complexes) ont également montré le rôle prépondérant de PRC2 dans le contrôle de 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal (Chiacchiera et al., 2016; Koppens et al., 2016). Ces 

études ont confirmé le rôle essentiel de PRC2 dans le maintien de la prolifération des 

progéniteurs (perte du marquage Ki67 dans les souris KO) via l’inhibition directe du locus 

Cdkn2a (Ink4a, qui code pour des inhibiteurs du cycle cellulaire), mais sont en désaccord sur 

le caractère indispensable de PRC2 pour le maintien des cellules souches. L’une a analysé 

l’effet du KO sur l’épithélium intestinal 15j après l’induction (Chiacchiera et al., 2016) et n’a 

pas vu d’effet sur le maintien des ISC, alors que l’autre a analysé l’effet 6 semaines après 

l’induction et a vu une perte des ISC (Koppens et al., 2016). Comme ces 2 études ont utilisé 

le même modèle d’induction (AhCre;EedLoxP/LoxP), la différence pourrait être expliquée par la 
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fenêtre d’analyse, et notamment la récurrence des inductions de la recombinaison dans le 

travail de Koppens et ses collaborateurs ; en effet, dans ce type de modèles, toutes les 

cryptes ne sont pas directement affectées par le KO à la première induction. Après 6 

semaines d’induction, environ 90% des cryptes sont affectées mais les cryptes restantes sont 

hyperactives en termes de prolifération (Koppens et al., 2016). Le manque d’effet visible sur 

le maintien des ISC dans la globalité de l’intestin (pas de diminution de l’expression de Lgr5) 

dans l’étude de Chiacchiera et ses collaborateurs peut donc être dû à une compensation par 

les cryptes sauvages (wt) encore en grand nombre. Ces 2 études montrent également une 

forte augmentation de la différenciation du lignage sécrétoire dans les souris KO, avec 

l’augmentation du nombre de cellules à mucus et entéroendocrines, et l’augmentation et la 

délocalisation des cellules de Paneth. D’autres aberrations de différenciation sont même 

parfois observées avec la co-expression, dans la même cellule, de marqueurs de cellules à 

mucus et de cellules de Paneth. Les auteurs ont montré que le rôle de PRC2 dans la 

répression de la différenciation sécrétoire est direct, par l’inhibition de l’expression des 

facteurs de transcription Math1 et Gfi1 au niveau des cellules progénitrices et des ISC. Ces 

résultats valident la présence de H3K27me3 aux promoteurs des gènes de différenciation 

sécrétoire dans les ISC et les entérocytes, telle qu’observée dans l’étude menée par le 

laboratoire de Natalia Soshnikova (Kazakevych et al., 2017). Enfin, aucune induction de la 

différenciation entérocytaire n’est observée in vivo, contrairement à ce qui avait été 

démontré in cellulo (Benoit et al., 2012; Oittinen et al., 2017). Cette variation peut être 

expliquée par la différence d’organisme (humain versus murin), par une compensation d’un 

autre facteur in vivo pour conserver une différenciation entérocytaire normale, ou par la 

forte induction du lignage sécrétoire (au dépend du lignage absorbant) dans les KO in vivo, 

qui pourrait masquer l’effet sur l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire.  

Ces études montrent le rôle fondamental de la dynamique chromatinienne, au travers de 

PRC2 et H3K27me3, dans le maintien des ISC ainsi que dans la mise en place et le maintien 

de l’identité des progéniteurs intestinaux, en évitant que ceux-ci se différencient ou arrêtent 

de proliférer.  
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- Les HDAC et l’acétylation des histones 

Le rôle de la dynamique chromatinienne dans l’homéostasie épithéliale intestinale a 

également été abordé par l’étude de l’acétylation des histones, notamment via les enzymes 

qui enlèvent ces marques : les HDAC. En 2004, Tou et ses collaborateurs ont démontré 

l’importance des HDAC (1 et 2) dans la répression de gènes marqueurs de l’épithélium 

mature dans l’intestin embryonnaire à E13 (comme Fabpi, Apo1a et Upa) (Tou et al., 2004). 

La fixation de HDAC1 et 2 aux promoteurs de ces gènes diminue au cours du développement 

embryonnaire (entre E13 et E17), ce qui a pour conséquence l’augmentation de l’acétylation 

de H3 et H4 et l’expression de ces gènes. Cette augmentation de l’acétylation durant le 

développement est d’ailleurs retrouvée dans l’étude de Kazakevych et ses collaborateurs. En 

effet, certains promoteurs de gènes « signatures de l’épithélium adulte » (i.e. Des gènes plus 

exprimés dans les ISC et les entérocytes que dans les progéniteurs intestinaux à E14.5, cf 

Figure 23) gagnent la marque H3K27ac durant le passage de E14.5 au tissu adulte (ISC et 

entérocytes) (Kazakevych et al., 2017). Dans l’intestin adulte, la perte de l’activité des HDAC, 

soit via des inhibiteurs (SAHA, β-Hydroxybutyrate (βHB)) (Roostaee et al., 2015; Wang et al., 

2017), soit par KO spécifique de Hdac1 et Hdac2 (Zimberlin et al., 2015) dans l’intestin, 

entraine une forte perte de la prolifération des cellules intestinales in cellulo et in vivo. De 

plus, Zimberlin et ses collaborateurs ont montré que le KO de Hdac1 et Hdac2 induit une 

forte diminution de l’expression des marqueurs d’ISC (Lgr5, Olfm4…) ainsi que la perte de 

capacité à former des organoïdes. Ceci n’est pas retrouvé dans le KO de Hdac1 ou de Hdac2 

seul, ce qui montre là aussi la redondance fonctionnelle de ces 2 protéines. Ces résultats 

montrent que les protéines HDAC 1 et 2 sont essentielles au maintien des cellules souches 

intestinales (Zimberlin et al., 2015).  

L’inhibition pharmacologique des HDAC entraine également une forte hausse de l’expression 

des marqueurs de différenciation absorbante ou sécrétoire, dans les modèles cellulaires 

humains de différenciation et in vivo chez la souris (Roostaee et al., 2015; Wang et al., 2017). 

Cependant, l’étude de Zimberlin et de ses collaborateurs ne montre pas d’augmentation de 

l’expression de ces marqueurs de différenciation après KO de Hdac1 et 2, une tendance à la 

diminution est même observée (Zimberlin et al., 2015). Ceci peut être expliqué par la trop 

forte perte des ISC dans le KO Hdac1 et Hdac2, qui ne vont donc plus pouvoir renouveler 

l’épithélium, ce qui va aboutir à la perte progressive des cellules différenciées de l’intestin. 
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Ceci peut être également expliqué par la différence de cibles dans ces études ; en effet, les 

études qui montrent une augmentation de la différenciation ont utilisé des inhibiteurs des 

HDAC, ce qui pourrait suggérer un rôle de ces protéines indépendant de leur activité 

déacétylase (plateforme pour permettre le recrutement d’autres protéines). Une autre 

tiendrait à la non-spécificité de ces inhibiteurs qui sont susceptibles d’inhiber de 

nombreuses HDAC et/ou d’autres enzymes, contrairement à l’étude de Zimberlin et ses 

collaborateurs, où les auteurs ont délété spécifiquement Hdac1 et Hdac2.  

L’effet de la perte des HDAC, et donc de l’augmentation de l’acétylation, sur l’expression des 

marqueurs de différenciation, est cohérent avec l’augmentation de H3K27ac sur les 

promoteurs de gènes « signatures » des entérocytes (Kazakevych et al., 2017) (cf Figure 

25A). De manière très intéressante, le β-Hydroxybutyrate (βHB) est un inhibiteur endogène 

des HDAC qui voit sa concentration circulante augmentée lors de long jeûne (Newman and 

Verdin, 2014). Ceci montre donc que la chromatine fait le lien entre des signaux 

environnementaux et l’homéostasie du tissu, avec par exemple ici une surexpression des 

enzymes essentielles à la digestion (comme la SI) en réponse à un jeûne, grâce aux HDAC.  

Comme pour la méthylation des histones, ces études montrent le rôle prépondérant de leur 

acétylation et des enzymes responsables de la dynamique de cette marque dans le contrôle 

des identités cellulaires de l’intestin, via la régulation du programme transcriptionnel. 

 

- La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est plutôt statique au cours de la différenciation des ISC (Kaaij et al., 

2013; Kazakevych et al., 2017). Ces études ont montré que les gènes « signatures » des 

entérocytes sont déjà déméthylés durant le développement de l’intestin, ce qui permet leur 

future activation (Kazakevych et al., 2017). Par contre, au cours de la différenciation, peu de 

régions gagnent ou perdent la méthylation de l’ADN (DMR) ; les seuls changements (des 

pertes) ont lieu aux niveaux d’enhancers de gènes qui sont plus exprimés dans les cellules 

différenciées (Kaaij et al., 2013). Une autre étude montre, en modifiant les seuils de 

détection des DMR, (Sheaffer et al., 2014) des modifications de la méthylation de l’ADN aux 

enhancers, notamment des gènes « signatures » de la différenciation (Lct, Alpi, Krt20) qui 

perdent cette marque et des gènes « signatures » des ISC (comme Olfm4) qui la gagnent. Le 
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Figure 27 : Rôle du complexe SWI/SNF dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal
Lorque le complexe SWI/SNF est composé de l’ATPase Brg1, il favorise le maintien des ISC via la régulation
positive de l’expression des gènes Lgr5, Olm4 et Ascl2 et inhibe la différenciation du lignage sécrétoire via
l’activation de la voie Notch (Takada et al., 2016). Lorsqu’il est composé de Arid1a et d’une autre ATPase que
Brg1 (peut être Brm), ce complexe favorise également le maintien des ISC mais via la régulation positive de
Sox9, cependant ce complexe favorise la différenciation du lignage sécrétoire avec un mécanisme inexpliqué
(Hiramatsu et al., 2019).
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KO de Dnmt1 (méthyltransférase de maintenance, exprimée dans la crypte), in vivo chez la 

souris, entraîne une augmentation de la prolifération et de la taille du compartiment 

prolifératif qu’est la crypte, ainsi qu’une augmentation de l’expression de certains gènes 

« signatures » des ISC comme Olfm4. Ceci montre l’importance de la dynamique de la 

méthylation de l’ADN dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal. Enfin l’analyse du rôle 

des protéines TET, responsable de la déméthylation active de l’ADN (revue Wu and Zhang, 

2017), dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal apparait essentielle à la meilleure 

compréhension de la dynamique de la méthylation de l’ADN et son rôle dans la régulation de 

ce processus.  

 

- Les complexes de remodelage de la chromatine 

Le complexe de remodelage SWI/SNF joue également un rôle dans l’homéostasie de 

l’épithélium intestinal. Une des sous-unités ATPases de ce complexe, BRG1, a été montrée 

comme essentielle dans l’inhibition de la différenciation du lignage sécrétoire, via la 

régulation de la voie Notch. Mais cette sous-unité est également requise pour le maintien 

des ISC, dont l’expression des marqueurs (Lgr5, Olfm4, Ascl2…) est perdue dans les souris KO 

pour Brg1, de manière inexpliquée et indépendante de Notch (Takada et al., 2016). La sous-

unité ARID1a (rôle dans l’interaction avec l’ADN), quant à elle, est fondamentale dans le 

maintien des ISC et de la crypte via la régulation positive de l’expression de Sox9 (Hiramatsu 

et al., 2019). Le KO de Arid1a entraîne une diminution de la quantité de cellules du lignage 

sécrétoire, contrairement au KO de Brg1 qui induit une augmentation du nombre de cellules 

de ce lignage. De plus le KO de Brg1 n’a aucun effet sur l’expression de Sox9, ce qui montre 

donc que le KO de 2 sous-unités qui peuvent faire partie du même complexe, SWI/SNF, 

n’engendre pas le même phénotype. Ceci suggère que la composition du complexe est 

fondamentale dans la régulation de l’homéostasie de l’épithélium intestinal (Figure 27). Par 

exemple, le complexe SWI/SNF pourrait réguler l’expression de Sox9 en étant composé de 

ARID1a et d’une autre ATPase du complexe : BRM, mais cette régulation pourrait aussi être 

indépendante de l’activité ATPase. De plus, la faible différence d’expression de ces sous-

unités entre les différents types cellulaires de l’intestin (légère diminution de l’expression de 

Arid1a lors de la différenciation, par exemple) laisse penser que la spécificité de leurs 

activités, sur le programme transcriptionnel des différents types cellulaires, est donnée, soit 

http://www.rapport-gratuit.com/


Figure 28 : Profil aux enhancers de H3K4me2 dans les cellules de la crypte
Profil de H3K4me2 aux niveaux de 57481 régions (à plus de 2 kb et plus de 1 kb en aval et en amont des TSS
respectivement) dans les ISC Lgr5+, les progéniteurs sécrétoires (Sec-pro) et les progéniteurs absorbants (Ent-
pro). D’après Kim et al., 2014.
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Figure 29 : Double rôle de la chromatine dans le contrôle de l’identité des cellules progénitrices
La chromatine contrôle le choix entre l’identité sécrétoire ou absorbante des cellules progénitrices, par
exemple avec Brg1 ou PRC2 qui régulent ce choix via Math1. La chromatine, via les marques H3K27ac et
H3K4me2, est également permissive à ce changement, car ces marques ne nécessitent pas de modifications
pour passer d’un type cellulaire à l’autre.
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par d’autres sous-unités du complexe, soit par d’autres marques chromatiniennes. Ces 

études laissent donc entrevoir de nombreuses possibilités de régulation de l’homéostasie de 

l’épithélium intestinal par les complexes de remodelage de la chromatine. L’étude 

approfondie de la composition de ces complexes selon le processus régulé apparait donc 

essentielle à la compréhension de cette régulation 

 

c) Rôle de la dynamique de la chromatine dans la conservation de la plasticité cellulaire 

En plus de son rôle prépondérant dans la mise en place de l’identité cellulaire, la chromatine 

est également essentielle au maintien de la plasticité de l’épithélium intestinal. Le terme de 

plasticité englobe ici tous les changements d’identité cellulaire en réponse à des stress ou à 

l’environnement, et pas seulement la dédifférenciation en cellules souches.  

Une étude en 2014 a analysé la dynamique de plusieurs marques chromatiniennes 

activatrices (H3K27ac et H3K4me2) ainsi que l’hypersensibilité à la DNase (DHS, permet 

d’analyser l’accessibilité à la chromatine) entre 2 types cellulaires de l’intestin : les 

progéniteurs du lignage sécrétoire (Sec-pro) versus les progéniteurs du lignage absorbant 

(Ent-pro) (Kim et al., 2014). De manière surprenante, les auteurs n’ont pas observé de 

différence majeure ni pour ces marques, ni pour l’accessibilité des régions régulatrices de la 

chromatine, et ce malgré une différence transcriptomique significative entre ces 2 types 

cellulaires (confirmant par ailleurs le fait que ce soit bien 2 types cellulaires différents) 

(Figure 28). Ils ont démontré que cette différence transcriptomique est en grande partie 

expliquée par la présence ou l’absence du facteur de transcription clé du choix du lignage : 

MATH1. Ils ont également montré que la perte de MATH1 dans les Sec-pro change l’identité 

de ces cellules en Ent-pro, donc que la chromatine arbore, dans ces cellules, une permissivité 

naturelle qui est fondamentale pour la plasticité du tissu dans le choix du lignage. Ceci 

montre que la chromatine peut, spontanément et sans remodelage, permettre la réponse de 

l’épithélium à un stress ou un problème majeur. De plus, la régulation de l’expression de 

Math1 par des facteurs chromatinien (exemple de BRG1 ou de PRC2 qui inhibent son 

expression (Chiacchiera et al., 2016; Takada et al., 2016), montre l’action de la chromatine à 

différents niveaux pour mettre en place une identité cellulaire, tout en gardant une certaine 

plasticité en cas de problème (Figure 29).  



Figure 30 : Modification du transcriptome et de la chromatine lors de la dédifférenciation
A : Différence d’expression de 4393 gènes (les gènes différentiellement exprimés entre les cellules Lgr5+ et
Bmi1+ (Bmi1GFP)) dans les cellules Bmi1+ avant ou après dédifférenciation (sans ou avec irradiation des souris).
Les 2 panels de droite montrent 2 exemples de gènes qui voient leur expression diminuer lors de la
dédifférenciation. B : Signaux ATAC-seq et ChIP-seq (H3K4me2 et H3K27ac) de 41167 régions (> 1 kb des TSS)
dans les ISC, les progéniteurs absorbants (EP) et les progéniteurs sécrétoires (SP, Bmi1+ et CD++). Le groupe 1
comprend les régions avec des signaux ATAC-seq similaires dans tous les types cellulaires, le groupe 2 les
régions avec des signaux plus forts dans les ISC et les EP et enfin le groupe 3 les régions avec des signaux
beaucoup plus forts dans les EP. C : Signaux ATAC-seq au niveau des régions des groupes 2 et 3 lors de la
dédifférenciation des cellules Bmi1+ (après irradiation et perte des ISC Lgr5+). Le panel de droite montre un
exemple d’une région du groupe 2 qui présente une apparition du signal ATAC-seq après irradiation et un
exemple d’une région du groupe 3 qui perd ce signal lors de la dédifférenciation. D’après Jadhav et al., 2017.
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Néanmoins, H3K27ac a été montré comme essentiel au contrôle du programme 

transcriptionnel le long de l’intestin ; en effet, la dynamique de cette marque, régulée ici par 

le facteur de transcription GATA4, contrôle la spécificité d’expression des gènes entre le 

jéjunum et l’Iléon (Aronson et al., 2014). Là encore, ces résultats montrent comment la 

même marque chromatinienne peut avoir différents rôles (identité vs plasticité) selon 

l’échelle d’analyse, ainsi que l’étroite coopération entre les facteurs de transcription et la 

chromatine dans ces processus. 

Une autre étude dans le même laboratoire a analysé le rôle de la chromatine dans la 

dédifférenciation des cellules intestinales lors de la perte des ISC (Jadhav et al., 2017). 

L’accessibilité à la chromatine a été analysée, par ATAC-seq cette fois-ci, dans les ISC, les Ent-

pro et les Sec-pro, mais également dans 2 types cellulaires précurseurs des cellules à mucus 

et des cellules entéroendocrines (respectivement les cellules CD274+CD69+ et les cellules 

Bmi1+). Les auteurs ont montré, tout d’abord, que les cellules CD274+CD69+ et Bmi1+ sont 

capables de se dédifférencier en cellules souches en cas de perte des ISC Lgr5+, notamment 

en changeant leurs transcriptomes pour se rapprocher de celui des cellules Lgr5+ (Figure 

30A). Au niveau de l’accessibilité, certaines régions sont similaires entre tous les types 

cellulaires, alors que certaines sont plus accessibles dans les cellules du lignage sécrétoire 

(i.e. Sec-pro, CD274+CD69+ et Bmi1+) que dans les cellules Ent-pro ou ISC (Figure 30B). 

Contrairement à la première étude, des régions ont donc une accessibilité différente entre 

les Ent-pro et les Sec-pro. Cependant ces régions sont négatives pour les 2 marques des 

enhancers actifs H3K4me2 et H3K27ac, or lors de la première étude les auteurs ont analysé 

l’accessibilité des régions positives pour ces marques, expliquant pourquoi ils n’ont pas 

observé de différence dans Kim et al.,2014 (Figure 30B). Ces régions pourraient donc définir 

la spécificité chromatinienne entre les 2 types cellulaires et l’analyse de leur remodelage lors 

du choix du lignage apparait essentielle. Lors de la dédifférenciation, les cellules 

CD274+CD69+ et Bmi1+ perdent l’accessibilité au niveau de ces régions pour se rapprocher du 

patron ATAC-seq des ISC Lgr5+ (Figure 30C). Ces résultats montrent que les précurseurs du 

lignage absorbant, de par leur profil d’accessibilité de la chromatine très similaire à celui des 

ISC, ont une chromatine déjà prête à la dédifférenciation, alors que les précurseurs du 

lignage sécrétoire nécessitent un remodelage de la chromatine. Les auteurs ont donc émis 

l’hypothèse que les précurseurs du lignage absorbant pourraient se dédifférencier plus 



Figure 31 : Dynamique de la chromatine en
présence ou absence du microbiote
intestinal
A : Signaux de DHS-seq (DNAse
hypersensitivity) dans les cellules épithéliales
provenant de l’iléon ou du côlon de souris
colonisées (CR) ou non (GF) par le microbiote
intestinal. Le panel du bas montre 2
exemples de DHS-seq similaires entre les
conditions avec ou sans microbiote, alors que
l’expression de ces 2 gènes est différente.
D’après Camp et al., 2014. B : Signaux ChIP-
seq de H3K9ac et H3K27ac dans les cellules
épithéliales intestinales de souris avec (CV)
ou sans (GF) microbiote intestinal. Ces
signaux sont analysés à différents temps au
cours d’un cycle circadien (ZT) de 12h de
jours et 12h de nuit. D’après Kuang et al.,
2019.
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facilement que les précurseurs du lignage sécrétoire. La capacité de dédifférenciation des 2 

types de précurseurs a déjà été montrée, mais la possibilité d’un type cellulaire préférentiel 

pour la dédifférenciation reste encore inconnue. Enfin, il a été aussi montré que PRC2, qui 

est essentiel à la mise en place de l’identité des progéniteurs, est indispensable à la 

dédifférenciation en cas de perte des ISC Lgr5+ (Chiacchiera et al., 2016). Toutes ces études 

montrent l’aspect très dynamique de la chromatine qui peut être remodelée en réponse à 

un stress environnemental, dans le but de conserver l’intégrité du tissu. Les acteurs 

chromatiniens impliqués dans ces processus restent encore largement inconnus et leur 

caractérisation apparait essentielle à la compréhension de ces mécanismes. 

L’accessibilité de la chromatine (par DHS) en présence ou en absence du microbiote 

intestinal a été également étudié pour mieux comprendre le rôle de la chromatine dans la 

réponse de l’épithélium (Camp et al., 2014). Malgré une forte modification du transcriptome 

lors de l’ajout du microbiote, aucune différence majeure dans l’accessibilité à la chromatine 

n’a été observée (Figure 31A) ; le microbiote semble donc réguler la transcription sans 

remodeler l’accessibilité de la chromatine, ce qui suggère que la chromatine est permissive à 

ce changement. Comme cette étude a été faite avec le microbiote commensal, il serait 

intéressant d’analyser l’accessibilité de la chromatine en réponse à une colonisation par 

d’autres bactéries (pathogènes…). Une autre étude très récente, a montré, quant à elle, 

l’action du microbiote sur le transcriptome des cellules épithéliales intestinales via des 

modifications de la chromatine. Les auteurs ont montré que le microbiote est essentiel à la 

dynamique de l’acétylation des histones (H3K9ac et H3K27ac) lors du cycle circadien. En 

effet, une souris avec un microbiote conventionnel présente un pic d’acétylation de la 

chromatine entre la fin de la journée et le début de la nuit, et cette acétylation est fortement 

diminuée entre la fin de la nuit et le début de la journée (Figure 31B). En absence de 

microbiote cette dynamique est perdue avec le niveau d’acétylation qui reste fort et 

constant tout au long de la journée (Figure 31B). Cette dynamique d’acétylation, qui est 

fortement corrélée à la transcription, est contrôlée par le microbiote via HDAC3. En effet, 

HDAC3 est recruté aux promoteurs de ses gènes cibles de manière dynamique, selon le 

rythme circadien, et dépendante du microbiote. Grâce à ce mécanisme, le microbiote régule 

l’expression de gènes importants pour l’absorption des nutriments et notamment celle des 

lipides (Kuang et al., 2019). 



Figure 32 : Séquences protéiques de l’histone H2A et de son variant H2A.Z
Alignement des séquences protéiques de H2A et H2A.Z murins. Les différences entre les 2 séquences sont
écrites en rouge. La structure secondaire est placée en dessous des séquences. D’après Suto et al., 2000.

Figure 33 : Mécanismes de recrutement des complexes d’incorporation de H2A.Z
Les complexes d’incorporation de H2A.Z (ici p400) peuvent être recrutés via leur interaction avec des facteurs
de transcription (A) ou avec une sous-unité du complexe de Pré-initiation de la transcription (PIC) (B). Le
complexe p400 peut également être recruté grâce à certaines de ses sous-unités qui sont capables d’intéragir
avec des modifications post-traductionnelles des histones comme MRG15 et Tip60 (C) qui se lient à la
méthylation de H3K4 ou encore à GAS41 (D) qui se lie à l’acétylation de H3K14 et de H3K27. D’après Giaimo
et al., 2019.
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Pour conclure, ces études ont montré l’aspect essentiel de la chromatine, qu’elle soit 

permissive ou qu’elle nécessite un remodelage, dans la plasticité cellulaire en réponse à des 

stress, des changements de lignage ou encore au microbiote intestinal.  

 

3) Le variant d’histone H2A.Z 

Comme démontré par l’étude de Kazakevych et ses collaborateurs la dynamique du variant 

d’histone H2A.Z au sein de l’épithélium intestinal suggère un rôle essentiel de ce variant 

dans le contrôle du programme transcriptionnel des cellules de cet épithélium (Kazakevych 

et al., 2017) (cf Figure 25A).  

Les variants d’histones sont incorporés dans la chromatine de manière indépendante du 

cycle cellulaire, contrairement aux histones canoniques. H2A.Z est un des variants de 

l’histone canonique H2A, qui a été découvert en 1980 (West and Bonner, 1980) et qui 

partage 60% d’homologie de séquence avec elle (Jackson et al., 1996) (Figure 32). H2A.Z 

représente 10% de la quantité de H2A totale et est incorporé de manière spécifique et non 

aléatoire, principalement au niveau des régions régulatrices de la transcription (promoteurs 

et enhancers) mais également dans le corps des gènes (Lamaa et al., en révision, 

communication personnelle). Ceci suggère un rôle important dans la régulation de la 

transcription des gènes. Ce ciblage spécifique de H2A.Z est médié par le recrutement de ses 

incorporateurs (p400 et SRCAP) au niveau des régions spécifiques grâce à des facteurs de 

transcription, le complexe de pré-initiation de la transcription (PIC) ou encore par des 

modifications post-traductionnelle des histones (revue Giaimo et al., 2019) (Figure 33). 

Ce variant est très conservé au cours de l’évolution (la séquence est similaire à 90% chez les 

mammifères), ce qui suggère un rôle clé dans la physiologie cellulaire. D’ailleurs sa délétion 

entraîne un fort ralentissement de la croissance chez la levure (Jackson and Gorovsky, 2000) 

et est létale chez de nombreuses espèces et types cellulaires (van Daal and Elgin, 1992; Faast 

et al., 2001), ce qui prouve le rôle essentiel de ce variant. 

Chez les vertébrés, une seconde isoforme de H2A.Z a fait son apparition : H2A.Z2, par un 

processus phylogénétique contraint et non neutre, ce qui suggère un rôle essentiel de cette 

seconde isoforme dans des processus biologiques clés (Eirín-López et al., 2009). Les 2 

isoformes sont codées par 2 gènes différents et leurs séquences peptidiques ne différent 



Figure 35 : Modifications post-traductionnelles de l’histone H2A et de ses variants
Séquences C-ter et N-ter de H2A, H2A.X, H2A.Z1 et macroH2A1.2 avec les modifications post-traductionnelles
possibles. A noter la forte quantité de lysines acétylables au niveau de la queue N-ter de H2A.Z1 comparé à
H2A. D’après Corujo and Buschbeck, 2018.

Figure 34 : Séquences protéiques des isoformes de H2A.Z
Alignement des séquences protéiques de H2A.Z1, H2A.Z2.1 et H2A.Z2.2. Les boites grises montrent les 3
acides aminés différents entre H2A.Z1 et H2A.Z2. La boite jaune montre la différence de séquence entre
H2A.Z2.2 et H2A.Z2.1. Les points montrent les sites modifiables post-traductionnellement. D’après Giaimo et
al., 2019.
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que par 3 acides aminés (Figure 34, cette faible différence empêche de distinguer les 2 

isoformes par des méthodes basées sur la spécificité d’anticorps). Leur ratio d’expression 

diffère selon le type cellulaire et le stade de développement analysés (Dryhurst et al., 2009), 

suggérant des rôles spécifiques de l’une ou l’autre selon le tissu. Enfin, il existe un variant 

d’épissage de H2A.Z2 nommé H2A.Z2.2, spécifique des primates, qui est tronqué au niveau 

de sa partie carboxy-terminale (C-ter) (Figure 34) (Bönisch et al., 2012). Ceci présage d’un 

niveau supplémentaire de régulation des processus biologiques par les isoformes de H2A.Z. 

La différence de séquence entre H2A.Z et H2A induit des différences de structure des 

nucléosomes contenant H2A.Z. La première différence se trouve au niveau du domaine 

« d’amarrage » de l’histone qui compte seulement 40% d’homologie entre H2A et H2A.Z. 

Cette différence de séquence entraîne la diminution de l’interaction du dimère H2A.Z-H2B 

avec le tétramère H3-H4 par la perte de 3 liaisons hydrogènes, par rapport au dimère H2A-

H2B au sein du nucléosome. Ceci suggère une plus forte dynamique des nucléosomes 

contenant le dimère H2A.Z/H2B. Cette différence a également un effet sur l’interaction avec 

d’autres partenaires (comme l’histone H1) ainsi qu’avec la queue amino-terminale (N-ter) de 

l’histone H4 du nucléosome voisin. Ces modifications entraînent donc également une 

modification de l’interaction entre les nucléosomes, ce qui suggère que l’incorporation de 

H2A.Z/H2B influe sur la compaction de la chromatine. L’autre différence majeure se trouve 

au niveau de la boucle L1 qui est la région qui permet l’interaction entre les 2 dimères H2A-

H2B ou H2A.Z-H2B au sein du nucléosome (Suto et al., 2000), ce qui suggère également un 

effet sur la dynamique du nucléosome contenant H2A.Z.  

Les différences de séquences entre H2A et H2A.Z entraînent également une disparité au 

niveau des modifications post-traductionnelles de ces histones (revue (Corujo and 

Buschbeck, 2018), Figure 35). La principale différence entre les 2 est la présence d’une série 

de lysines acétylables en N-ter de H2A.Z. Ces modifications post-traductionnelles différentes 

entre le nucléosome contenant H2A et celui contenant H2A.Z peuvent avoir des 

conséquences sur la structure du nucléosome (Ishibashi et al., 2009), mais aussi permettre 

l’interaction avec de nouveaux partenaires (Draker et al., 2012).  

 

 



Figure 36 : L’incorporation de H2A.Z aux promoteurs est corrélée au niveau de transcription
Profil moyen de ChIP-seq H2A.Z autour du site de début de la transcription (TSS) selon le niveau d’expression
des gènes répartis en 4 catégories. H2A.Z est plus fortement enrichi aux niveaux des promoteurs des gènes
fortement et moyennement exprimés (courbes rouge et verte respectivement) qu’aux niveaux des promoteurs
des gènes faiblement exprimés ou inactifs (courbes bleue et violette respectivement). D’après Barski et al.,
2007.
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a) Rôle de H2A.Z et de ses modifications post-traductionnelles dans la transcription 

L’incorporation de H2A.Z au niveau des régions régulatrices de la transcription suggère un 

rôle de ce variant dans ce processus. En effet, H2A.Z est incorporé aux promoteurs des gènes 

dans les nucléosomes entourant le TSS (site de début de la transcription) de manière 

corrélée avec le niveau d’activation de la transcription (i.e. plus la transcription d’un gène est 

forte, plus H2A.Z est incorporé à son promoteur, en moyenne) (Barski et al., 2007) (Figure 

36). De plus, étant donné sa structure (Suto et al., 2000), l’effet attendu de l’incorporation 

de H2A.Z sur la dynamique du nucléosome, associé à l’effet de frein du nucléosome sur le 

déroulement de la transcription (Lorch et al., 1987), renforce l’hypothèse d’un rôle de H2A.Z 

dans ce processus biologique. 

De nombreux travaux ont étudié l’effet de l’incorporation de H2A.Z sur la dynamique et la 

stabilité du nucléosome. Les études in vitro ont donné des résultats contradictoires, 

certaines montrant une déstabilisation du nucléosome contenant H2A.Z (Horikoshi et al., 

2013, 2019; Zhang et al., 2005) et d’autres montrant au contraire une stabilisation du 

nucléosome H2A.Z+ (Ishibashi et al., 2009; Park et al., 2004). Ces résultats contradictoires 

semblent pouvoir être expliqués par les différences de purification des nucléosomes (à partir 

de bactéries ou à partir de cellules humaines) ainsi que par les tests effectués (sensibilité à la 

concentration de NaCl ou sensibilité à la température). De plus, il a été montré, in vitro, que 

l’acétylation de H2A.Z semble essentielle à la déstabilisation du nucléosome par rapport au 

nucléosome contenant du H2A.Z non acétylé (Ishibashi et al., 2009). Cette déstabilisation est 

importante car elle permet d’augmenter la dynamique du nucléosome et donc l’ouverture 

locale de la chromatine pour faciliter le recrutement de l’ARN PolII et l’initiation de la 

transcription (Lorch et al., 1987). Les études in cellulo, donc avec les modifications post-

traductionnelles, montrent que H2A.Z est plus rapidement échangé que H2A dans des 

analyses de retour de la fluorescence après photoblanchiment (FRAP) (Horikoshi et al., 2013, 

2019). Toutes ces études suggèrent que les modifications post-traductionnelles de H2A.Z 

sont fondamentales pour la stabilité et la dynamique du nucléosome, et donc 

potentiellement pour la régulation de la transcription. 

Historiquement, H2A.Z a été décrit comme important pour la transcription, en permettant le 

recrutement de l’ARN polymérase II (ARN PolII) aux promoteurs des gènes chez la levure 

(Adam et al., 2001) et chez l’homme (Hardy et al., 2009). L’hypothèse était que 



Figure 37 : H2A.Z acétylé est présent aux promoteurs des gènes exprimés dans les cellules PrEC
Signaux ChIP-seq de H2A.Z (A), H2A.Zac (B) et H2A.Zac/H2A.Z (C) autour du site de début de la transcription
(TSS) dans les cellules PrEC. Sur les panels de gauche les promoteurs sont classés de haut en bas du gène le
plus exprimé au moins exprimé. Les panels de droite montrent la moyenne des signaux selon le niveau
d’expression des gènes. La proportion d’acétylation de H2A.Z est plus forte aux niveaux des promoteurs des
gènes fortement exprimés alors que cette modification est absente des promoteurs des gènes inactifs. D’après
Valdés-Mora et al., 2012.
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l’incorporation de H2A.Z aux nucléosomes proches du TSS (site de début de la transcription) 

« fragilise » ces nucléosomes, en déstabilisant les interactions entre ses constituants, qui 

sont alors plus facilement enlevés pour permettre la transcription par l’ARN PolII (Zhang et 

al., 2005). Depuis, de nombreux travaux ont étudié le rôle de H2A.Z dans la transcription et 

ont montré des effets différents selon le contexte. Par exemple, H2A.Z est requis pour 

l’expression des gènes cibles du récepteur aux œstrogènes (ER) dans les cellules MCF7. Ainsi, 

l’incorporation de H2A.Z est essentielle pour le remodelage de la chromatine au promoteur 

du gène TFF1 et pour son expression en réponse à la signalisation ER (Gévry et al., 2009). 

Mais H2A.Z peut également avoir des effets négatifs sur la transcription : par exemple, H2A.Z 

inhibe la sénescence en réprimant l’expression du gène p21. En effet, l’incorporation de 

H2A.Z au promoteur de ce gène inhibe la fixation du facteur de transcription p53 et 

l’expression de p21 (Gévry et al., 2007). 

Les études qui ont analysé les conséquences de la déplétion de H2A.Z sur l’expression 

génique à grande échelle ont également identifié les deux types d’effets (Dunn et al., 2017; 

Giaimo et al., 2018; Greenberg et al., 2019; Vardabasso et al., 2015) (Figure 43). Ces 

différences d’impact sur la transcription peuvent être expliquées, comme pour l’effet de 

H2A.Z sur la stabilité du nucléosome, par des modifications post-traductionnelles de H2A.Z 

différentes selon le contexte (Subramanian et al., 2015). Par exemple, l’acétylation de H2A.Z 

aux promoteurs des gènes est fortement corrélée à l’état actif de la transcription. Dans des 

cellules normales ou de cancer de la prostate, H2A.Z acétylé est présent seulement aux 

promoteurs de gènes actifs, alors que H2A.Z non acétylé est présent également aux 

promoteurs des gènes non exprimés (Figure 37). De plus les auteurs ont montré que le 

changement de transcriptome des cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales est 

fortement corrélé avec la distribution de l’acétylation de H2A.Z (i.e. Les gènes fortement 

sous-exprimés dans les cellules cancéreuses perdent l’acétylation de H2A.Z au niveau de 

leurs promoteurs, alors que c’est l’inverse pour les gènes fortement sur-exprimés) (Valdés-

Mora et al., 2012). En plus de cette analyse corrélative, des analyses fonctionnelles ont 

également mis en lumière l’importance du statut d’acétylation de H2A.Z dans les régulations 

transcriptionnelles. Par exemple, l’éviction de H2A.Z non acétylé est primordiale à 

l’induction de l’expression du gène Cycline D1 en réponse à la signalisation ER. En effet, ceci 



Figure 39 : Modèle de recrutement de BRD2 au niveau des gènes régulés par le récepteur aux androgènes
Après la stimulation par les androgènes, BRD2 est recruté au niveau des nucléosomes contenant H2A.Z et H4
acétylés. L’association de HAT avec BRD2 permet l’acétylation des nucléosomes voisins et donc le recrutement
d’autres complexes BRD2-HAT. Le recrutement d’un complex de remodelage de la chromatine entraine
l’éviction du nucléosome contenant H2A.Z, ce qui permet la liaison du récepteur aux androgènes et
l’expression des gènes cibles. D’après Draker et al., 2012.

Figure 38 : Modèle de dynamique de H2A.Z et de son acétylation en réponse à la voie Notch
Dans les cellules T-matures, en absence de signalisation Notch la présence de H2A.Z augmente aux niveaux des
régions régulatrices des gènes cibles de Notch, alors que son acétylation est faible. Lors de l’activation de
Notch la présence de H2A.Z diminue et son acétylation augmente, ce qui favorise l’expression de ces gènes.
D’après Giaimo et al., 2018.
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permet l’augmentation de la quantité de H2A.Z acétylé au promoteur de ce gène par rapport 

à la quantité totale de H2A.Z, ce qui favorise la transcription (Dalvai et al., 2013). 

Cette modification post-traductionnelle de H2A.Z peut être mise en place en réponse à une 

signalisation cellulaire. C’est le cas de la voie Notch dont l’activation induit la liaison du 

facteur de transcription RBP-J aux promoteurs de ses gènes cibles, ce qui permet le 

recrutement du complexe Tip60 dans les cellules T matures et l’acétylation de H2A.Z. Ceci a 

pour conséquence la déstabilisation des nucléosomes aux promoteurs et l’expression de ses 

gènes cibles (Giaimo et al., 2018) (Figure 38). 

Une autre modification de H2A.Z régule sa dynamique et la transcription : l’ubiquitination 

sur sa queue C-ter, qui est mise en place par le complexe PRC1 et enlevée par la protéine 

USP10. Ainsi, l’augmentation de l’expression des cibles du récepteur aux androgènes (AR), 

en réponse à l’induction de cette voie de signalisation, nécessite la déubiquitination de 

H2A.Z par USP10. Ceci entraîne la diminution de la présence de H2A.Z sur les promoteurs et 

les enhancers des gènes cibles de AR, et favorise leur expression (Draker et al., 2011). Dans 

ce contexte de réponse à la signalisation AR, les nucléosomes contenant H2A.Z acétylé et H4 

acétylé permettent également le recrutement du cofacteur Brd2. Brd2 permet de recruter 

des complexes de modification de la chromatine, ce qui entraîne l’éviction de H2A.Z et 

l’expression des gènes (Draker et al., 2012) (Figure 39).  

Enfin, la prise en compte du contexte chromatinien est également essentielle à la 

compréhension du rôle de H2A.Z dans la transcription. En effet, il a été montré que les 

nucléosomes contenant les 2 variants H2A.Z et H3.3 sont très labiles, et peuvent donc être 

facilement enlevés pour permettre la transcription. La localisation à des régions spécifiques 

des nucléosomes avec les 2 variants, ou avec H2A.Z seul, peut gouverner la mise en place de 

la transcription (Jin et al., 2009). Ces études montrent que H2A.Z peut avoir des effets 

différents sur la transcription, de manière dépendante de ses modifications post-

traductionnelles et du contexte chromatinien. Ce rôle majeur de H2A.Z sur la régulation 

transcriptionnelle laisse présager d’un rôle essentiel de ce variant d’histone dans le contrôle 

de l’identité cellulaire.  

 

 



Figure 40 : Modèle du rôle de H2A.Z dans le maintien et la différenciation des cellules ES
Dans les cellules ES, l’ubiquitination de H2A.Z permet le recrutement du complexe PRC2 aux niveaux des
promoteurs des gènes devant être réprimés. PRC2 peut alors déposer la marque répressive H3K27me3 au
niveau de ces promoteurs. Durant la différenciation de ces cellules, H2A.Z est déubiquitiné, son acétylation
permet donc le recrutement du cofacteur BRD2 qui inhibe alors le recrutement de PRC2 et permet donc
l’activation de l’expression de ces gènes. D’après Surface et al., 2016.
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b) Dynamique d’enrichissement en H2A.Z et devenir cellulaire 

Le rôle de H2A.Z dans le devenir cellulaire a notamment été étudié dans les cellules ES. Par 

exemple, H2A.Z est essentiel au maintien de leur identité ainsi qu’à l’engagement dans un 

lignage cellulaire, en permettant la mise en place de programmes transcriptionnels 

spécifiques (Creyghton et al., 2008; Hu et al., 2013; Li et al., 2012; Subramanian et al., 2013; 

Surface et al., 2016). H2A.Z est présent aux promoteurs actifs (i.e. présence de H3K4me3), 

aux promoteurs bivalents (i.e. présence de H3K4me3 et H3K27me3) et aussi aux enhancers 

dans les ESC.  

Le variant d’histone H2A.Z permet le maintien de l’identité des ESC murines en favorisant 

l’expression de plusieurs gènes important pour la pluripotence (Sox2, Klf4…) via le 

recrutement du facteur de transcription OCT4 aux promoteurs de ces gènes (Hu et al., 2013). 

Son deuxième rôle dans le maintien de l’identité des ESC est sa participation à la répression 

des gènes bivalents. H2A.Z est présent au niveau de la majorité des promoteurs de ces gènes 

(90%), et permet leur répression en recrutant le complexe PRC2 qui dépose alors la marque 

répressive H3K27me3 et inhibe la fixation du cofacteur de transcription BRD2 (Creyghton et 

al., 2008). De plus, cet effet répresseur de H2A.Z au niveau des gènes bivalents est dû à son 

ubiquitination en C-ter (Surface et al., 2016) (Figure 40). 

H2A.Z est également important pour la différenciation de ces ESC murines, puisque la 

déplétion de H2A.Z entraîne une désorganisation du programme transcriptionnel de 

plusieurs lignages lors de la différenciation (Hu et al., 2013). La perte de H2A.Z entraîne 

notamment un développement anormal des « corps embryonnaires » en culture cellulaire, 

qui sont un modèle de gastrulation et de mise en place des feuillets embryonnaires. De plus, 

les marqueurs précoces de la différenciation (Brachyury, Pax3…) sont moins exprimés lors de 

la déplétion de H2A.Z (Creyghton et al., 2008; Hu et al., 2013; Subramanian et al., 2013). 

L’engagement dans le lignage endoderme/hépatique requiert également H2A.Z, puisqu’il est 

essentiel au recrutement du facteur de transcription clé de ce lignage : FOXA2. FOXA2 et 

H2A.Z recrutent ensuite des complexes de modifications de la chromatine (SWI/SNF et 

Tip60) pour permettre la déplétion des nucléosomes et l’expression des gènes (Li et al., 

2012). Enfin H2A.Z est aussi indispensable à la différenciation des précurseurs neuronaux ou 

encore du lignage hématopoïétique (Creyghton et al., 2008). Toutes ces études montrent le 

rôle fondamental de H2A.Z, sa dynamique, ses modifications post-traductionnelles et son 
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Figure 41 : Mécanisme d’incorporation de H2A.Z
A : Schéma représentant l’incorporation du dimère H2A.Z-H2B par les complexes SRCAP ou p400 au niveau des
nucléosomes entourant le TSS des gènes. B : Signaux ChIP-seq de H2A.Z dans les régions de 3 kb autour des TSS
dans des cellules U2OS déplétées (KD) ou non (Mock) de p400, montrant la diminution du signal après la
déplétion de l’incorporateur de H2A.Z. D’après Pradhan et al., 2016. C : Modèle d’incorporation de H2A.Z par le
complexe SWR1 in vitro. En présence d’ATP et du dimère H2A.Z-H2B, l’ATPase du complexe SWR1 enlève le
dimère H2A-H2B de la chromatine qui est alors remplacé par H2A.Z-H2B. Ceci entraine donc l’apparition d’un
nucléosome, appelé hétérotypique, contenant un dimère H2A-H2B et un dimère H2A.Z-H2B. Ce nucléosome
est donc le substrat d’une deuxième réaction d’échange pour avoir un nucléosome, appelé homotypique,
contenant 2 dimères H2A.Z-H2B. D’après Luk et al., 2010.
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interaction avec des partenaires spécifiques dans la mise en place des programmes 

transcriptionnels spécifiques de chaque type cellulaire lors du développement 

embryonnaire. Ces études montrent, de plus, toutes les possibilités de contrôle de la 

transcription par H2A.Z, et suggèrent qu’il pourrait avoir un rôle aussi important dans la 

régulation de l’identité des cellules adultes. 

 

c) Dynamique d’incorporation de H2A.Z 

La dynamique de H2A.Z a un rôle fondamental dans la régulation des processus biologiques. 

Sa régulation par les complexes d’incorporation et d’éviction est donc essentielle au bon 

déroulement de ces processus.  

La première démonstration de l’incorporation de H2A.Z (Htz1) à la place de H2A a été faite 

chez la levure en 2004 (Mizuguchi et al., 2004). Les auteurs ont montré le rôle du complexe 

de remodelage ATP-dépendant SWR1, qui est capable in vitro, en présence d’ATP, 

d’échanger le dimère H2A-H2B par le dimère H2A.Z-H2B, mais pas l’inverse. Chez les 

mammifères, il existe 2 complexes homologues à SWR1 : p400 et SRCAP. Il a été également 

montré in vitro que ces 2 complexes sont capables d’incorporer le dimère H2A.Z-H2B de 

manière dépendante de l’ATP (Pradhan et al., 2016; Ruhl et al., 2006) (Figure 41A). In cellulo, 

que ce soit chez la levure ou dans des cellules humaines, la déplétion de ces complexes 

entraîne la diminution de la quantité de H2A.Z incorporé à la chromatine, confirmant ainsi 

leurs rôles dans ce processus (Gévry et al., 2007; Mizuguchi et al., 2004; Pradhan et al., 2016; 

Wong et al., 2007) (Figure 41B). L’analyse de l’expression des gènes, après la déplétion de 

SWR1 ou celle de H2A.Z chez la levure, montre un chevauchement de 40% des gènes 

dérégulés dans ces 2 cas. Ce chevauchement prouve le fort lien entre ce complexe de 

remodelage et H2A.Z, mais laisse également présager des rôles indépendants de ces 2 

acteurs chromatiniens (Mizuguchi et al., 2004).  

Le mécanisme moléculaire de l’incorporation du dimère H2A.Z-H2B a été étudié en 

analysant la cinétique in vitro de ce processus. Les auteurs ont montré que le complexe 

SWR1, en présence d’ATP et de dimères H2A.Z-H2B, enlève un dimère H2A-H2B, grâce à la 

sous-unité ATPase du complexe, et le remplace alors par le dimère H2A.Z-H2B. Ceci entraîne 

l’apparition d’un nucléosome hétérotypique (i.e. contenant un dimère H2A-H2B et un 
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dimère H2A.Z-H2B) qui est donc la cible d’une deuxième réaction d’échange par SWR1, pour 

avoir un nucléosome homotypique (i.e. contenant 2 dimères H2A.Z-H2B) (Luk et al., 2010) 

(Figure 41C).  

L’incorporation de ce variant au sein de la chromatine nécessite également la présence des 

chaperonnes d’histones. En effet, la fraction non incorporée de H2A.Z est faiblement liée au 

complexe SWR1 (Luk et al., 2007). Cette fraction est, par contre, fortement liée aux 2 

chaperonnes d’histones Nap1 et Chz1 chez la levure. Nap1 est une chaperonne d’histone qui 

interagit avec les dimères H2A-H2B et H2A.Z-H2B de manière équivalente, alors que Chz1 

interagit plus avec le dimère H2A.Z-H2B (Luk et al., 2007; Mizuguchi et al., 2004). Chez 

l’homme, la protéine YL1, qui fait partie des complexes SRCAP et p400, assure le rôle de 

chaperonne de H2A.Z et participe à son incorporation dans la chromatine (Latrick et al., 

2016). Ces travaux montrent l’importance de la coopération de plusieurs protéines pour 

l’incorporation du variant H2A.Z dans la chromatine. 

Enfin, H2A.Z est incorporé au niveau de régions génomiques précises, ce qui pose la question 

des mécanismes qui permettent le ciblage spécifique des complexes de remodelage à la 

chromatine. Le premier mécanisme possible est le recrutement de ces complexes par des 

facteurs de transcription. Par exemple, dans un modèle cellulaire humain, SRCAP interagit 

avec le récepteur aux androgènes (AR) pour faciliter la transcription de ses cibles (Slupianek 

et al., 2010) (cf Figure 33A). Le complexe p400/Tip60 peut être, quant à lui, recruté par le 

facteur de transcription de la voie Notch : RBPJ, comme décrit précédemment (Giaimo et al., 

2018) (voir Figure 33A). Le paysage chromatinien peut lui aussi avoir un rôle prépondérant 

pour la localisation de l’incorporation de H2A.Z par les complexes de remodelage, grâce à 

des sous-unités capables de reconnaitre et d’interagir avec les différentes marques 

chromatiniennes. La sous-unité Bdf1, grâce à son bromodomaine, est capable de reconnaître 

l’acétylation de H2A et H4 pour permettre le recrutement du complexe p400 et 

l’incorporation de H2A.Z chez la levure et chez l’homme (Altaf et al., 2010; Pradhan et al., 

2016). La sous-unité GAS41 (Yaf9 chez la levure), qui est présente dans les complexes SRCAP 

et p400 (et SWR1 chez la levure), est également capable de reconnaître et de se fixer à 

l’acétylation de H3K27 pour permettre l’incorporation de H2A.Z dans ces 2 organismes (cf 

Figure 33D). La déplétion de cette sous-unité ou la mutation de son domaine YEATS (qui 
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permet la fixation à H3K27Ac) entrainent une diminution de l’incorporation de H2A.Z (Hsu et 

al., 2018; Klein et al., 2018). 

Le variant H2A.Z peut également être enlevé de la chromatine par des mécanismes actifs. Il a 

été montré récemment que la chaperonne d’histone ANP32E est capable d’enlever 

spécifiquement H2A.Z de la chromatine in vitro et in cellulo (cellules murines). La fixation de 

ANP32E à H2A.Z engendre un changement de conformation de ce dernier qui a pour 

conséquence une diminution de l’interaction avec le tétramère H3/H4. La déplétion de 

ANP32E, in cellulo, entraine l’apparition de plus de 4000 nouveaux sites de présence de 

H2A.Z (siCtl : 23000 sites, siAnp32e : 27000 sites) et augmente de 20% la quantité moyenne 

de H2A.Z aux promoteurs (Obri et al., 2014). Ceci suggère que ANP32E est essentielle pour 

contrôler le niveau moyen de H2A.Z, mais aussi pour éviter son incorporation sur certaines 

régions. Enfin, il a été montré que le complexe de remodelage de la chromatine INO80 est 

capable d’enlever H2A.Z de la chromatine in vitro et chez la levure. En absence de ce 

complexe, H2A.Z est mal localisé avec notamment une augmentation de sa quantité dans le 

corps des gènes (Papamichos-Chronakis et al., 2011). 

Toutes ces études montrent toutes la complexité de la régulation de la dynamique de H2A.Z 

au sein de la chromatine, qui laisse entrevoir un grand nombre de possibilités dans le but de 

réguler des processus biologiques majeurs. 

 

d) Différences ou redondances fonctionnelles entre les isoformes de H2A.Z 

La grande similarité de séquence entre H2A.Z1 et H2A.Z2 (3 acides aminés différents) 

suggère des rôles redondants de ces 2 isoformes. Pourtant, l’apparition phylogénétique 

contrainte de H2A.Z2 évoque le contraire. 

La substitution d’une Thréonine pour H2A.Z1 par une Alanine pour H2A.Z2 survient au 

niveau de la queue N-ter en position 14 (T14A, cf Figure 34). Or le changement d’un acide 

aminé phosphorylable par un non phosphorylable pourrait avoir un effet sur la régulation 

des processus par H2A.Z, notamment aux vues des effets primordiaux des modifications 

post-traductionnelles de H2A.Z sur son rôle dans la transcription. Ce changement dans une 

zone fortement acétylable (K4, K7, K11, K13, K15) et essentielle pour la régulation de la 

transcription (cf rôle de l’acétylation de H2A.Z sur la transcription), pourrait avoir également 
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un impact sur la mise en place de ces marques (i.e. interaction ou exclusivité des marques) 

et donc, sur cette régulation. 

La seconde substitution (T38S, cf Figure 34) intervient au niveau de la boucle L1 (importante 

pour l’interaction à l’intérieur du nucléosome) qui est donc légèrement différente entre 

H2A.Z1 et H2A.Z2, ce qui a pour conséquence, au moins en partie, d’induire une différence 

de vitesse d’échange de H2A.Z2 par rapport à H2A.Z1 dans les cellules Hela (Horikoshi et al., 

2013). Ceci suggère que l’incorporation de l’une ou l’autres des isoformes pourrait avoir des 

effets différents sur la dynamique du nucléosome et donc sur la régulation des processus 

biologiques.  

Enfin la dernière substitution (V127A) survient en dernière position dans la partie C-ter de la 

protéine (cf Figure 34). Ceci pourrait avoir un effet sur la stabilité du nucléosome puisqu’il a 

été montré que cette partie de la protéine est essentielle pour le maintien de celle-ci dans la 

chromatine (Wratting et al., 2012). Cette substitution survient aussi proche des lysines 

ubiquitinylées de H2A.Z qui sont importantes pour son rôle sur la transcription (i.e. rôle 

négatif de l’ubiquitination de H2A.Z sur la transcription). Cette substitution pourrait donc 

avoir un rôle sur le dépôt de ces modifications et donc sur la régulation des processus 

biologiques spécifique de chaque isoforme.  

Pour finir, l’incorporation du variant d’épissage H2A.Z2.2, tronqué en C-ter (cf Figure 34), 

entraîne une forte déstabilisation du nucléosome à cause de la diminution de l’interaction 

avec le tétramère H3-H4 (Bönisch et al., 2012).  

Tous ces changements confèrent donc à chaque isoforme des propriétés physiques et 

dynamiques différentes. L’analyse spécifique de chaque isoforme dans la régulation des 

processus biologiques apparait donc essentielle pour mieux comprendre le rôle de H2A.Z et 

de sa dynamique dans la régulation de ces processus. 

Quelques études ont montré des rôles spécifiques à chaque isoforme. Par exemple, le KO du 

gène codant pour H2A.Z1 (H2afz) est létal à l’état embryonnaire, avec une perte des 

embryons viables entre les jours 4.5 et 7.5 après l’accouplement (Faast et al., 2001). Ceci 

montre que H2A.Z1 est essentiel au développement embryonnaire de la souris mais aussi 

que, dans ce cas-là, H2A.Z2 est incapable de compenser cette perte. Ceci peut être expliqué 

par un effet spécifique de H2A.Z1 sur le développement ou par une trop grande différence 



Figure 44 : Les isoformes de H2A.Z interagissent avec une forme différente de H2B dans les neurones
Western-Blot après co-immunoprécipitation de H2A.Z1-HA ou H2A.Z2-MYC sur une préparation de
mononucléosomes provenant de neurones. La flèche indique la forme de H2B retrouvée uniquement lors de
l’immunoprécipitation de H2A.Z2. D’après Dunn et al., 2017.

Figure 43 : Les 2 isoformes de H2A.Z régulent l’expression de groupes de gènes différents
Diagrammes de Venn montrant le nombre de gènes qui sont significativement sur- ou sous-exprimés après
déplétion de H2A.Z1 et H2A.Z2 dans les cellules de mélanome (SK-mel147) (A) et dans les neurones corticaux
(B). A noter le faible nombre de gènes dérégulés dans les 2 déplétions. D’après Vardabasso et al., 2015 et
Dunn et al., 2017.
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d’expression des 2 isoformes dans l’embryon. En effet si H2A.Z2 est peu ou pas exprimé à ce 

moment du développement, cela peut expliquer la non compensation. La forte différence 

d’expression de H2A.Z1 et H2A.Z2 dans les cellules ES (H2A.Z1 20 fois plus exprimé que 

H2A.Z2 (Subramanian et al., 2013; Surface et al., 2016) tend à corroborer la deuxième 

hypothèse.  

Vardabasso et ses collaborateurs ont montré, en 2015, un rôle spécifique de H2A.Z2 dans le 

contrôle de la prolifération des mélanomes. Ils ont montré que H2AFZ (H2A.Z1) et H2AFV 

(H2A.Z2) sont surexprimés dans les tissus de patients atteints de mélanome ainsi que dans 

les modèles cellulaires de ce mélanome. Cependant seule la déplétion de H2A.Z2 inhibe la 

prolifération de ces cellules en induisant un arrêt du cycle cellulaire en phase G1. De plus, la 

déplétion de H2A.Z2 entraine la dérégulation de l’expression d’un plus grand nombre de 

gènes que celle de H2A.Z1 (1000 versus 200) alors que H2afv (H2A.Z2) est 10 fois moins 

exprimé que H2afz (H2A.Z1) dans ces cellules (Figure 43A). Enfin, ils ont montré que H2A.Z2 

permet le recrutement et/ou le maintien du facteur de transcription E2F1 et du cofacteur 

BRD2 aux promoteurs de leurs cibles (Vardabasso et al., 2015). Cette étude montre donc le 

rôle spécifique de H2A.Z2 sur le transcriptome et la prolifération des cellules de mélanome.  

De même, une étude dans les neurones corticaux de rats a montré des effets spécifiques de 

chaque isoforme. La déplétion de H2A.Z1 ou de H2A.Z2 entraine la dérégulation de 

l’expression de 338 et 271 gènes, respectivement. Sur ces 600 gènes dérégulés, seulement 

24 voient leurs expressions dérégulées de la même manière par la déplétion des 2 isoformes 

(Figure 43B). En analysant plus précisément l’expression d’un gène induit par l’activité 

neuronale, les auteurs ont observé que son expression est diminuée seulement lors de la 

déplétion de H2A.Z2. Cette régulation spécifique est médiée par le recrutement de l’ARN 

PolII au niveau de ce promoteur seulement par H2A.Z2. Il a également été montré dans cette 

étude que H2A.Z1 et H2A.Z2 régulent la même fonction synaptique (ici l’amplitude de 

l’activité électrique) mais en contrôlant l’expression de sets de gènes différents. Ils sont donc 

ici impliqués dans la robustesse de ce processus physiologique. Enfin les auteurs ont 

démontré que dans ce contexte cellulaires H2A.Z1 et H2A.Z2 interagissent avec des formes 

différentes de H2B. En effet, un Western-Blot après co-immunoprécipitation (co-IP) de 

H2A.Z2, révèle 2 formes différentes de H2B alors qu’il n’y en a qu’une lors de la co-IP avec 

H2A.Z1 (Figure 44). Cela suggère que H2A.Z2 interagit dans ce contexte avec une forme de 
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H2B post-traductionnellement modifiée et que l’étude de ces formes différentes de H2B 

pourrait révéler un nouveau mécanisme de spécificité des 2 isoformes (Dunn et al., 2017).  

Très récemment, il a également été montré que H2A.Z2, et pas H2A.Z1, est essentiel au 

développement crâniofacial in vivo chez le xénope, notamment en permettant l’expression 

de facteurs de transcription essentiels à la formation de la crête neurale (Greenberg et al., 

2019). Les auteurs ont aussi montré que, dans ce contexte, SRCAP (dont la déplétion 

phénocopies celle de H2A.Z2) permet l’incorporation spécifique de H2A.Z2 aux enhancers 

des gènes sous-exprimés lors de la déplétion de H2A.Z2. Les auteurs ont également montré 

que la différence de rôles de H2A.Z1 et H2A.Z2, dans ce contexte, est due principalement à 

la différence T38S (Greenberg et al., 2019). Comme lors des analyses in vitro (Horikoshi et 

al., 2013), les rôles spécifiques des isoformes de H2A.Z pourraient donc être expliqués, au 

moins en partie, par la différence de vitesse d’échange des nucléosomes contenant l’une ou 

l’autre isoforme. 

Enfin, mon équipe d’accueil a également montré une différence de sets de gènes régulés par 

H2A.Z1 et 2 dans plusieurs types cellulaires. Cette différence semble être expliquée, au 

moins en partie, par l’interaction de H2A.Z1 et H2A.Z2 avec des effecteurs différents (Lamaa 

et al., en révision, communication personnelle). 

Toutes ces études montrent que les 2 isoformes de H2A.Z peuvent avoir des effets 

spécifiques, notamment sur l’expression des gènes, ce qui a pour conséquence de réguler 

différemment les mêmes fonctions biologiques ou affecter des processus physiologiques 

différents. Ces effets peuvent être expliqués par des localisations génomiques différentes, 

par des dynamiques d’incorporation/éviction différentes, par des expressions différentes 

selon le type cellulaire ou encore par des interacteurs/effecteurs différents. L’étude 

approfondie des rôles de ces 2 isoformes semble donc essentielle à la compréhension du 

rôle de H2A.Z, et plus largement, de la dynamique chromatinienne dans les processus 

biologiques.  

 

 

Problématique : Quelle est le rôle de la dynamique du variant d’histone H2A.Z 

et de ses isoformes dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal ? 
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I- H2A.Z1 contrôle l’homéostasie de l’épithélium intestinal 

1) Contexte 

L’homéostasie de l’épithélium intestinal est dépendante de l’équilibre entre la prolifération 

des cellules de la crypte et la différenciation des cellules spécialisées dans la villosité. Le 

changement d’identité cellulaire au cours de la différenciation est dynamiquement contrôlé 

notamment par des voies de signalisation et des facteurs de transcription spécifiques. 

Cependant, les mécanismes contrôlant ces dynamiques, notamment la liaison des facteurs 

de transcription sur leur séquences génomiques cibles, ne sont pas totalement connus. Les 

modifications chromatiniennes sont de bonnes candidates pour réguler, au moins en partie, 

la dynamique de cette fixation. Dans ce contexte, une étude du laboratoire de Natalia 

Soshnikova a analysé la dynamique de plusieurs marques chromatiniennes durant la 

différenciation des cellules souches intestinales (ISC) en entérocytes matures. Cette étude a 

montré que l’expression du variant d’histone H2A.Z diminue durant la différenciation, de 

même que son incorporation aux niveaux des promoteurs d’un grand nombre de gènes plus 

exprimés dans les cellules différenciées (Kazakevych et al., 2017). La dynamique très 

particulière de ce variant d’histone laisse donc penser qu’il pourrait être impliqué dans la 

régulation de l’expression de ces gènes au sein de l’épithélium intestinal. En accord avec le 

fait que H2A.Z régule la transcription de gènes de manière dépendante de ses modifications 

post-traductionnelles (Dalvai et al., 2013; Valdés-Mora et al., 2012), mon équipe a montré 

que le complexe de remodelage de la chromatine p400 et l’histone acétyltransférase Tip60, 

qui régulent l’incorporation et l’acétylation de H2A.Z respectivement, contrôlent la 

prolifération des cellules de cancers colorectaux. Ce contrôle se fait via la régulation de la 

voie de signalisation essentielle à la prolifération des cellules de la crypte intestinale 

normale : la voie Wnt (Chevillard-Briet et al., 2014). Nous avons donc analysé le rôle du 

variant d’histone H2A.Z dans le contrôle de l’homéostasie de l’épithélium intestinal en 

contexte physiologique. 
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2) Résultats  

Dans cet article, publié dans le journal Nature Communications, nous avons caractérisé le 

rôle de H2A.Z1 dans le contrôle de l’homéostasie épithéliale intestinale. Pour cela, nous 

avons analysé l’expression des marqueurs spécifiques des cellules différenciées ainsi que la 

prolifération des cellules de la crypte dans l’épithélium intestinal de souris KO pour H2afz 

(gène codant pour H2A.Z1). Nous avons également analysé le mécanisme de régulation de 

l’expression des gènes de différenciation entérocytaire ainsi que le mécanisme de contrôle 

de la dynamique de H2A.Z1 en utilisant le modèle cellulaire Caco-2/15.  
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Epigenetics and chromatin-modifying enzymes are known to
be major regulators of physio-pathological processes. We
recently showed1 that the Tip60/p400 enzymatic complex

plays a critical role in colon cancer, regulating susceptibility to
chemically-induced pre-neoplastic lesions and adenomas. We
demonstrated that these effects are dependent on the Wnt
pathway, a well-known signaling pathway involved in cancer, but
also critical for the development and homeostasis of the normal
intestine.

The Tip60/p400 complex is a multimolecular complex con-
taining several chromatin-modifying enzymes2, such as the Tip60
histone acetyltransferase or the p400 ATPase, which participates
in the incorporation of the histone variant H2A.Z3,4. This protein
is one of two histone variants, which are conserved from yeast to
human and its enrichment at the Transcription Start Site (TSS) of
genes is dependent on their expression levels, indicative of a
major role in gene transcription. Recent studies suggest or point
out the role of H2A.Z incorporation dynamics in several biolo-
gical processes, such as senescence, stem cell specification or the
learning process5–7.

The enzymatic activities present in the Tip60 complex parti-
cipate in the control of transcription in a complex manner.
Indeed, while histone acetylation by Tip60 is globally associated
with the activation of transcription8, the incorporation of H2A.Z
can differently affect gene expression depending on the gene,
chromatin context or post-translational modification of H2A.Z
itself3,5,9–11.

p400 and H2A.Z have been shown to be important for cell
proliferation, since their depletion leads to proliferation arrest in
many cell types1,3,10–14. We previously demonstrated that p400
favours some pro-proliferative pathways: in particular, p400 plays
a central role in the control of Wnt activity by preventing oxi-
dative stress15, which antagonizes the activity of the Wnt path-
way16, as well as through the direct regulation of Wnt target
genes.

In mammals, intestinal stem cell niche maintenance and
terminal differentiation of epithelial lineages are dependent on the
Wnt pathway, in cooperation with other signaling pathways, such
as BMP17 for example. Intestinal stem cells are located in the
crypts, interspersed with Paneth cells, which serves as a niche.
These stem cells lead to the production of progenitor cells, which
actively proliferate. Migration of these cells into the upper com-
partments of the intestinal epithelium leads to their differentiation
into specific intestinal lineages, including enterocytes, goblet cells,
or entero-endocrine cells. This process is controlled by intestine-
specific transcription factors, such as members of the CDX
homeobox gene family, which are crucial for embryogenesis and
differentiation of the intestinal epithelium18,19. Indeed, CDX1 and
CDX2 are essential for the maintenance of intestinal identity
and regulate compartment-specific differentiation20. For instance,
CDX2 functionally interacts with other transcription factors, such
as HNF1α and GATA4, to regulate the expression of terminal
differentiation markers of enterocytes (Sucrase-Isomaltase (SI),
Lactase-Phlorizin Hydrolase, µ-ProtoCadherin, etc.)21–23. Ectopic
expression of Cdx2 in the mouse stomach triggers the replacement
of the gastric mucosae by cells harboring features of intestinal
secretory or absorptive lineages24. Moreover, Cdx2−/+ hetero-
zygous mice were found to be more sensitive to tumorigenesis in
the distal colon induced either by azoxymethane treatment or Apc
mutation25,26. It has also been shown that CDX2 positively reg-
ulates the expression of the Wnt inhibitors APC and AXIN227.
Considering the p400-dependent induction of the Wnt pathway,
this suggests a link between CDX2, p400 and thus H2A.Z
dynamics to modulate Wnt activity.

Interestingly, a recent study5 has shown that the global loss of
H2A.Z is a signature for differentiation of intestinal stem cells.

Moreover, we recently showed1 that p400 plays a critical role in
colon carcinogenesis through its function in the Wnt pathway.
These data underline the potential importance of H2A.Z
dynamics in intestinal homeostasis. However, nothing is known
about the exact role of H2A.Z in the regulation of gene expression
and the set-up of the differentiation-specific transcriptional pat-
tern in this context.

In this study, we investigate the role of H2A.Z dynamics in
intestinal epithelial homeostasis. We demonstrate that H2A.Z is
essential for the proliferation of intestinal epithelial progenitors
and that defects in its expression trigger deregulation of a subset
of terminal differentiation marker expressions. We also demon-
strate that H2A.Z incorporation into chromatin negatively reg-
ulates CDX2 binding to its target genes promoters, thereafter
repressing their transcription. Finally, we find that the activity of
the Wnt pathway promotes the expression of H2A.Z and impacts
the H2A.Z-dependent gene expression. Thus, taken together, we
demonstrate an epistatic relationship between histone variant
incorporation and binding of the crucial transcription factor
CDX2, demonstrating that the H2A.Z histone variant exerts a
central role in tissue homeostasis by integrating key signaling by
the Wnt pathway.

Results
H2A.Z regulates proliferation of intestinal epithelial cells. We
have previously uncovered a major role of some components of
the Tip60 chromatin-modifying complex (Tip60 itself and the
chromatin remodeler p400) on the proliferation of both normal
and colon cancer cells in culture1,14, and also in vivo, affecting the
early steps of colon tumorigenesis1. Interestingly, it has recently
been shown that the differentiation of intestinal epithelial cells is
characterized by a global loss of histone variant H2A.Z5, a major
substrate of both Tip60 and p400. We thus intended to char-
acterize the role of the histone variant H2A.Z in normal intestine
homeostasis.

We first analyzed the impact of H2A.Z knockdown on relevant
intestinal cell proliferation. We took advantage of the HIEC
normal human intestinal crypt cells28, a unique normal epithelial
model harboring features of progenitor cells28 and which are able
to proliferate in culture until confluence without committing into
any differentiation process. Transfection of siRNAs directed
against H2A.Z mRNA (see knockdown efficiencies in Supple-
mentary Fig. 1) greatly reduces the proliferation of these cells
(Fig. 1a), indicating that H2A.Z expression is required for the
proliferation of this normal intestinal epithelial crypt cell model.

Similarly, we found that H2A.Z expression is essential for the
proliferation of Caco-2/15 cells (Fig. 1b, see Fig. 2a for siRNA
efficiency), a human colon cancer-derived cell line. This cell line
is largely used to study enterocyte differentiation, which is
spontaneously induced when these cells reach confluence.
Importantly, in these cells, overexpression of siRNA-resistant
H2A.Z reverses, at least in part, the cell proliferation arrest
(Supplementary Fig. 2), confirming that the decrease in cell
proliferation observed upon H2A.Z siRNA transfection is indeed
due to the decrease in H2A.Z expression. Analysis of the
mechanism underlying this decrease in cell proliferation does not
reveal any induction of apoptosis (assessed by PARP cleavage)
nor of markers of senescence (Supplementary Fig. 3). Rather, we
observed that depletion of H2A.Z leads to an accumulation of
cells in the G0/G1 phase of the cell cycle (Supplementary Fig. 4),
suggesting a defect in cell cycle progression.

Thus, all together, these observations indicate that the histone
variant H2A.Z is required for the proliferation of both normal
and cancer epithelial cells, independently of their differentiation
potential.
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H2A.Z is a negative regulator of intestine differentiation. The
H2A.Z histone variant has important roles in transcription,
inducing positive or negative effects on gene expression
depending on chromatin context as well as its post-translational
modifications9.

A very recent study5 demonstrated that, among chromatin
marks that are affected during the intestinal differentiation
process, a global genome-wide decrease in H2A.Z incorporation
is a signature of Intestinal Stem Cells (ISC) differentiation that
correlates with the activation of enterocyte-specific genes. Thus,
to investigate the role of H2A.Z in differentiation, we analyzed the
impact of H2A.Z down-regulation on the expression of
enterocyte differentiation markers. By RT-qPCR and western
blot, we observed that, in Caco-2/15 cells, H2A.Z knockdown
greatly induced the expression of the terminal enterocyte
differentiation marker SI (Fig. 2a), as well as another key protein
for enterocyte functions, Lactase Phlorizin Hydrolase (LPH).

Similar results were obtained using another independent
siRNA against H2A.Z (Supplementary Fig. 5A), ruling out the
possibility of off-target effects. Note that these inductions are
much higher than the induction occurring after confluence (in
Supplementary Fig. 5B, compare H2A.Z siRNAs to control, cells
being seeded at sub-confluence (75%) and Day 0 corresponding
to the siRNAs transfection). Importantly, this increase in
differentiation markers expression is not due to H2A.Z-depleted
cells (Supplementary Fig. 5C) reaching confluence earlier than
controls, since proliferation is decreased upon H2A.Z depletion,
as shown in Fig. 1b. H2A.Z depletion also results in a weak but
significant increase in CDX2 expression (Fig. 2a and Supplemen-
tary Fig. 6), which could play a role in the expression of the

differentiation markers (SI and LPH genes being known CDX2
targets). Analysis of other genes bound by H2A.Z5 revealed an
increased expression of KLF4, but not of ARHGEF2 and LDHA
(Supplementary Fig. 7), indicating that strong binding of H2A.Z
does not determine regulation upon H2A.Z knock-down in Caco-
2/15 cells, as already published in other systems29. Strikingly,
KLF4 is known to be regulated by CDX230, which reinforce the
link between activation upon H2A.Z depletion and regulation by
CDX2.

We next tested the effect of H2A.Z depletion in HIEC2F cells, a
non-transformed model derived from HIEC cells. HIEC2F cells
express the CDX2 and HNF1α transcription factors in an
inducible manner31, both being important for the differentiation
of the intestinal epithelium and for the expression of enterocyte
differentiation markers21. In the absence of the inducer (Fig. 2b,
-dox), HIEC2F cells express CDX2 and HNF1α at moderate levels
due to the leakiness of the inducible system (as previously shown
by Benoit et al.31). We found that, in these non-transformed cells
also, depletion of H2A.Z leads to an increase in the expression of
differentiation markers SI and LPH (Fig. 2b). This induction
requires the presence of CDX2 and HNF1α, since no SI or
LPH expression is detected in the parental HIEC wild-type
cells which do not express these factors (Benoit et al.31).
Importantly, in HIEC2F cells, H2A.Z depletion does not induce
CDX2 nor HNF1α expression (Fig. 2b). This result indicates
that the induction of differentiation markers upon H2A.Z
depletion is not mediated by changes in CDX2 and HNF1α
expression levels, at least in this cell model. It also suggests that
H2A.Z is a direct negative modulator of the expression of the SI
or LPH genes.

4.0

40

35

30

25

20

15

10

5

0

siRNA serie 1
a

b

siRNA serie 2

Ctrl

H2A.Z

HIEC

Caco-2/15

3.5

3.0

R
el

at
iv

e 
nu

m
be

r 
of

 c
el

ls
R

el
at

iv
e 

nu
m

be
r 

of
 c

el
ls

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
1 2 3 4

Days after plating

5 6 7

1 2 3 4

Days after plating

5 6 7

1 2 3 4

Days after plating

5 6 7

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Fig. 1 H2A.Z-dependent regulation of intestinal epithelial cell proliferation. a HIEC cells were transfected using siRNAs targeting H2A.Z mRNA or control.
Two different series of siRNAs were used. Cell number was measured and represented relative to 1 for day 1 after transfection and plating. One
representative experiment out of two is shown for each serie. b Caco-2/15 cells were transfected using siRNAs control or directed against H2A.Z and the
cell number was measured and represented relative to 1 for day 1 after transfection and plating. The mean and standard deviation are shown (n= 3
independent experiments)

NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-019-09899-z ARTICLE

NATURE COMMUNICATIONS |         (2019) 10:1827 | https://doi.org/10.1038/s41467-019-09899-z | www.nature.com/naturecommunications 3

www.nature.com/naturecommunications
www.nature.com/naturecommunications




Note that, in the context of the overexpression of CDX2 and
HNF1α following doxycycline addition (Fig. 2b, +dox), leading to
the induction of enterocyte differentiation markers as previously
shown31, the expression of markers cannot be further increased
by H2A.Z knockdown. This absence of effect is probably due to
the fact that, when CDX2/HNF1α are strongly overexpressed in
the presence of Dox, CDX2/HNF1α -dependent activation of
their target genes is maximal and cannot be further increased by
H2A.Z depletion. Such a mechanism could suggest a relationship
between CDX2/HNF1 activity and H2A.Z effect (see below).

Taken together, these data suggest that H2A.Z acts as a
negative regulator of enterocyte differentiation in vitro, both in
transformed and non-transformed contexts, by a mechanism
dependent on intestine-specific transcription factors.

H2a.z controls the intestinal epithelial homeostasis in vivo. We
next wondered whether H2A.Z could have the same function
in vivo, in the integrated context of the entire organ and organ-
ism. We generated a mouse strain allowing the inducible
knockout of H2a.z in the intestine. We crossed mice homo-
zygously floxed on the H2afz gene32 with the Lgr5-CREERT2

mouse strain33, expressing the CRE recombinase specifically in
the intestinal stem cells under the control of the endogenous
promoter (heterozygous knock-in) of the intestinal stem cell
marker Lgr5. Moreover, the CRE recombinase used in this mouse
strain is fused to a modified version of the estrogen receptor
ligand binding domain, which sequestrates the enzyme in the
cytoplasm in the absence of tamoxifen. Thus, the deletion of the
H2a.z gene is also temporally controlled and induced by the
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administration of tamoxifen in the food (see Supplementary Fig. 8
for typical genomic recombination efficiency).

We thus obtained an original in vivo model to specifically
induce, on demand, the knock-out of H2a.z in intestinal stem
cells. Upon tamoxifen treatment, we observed a mosaic
disappearance of H2a.z staining as early as 10 days after
induction (see central panels of Fig. 3a), in agreement with the
fact that LGR5-CRE is known to induce a mosaic knock-out. No
obvious change in the size of the crypt-villlus structure was
observed (see panels of Fig. 3), nor in the number or the position
of the Ki67 positive cells, in the crypts or in the remaining H2a.z
-positive cells of the villi (Fig. 3c), suggesting that stem cell
maintenance and progenitor cell proliferation was not greatly
impaired in vivo. Note however that when we analyzed H2a.z
expression one and two months following induction of
recombination, we found that knock-out cells were gradually
replaced by cells expressing H2a.z (Supplementary Fig. 9),

indicating that H2a.z is required for optimal stem cell
maintenance or proliferation.

Interestingly, we observed that H2a.z gene deletion leads to a
significant increase Sucrase Isomaltase (Si) expression both at the
protein and mRNA levels (Figs. 3a and 4a), providing evidence
that, as previously observed in cell culture, H2a.z depletion also
induces some enterocyte-specific markers in vivo. Note, however,
that Lph gene expression is not significantly affected by H2a.z
knock-out (Fig. 4a), perhaps because regulatory mechanisms are
species- or context-specific. Alternatively, the weak phenotype of
these mice when analyzing mRNA expression could be due to the
variegated incomplete recombination of the H2a.z gene we
describe above.

Interestingly, deregulating H2A.Z levels also leads to an
increase in the number of goblet cells (another important
epithelial lineage of the mature intestine) all along the villi
(Fig. 3b). At the mRNA level, we found that messengers encoding
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antibodies were used, as well as DAPI to stain nuclei (in blue in merge panels), for staining tissues from representative individuals. b Alcian blue staining,
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the Muc2 and Muc4 proteins, two differentiation markers for
goblet cells are also induced upon H2a.z knock-out (Fig. 4b).

Differentiation markers for entero-endocrine cells (Chromogra-
nin A) (Fig. 4c) or Paneth cells (Cryptdin or Lysozyme) (Figs. 4d
and 3c) are unchanged whatever the expression level of H2a.z.

Altogether, these data suggest that H2a.z inhibits the expres-
sion of some differentiation markers of enterocyte and goblet cell
lineages in the intestinal epithelium in vivo.

H2A.Z inhibits CDX2 binding to its target promoters. We next
intended to characterize the mechanism by which H2A.Z reg-
ulates the expression of intestinal differentiation markers.

Analysis of the mRNA expression of intestine-specific
transcription factors (Fig. 4e) does not reveal any obvious
changes upon H2a.z depletion in vivo, suggesting that the effect of
H2A.Z on differentiation markers is not mediated by the
regulation of the expression of such transcription factors.

a

b

e

d

cSi

Muc2

Cdx2

Cdx1 Hnf4� Gata6

Hnf1� Gata4

Muc4

Lys

Cryptdin

Lph Chga

0.0489

0.0390

0.3958

0.8063 0.7728 0.0911

0.8011
0.3671

0.0437

0.9335

0.2194

0.4876 0.4886
3 4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

8

6

4

2

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2

1

0
CRE – + CRE – + CRE – +R

el
at

iv
e 

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

3 5

4

3

2

1

0

2

1

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

CRE – +

CRE – +

CRE – + CRE – + CRE – +

CRE – + CRE – +

CRE – +

CRE – +

CRE – +

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

2.5 1.5

1.0

0.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n
R

el
at

iv
e 

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n
R

el
at

iv
e 

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

Fig. 4 H2a.z controls the expression of differentiation marker mRNAs in vivo. 10–15 mice per indicated genotypes were fed a tamoxifen-containing diet for
10 days, sacrificed and the small intestinal mucosae were harvested and total RNA extracted, as indicated in the Materials and Methods. qPCR was then
performed for the detection of enterocyte (a), goblet (b), entero-endocrine (c), and Paneth (d) cell markers. β2m-normalized values for each mouse were
plotted relative to 1 for the mean of control (-CRE) mice. Means and standard errors are represented and the Student’s t-Test p-value is indicated for each
gene. e Same as in a–d for intestine-specific transcription factors
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Strikingly however, CDX2 is a critical transcription factor for the
two cell lineages (enterocytes and goblet cells) which we found
affected by H2A.Z depletion and is known to directly regulate the
genes induced by H2A.Z depletion in Caco2/15 cells. We thus
postulated that CDX2 could mediate the effect of H2A.Z on the
expression of these genes. Such an epistatic relationship between
CDX2 and the H2A.Z would be consistent with our findings from
Fig. 2b that no effect of H2A.Z depletion could be observed upon
strong overexpression of CDX2.

In order to test whether H2A.Z effects are dependent on
CDX2, we co-transfected Caco-2/15 cells with siRNAs directed
against H2A.Z and CDX2 alone or in combination (Fig. 5a).
CDX2 siRNA indeed induces a detectable decrease in CDX2

expression at the mRNA and protein levels (Fig. 5a and
Supplementary Fig. 6), as well as its target genes (Fig. 5a).
We observed that the induction of SI and LPH mRNA
resulting from H2A.Z knockdown is largely reversed by the
concomitant reduction of CDX2 expression. Similarly, the
expression of µ-protocadherin (MUCDHL spliced isoforms L
and M), an adhesion molecule known to be expressed by
differentiated colorectal epithelial cells, is also found to be
upregulated upon H2A.Z knockdown in a CDX2-dependent
fashion.

This result thus indicates that the effects of H2A.Z knock-down
on the expression of enterocyte-specific genes are dependent on
CDX2 activity.
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CDX2 directly binds to the promoters of differentiation-
specific genes21,34,35. We thus tested whether H2A.Z could
regulate the binding of CDX2 to its target promoters.

We transfected Caco-2/15 cells with a siRNA directed against
H2A.Z and analyzed H2A.Z presence (Fig. 5b) and CDX2
recruitment (Fig. 5c) to the promoters of CDX2 target genes by
ChIP. H2A.Z depletion leads to a weak but significant decrease in
the presence of H2A.Z-containing nucleosomes at the LPH and
MUCDHL promoters (Fig. 5b), indicating that the global decrease
of H2A.Z levels induced by siRNAs translates into a local
decrease in H2A.Z genomic occupancy at these promoters. For
unclear reasons, we were unable to detect significant ChIP signals
at the SI promoter, even using previously published primers and
with total histone H3 antibodies.

Strikingly, upon H2A.Z knockdown (which induced markers
expression as expected (Supplementary Fig. 10), we observed a
specific increase in the recruitment of CDX2 to these two
promoters (Fig. 5c), as well as to the KLF4 promoter
(Supplementary Fig. 7B), which, as shown above, was also
activated upon H2A.Z depletion (Supplementary Fig. 7A).

Thus, this result suggests that reducing H2A.Z at the
promoters reduces the chromatin recruitment of the CDX2
intestine-specific transcription factor, at least for its targets LPH
and MUCDHL.

H2A.Z integrates the Wnt-dependent control of homeostasis.
The results described above indicate that artificial modulations of
H2A.Z expression can affect intestinal homeostasis. We next
tested whether the molecular circuitry we uncovered was targeted
by signaling pathways that control intestinal homeostasis.

Interestingly, we previously uncovered a link between the H2A.
Z-incorporating p400 ATPase and the Wnt pathway. We thus
intended to analyze the impact of Wnt pathway activity on H2A.
Z expression. We transfected into Caco-2/15 cells a siRNA
directed against β-catenin (a central actor of the Wnt pathway).
As expected, transfection of this siRNA reduced the expression of
β-Catenin (CTNNB1) mRNA (Fig. 6a), as well as Wnt target
genes (Fig. 6b). Strikingly, we found that this depletion also
decreased the expression of H2A.Z, while SI, LPH MUCDHL and
KLF4 expression increased (Fig. 6c and Supplementary Fig. 7C).
The same effects were observed using another β-Catenin-
targeting siRNA (Supplementary Fig. 11A) or FH535 Wnt
pathway inhibitor (Supplementary Fig. 11B). These results
provide evidence that Wnt/β-Catenin signaling favours the
expression of H2A.Z and concomitantly represses the expression
of differentiation markers.

In order to test whether the regulation of H2A.Z expression by
the Wnt/β-Catenin/TCF pathway could be direct, we analyzed
published TCF7L2(TCF4) ChIP-Seq data36. Interestingly, a strong
TCF4 signal was observed around the H2A.Z promoter in HCT116
cells (Fig. 7a), which are derived from colorectal cancer, as Caco2
cells: a major TCF4 peak could be seen about 500 bp upstream from
the H2A.Z transcription start site (TSS), whereas weaker binding
was observed downstream from the TSS. Strikingly, no binding
could be observed in cells originating from other tissues whereas the
binding on the well-known target gene LGR5 was observed in all
cell types (Fig. 7a). Importantly, the regulation of H2A.Z expression
by the Wnt pathway was conserved in HCT116 cells, as in Caco-2/
15 cells, since depletion of β-Catenin also induced a significant
decrease in H2A.Z mRNA expression (Fig. 7b). We confirmed by
ChIP-qPCR experiments that TCF4 binds to the H2A.Z promoter
in HCT116 cells, and also observed significant binding at the H2A.Z
promoter in Caco2 cells (Fig. 7c).

In order to show that the regulation of H2A.Z expression by β-
Catenin siRNA is indeed due to the binding of TCF4 to the H2A.

Z promoter, we used CRISPR-mediated genome editing to
remove the TCF4 strong binding site in HCT116 cells (see
Supplementary Fig. 12 for characterization of the cell line). ChIP
experiments indeed showed that the binding of TCF4 to the H2A.
Z promoter was decreased in genome edited cells compared to
parental cells (Fig. 8a), although not abolished presumably
because of the second TCF4 binding site present downstream
from the TSS. We next transfected genome-edited cells and
parental cells using siRNA directed against β-Catenin. We found
that knock-down efficiency was similar in both cell lines, resulting
in a similar decrease in the Wnt target genes LGR5 and CCND1
(Fig. 8b). However, the decrease in H2A.Z expression is
significantly lower in the genome-edited cells compared to
control cells (Fig. 8b), the residual decrease being probably due
to the residual binding observed in TCF4 ChIP experiments.
Altogether, these data indicate that the H2A.Z promoter is a
direct target of TCF4/β-Catenin, the main transcriptional
effectors of the classical Wnt pathway.

Interestingly, we further found that the upregulation of
differentiation markers expression we observed upon β-Catenin
knock-down was counteracted by the concomitant overexpres-
sion of H2A.Z, at least in part (Fig. 9a). This effect does not rely
on an indirect effect of H2A.Z overexpression on Wnt signaling,
since proliferative Wnt target genes, such as LGR5 or CCND1, are
not affected by H2A.Z overexpression (Fig. 9b).

Taken together, our data show that the activation of H2A.Z
expression is one of the mechanisms by which the Wnt signaling
pathway controls progenitor maintenance and differentiation of
the intestinal epithelium. As a consequence, they point towards a
central integrative role of H2A.Z in the control of intestine
homeostasis (Fig. 9c).

Discussion
In this work, we demonstrate the functional importance of H2A.Z
expression in preventing terminal differentiation into various
lineages of intestinal progenitor cells. To our knowledge, this is
the first demonstration of such a causal role of H2A.Z in vivo.

We propose a model in which the presence of H2A.Z impairs
the binding of the intestine specific transcription factor CDX2 to
its target promoters. The first question raised by our finding is
about the mechanism by which H2A.Z prevents CDX2 binding.
In vitro experiments using recombinant nucleosomes indicate
that both H2A- and H2A.Z-containing nucleosomes block
binding of CDX2 to its target site (Supplementary Fig. 13). These
data show that it is not by merely replacing canonical H2A that
H2A.Z blocks CDX2 binding.

We can thus envision some non-exclusive possibilities. First,
the depletion of H2A.Z upon siRNA or upon differentiation
could lead to the decrease of local nucleosome occupancy,
resulting in higher binding of CDX2 to its target sites. Interest-
ingly and in agreement with this possibility, we found that H2A.Z
depletion induces a significant reduction in H3 enrichment
around the TSS of differentiation markers genes (Supplementary
Fig. 14). Thus, the eviction of nucleosomes in the CDX2 targeted
regions of promoters could be, at least in part, involved in the
induction of these genes upon decrease of H2A.Z levels.

However, we can also speculate that post-translational mod-
ifications of H2A.Z or of the H2A molecule, which replaces it
could be involved in regulating the recruitment of CDX2. H2A.Z
has indeed been shown to be modified by acetylation or
sumoylation, and one of these modifications could directly or
indirectly (through the recruitment of specific proteins) prevent
CDX2 binding. Alternatively, the histone H2A that replaces H2A.
Z could be modified in such a way that this modification favours
CDX2 binding. Investigating these possibilities clearly opens a
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new research avenue on the regulation of CDX2 binding to its
target genes and the consequent control of intestine homeostasis.

Our study allows us to propose that the role of H2A.Z on the
differentiation process is probably to avoid the ectopic expression
of differentiation markers in the crypts. Interestingly, a recent
work of Kazakevych et al.5 uncovered a strong correlation
between intestinal stem cell differentiation and a reduction of
H2A.Z expression levels. Moreover, previous works have shown
that the Tip60/p400 complex, which is a critical actor in H2A.Z
dynamics, being involved both in H2A.Z incorporation into and
removal from the chromatin, is involved in the renewal of normal
ES cells37. In these cells, the knockdown of some subunits of the
complex induces a decreased proliferation rate, the reduction of
stemness abilities and the ectopic expression of differentiation
markers.

Together with these findings, our data demonstrate that H2A.Z
dynamics is a major determinant of cell fate control in an inte-
grated model. Although it has already been shown that other

chromatin marks can be determinant for stemness maintenance
or the induction of differentiation in the context of the intestinal
epithelium38,39, our work demonstrates that a structural
chromatin-related feature, i.e. H2A.Z incorporation, serves as a
key event in the maintenance of progenitors in the intestinal
epithelium.

Whether H2A.Z plays a similar role in other tissues or contexts
is clearly an open issue. The role of the Tip60/p400/H2A.Z
complex in the renewal of normal ES cells described above is
consistent with a general role for H2A.Z in preventing the
expression of differentiation markers. However, some recent data
suggest that this role cannot be generalized to all tissues. Indeed,
Shen et al.32 describe the exact opposite role for H2A.Z in neu-
rogenesis since they demonstrated that the depletion of H2A.Z in
transgenic mice enhances the proliferation of neural progenitors
and triggers important defects in neuron differentiation, as well as
in learning and memory. It has also been shown40 that the
depletion of H2A.Z in MDCK canine kidney epithelial cells can
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Fig. 6 β-catenin positively regulates H2A.Z and impairs differentiation marker expression. a Caco-2/15 cells were transfected using siRNA targeting β-
catenin mRNA or control. 72 h later, total RNA was extracted and subjected to RT-qPCR analysis for expression of the indicated genes (calculated relative
to β2M and RPLP0 (p0) mRNA levels). The mean and standard errors are shown (n= 4 independent experiments). Statistical analysis was done using
Student’s t-Test (**p < 0.02 vs control siRNA). b Same as in a for Wnt target genes (**p < 0.02 vs control siRNA). c Same as in a for enterocytes
differentiation marker genes (*p < 0.05 vs control siRNA)
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favor epithelial-mesenchymal transition (EMT) and promote the
invasive properties of these cells. On the contrary, and in
accordance with our work, it has been demonstrated that H2A.Z
can exhibit an oncogenic potential and can be required for the
EMT in hepatocellular carcinoma41. Thus, H2A.Z is probably
widely involved in tissue homeostasis and in the regulation of key
physiological functions, but its biological role is organ-specific
and probably dependent on the local context (chromatin land-
scape, proteins recruited to chromatin, etc.).

Our data also provides clues on the relationship between the
Wnt signaling pathway and intestinal homeostasis. The data
presented here show that Wnt signaling favours H2A.Z

expression and, since we found that H2A.Z prevents CDX2
binding to promoters, this pathway also regulates the expres-
sion of CDX2-target genes. Thus, we found that some of these
genes, associated with enterocyte differentiation, such as
Sucrase-Isomaltase or MUCDHL, are repressed by Wnt signal-
ing. We also demonstrated the causative role of H2A.Z
repression in the effects observed upon β-Catenin knock-down.
These data indicate that the control of H2A.Z expression is an
important molecular event by which the Wnt signaling pathway
controls intestinal homeostasis. Whether H2A.Z could also play
such a role outside of intestinal homeostasis is clearly worth
investigating.
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Finally, it has been shown that MUCDHL, which we found to be
induced upon H2A.Z knockdown in Caco-2/15 cells, is a CDX2
target gene and an important modulator of Wnt-dependent
homeostasis23. Indeed, it acts as a negative Wnt regulator, by
sequestrating β-Catenin at the plasma membrane, and its expres-
sion is also inhibited by Wnt signaling42. Thus, H2A.Z could
control, at least in part, Wnt-dependent proliferation by the same
mechanism as differentiation, i.e. by regulating CDX2 binding to
the MUCDHL promoter. This would indicate that H2A.Z can also
be upstream of Wnt signaling, consistent with our previous finding1

that p400 is a crucial regulator of the Wnt signaling pathway.
Altogether, these data indicate that H2A.Z dynamics and Wnt
signaling are strongly interconnected, raising the possibility that
other Wnt-dependent processes are also controlled by H2A.Z
dynamics and its regulators.

Methods
Ethics statement. The experiments involving animals were conducted according
to French governmental norms. Authors have complied with all relevant ethical
regulations for animal testing and research. This study was approved by the Ethics
Committee of the institute “Centre de Biologie Intégrative” (FR3743) and was
authorized by the French Ministry of Education and Research (approval APAFIS
#4528-2016031109479615 v3). We have complied with all relevant ethical
regulations.

Animals. Mice homozygously floxed on the H2afz and H2afv genes were obtained
from RIKEN BRC (Ibaraki, Japan) and back-crossed with C57Bl/6 J mice (Charles-
River, L’Arbresle, France). The F1 offspring were then crossed with each other to
generate H2afzfl/fl mice. These mice were then crossed with the Lgr5-CreERT2

mouse model (from Jackson Laboratory) to obtain F1 littermates also crossed with
each other to obtain Lgr5-CreERT2/H2afzfl/fl mice. Genotyping for H2afz and Cre
alleles was done by PCR analysis of tail DNA samples (see Supplementary Table 1
for primer sequences).
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In experiments, 6–8-week-old male mice were fed a Tamoxifen-containing diet
(Tam Diet TD130857 (500 mg/kg), ENVIGO, USA) for ten days. The
administration route and dosage had previously been studied and validated43.
During treatment, macro-physiological parameters (weight, behavior, activity,
aspect, etc.) of mice were monitored daily.

Tissue sampling. After treatment, the mice were euthanized, dissected and the
second third of the small intestine (jejunum) was opened longitudinally. Then, cells
were harvested by scraping the mucosae using a scalpel blade, before being sub-
jected to DNA, RNA or protein extraction. The proximal part of each tissue sample

was fixed in formalin before being paraffin-embedded, sectioned and used in
immunofluorescence experiments.

Tissue sections and immunoflurorescence. Fixed intestines were dehydrated and
embedded in paraffin before being cut into 5 µm sections. For immuno-
fluorescence, tissue sections were deparaffinized with Histo-clear II (Euromedex)
and then rehydrated in successive baths of ethanol (100, 95, and 70%) and distilled
water. The slides were heated in unmasking solution (Eurobio) with a pressure
cooker to reveal antigens. Then the tissue sections were permeabilized for 5 min
with Triton X-100 1% and blocked with BSA 1% for 45 min. The sections were
incubated with primary antibodies (diluted 1:500) for 2 h at room temperature. The
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following antibodies were used: H2A.Z (ab4174, Abcam), SI (sc-393470, Santa-
Cruz), Lysosyme (ab108508, Abcam) and Ki67 (ab15580, Abcam). The sections
were incubated with secondary antibodies (dilution 1:500) coupled with Alexa
Fluor® (Fisher Life Science, anti-mouse -AF488 #A21202 and -AF594 #A11032;
anti-rabbit -AF488 #A11034 and -AF594 #A11037) for 1 h at room temperature,
and the nuclei were stained with DAPI for 3 min at room temperature.

For Alcian Blue staining, rehydrated sections were incubated with acetic acid
3% for 3 min at room temperature before incubation with Alcian Blue (1% in acetic
acid, pH 2.5, Sigma-Aldrich) for 30 min. Then the sections were counterstained
with nuclear fast red (0.1%, 5 min, Sigma-Aldrich), dehydrated in ethanol (70%,
95%, 100%) and clarified in Histo-clear II. Finally the slides were mounted with
ProLong® (Fisher life Science) and stored at 4 °C.

Cell culture and treatments. The colorectal cancer cell lines Caco-2/15 and
HCT116, and the human intestinal crypt cell line HIEC, were cultured in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). The Caco-2/15 and HCT116 cells were
passed every 3 days at sub-confluence. Cells were transfected with siRNA (see
Supplementary Table 2 for sequences) or an H2A.Z expression vector (kind gift
from Peter Cheung, University of Toronto, ON Canada) by electroporation
(Amaxa) and analysis was performed 3 days after transfection. For proliferation
assays, transfected cells were seeded in 96-well plates (2000 cells per well). Then at
each day of the kinetics, cells were incubated with the cell proliferation reagent
WST-1 (Sigma) for 2 h at 37 °C, and cell numbers were measured by optical density
at 450 nm.

Caco-2/15 and HIEC cells were from the Jean-François Beaulieu’s lab
(Université de Sherbrooke, Québec, Canada) and HCT116 were obtained from
Patrick Calsou’s lab (IPBS, Toulouse, France).

RT-qPCR and western blot analysis. Genotyping for H2afz alleles in intestinal
epithelial samples was done by PCR analysis of DNA samples (see Supplementary
Table 1 for primer sequences).

For RT-qPCR, the RNA from cells or tissues was extracted using the RNeasy Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s protocol, then it was reverse transcribed
into cDNA using AMV reverse transcriptase (Promega). Finally quantitative PCR
was performed using specific primers (see Supplementary Tables 3 and 4), and β2m
was used as housekeeping gene.

For western-blot, the proteins were extracted in lysis buffer (Triton X100 1%,
SDS 2%, NaCl 150 mM, NaOrthovanadate 200 µM, Tris/HCl 50 mM). The proteins
were separated in NuPage BisTris 4–12% gels (Invitrogen), then transferred onto
PVDF membranes. These membranes were incubated with primary antibodies
(diluted 1:500): SI (Novus, NBP1–62362), LPH (Biorbyt, orb184881), CDX2
(Abcam, ab88129), H2A.Z (Abcam, ab4174), PARP (Cell Signalling, 9542),
CDKN2Ap16INK4a (Abcam, ab108349) and GAPDH (Chemicon, Mab374). Finally,
they were incubated with secondary antibodies (dilution 1:500) coupled with HRP
(BioRad, anti-mouse-HRP #1706516 and anti-rabbit-HRP #1706515), and revealed
with Lumi-lightPLUS substrate (Roche). Original uncropped and unprocessed
images are presented in Supplementary Fig. 15.

Chromatin immunoprecipitation. ChIP experiments were performed classically44.
Cells were fixed with formaldehyde 1% for 15 min, then cells and nuclei were lysed.
The recovered chromatin was sonicated: 10 cycles of 10 s (1 s on, 1 s off) and
precleared. Fifty micrograms for H2A.Z and 200 µg for CDX2 of chromatin were
used for immunoprecipitation with 2 µg of antibodies (H2A.Z: Abcam, ab4174;
CDX2: Bethyl, A300–691A; TCF7L2: Cell signaling, C48H11; Histone H3: Abcam,
ab1791). Then, the chromatin was incubated with A/G beads for 2 h. Crosslinking
was reversed by incubation of the beads with SDS at 70 °C and proteins were
degraded with proteinase K. Finally, DNA was purified using the GFX™ DNA
purification kit (GE Healthcare), and ChIP was analyzed by qPCR using specific
primers (see Supplementary Table 5).

CRISPR-Cas9 -mediated genome editing. HCT116 cells were made defective for
the TCF7L2 binding region on the H2A.Z promoter by using CRISPR-Cas9
technology adapted from Agudelo et al.45. Briefly, cells were transfected using
JetPEI (Polyplus) and plasmids encoding for Cas9, PAM and guide for NA/K
ATPase and PAM sequences allowing the targeting of the TCF7L2 peak on the
H2A.Z promoter (Supplementary Table 6). Three days after transfection, 0.4 µM
ouabain was added for 72 h to select recombinant resistant clones and homozygote
knock-out cell lines were screened by sequencing.

Cycle cycle analysis by EdU staining. Caco-2/15 cells were transfected using
siRNA directed against H2A.Z. Three days later, cells were treated with 10 µM of
EdU for 2 h. Cells were prepared for cell cycle analysis using Click-iT™ EdU Kit
(ThermoFisher) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, cells were
recovered with trypsin and treated with Click-iT™ Fixative for 15 min. Fixed cells
were permeabilized using Click-iT™ saponin -based reagent, and incubated with the
Click-iT™ Reaction cocktail (CuSO4 100 mM, AlexaFluor 488), for 30 min at room
temperature, to detect EdU. Cells were then incubated with Propidium iodide (BD
Biosciences) for 30 min at 37 °C to stain DNA. EdU and PI stainings were

measured using FACSCalibur™ (BD Biosciences) and data were analyzed with
FlowJo software.

In vitro binding of CDX2 to nucleosomes. DNA fragments corresponding to
proximal SI and LPH promoters, of 150pb and 156pb respectively, were generated
by PCR on HIEC genomic DNA using Cy5-labelled forwardprimers (Supple-
mentary Table 7).

To generate mononucleosomes containing H2A or the H2A.Z variant, H3-H4
tetramers and H2A-H2B or H2A.Z-H2B dimers (1 µg/µl each, Diagenode) were
assembled with labelled PCR products, in a histones/DNA weight ratio of 0.2
in a solution containing 2M NaCl and 10 mM Tris-HCl (pH7.5), and incubated
10 min at 37 °C. Then, the mixture was diluted at 0.5 M NaCl and incubated 30 min
at the same temperature and finally dialysed at 4 °C against 10 mM Tris-HCl
(pH7.5)+ 1 mM EDTA for 2 h.

Recombinant His-tagged CDX2 protein was expressed in E.coli and purified on
nickel-NTA resin.

Labelled PCR products from SI or LPH promoters, free or integrated in
nucleosomes, were then incubated with or without CDX2 recombinant protein for
30 min at room temperature in 20 mM Hepes (pH7.5), 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT and carrier DNA.

For gel shift mobility assays, 4% polyacrylamide (acrylamide-bisacrylamide,
29:1 [wt/wt], BioRad) slab gels in TBE buffer were used. After a 1 h pre-run at 200
V, samples were loaded and electrophoresis was then performed at the same
voltage for 3 h at room temperature. Then, gels were analysed using Typhoon
device (Perkin Elmer).

Reporting summary. Further information on research design is available in
the Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The authors declare that all data supporting the findings of this study are available within
the paper and its supplementary information files or from the corresponding author
upon request.
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Supplementary Figure 1 : Silencing, in HIEC cells, of siRNA-targeted H2A.Z messenger.
Two different series of siRNA were used to test the proliferation abilities of cells (see Figure 1A). The mean and
standard error are shown (n=5 independent experiments). Statistical analysis was done using Student’s t-Test
(**, p<0.02 vs control siRNA).
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Supplementary Figure 2 : Complementation of H2A.Z knock-down partially reverses the growth impairment.
Caco-2/15 cells were transfected using siRNAs control or directed against H2A.Z and the cell number was
measured and represented relative to 1 for the day 1 after transfection and plating. Two independent
representative experiments are shown.

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

1 2 3 4 5 6 7

Experiment 1

siC pv

siC pZ1

siZ1 pv

siZ1 pZ1

Ctrl

siRNA vector

Ctrl

H2A.Z

H2A.Z H2A.Z

empty

H2A.Z

empty

Days after plating

R
el

at
iv

e 
nu

m
be

r
of

 c
el

ls

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

35.00

1 2 3 4 5 6 7

Experiment 2

siC pv

siC pZ1

siZ1 pv

siZ1 pZ1

Ctrl

siRNA vector

Ctrl

H2A.Z

H2A.Z H2A.Z

empty

H2A.Z

empty

Days
Days after plating

R
el

at
iv

e 
nu

m
be

r
of

 c
el

ls

Rispal et al., Supplementary Figure 2





H2A.Z
*

*

Caco-2/15 HIEC

native

cleaved

CDKN2A p16/INK4A

PARP

siRNA

Supplementary Figure 3 : Expression of apoptosis and senescence markers upon siRNA treatment.
A) Caco-2/15 and HIEC cells were transfected using indicated siRNAs and proteins were harvested 3 days
later and analyzed by western-blot using indicated antibodies. A batch of Caco-2/15 cells were treated using
200nM staurosporine (+staur) for 16 hours to induce apoptosis and serve as positive control. Stars indicate non
specific bands. B) HIEC and Caco-2/15 cells were transfected using indicated siRNA. Three days later, mRNA
were harvested and analyzed by RT-qPCR. The mean and standard error are shown (n=3 independent
experiments).
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Supplementary Figure 4 : Impact of H2A.Z knock-down on the cell cycle in Caco-2/15 cells.
Caco-2/15 cells were transfected using indicated siRNA. 72 hours later, cells were treated using EdU for 2
hours and harvested for cell cycle analysis (upper panel) by flow cytometry (using FACScalibur).
The mean and standard error from three independent experiment are shown (*, p<0.05 vs control siRNA).
The gating strategy is also shown in lower panels.

siRNA

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

G0/G1 S G2

Cell cycle

siC

siZ1

*

H2A.Z

Ctrl

%
 o

f c
el

ls

Rispal et al., Supplementary Figure 4
S

S
C

FSC

A
re

a

Height

E
dU

-F
IT

C

PI-PerCP





0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

Ctrl H2A.Z
0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
8.0

Ctrl H2A.Z

H2A.Z SI

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Ctrl H2A.Z

* *
*

* *

LPH

siRNA

A

H2A.Z

Control

siRNA

C

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

1.40

2 4 7 9

Efficiency of H2A.Z silencing

R
el

at
iv

e 
H

2A
.Z

 m
R

N
A

le
ve

l
(v

er
su

s 
C

tr
l s

iR
N

A
)

Days

B

Supplementary Figure 5 : Impact of H2A.Z knock-down on gene expression.
A) As in Figure 2A, gene expression in Caco-2/15 transfected using another H2A.Z-targetting siRNA (72h after
transfection). B) Kinetic analysis of Sucrase-Isomaltase induction upon indicated siRNAs transfection, at
mRNA (lower panel) or protein (upper one) levels. The mean of 3 independent experiments is shown for RT-
qPCR experiments. C) As in B, kinetic analysis, by western blot (protein) and RT-qPCR (mRNA), of H2A.Z
expression in Caco-2/15 transfected using H2A.Z siRNA at Day 0. Results for a representative experiment
(western-blot) or the mean of 3 experiments (RT-qPCR) are shown.
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Supplementary Figure 6 : Western-blot analysis of H2A.Z and CDX2 protein levels upon siRNA treatments.
Caco-2/15 cells were transfected using indicated siRNAs. Three days later, proteins were harvested and
analyzed by western-blot using antiH2A.Z or anti-CDX2 antibodies. GAPDH serves as loading control. Results
of two independent experiments are shown.
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Supplementary Figure 7 : Analysis of mRNA expression and promoter enrichment of other H2A.Z target
genes.
A) mRNA of Caco-2/15 cells were obtained and analyzed by RT-qPCR for KLF4, ARHGEF2 and LDHA mRNA
levels, as described for Figure 2A. B) As for Figures 5B and 5C, for promoter of KLF4. C) Same as Figure 6C
for KLF4 expression.
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Supplementary Figure 9 : Long-term evolution of H2A.Z staining in tamoxifen-induced mice.
Mice were subjected to tamoxifen treatment for 10 days, as described for Figure 3. Mice were then euthanized
immediatley or after a 20 days or a 50 days recovery period (mice being feeded with normal food during these
recovery periods). Then, intestine were dissected and stained using an H2A.Z antibody or DAPI. A
representative panel for each time is shown.
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Supplementary Figure 10 : Gene expression upon siRNA-mediated H2A.Z silencing in Caco-2/15 cell
samples used in ChIP experiments.
The mean and standard error of 3 experiments is shown (**, p<0.02; *, p<0.05 vs control siRNA).
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Supplementary Figure 11 : Gene expression upon inhibition of the Wnt pathway activity.
A) Using another β-catenin -targetting siRNA, RT-qPCR analysis was done as in Figure 6, to control the
silencing efficiency on β-catenin (CTNNB1 gene expression), the expected impacts on Wnt targets (LGR5 and
CCND1) and to study the effects on indicated genes expression in Caco-2/15. The mean and standard error of
4 experiments is shown (**, p<0.02; *, p<0.05 vs control siRNA). B) Gene expression upon dose-response of
FH535-mediated Wnt inhibition in Caco-2/15 cells. A representative experiment is shown.
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Supplementary Figure 12 : CRISPR-Cas9 -mediated deletion of the TCF7L2-binding region on the H2A.Z
promoter in HCT116 cells.
A) The strategy of is drawn. Data from Frietze et al., 2012 were analyzed using Integrated Genome Browser
9.0.2 to vizualize the peaks. B) Clones of CRISPR-edited HCT116 cells were isolated, grown, and genomic
DNA were harvested and tested by PCR using primers described in Supplementary Table 6.
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CCTCGCCAGAAGCTCCCTAAGTATAGACAAAAAGGGTTTCGTGACCAGTGAGGTGACTTGGCTTCACCGTTTG
CTGTCACAGAACTATTCCGTGGAGGATTTCATAAGTAGTGAGGGAGAGGTGGAAGACCCGGCTGAAAATAAAG
TGGGAGCAGCGGGTCGTGATCTGTTGGTGGCTGGGGACTCGCCTAGACGGAAGAAACACGGAATCTCTACTAA
GGCTGTGGAAGGCGTCAGGGCAAACCTCAGACTCCTCTCACTGGACGCGTTCGCGCCACCTGTCAGACGGGAG
GAGCCGCCAGGGATTGAGAGGGTAGGGAAGGGGTGTCCGGGGCCCCGGAAAGCGGCTGCGGGTCGCAGGTCTC
CGCCCGAGAGGCGCTGGGAATGGGGCTGGGAGTGGTGGGGGCGGCGTGCTACATACCGAGGAGACTTCACGTG
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Supplementary Figure 13 : In vitro nucleosomes reconstitution and assays for CDX2 binding
Nucleosomes were reconstituted using recombinant H2A-H2B or H2A.Z-H2B, added to H3-H4 tetramers and
flurorescence-labelled DNA probes for SI or LPH promoters, as described in the manuscript. Then, increasing
quantities of recombinant CDX2 were added to such nucleosomes or to free DNA probes. Gels were analyzed
using Typhoon device.
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Supplementary Figure 14 : ChIP analysis of H3 and H2A.Z binding on target genes promoters upon H2A.Z
knock-down
A) Caco-2/15 cells were transfected using H2A.Z-targetting or control siRNA and enrichment in H3 binding on
chromatin was analyzed, 72 hours later, by ChIP experiments, as described in the Methods section of the
manuscript. Results are presented as the mean of percentage of input and standard error in three experiments.
B) Same as in A for H2A.Z ChIP on the same chromatin samples.
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Supplementary Figure 15 : Original unprocessed western-blot panels from Figure 2A.
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Supplementary Table 1 : Genotyping primer sequences.

Gene Forward primers Reverse primers
Tail samples

wild-type or floxed H2afz CGCCTTGGTAATTCTATCTTCTCC CGCCAGTTAACACACATGTGATC
wild-type Lgr5 ATACCCCATCCCTTTTGAGC CTGCTCTCTGCTCCCAGTCT
Lgr5-CRE insert GAACTTCAGGGTCAGCTTGC CTGCTCTCTGCTCCCAGTCT

Intestinal epithelium
wild-type and (native or 

recombined) floxed H2afz
CGCCTTGGTAATTCTATCTTCTCC AAGCCTCCAACTTGCTCAAA

Genotyping primers
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Supplementary Table 2 : Sequences of siRNAs.

siRNA Sequence
Ctrl (1) CAUGUCAUGUGUCACAUCU
Ctrl (2) ACUCAAACUCACGAAGGAA

H2A.Z (1) GUAGUGGGUUUUGAUUGAG
H2A.Z (2) AAAGGACAACAGAAGACUG

CDX2 CCAGGACGAAAGACAAAUA
β-CATENIN (1) GGAGCUAAAAUGGCAGUGC
β-CATENIN (2) GUGGGUGGUAUAGAGGCUC

siRNA sequence





Supplementary Table 3 : RT-qPCR human primer sequences.

Gene Forward primers Reverse primers
β2M AAAGATGAGTATGCCTGCCG CCTCCATGATGCTGCTTACA

H2A.Z CCTTTTCTCTGCCTTGCTTG CGGTGAGGTACTCCAGGATG
CDX2 TCCCTCGGCAGCCAAGTGAA TCGGCTTTCCTCCGGATGGT

SI ATGTGAAGGTTGCCCAAAAC AAAATTGGCCATGTTTTCCA
LPH CCAGGAGATATGTTCAGTTC CACTCTCTGTAAATTCTGGC

HNF1α GCCCTGTACACCTGGTACGT GCTCATCACCTGTGGGCTCT
MUCDHL L CTCCCACCAACCAACCAC CATATCCACCACCGAGAAGC
MUCDHL M TGGAGGGAGAGGTTGTGCT GGCCGCCACCTGTGGAGG

CTNNB1 TTCGTGCACATCAGGATACC CTGCACAAACAATGGAATGG
LGR5 TGCTCTTCACCAACTGCATC CTCAGGCTCACCAGATCCTC

CCND1 CGTGGCCTCTAAGATGAAGG CTGGCATTTTGGAGAGGAAG
CDKN2A CTGCCCAACGCACCGAATAG ACCACCAGCGTGTCCAGGAA
HMGA1 ATGAGTGAGTCGAGCTCGAAG TTAGGTGTTGGCACTTCGCTG
HMGA2 AAGCCACTGGAGAAAAACGGC ATCCAACTGCTGCTGAGGTAG

KLF4 CCGCTCCATTACCAAGAGC TGCCTTGAGATGGGAACTCT
ARHGEF2 ATCTACCCCTCCGACAGCTT GGATTCCACGGATAGGGTTC

LDHA TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG

Human primers

Rispal et al., Supplementary Table 3





Supplementary Table 4 : RT-qPCR murine primer sequences.

Gene Forward primers Reverse primers
β2m CCTGGTCTTTCTGGTGCTTG TATGTTCGGCTTCCCATTCT

Si GCTGGTCGATGGGGAGGA CCAACGAGCACAGAGGTGGTAT
Lph CCTTGAGCCCAAAGTGAAAG GGACGTACAGCTCAGGAAGG

Chga TTTTTGCCCTTCCTGTGAAC GGTGTCGCAGGATAGAGAGG
Muc2 TGATGGCCATTGAGGTGGAG CTGGCCCTTTGTGTTGTTGC
Muc4 GCTACAGAGCCAAGTGGACAC AAGCCCATGAGCACCCGGTT

Lys TGGCTGACTGGGTGTGTTTA CACTGCAATTGATCCCACAG
Cryptdin GCACAGAAGGCTCTGCTCTT ACCCAGATTCCACATTCAGC

Cdx2 TCCCTAGGAAGCCAAGTGAA CTGCGGTTCTGAAACCAAAT
Hnf1α GCACACCCATGAAGACACAG GGTTCCTACGCCCCTTCTTA
Gata4 CTGTGCCAACTGCCAGACTA GCTTCCGTTTTCTGGTTTGA
Cdx1 TAAGACCCGAACCAAGGACA GATCTTTACCTGCCGCTCTG
Hnf4α GGTCAAGCTACGAGGACAGC ATGTACTTGGCCCACTCGAC
Gata6 CAGCAAGCTGTTGTGGTC GTCTGGTACATTTCCTCCG

Murine primers

Rispal et al., Supplementary Table 4
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Supplementary Table 5 : Sequences of primers used in ChIP experiments.

Gene promoter Forward primers Reverse primers
LPH AAAATTAGCCAGGCATCGTG TTCAGACATTTTCCGGGTTC

MUCDHL ACCCATGAGCCGCTCTCCAGTC TCTGGCGTCTAGGACTGGCGCAGT
Intergenic AGCACATGGGATTTTGCAGG TTCCCTCCTTTGTGTCACCA

KLF4 ACTCGCCTTGCTGATTGTCT CCCCAAAGTCAACGAAGAGA
H2AFZ (internal) GCGTGCTACATACCGAGGAG CGGGAGGGAAGAAACAGAG

H2AFZ (both sides) ACTGATTGCATTGCATGGAC CGGGAGGGAAGAAACAGAG
H2AFZ (downstream) TGAGGTCTCAGCTCCTCCTC CGGGAGGGAAGAAACAGAG

ChIP primers
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Supplementary Table 6 : Tools used in HCT116 cells for CRISPR-Cas9 strategy to delete the TCF7L2
binding region on H2A.Z promoter.

Distal PAM : 5’-CACCG GTCACAGAACTATTCCGTGG -3’
5’-AAAC CCACGGAATAGTTCTGTGAC C-3’

Proximal PAM : 5’-CACCG CATACCGAGGAGACTTCACG -3’
5’-AAAC CGTGAAGTCTCCTCGGTATG C-3’

Screening primers 5’-ACTGATTGCATTGCATGGAC-3’ 5’- CGGGAGGGAAGAAACAGAG -3’

CRISPR-Cas9 tools





Supplementary Table 7 : Mouse genomic DNA amplification primer sequences.

Gene Forward primers Reverse primers
Si Cy5-CTACTTTCAGGGTTAAGGCTTTT TTGGATAAGGCTGCCAAAAT

Lph Cy5-CGGCCCTGATCTTTACATTT AGGAGGTATGTGGAACCCTTA

Rispal et al., Supplementary Table 7
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3) Conclusion 

Dans cet article, nous avons montré le rôle de H2A.Z1 dans le contrôle de l’homéostasie de 

l’épithélium intestinal. En effet, ce variant d’histone est essentiel à la prolifération des 

cellules épithéliales intestinales et à l’inhibition de la différenciation. Nous avons montré que 

H2A.Z1 contrôle la différenciation en inhibant l’expression de gènes de différenciation du 

lignage absorbant (Si, Lct) mais aussi du lignage sécrétoire (Muc2, Muc4) in vivo chez la 

souris. In cellulo, nous avons également montré que cette régulation est épistatique avec le 

facteur de différenciation clé de la différenciation intestinale : CDX2. Pour cela, H2A.Z1 

inhibe la fixation de CDX2 aux niveaux des promoteurs de ses gènes cibles. Enfin, nous avons 

montré que la dynamique de H2A.Z1 est régulée par la voie Wnt, qui favorise son expression 

directement via la liaison du facteur de transcription important de la voie : TCF4. Pour 

conclure, nous avons donc montré, pour la première fois, la régulation de la dynamique de 

liaison d’un facteur de transcription clé de l’homéostasie épithéliale (CDX2) par une marque 

chromatinienne (H2A.Z1), sous le contrôle d’une voie de signalisation (Wnt). 
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II- H2A.Z1 et H2A.Z2 ont des rôles redondants et spécifiques dans le 

contrôle de l’identité des cellules intestinales 

1) Contexte 

Nous avons montré que le variant d’histone H2A.Z1 régule l’homéostasie de l’épithélium 

intestinal en réprimant l’expression de certains gènes de différenciation via l’inhibition de la 

fixation du facteur de transcription CDX2 aux niveaux des promoteurs de certaines de ses 

cibles. H2A.Z1 est également important pour la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales, ce qui en fait un régulateur majeur du maintien de l’identité non différenciée 

des cellules intestinales (Rispal et al., 2019). Or, le variant d’histone H2A.Z est synthétisé 

sous 2 isoformes, H2A.Z1 et H2A.Z2, codées par 2 gènes différents (respectivement H2afz et 

H2afv). Ces deux isoformes ne comptent que 3 acides aminés de différences (Eirín-López et 

al., 2009). Malgré la forte similarité de séquences, de plus en plus d’études montrent des 

rôles spécifiques de H2A.Z1 ou de H2A.Z2 dans la régulation de l’expression de groupes de 

gènes (Dunn et al., 2017; Greenberg et al., 2019; Vardabasso et al., 2015). Dans ce contexte 

nous avons analysé les rôles spécifiques ou redondants de H2A.Z1 et H2A.Z2 dans le contrôle 

de l’identité des cellules de l’épithélium intestinal. 

 

2) Résultats  

Pour étudier les rôles de chacune des isoformes de H2A.Z, nous avons analysé le 

renouvellement de l’épithélium intestinal, in vivo chez la souris après KO isoforme-

spécifique, ainsi que l’expression des gènes marqueurs des différents types cellulaires. Nous 

avons également analysé les mécanismes de contrôle de l’homéostasie par les isoformes de 

H2A.Z dans le modèle organoïde et dans les cellules Caco-2/15. Les organoïdes, récapitulant 

les caractères principaux du tissu, nous ont principalement permis d’analyser le rôle des 

isoformes sur le « stemness » des cellules souches, alors que le modèle Caco-2/15 a été 

utilisé pour des études mécanistiques, notamment le suivi du recrutement de H2A.Z1 ou 

H2A.Z2 au cours de la différenciation (après étiquetage de chaque isoforme par édition du 

génome). Ces résultats sont présentés sous la forme d’un article en préparation, certains 

résultats nécessitant une confirmation et des expérimentations étant en cours ou encore 

manquantes (mises en évidence par un cadre vert dans le texte et dans les figures). Les 
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expérimentations réalisées pour la première fois dans cet article sont décrites dans 

l’annexe : méthodes supplémentaires. 
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Introduction 

The intestinal epithelium is one of the most rapidly regenerating tissue, whose complete 

renewal occurs each 3 to 5 days. This renewal is mediated by the intestinal stem cells (ISC) 

located at the bottom of the crypts (Barker et al., 2007), which self-renew or divide into 

progenitor cells. The commitment of progenitors, i.e. the choice between absorptive or 

secretory lineage, is mainly monitored by the Notch pathway thanks to the two transcription 

factors: MATH1 and HES1 (Sancho et al., 2015). Indeed, the presence of MATH1 in cells leads 

to the appearance of secretory fate, whereas its absence triggers the absorptive properties 

(Kim and Shivdasani, 2011). The Notch pathway is involved in the inhibition of Math1 

expression via HES1. Finally, after the lineage commitment, progenitor cells migrate in the 

villi to differentiate into enterocytes for the absorptive cells, or into goblet, enteroendocrine 

or tuft cells for the secretory lineage. The Paneth cells are the only type of differentiate 

secretory cells which migrate downward.  

The role of signaling pathways or transcription factors in the control of the intestinal 

epithelial homeostasis is well characterized but the involvement of the chromatin is still 

poorly understood. Indeed, during the identity change of the ISC differentiation, the 

transcriptome of cells is greatly modified, so chromatin modifications can play an important 

role (Kazakevych et al., 2017). Recently, we have shown that the histone variant H2A.Z1 is 

essential for the control of intestinal epithelial homeostasis. Indeed, H2A.Z1 maintains the 

undifferentiated state of the crypt cells by favoring the proliferation and inhibiting the 

expression of differentiation genes. The decrease of H2A.Z1 during the migration toward the 

villi, at least in part due to decrease of Wnt activity, allows the cells to differentiate (Rispal et 

al., 2019).  





However, the role of H2A.Z2, another isoform of H2A.Z which is encoded by a paralog 

gene and diverge from H2A.Z1 by only 3 amino acids (Eirín-López et al., 2009), is totally 

unknown in such context. Recently, some studies have shown specific roles for each isoform 

in the control of gene expression in melanoma cells (Vardabasso et al., 2015), neurons (Dunn 

et al., 2017) or neural crest cells (Greenberg et al., 2019). So, in this study, we analyzed the 

functional specificities or redundancy of each H2A.Z isoform in the intestinal epithelial 

homeostasis. We have shown that both isoforms are redundant in promoting the 

proliferation and in the inhibition of secretory cell lineage, but they exert opposite effects in 

the control of the enterocyte gene expression. Finally, the decrease of total H2A.Z has a 

positive impact on the epithelial differentiation and the increase of H2A.Z2/H2A.Z1 ratio 

favors the enterocyte lineage. 

 

Results and discussion 

H2A.Z isoforms are essential for the intestinal epithelium maintenance in a redundant 

manner.  

We have previously shown that H2A.Z1+ cells have a proliferative advantage compared to 

H2A.Z1-deficient cells, in cultured cells as well as in vivo (Rispal et al., 2019). This suggests 

that expression of H2A.Z2 isoform cannot fully compensate this deficiency. But recently, 

Zhao and collaborators have shown that the intestinal epithelial structure is highly affected 

(i.e. decreased size of villi) in constitutive double knock-out mice (Villin-Cre ; 

H2afzfl/fl/H2afvfl/fl), whereas H2A.Z1-deficient mice developed normally sized structures 

(Zhao et al., 2019). Thus, this suggests a partially redundant role in vivo of H2A.Z isoforms on 

intestinal epithelial renewal and maintenance. To precisely characterize the role of each 

H2A.Z isoform in the maintenance of the intestinal epithelium, we used knock-out mice 





models for one or both isoforms in an inducible manner, specifically in the intestinal 

epithelial stem cells (Lgr5-CreERT2 ; H2afzfl/fl and/or H2afvfl/fl). Ten days after tamoxifen 

induction, and thus genomic recombination, we observed a strong decrease of the villus 

height in the double KO mice (Fig.1A and 1B). Note the mosaic pattern of the H2A.Z 

expression, which is the result of the crypt-villus structures colonization by cells originating 

from both recombinated and wild-type stem cells (typical for such models). However, we did 

not observe any major effect on the structure size upon H2A.Z1 ((Rispal et al., 2019), Fig.1B 

and SuppFig.1A) or H2A.Z2 (Fig.1B and SuppFig.1A) independent KO. Note that the analysis 

of H2A.Z2 KO is complicated due to the lack of specific antibody discriminating this isoform 

from H2A.Z1. Thus, in immunohistofluorescence experiments, we cannot see the 

recombined cells for H2A.Z2 with the staining of total H2A.Z (SuppFig.1A), probably due to 

the big difference of expression between both isoforms (Fig.7D, H2A.Z2/H2A.Z1 ratio = 0.25).  

However, the difference between H2A.Z1 single KO and H2A.Z1/H2A.Z2 double KO allowed 

us to study specific H2A.Z2 roles. These results, accordingly with Zhao’s work, confirm that 

the H2A.Z isoforms have redundant and essential roles on the abilities of stem cells to 

ensure the tissue maintenance. 

In intestinal organoids derived from these mice, the induction of the genomic 

recombination, in all cell types, using a Tat-CRE recombinant protein caused a strong 

decrease of the growth, here again only in H2A.Z1&2-depleted organoids (Fig.1C and 

SuppFig.1B,C). Indeed, we observed an increase of the number of organoids whose growth 

was less than 2-fold six days after the induction (i.e. 13.3% in Ctrl versus 30.8% in double 

KO). As in vivo, the single KO of H2A.Z1 has no effect. These data confirmed the redundant 

effects of both isoforms in complex cultured structures. 





Then, we wanted to know if this double mutant phenotype is due to proliferation defect 

of the progenitors or a global decrease of the stemness. First, by analyzing Ki67 staining, we 

observed a defect upon the induction of the double KO, especially at the base of the crypts 

(Fig. 2A), whereas H2A.Z1-specific KO alone (Rispal et al., 2019) had no major effect, in 

accordance with the lack of effect of this individual KO on the epithelial structure. The same 

result was observed in in vitro models since the double KO in organoids leads also to the 

decrease of Ki67 staining (SuppFig.2), confirming the redundant role of H2A.Z isoforms on 

the intestinal cell proliferation. 

Then, we analyzed the role of H2A.Z isoforms in stemness maintenance by analyzing the 

staining for the stem cell marker Olfm4. We observed a decrease of Olfm4 staining in double 

KO mice compared to control (Fig.2B). In organoids, the double KO leads to the decrease of 

the expression of the stem cells markers Lgr5 and Olfm4 (Fig.2C), whereas the single 

deletion of H2A.Z1 have no significant decreasing effects on such markers (Fig.2D).  

To confirm the role of H2A.Z in the stemness, in addition to transcriptional regulation of 

these genes, we are going to seed organoids upon Tat-CRE treatment and count the number 

of formed organoids six days later. We are expecting a translation of the observed 

transcriptional effects on stem cell properties to form organoids … 

 (If so) Altogether, these results showed the major and redundant role of both isoforms 

of H2A.Z in the renewal of the intestinal epithelium by contributing to normal proliferation 

and stemness maintenance. 

 

Antagonistic control of enterocytes differentiation by H2A.Z1 and H2A.Z2 

Recently, we have shown the essential role of H2A.Z1 in the intestinal homeostasis by 

mediating the inhibition of terminal differentiation, through the negative control of the 





binding of the transcription factor Cdx2 (Rispal et al., 2019). Thus, we wanted to analyzed 

the redundancy or the specificity of each H2A.Z isoform on the intestinal differentiation. The 

induction of double KO in mice leads to the decrease of Sucrase-Isomaltase (SI) (markers of 

enterocyte terminal differentiation) staining compared to control in 

immunohistofluorescence experiments on intestinal tissues (Fig.3A), in contrast to the 

increase we previously observed in specific H2A.Z1 KO (Rispal et al., 2019). This difference of 

phenotype between single and double KO suggests opposite roles of both isoforms on 

terminal differentiation of the enterocytes.  

These data were confirmed using a well characterized epithelial cell model, Caco-2/15 cells, 

which expressed markers of enterocyte differentiation when they reach confluence, and in 

which the siRNA-mediated knock-down of H2A.Z1 and/or H2A.Z2 (Fig.3B) allows us to 

decipher the complex relationship between these isoforms. The SI or LPH (Lactase Phlorizin 

Hydrolase, another enterocyte specific differentiation marker) induction observed upon 

H2A.Z1 knock-down (as in Rispal et al, 2019) was partially reverted by concomitant depletion 

of H2A.Z2. This confirms the antagonistic role of both isoforms on markers expression, 

H2A.Z1 depletion effects being, at least in part, dependent on H2A.Z2. However, note that 

H2A.Z2 knock-down has no effect by itself, suggesting that such expression is partly 

independent of H2A.Z proteins. 

 

Control of lineage specification by H2A.Z isoforms. 

Then, we analyzed the role of H2A.Z isoforms on the secretory lineage differentiation. We 

observed a huge increase of Muc2+ cell number (markers of Goblet cells) in double KO 

(Fig.4A), stronger than with H2A.Z1 single KO (Rispal et al., 2019). Moreover, the number of 

Paneth cells (Lys+) increases also in the double KO compared to control (Fig.4B), whereas 





there was no difference in H2A.Z1 single KO (Rispal et al., 2019). Altogether, these results 

suggest that both isoforms of H2A.Z are involved, in a redundant manner, in the regulation 

of lineage choice by inhibiting secretory lineage commitment. However, we didn’t observe 

any major effect (or a slight increase) of H2A.Z KO on the number of enteroendocrine cells 

(SuppFig.3). This result can be explain by a specific enteroendocrine lineage control or by the 

intestinal region of analyze (jejunum). Indeed, Kim and Shivdasani have shown that there is a 

specific regulation of these cells depending of the intestinal region analyzed (duodenum vs 

ileum) (Kim and Shivdasani, 2011).   

We next analyzed more precisely the inhibitory mechanism of secretory differentiation in 

organoid models. In double KO organoids (Fig.5A), as in mice (Fig.4A), the percentage of 

Muc2+ area increase compared to wild-type samples, demonstrating an increase of the ratio 

of Goblet cells. The expression of Muc2 is also increased at RNA levels in these organoids 

(Fig.5B); it seems to be same in the organoids with H2A.Z1 single KO (one experiment, 

Fig.5C). Interestingly, in organoids derived from another mouse, the H2A.Z1 single KO have 

no increasing effect on Muc2 expression (Supp.Fig4B). This result can be explained by the KO 

efficiency between organoids from different individuals, since there is a 50% decrease of 

H2A.Z1 expression in the first one, whereas there is only a 30% decrease in the second one 

(SuppFig.4A vs SuppFig.4B). Thus, altogether these results suggest a dose dependent effect 

of total H2A.Z in the control of goblet cells differentiation. However, neither double KO nor 

H2A.Z1 KO present defects in the expression of Lys (Fig.5B and 5C). This result can be 

explained by the low level of organoid development in these assays, with very few mature 

Paneth cells (SuppFig.4B).  

The Notch pathway controls the choice of lineage in the Transit-Amplifying 

compartment, especially thanks to transcription factors Hes1 and Math1 (Kim and 





Shivdasani, 2011). Upon KO induction in organoids, Hes1 expression is not affected but 

Math1 mRNA strongly increases in organoids KO for both isoforms (Fig.5B); and it seems to 

increase in H2A.Z1 KO (one experiment, Fig.5C). This result suggests that H2A.Z isoforms 

control the secretory differentiation by inhibiting the expression of the transcription factors 

Math1. This is corroborated by the lack of Math1 expression increase in the second lineage 

of organoids with “ineffective” KO for H2A.Z1, according to the lack of the Muc2 expression 

increase (SuppFig.4A). 

Altogether, these results suggest a dose-dependent effect of total H2A.Z which inhibits 

Math1 expression in enterocyte progenitors and thus, impairs progenitor commitment in a 

secretory fate. 

 

Mechanistic of H2A.Z -dependent control of the intestinal epithelium differentiation. 

To further decipher the H2A.Z-dependent regulatory mechanisms affecting the expression of 

differentiation markers, we analyzed these regulations in organoids and cellular models. .As 

already shown in others models (Rispal et al., 2019), H2A.Z1 KO in organoids leads to the 

increase of SI and LPH expression (Fig.6B and SuppFig.4A). However, the double KO has no 

significant increasing effect on the expression of SI in RT-qPCR (Fig.6A), and even a slight 

decrease in the protein staining by immunofluorescence (Fig.6C). These results suggest a 

specific effect of each isoform in the control of gene expression of terminal enterocyte 

differentiation like SI.  

Then, we wanted to analyze more precisely the mechanism of this specific regulation by 

using the human enterocyte differentiation model : Caco-2/15 cells. The results obtained in 

Fig.3B suggest that H2A.Z2 could replaces H2A.Z1 during enterocyte differentiation, at the 

gene regulatory regions, to switch from a repressed state, with H2A.Z1 in undifferentiated 





cells, to an activated state with H2A.Z2 in differentiated enterocytes. To test this hypothesis, 

we analyzed the H2A.Z2/H2A.Z1 ratio during the differentiation of Caco-2/15 cells. At global 

level, by RT-qPCR, we observed an increase of this ratio during Caco-2/15 differentiation, 

which correlates with the increase of differentiation markers SI and LPH (Fig.7A). The 

increase of this ratio is also observed in mice between isolated crypts and isolated villus, 

even if H2A.Z isoforms individually decrease (Fig.7D). The dissociation efficiency is controlled 

by the increase in villus of differentiation marker expression (Fig.7B) and the decrease of 

stem cell marker expression (Fig.7C). 

Now, we want to analyze this dynamic at the level of regulatory regions of the 

differentiation marker genes. We then generated Caco-2/15 cell lines endogenously tagged 

for H2A.Z1 or H2A.Z2 with FLAG-tag, which will allow us to follow the specific dynamic of 

H2A.Z1 or H2A.Z2 at the protein level. We are going to analyze this dynamic by ChIP 

experiments during Caco-2/15 differentiation. 

 

Modulating H2A.Z-related enterocytes differentiation by SRCAP and p400. 

Finally, we wanted to analyze the mechanism of specific incorporation of each isoform of 

H2A.Z at the regulatory regions of enterocyte genes. SRCAP and p400 complexes are 

responsible for the incorporation of H2A.Z into chromatin in mammals; so, we analyzed the 

role of these complexes in the dynamic of H2A.Z during enterocyte differentiation. 

Interestingly, the depletion of SRCAP in Caco-2/15 cells, using siRNA, leads to the huge 

increase of SI expression, as observed for H2A.Z1 depletion (Fig.8A), whereas p400 depletion 

has no drastic effect, as observed upon H2A.Z2 depletion. But the p400 depletion, in 

addition of the SRCAP one, reverses the phenotype, as for H2A.Z2 depletion together with 

the H2A.Z1 one (Fig.8A). Moreover, p400 depletion reverses the increase of SI expression of 





H2A.Z1 depletion, whereas H2A.Z2 depletion in addition of SRCAP has no major effect. These 

results suggest that SRCAP phenocopies H2A.Z1 and inhibits the expression of enterocyte-

specific genes, whereas p400 promotes their expression, as observed for H2A.Z2.  

These results suggest also that SRCAP could incorporate specifically H2A.Z1 and p400 

incorporates specifically H2A.Z2. To test this, we analyzed the binding of H2A.Z isoforms with 

both incorporator complexes by co-immunoprecipitation in Caco-2/15 cells. We can observe 

the stronger interaction of p400 with Flag-H2A.Z2 than with Flag-H2A.Z1 (Fig.8B). 

Unfortunately, we are not able to observe the interaction with SRCAP due to the lack of 

antibody. We are also not able to visualize Flag-H2A.Z in the p400 immunoprecipitation 

maybe due to the high fraction of H2A.Z unbounded at this complex (Fig.8B). This result 

suggest a specific incorporation of H2A.Z2 by p400 complex due to a preferential interaction.   

To test the hypothesis of specific couples incorporator/H2A.Z isoform in transcriptional 

effects, we are going to analyze the incorporation of H2A.Z1 and H2A.Z2, after the depletion 

of SRCAP or p400 in Caco-2/15 tagged for the H2A.Z isoforms, by ChiP experiments. We 

expect to highlight specific incorporation of each isoform by SRCAP or p400. 

(If so) Altogether, these results show that H2A.Z isoforms are differentially involved in 

intestinal epithelial cell fate. Depending on the isoform, a specific binding to incorporator 

allows to incorporate this isoform into the chromatin, a specific site, to induce differential 

effect on transcription. Thus, H2A.Z1 and H2A.Z2 act antagonistically on enterocyte markers 

expression, but induce similar favoring effects on proliferation and stem cell maintenance, as 

well as inhibition of secretory lineage establishment (Fig.9). 
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Figure legends: 

Figure 1: H2A.Z isoforms are essential for intestinal epithelial renewal 

A: Representative H2A.Z immunohistofluorescence of jejunal sections in control or H2AZ.1-/- 

; H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen treatment. Nuclei 

are stained with DAPI in blue. Scale bar represent 50µm. B:  Measurements in µm of 30 to 50 

villus height for each mice. Genotypes of mice are stated below the diagram. C: H2A.Z1fl/fl ; 

H2A.Z2fl/fl organoid growth with (+) or without (-) Tat-CRE treatment. Size measurements 

(around 100 organoids by condition) are monitored the day of treatment (D0) and 6 days 

after (D6). Organoids are pooled in 2 classes: those who size increase less (-2X) or more (+2X) 

than 2 fold in 6 days.   

 

Figure 2: H2A.Z isoforms are essential for proliferation and stemness 

Representative Ki67 (A) and OLFM4 (B) immunohistofluorescence of jejunal sections in 

control or H2A.Z1-/- ; H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen 

treatment. Nuclei are stained with DAPI in blue. C: Olfm4 and Lgr5 expression in H2A.Z1fl/fl ; 

H2A.Z2fl/fl organoids treated (+Tat-CRE) or not (-) with Tat-CRE. D: Olfm4 and Lgr5 expression 

in H2A.Z1fl/fl organoids treated (+Tat-CRE) or not (-) with Tat-CRE. The mean of 5 

independent experiments is represent. Statistical analysis was done using the one-way 

Student’s t-Test and the p-values of treated organoids compared to untreated are stated in 

the graphic.   

 

Figure 3: Antagonistic control of enterocytes differentiation by H2A.Z1 and H2A.Z2 

A: Representative SI immunohistofluorescence of jejunal sections in control or H2A.Z1-/- ; 

H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen treatment. Nuclei are 





stained with DAPI in blue. B: mRNA expression of SI and LPH in Caco-2/15 cells, 3 days after 

the transfection of siRNA directed against H2A.Z1, H2A.Z2 or both. The mean of 5 

independent experiments is represent. Statistical analysis was done using the one-way 

Student’s t-Test and the p-values of treated organoids compared to untreated are stated in 

the graphic. 

 

Figure 4: Control of lineage specification by H2A.Z isoforms 

Representative MUC2, SI (A) and LYS (B) immunohistofluorescence of jejunal sections in 

control or H2A.Z1-/- ; H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen 

treatment. Nuclei are stained with DAPI in blue. 

 

Figure 5: H2A.Z isoforms inhibits secretory lineage differentiation in organoids  

A: MUC2 immunostaining in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids 6 days after Tat-CRE treatment 

or not. The box-plot represent the quantification of MUC2 positive area per organoid. The 

median of areas of 20 organoids is represent for each condition. Statistical analysis was done 

using the Mann-Whitney test. B: mRNA expression in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids treated 

or not with Tat-CRE, 6 days after the treatment. The mean of 5 independent experiments is 

represent. Statistical analysis was done using the one-way Student’s t-Test and the p-values 

of treated organoids compared to untreated are stated in the graphic.  C: mRNA expression 

in H2A.Z1fl/fl organoids treated or not with Tat-CRE, 6 days after the treatment. Results of 1 

experiment are plotted. 

 

 

 





Figure 6: Control of enterocytes differentiation by H2A.Z isoforms in organoids 

A: mRNA expression in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids treated or not with Tat-CRE, 6 days 

after the treatment. The mean of 5 independent experiments is represent. Statistical 

analysis was done using the one-way Student’s t-Test and the p-values of treated organoids 

compared to untreated are stated in the graphic.  B: mRNA expression in H2A.Z1fl/fl 

organoids treated or not with Tat-CRE, 6 days after the treatment. Results of 1 experiment 

are plotted. C: SI and H2A.Z immunostainings in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids 6 days after 

Tat-CRE treatment or not.  

 

Figure 7: Mechanistic of H2A.Z -dependent control of the intestinal epithelium 

differentiation 

A: mRNA expression of SI, LPH and H2A.Z2/H2A.Z1 ratio during differentiation kinetic of 

Caco-2/15 cells. Days after confluence are stated below the graphic. The mean of 3 

independent experiments is represent. Statistical analysis was done using the Student’s t-

Test vs Day 2. mRNA expression of differentiation marker genes (B),  stem cell marker genes 

(C) and H2A.Z isoforms (D) in isolated crypts or villus of wild-type mice. The mean of 4 mice 

is represent. Statistical analysis was done using the paired Student’s t-Test vs Crypts.  

 

Figure 8: Modulating H2A.Z-related enterocytes differentiation by SRCAP and p400 

A: SI mRNA expression in Caco-2/15 cells transfected with the different combination of 

siRNA stated above the graphic. The mean of 5 independent experiments is represent. 

Statistical analysis was done using the Student’s t-Test. B: Immunoprecipitation with anti-Flag or 

anti-p400 antibodies in Caco-2/15 cells tagged for H2A.Z1 or H2A.Z2. This immunoprecipitation is 





followed by Western-Blot with anti-Flag or anti-p400 antibodies. Noted that protein amount in inputs 

is too small to visualize bands. 

 

Figure 9: Model of control of intestinal epithelial homeostasis by H2A.Z isoform 

dynamic 

In the crypt, the high quantity of total H2A.Z is essential for maintaining the undifferentiated 

state of cells by facilitating proliferation and maintain of stemness and by inhibiting the 

differentiation. During the migration of cells along the villus, the decrease of H2A.Z coupled 

to the increase of H2A.Z2/H2A.Z1 ratio allow the differentiation and favors the absorptive 

lineage. 

 

Supp Fig 1:  

A: Representative H2A.Z immunohistofluorescence of jejunal sections in control, H2AZ.1-/-  

or H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen treatment. Nuclei 

are stained with DAPI in blue. Scale bar represent 50µm. B: Representative picture of growth 

of H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoid treated with (+) or without (-) Tat-CRE. C: H2A.Z1 and 

H2A.Z2 expression in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids treated (+Tat-CRE) or not (-) with Tat-

CRE. The mean of 5 independent experiments is represent. Statistical analysis was done 

using the one-way Student’s t-Test and the p-values of treated organoids compared to 

untreated are stated in the graphic.   

 

Supp Fig 2:  

Representative Ki67 immunostaining in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids 6 days after Tat-CRE 

treatment or not. 





Supp Fig 3:  

Representative ChgA immunohistofluorescence of jejunal sections in control or H2A.Z1-/- ; 

H2A.Z2-/- mice, ten days after the recombination induced by tamoxifen treatment. Nuclei are 

stained with DAPI in blue. 

 

Supp Fig 4:  

mRNA expression in H2A.Z1fl/fl organoids originating for mouse 1 (A) or mouse 2 (B) treated 

(+Tat-CRE) or not (-) with Tat-CRE. Results of 1 experiment are plotted in A. The mean of 5 

independent experiments is represent in B. Statistical analysis was done using the one-way 

Student’s t-Test and the p-values of treated organoids compared to untreated are stated in 

the graphic. C: Representative LYS immunostaining in H2A.Z1fl/fl ; H2A.Z2fl/fl organoids 6 days 

after Tat-CRE treatment or not. 
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Figure 2

Stemness experiments in organoids
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Figure 7

ChIP of H2A.Z1-flag or H2A.Z2-flag during kinetic of Caco-2/15 differentiation
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Figure 8

ChIP of H2A.Z1-flag or H2A.Z2-flag in Caco-2/15 cells 
after depletion of SRCAP et p400 by siRNA
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3) Conclusion 

Nous avons montré que les isoformes de H2A.Z ont des rôles redondants dans le maintien 

du renouvellement du tissu. Ce rôle semble être dû à l’aspect indispensable de H2A.Z pour le 

maintien de la prolifération et des caractéristiques souches. Les isoformes de H2A.Z sont 

donc fondamentales à la robustesse du renouvellement de l’épithélium intestinal. 

Nous avons également montré un rôle redondant dans l’inhibition de la différenciation des 

cellules du lignage sécrétoire. Ici, les 2 isoformes semblent inhiber cette différenciation en 

réprimant de manière dose-dépendante l’expression du facteur de transcription Math1. Là 

encore, les isoformes sont impliquées dans la robustesse du choix du lignage pour permettre 

de favoriser la différenciation en entérocytes plutôt qu’en cellules sécrétoires.  

Cependant, nous avons également montré que H2A.Z1 et H2A.Z2 semblent avoir des rôles 

spécifiques et opposés sur l’expression de certains gènes de différenciation entérocytaire. 

Cet effet spécifique serait permis par une augmentation du ratio H2A.Z2/H2A.Z1 au cours de 

la différenciation, donnée qui reste à confirmer grâce à des expériences de ChIP au niveau 

des promoteurs des gènes de différenciation entérocytaire (dans les lignées Caco-2/15 avec 

l’une ou l’autre des isoformes taggées). Enfin, nous avons montré que cette dynamique 

spécifique des isoformes pourrait être expliquée par une incorporation préférentielle 

spécifique de H2A.Z1 par le complexe SRCAP et de H2A.Z2 par le complexe p400, au niveau 

de ces promoteurs. En effet, SRCAP phénocopie l’effet de H2A.Z1 alors que p400 phénocopie 

H2A.Z2, sur l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire dans les Caco-2/15. 

Là encore, ces résultats doivent être confirmés par des ChIP révélant l’incorporation des 2 

isoformes taggées après déplétion de p400 ou SRCAP.  

Pour conclure, nous avons montré que la dynamique des 2 isoformes du variant d’histone 

H2A.Z (diminution de H2A.Z total et augmentation du ratio H2A.Z2/H2A.Z1) est essentielle 

au maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal, en étant un facteur clé du maintien 

à l’état non différencié des cellules de la crypte, et en favorisant ensuite la différenciation 

entérocytaire dans les villosités. Pour la première fois, cette étude montre que les isoformes 

d’un même facteur chromatinien, agissant synergiquement ou de manière antagoniste, 

régulent les capacités d’auto-renouvellement d’un tissu, participent à l’établissement des 

lignages et sont donc un élément clé de l’homéostasie de l’organe.  
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Figure 45 : Modèle du contrôle de l’homéostasie de l’épithélium intestinal par H2A.Z1
H2A.Z1 est présent aux promoteurs de certains gènes de différenciation dans les cellules de la crypte ce qui
inhibe la fixation du facteur de transcription CDX2 et donc l’expression de ces gènes. Au cours de la
différenciation H2A.Z1 est enlevé de ces promoteurs, ce qui permet la fixation de CDX2 et l’expression des
gènes.
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I- La dynamique du variant d’histone H2A.Z1 contrôle l’identité des 

cellules intestinales 

Le contrôle de l’identité cellulaire, notamment via la régulation du programme 

transcriptionnel, est indispensable au maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. 

Kazakevych et ses collaborateurs ont démontré que la quantité globale du variant d’histone 

H2A.Z diminue au cours de la différenciation de l’épithélium intestinal. Cette diminution 

survient notamment au niveau des promoteurs de gènes dont l’expression augmente durant 

la différenciation en entérocytes des cellules souches intestinales (Kazakevych et al., 2017). 

L’hypothèse que cette dynamique de H2A.Z au sein de l’épithélium intestinal ait un rôle 

fonctionnel a alors été émise. Nous avons montré que l’isoforme 1 de ce variant (H2A.Z1) et 

sa dynamique au sein de l’épithélium sont essentielles au contrôle de l’identité des différents 

types cellulaires. En effet, nous avons tout d’abord démontré que H2A.Z1 est important pour 

le maintien de la prolifération des cellules intestinales in cellulo et in vivo. Ce variant est 

également impliqué dans la répression des gènes marqueurs de la différenciation 

entérocytaire (comme Si et Lph) ainsi que des cellules à mucus (comme Muc2 et Muc4) in 

cellulo et in vivo.  

 

a) H2A.Z1 contrôle la dynamique du facteur de transcription CDX2  

Nous avons également montré que cette régulation se fait de manière épistatique avec le 

facteur de transcription spécifique de l’intestin : CDX2. En effet, H2A.Z1 inhibe le recrutement 

de CDX2 aux promoteurs de ses gènes cibles dans le but d’inhiber leur expression. Tous ces 

résultats montrent que la présence de H2A.Z1 permet le maintien de l’identité des cellules 

prolifératives de la crypte, puis sa diminution permet l’expression des gènes de différenciation 

grâce à CDX2 (Rispal et al., 2019) (Figure 45). Cette isoforme du variant H2A.Z est donc 

impliquée de manière importante dans l’homéostasie épithéliale intestinale. 

Ainsi, nous avons montré pour la première fois qu’une marque chromatinienne, le variant 

d’histone H2A.Z1, contrôle la dynamique du facteur de transcription CDX2 (Rispal et al., 2019). 

En effet, le grand changement de patron de liaison de CDX2 entre les ISC et les cellules 

différenciées ne peut pas être expliqué seulement par le changement de son expression ou 

par son interaction avec d’autres facteurs de transcription (Verzi et al., 2010a, 2013). De plus, 

Cdx2 est exprimé de manière équivalente entre les cellules progénitrices (qui n’expriment pas 



Différenciation

Gènes de 
différenciation

Gènes de 
différenciation

Gènes de 
différenciation

Recrutement de l’ARN 
Polymérase II ?

Complexe 
SWI/SNF

CDX2

CDX2

CDX2

Figure 46 : Hypothèse de la séquence d’ouverture de la chromatine
Au cours de la différenciation, la diminution de H2A.Z aux promoteurs des gènes de différenciation pourrait
permettre le recrutement du complexe SWI/SNF via la fixation de CDX2. Ce recrutement entrainerait alors
l’éviction du nucléosome, ce qui favoriserait le recrutement de l’ARN polymérase II et l’expression des gènes.

H2A.Z



DISCUSSION 
 

126 
 

la Si) et les entérocytes différenciés (qui expriment la Si) (Benoit et al., 2012). H2A.Z1 est donc 

essentiel au maintien de l’identité des cellules de la crypte grâce à l’inhibition, dans ces 

cellules, de la fixation de CDX2 et donc de l’expression des gènes de différenciation. Cette 

inhibition est perdue notamment dans les cellules progénitrices des souris KO pour H2afz 

(H2A.Z1) qui expriment de manière anormale la Si (Rispal et al., 2019).  

Au niveau du mécanisme chromatinien, l’éviction de H2A.Z1 et la fixation de CDX2 permettent 

l’ouverture locale de la chromatine au niveau des promoteurs des gènes de différenciation 

(diminution de l’enrichissement en histone H3) (Rispal et al., 2019). Ceci suggère que CDX2, 

après sa liaison, recrute des facteurs qui vont permettre l’ouverture de la chromatine, ce qui 

est cohérent avec la diminution de l’accessibilité observée dans les souris KO pour Cdx2 (Verzi 

et al., 2010a). De plus, il a été montré que CDX2 est capable de recruter le complexe de 

remodelage SWI/SNF au niveau de certaines de ses cibles pour ouvrir localement la 

chromatine (Nguyen et al., 2017) (Figure 46). Pour confirmer ces résultats à grande échelle, 

les analyses de l’expression par RNA-seq, de la fixation de CDX2 par ChIP-seq et de 

l’accessibilité par ATAC-seq après le KO de H2afz dans l’épithélium intestinal semblent 

essentielles à la meilleure compréhension de ces mécanismes. Ces analyses pourraient, de 

plus, permettre l’étude du lien entre H2A.Z1 et CDX2 au niveau des enhancers des gènes de 

différenciation, puisque ces 2 acteurs sont connus pour agir également sur la transcription 

depuis ces régions régulatrices (Giaimo et al., 2018; Verzi et al., 2010a). 

 

b) H2A.Z1 et paysage chromatinien dans le contrôle de l’homéostasie 

Durant la différenciation des cellules ES, la dynamique chromatinienne au niveau des 

promoteurs des gènes bivalents permet l’expression rapide des gènes inhibés auparavant 

(Bernstein et al., 2006). Cependant, une telle régulation reste encore à prouver au sein de 

l’épithélium intestinal. Le variant d’histone H2A.Z (détecté avec un anticorps reconnaissant 

les 2 isoformes) est présent au niveau des promoteurs des gènes « signatures » des 

entérocytes en association, en grande partie, avec les marques activatrices H3K4me3 et/ou 

H3K27ac dans les ISC (Kazakevych et al., 2017). Le rôle et la dynamique de ces 3 marques 

chromatiniennes laissent présager un rôle de bivalence de ces dernières, de la même façon 

que pour les gènes développementaux (Bernstein et al., 2006). En effet, la présence d’une 

marque inhibitrice (H2A.Z1), en plus des marques activatrices (H3K4me3 et H3K27ac), 

permettrait de réprimer l’expression des gènes de différenciation dans les ISC. Le retrait de 



Différenciation

Ou

Complexe 
répresseur Complexe 

activateur
Complexe 
activateur

Acétylation

Ubiquitination

Différenciation

CDX2 CDX2

Figure 47 : Hypothèse de la bivalence des promoteurs des gènes de différenciation
A : La présence de la marque répressive (H2A.Z1) en plus des 2 activatrices (H3K4me3 et H3K27ac) inhiberait
l’expression des gènes de différenciation. La perte de H2A.Z1 au cours de la différenciation permettrait la
rapide expression de ces gènes grâce aux recrutement de CDX2 par les marques activatrices. B :
L’ubiquitination de H2A.Z1 pourrait permettre le recrutement de complexe répresseur de la transcription dans
les cellules non différenciées. Au cours de la différenciation, la perte de cette ubiquitination permettrait à
l’acétylation de H2A.Z de recruter des complexes activateurs de la transcription.
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H2A.Z1 au cours de la différenciation permettrait une rapide expression de ces gènes grâce à 

la présence des 2 marques activatrices (Figure 47A). Pour valider cette hypothèse, l’analyse 

du rôle des 2 marques activatrices sur l’expression des cibles de H2A.Z1 et la dynamique de 

CDX2 semble importante. Pour cela, le ciblage (KO) des enzymes qui déposent ces marques, 

en addition du KO de H2afz, pourrait confirmer ce rôle en induisant une réversion du 

phénotype (i.e. perte du recrutement de CDX2 et de l’augmentation de l’expression des gènes 

de différenciation). 

Un rôle bivalent pourrait être aussi joué par H2A.Z1 lui-même, qui pourrait être modifié post-

traductionnellement afin d’induire des effets différents sur la transcription, comme cela a été 

démontré dans les cellules ES (Surface et al., 2016). En effet, l’acétylation de H2A.Z est 

fortement corrélée à l’activation de la transcription (Dalvai et al., 2013; Valdés-Mora et al., 

2012), alors que son ubiquitination est plutôt associée à la répression de la transcription 

(Draker et al., 2011). H2A.Z1 pourrait donc porter les 2 marques activatrices et inhibitrices au 

niveau des promoteurs des gènes de différenciation dans les ISC. Ce double marquage, et 

notamment l’ubiquitination, pourrait permettre de recruter des cofacteurs répresseur de la 

transcription qu’ils soient directement chromatinien (comme PRC2 et H3K27me3, Surface et 

al., 2016) ou non. Au cours de la différenciation, l’ubiquitination serait alors retirée et H2A.Z1 

acétylé pourrait permettre le recrutement de coactivateurs transcriptionnels (comme Brd2 

(Draker et al., 2012; Surface et al., 2016). Ce recrutement permettrait l’ouverture locale de la 

chromatine et donc la fixation de facteurs de transcription spécifiques (comme CDX2) et 

l’expression des gènes (Figure 47B). La présence de H2A.Z1 acétylé pourrait également 

déstabiliser le nucléosome (comme déjà démontré in vitro, Ishibashi et al., 2009), ce qui 

conduirait directement à l’éviction des nucléosomes contenant H2A.Z (en accord avec 

l’éviction d’H3 observée in cellulo) et permettrait ainsi l’ouverture locale de la chromatine et 

la fixation des facteurs de transcription spécifiques. Enfin, d’autres modifications post-

traductionnelles de H2A.Z méconnues (méthylation… Sevilla and Binda, 2014) pourraient aussi 

être impliquées dans cette régulation. Pour étudier ces hypothèses, l’analyse de la dynamique 

des modifications post-traductionnelles de H2A.Z1 au cours de la différenciation semble 

fondamentale. Pour cela, des ChIP-seq de ces modifications dans des cellules différenciées ou 

non peuvent être réalisées dans différents modèles : soit in vivo avec une dissociation et 

séparation des cellules de la crypte et de la villosité, soit in cellulo avec des modèles de cellules 

prolifératives ou différenciées (HIEC, Caco-2/15, …). 



Figure 48 : La perte des 2 isoformes de H2A.Z entraine une perte du poids des souris
Poids des souris sauvages (rose), KO pour H2afv (orange), H2afz (vert) ou les 2 (bleu) le jour de la naissance
(P0), ainsi que 5 (P5) et 9 jours (P9) après la naissance. D’après Zhao et al., 2019.
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Enfin, il a été montré que le complexe répresseur PRC2 est impliqué in cellulo dans l’inhibition 

de l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire (SI, LPH…) (Benoit et al., 2012; 

Koppens et al., 2016). Cependant d’autres études n’ont pas observé cet effet répresseur in 

vivo (Chiacchiera et al., 2016; Koppens et al., 2016). En plus des causes possibles évoquées en 

introduction, cette différence pourrait être également expliquée par une compensation in vivo 

de H2A.Z1. En effet, in vivo l’épithélium intestinal, lors de la perte de PRC2, met peut-être en 

place un mécanisme de sauvetage qui aboutit à la surexpression de H2afz pour quand même 

inhiber l’expression des gènes de différenciation et ainsi maintenir le plus possible l’équilibre 

homéostatique. Dans la même idée, les gènes codant pour les sous-unités du complexe PRC2 

pourraient aussi être surexprimés dans l’épithélium des souris KO pour H2afz pour limiter les 

effets de cette perte. Pour confirmer ces hypothèses, nous pourrions analyser l’expression et 

la dynamique de H2A.Z1 au sein de l’épithélium intestinal des souris KO pour PRC2 (mais aussi 

l’inverse) ou bien analyser la différenciation entérocytaire dans les souris KO pour les gènes 

codant pour H2A.Z1 et PRC2. Si cela se confirme, H2A.Z1 et PRC2 pourraient être impliqués 

dans la robustesse de l’inhibition de la différenciation entérocytaire pour permettre le 

maintien de l’identité des cellules prolifératives de la crypte, ce qui est essentiel au 

renouvellement de l’épithélium et donc à la vie de l’organisme. 

 

II- Rôles redondants ou spécifiques des 2 isoformes de H2A.Z 

1) Rôles redondants 

a) Les isoformes de H2A.Z assurent la robustesse du renouvellement de l’épithélium 

intestinal 

Il existe 2 isoformes du variant d’histone H2A.Z qui sont codées par 2 gènes différents (Eirín-

López et al., 2009). Nous avons montré que ces 2 isoformes semblent avoir un rôle essentiel 

et redondant dans le renouvellement de l’épithélium, car seul le double KO (H2afz et H2afv) 

affecte drastiquement la taille des villosités in vivo (Rispal et al., en préparation). Cette perte 

du renouvellement des cellules épithéliales semble être à l’origine de la perte de poids des 

souris double KO décrite dans l’étude de Zhao et ses collaborateurs (Zhao et al., 2019) (Figure 

48). Zhao et ses collaborateurs ont montré que ce phénotype semblait être dû à la perte des 

capacités souches des ISC. En effet, les auteurs ont montré l’impossibilité de former des 

organoïdes à partir de cryptes issues des souris doubles KO (Zhao et al., 2019). Ce résultat est 

cohérent avec la diminution du marquage OLFM4 que nous observons dans les souris double 
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KO, ainsi qu’avec la diminution de l’expression des marqueurs des ISC (Lgr5 et Olfm4) dans les 

organoïdes après l’induction du double KO (Rispal et al., en préparation). Cette perte du 

renouvellement peut aussi être due à un défaut de prolifération des cellules de la crypte 

comme nous avons pu l’observer in vivo et dans les organoïdes double KO (Rispal et al., en 

préparation).  

 

b) Lien étroit entre H2A.Z et MATH1 dans le contrôle de l’identité des cellules 

progénitrices 

Les 2 isoformes semblent également avoir un rôle redondant dans l’inhibition de la 

différenciation du lignage sécrétoire, comme en témoigne la plus forte augmentation du 

nombre de cellules à mucus et de cellules de Paneth dans le double KO que dans le KO de 

H2afz seul. Cette inhibition par les 2 isoformes de H2A.Z semble être médiée par la répression 

de l’expression du facteur de transcription essentiel à la différenciation du lignage sécrétoire : 

MATH1 (Rispal et al., en préparation). Si cette hypothèse se vérifie, la déplétion de Math1 

dans les organoïdes double KO (H2afz et H2afv) devrait inhiber l’augmentation de l’expression 

des marqueurs du lignage sécrétoire observée dans ce double KO.  

Là encore, la dynamique chromatinienne pourrait être impliquée dans la robustesse du choix 

du lignage de différenciation. En effet, le complexe répresseur PRC2 et la marque qu’il dépose 

H3K27me3 sont également impliqués dans l’inhibition de la différenciation du lignage 

sécrétoire en inhibant, notamment, l’expression des facteurs de transcription Math1 et Gfi1 

(Chiacchiera et al., 2016; Koppens et al., 2016). Ces résultats suggèrent que PRC2/H3K27me3 

et H2A.Z sont impliqués dans la robustesse à la fois du maintien de l’identité des progéniteurs 

mais également du destin absorbant de ces progéniteurs, ce déséquilibre étant essentiel à la 

physiologie digestive de l’épithélium intestinal. Ces résultats suggèrent également une 

nouvelle fois le possible lien entre PRC2/H3K27me3 et H2A.Z comme déjà montré dans les 

cellules ES (Ku et al., 2012; Surface et al., 2016) et suggéré dans l’inhibition du lignage 

entérocytaire. Si ce lien se vérifie, il renforcerait l’hypothèse de l’ubiquitination de H2A.Z dans 

les cellules non différenciées, comme déjà montré dans les cellules ES où l’ubiquitination de 

H2A.Z permet le recrutement de PRC2 pour inhiber les gènes de différenciation (Surface et al., 

2016). Là aussi, l’analyse de la dynamique de PRC2/H3K27me3 dans l’épithélium intestinal des 

souris KO pour H2afz et H2afv, et notamment au niveau des régions régulatrices de Math1 et 
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Figure 49 : Hypothèse du rôle de H2A.Z dans le choix et l’engagement dans un lignage
Dans les progéniteurs entérocytaires (Ent-pro), H2A.Z, en plus de son rôle sur l’inhibition de l’expression de
Math1, pourrait être présent aux promoteurs des gènes cibles de MATH1, donc des gènes du lignage
sécrétoire, pour les inhiber. Dans les progéniteurs sécrétoires (Sec-pro), pour permettre l’expression de ces
gènes, H2A.Z ne devrait plus inhiber l’expression de Math1. De plus MATH1 devrait favoriser l’éviction de
H2A.Z au niveau de ses cibles.
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Gfi1, semble primordiale pour la meilleure compréhension du rôle de la dynamique 

chromatinienne dans ces processus. 

Les travaux du laboratoire de Ramesh Shivdasani ont montré une grande similarité 

d’accessibilité de la chromatine entre les progéniteurs sécrétoires (sec-pro) et les progéniteurs 

absorbants (ent-pro) (Kim et al., 2014). Cependant, il y a tout de même des régions avec une 

accessibilité de la chromatine différente entre ces 2 types cellulaires, qui ont pour 

particularités d’être négatives pour les 2 marques H3K4me2 et H3K27ac et d’être plus 

accessibles dans les sec-pro (Jadhav et al., 2017) (Figure 30B). MATH1, qui est suffisant pour 

induire une identité de sec-pro car il est suffisant pour induire la conversion des ent-pro en 

sec-pro (Kim et al., 2014), semble donc être impliqué, directement ou indirectement, dans ce 

changement chromatinien. La dynamique de H2A.Z, en plus de son rôle direct sur l’expression 

de Math1, pourrait également avoir un rôle dans ce changement (Figure 49). Il serait donc 

intéressant d’analyser la dynamique de H2A.Z au niveau de ces régions différentiellement 

accessibles durant la conversion des ent-pro en sec-pro. L’implication de H2A.Z dans ce 

processus suggèrerait une boucle de régulation entre H2A.Z et MATH1 (i.e. H2A.Z contrôle la 

transcription de Math1 qui contrôlerait ensuite la dynamique de H2A.Z), ce qui renforcerait le 

lien étroit entre les facteurs de transcription et les marques chromatiniennes dans la 

régulation de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. 

Les auteurs ont également montré que les ent-pro possèdent une accessibilité à la chromatine 

très similaire à celle des ISC, alors que les sec-pro possèdent des régions plus accessibles que 

les ISC (i.e. ces régions différentes sont les mêmes qu’avec les ent-pro) (Jadhav et al., 2017). 

Ces régions différentiellement accessibles dans les sec-pro nécessitent une modification lors 

de la dédifférenciation de ces cellules en ISC qui est observée suite à la perte des cellules Lgr5+ 

(Jadhav et al., 2017). La dynamique de H2A.Z pourrait, là aussi, être impliquée dans ce 

phénomène essentiel pour le maintien à long terme de l’intégrité du tissu, en amont ou en 

aval de MATH1. Enfin, il a également été montré le rôle indispensable de PRC2/H3K27me3 

dans le processus de dédifférenciation (Chiacchiera et al., 2016) et un rôle de H2A.Z dans ce 

phénomène renforcerait encore le lien entre ces 2 acteurs chromatiniens dans la physiologie 

intestinale. 

L’inhibition de la voie Notch, via le KO de Rbpj, entraine la forte augmentation du nombre de 

cellules à mucus, de Paneth et entéroendocrines au niveau du duodénum. Cependant, le 

nombre de cellules entéroendocrines augmente peu dans l’iléon de ces souris (Kim and 
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Figure 50 : Modèle du rôle spécifique des isoformes de H2A.Z dans le contrôle de l’expression des gènes de
différenciation entérocytaire
Dans les cellules non différenciées H2A.Z1 est présent aux promoteurs des gènes de différenciation
entérocytaire pour inhiber la fixation de CDX2 et donc l’expression de ces gènes. Durant la différenciation,
H2A.Z2 pourrait remplacer H2A.Z1 et favorisait la fixation de CDX2 et l’expression de ces gènes.
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Shivdasani, 2011). Les auteurs ont émis l’hypothèse que cette différence puisse être expliquée 

par la différence de proportion de chaque type cellulaire entre les parties proximales et 

distales de l’intestin. La faible différence du nombre de cellules entéroendocrines que nous 

observons dans le jéjunum des souris KO pour H2afz et H2afv, malgré la forte augmentation 

des cellules à mucus et de Paneth, pourrait donc être expliquée par ce phénomène (Rispal et 

al., en préparation). Une autre explication possible est que H2A.Z ait un rôle sur la dynamique 

des facteurs de transcription spécifiques de chaque type cellulaire, en aval de MATH1. Pour 

répondre à cette question l’analyse de l’expression et de la dynamique des facteurs de 

transcription NEUROG3, GFI1, SPDEF, SOX9 ou encore POU2F3 dans l’épithélium des souris 

KO pour H2afz et H2afv semble nécessaire.  

 

2) Rôles spécifiques 

Malgré des effets similaires sur le renouvellement de l’épithélium et l’inhibition de la 

différenciation du lignage sécrétoire, les 2 isoformes de H2A.Z semblent avoir des effets 

spécifiques sur la différenciation entérocytaire terminale. En effet, la déplétion de H2A.Z1 in 

cellulo et in vivo entraine l’augmentation de l’expression des marqueurs de différenciation 

entérocytaire (comme SI ou LPH), alors que la déplétion de H2A.Z2 en addition de celle de 

H2A.Z1 entraine la réversion, au moins en partie, de ce phénotype ((Rispal et al., 2019), Rispal 

et al., en préparation). Ces résultats suggèrent des rôles opposés de H2A.Z1 et H2A.Z2 sur 

l’expression des gènes de différenciation entérocytaire, même si l’analyse détaillée de l’effet 

du KO de H2A.Z2 sur l’expression de ces gènes reste à compléter. Si ce résultat se confirme, 

l’analyse de la liaison de CDX2 après la déplétion de H2A.Z2 semble essentielle pour savoir si 

l’effet différentiel se fait via un recrutement différentiel de CDX2 (Figure 50). 

 

a) Rôle spécifique dû aux modifications post-traductionnelles ? 

L’analyse des différences fonctionnelles entre les 2 isoformes de H2A.Z fait, en ce moment, 

l’objet d’intenses investigations. Malgré, la faible différence de séquence protéique entre les 

2 isoformes, il a été montré que chacune d’entre elles pouvait avoir un rôle spécifique (Dunn 

et al., 2017; Greenberg et al., 2019; Vardabasso et al., 2015). Tout d’abord, la substitution de 

la T14 de H2A.Z1 remplacée par A14 chez H2A.Z2 pourrait engendrer des changements dans 

les modifications post-traductionnelles du variant d’histone puisque le résidu est non 

phosphorylable sur H2A.Z2, et situé aux alentours d’une zone contenant les lysines acétylables 
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Figure 51 : Hypothèse du mécanisme du rôle spécifique des isoformes de H2A.Z dans le contrôle de
l’expression des gènes de différenciation entérocytaire
A : Dans les cellules non différenciées, H2A.Z1 pourrait être préférentiellement ubiquitiné ce qui inhiberait
l’expression des gènes de différenciation entérocytaire via la répression de la fixation de CDX2. Au cours de la
différenciation, H2A.Z2 ou H2A.Z2.2 acétylés pourraient remplacés H2A.Z1 et favorisait le recrutement de
CDX2 et donc l’expression des gènes. B : Une deuxième hypothèse pourrait être que le remplacement de
H2A.Z1 par H2A.Z2 ou H2A.Z2.2 entrainerait l’instabilité du nucléosome, qui serait alors plus facilement enlevé
de la chromatine. Cette ouverture locale de la chromatine permettrait alors le recrutement de CDX2 et
l’expression des gènes.
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(K4, K7, K11, K13, K15) (Eirín-López et al., 2009). Cette différence pourrait donc affecter le 

niveau d’acétylation de l’isoforme, ce qui pourrait expliquer des rôles divergents sur 

l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire. La substitution V127A pourrait 

également avoir un rôle similaire en influant sur l’ubiquitination des résidus des lysines 

proches. Etant donné le rôle prépondérant de ces 2 modifications sur l’effet de H2A.Z sur la 

transcription, l’analyse de l’acétylation et de l’ubiquitination spécifiques de H2A.Z1 ou de 

H2A.Z2 semble primordiale pour la compréhension des rôles spécifiques des 2 isoformes de 

H2A.Z dans le contrôle de la différenciation entérocytaire (Figure 51A).  

 

b) Rôle spécifique dû à la dynamique du nucléosome ? 

La substitution T38S en modifiant structuralement la boucle L1 (Horikoshi et al., 2013), qui est 

importante pour l’interaction des histones au sein du nucléosome, ainsi que la substitution 

V127A dans une zone essentielle pour le maintien de H2A.Z dans la chromatine (Wratting et 

al., 2012), pourraient entrainer une stabilité du nucléosome différente selon l’isoforme. Cette 

stabilité du nucléosome pourrait être diminuée par l’incorporation de H2A.Z2 ce qui 

expliquerait les rôles différents des deux isoformes (Figure 51B). Enfin, les techniques utilisées 

pour dépléter (siARN, KO) ou pour quantifier (amorces RT-qPCR ou anticorps) ne permettent 

pas de différencier les 2 variants d’épissage de H2A.Z2 (H2A.Z2 et H2A.Z2.2). Il serait donc 

intéressant d’analyser spécifiquement le rôle de H2A.Z2.2, qui de par sa séquence tronquée 

en C-ter, déstabilise fortement le nucléosome dans lequel il est incorporé (Bönisch et al., 

2012). On peut donc émettre l’hypothèse qu’une incorporation spécifique de H2A.Z2.2 aux 

promoteurs des gènes de différenciation entérocytaire pourrait favoriser leur expression 

(Figure 51B). 

 

c) Rôle spécifique dû à l’interactome ? 

Notre équipe a analysé les interactomes spécifiques de H2A.Z1 et H2A.Z2 dans le modèle 

cellulaire K-562. Malgré la forte similarité d’interactome entre les 2 isoformes, certaines 

protéines interagissent spécifiquement avec H2A.Z1 ou H2A.Z2 (communication personnelle). 

Il serait donc très intéressant d’analyser les interactomes de H2A.Z1 et H2A.Z2 dans le modèle 

de différenciation entérocytaire Caco-2/15. L’interaction avec des facteurs ou cofacteurs de 

transcription, ou avec des modificateurs de la chromatine, différents entre les 2 isoformes, 

pourrait expliquer également la différence d’effet sur la transcription des gènes de 
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Figure 52 : Modèle de la régulation de la dynamique de H2A.Z par la voie Wnt
Dans les cryptes, la forte activation de la voie Wnt favorise l’expression des gènes codant pour les isoformes de
H2A.Z grâce à l’action directe du facteur de transcription TCF4 en association avec la β-CATENINE. Lors de la
migration des cellules vers le haut des villosités, la diminution de l’activité de Wnt entraine la diminution de
l’expression des gènes codant pour les isoformes de H2A.Z.
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différenciation entérocytaire. Enfin, Dunn et ses collaborateurs ont montré que H2A.Z1 et 

H2A.Z2 interagissent avec une forme potentiellement différente de H2B dans les neurones 

(Dunn et al., 2017). Là aussi, cette interaction de H2A.Z2 avec une forme spécifique de H2B 

(modification post-traductionnelle spécifique) pourrait avoir un effet spécifique sur la stabilité 

du nucléosome et donc, comme énoncé plus haut, expliquer les rôles différents des 2 

isoformes.  

 

III- Régulation de la dynamique de H2A.Z et de ses isoformes au sein de 

l’épithélium intestinal 

1) Dynamique de H2A.Z total 

Compte tenu des rôles essentiels de H2A.Z et de ses isoformes dans le maintien de 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal, l’étude de leur dynamique et de leur régulation 

semble indispensable à la meilleure compréhension du rôle de la chromatine dans ce 

processus. Kazakevych et ses collaborateurs ont montré que la quantité globale de H2A.Z 

diminue au cours de la différenciation des ISC en entérocytes et, plus précisément, au niveau 

des promoteurs d’un grand nombre de gènes de différenciation (Kazakevych et al., 2017). 

Cette dynamique est compatible avec le rôle de H2A.Z dans le maintien de l’identité non 

différenciée des cellules intestinales.  

 

a) Rôle des voies de signalisation  

Nous avons montré que la voie de signalisation Wnt, qui a un patron d’activation très similaire 

au patron d’expression des gènes codant pour les 2 isoformes de H2A.Z et qui est aussi 

essentielle au maintien de l’identité non différenciée, régule, au moins en partie, la dynamique 

de H2A.Z dans les cellules épithéliales intestinales (Rispal et al., 2019). Pour cela, la voie Wnt 

favorise directement l’expression des gènes codant pour H2A.Z1 (Rispal et al., 2019) et H2A.Z2 

(données non publiées) via l’action du facteur de transcription de la voie TCF4 (TCF7L2) en 

association avec la β-CATENINE (Figure 52). Ces résultats mettent en lumière un lien indirect 

entre l’activité de la voie Wnt et la dynamique du facteur de transcription CDX2 dans le 

contrôle de l’équilibre entre prolifération et différenciation, ce qui renforce le lien direct déjà 

démontré (Blache et al., 2004). Ceci laisse également présager d’un lien entre la voie Wnt et 

le facteur de transcription dépendant de la voie Notch : MATH1. La dynamique du variant 
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Figure 53 : Hypothèse de la régulation de la dynamique de H2A.Z par la voie Notch
La voie Notch pourrait réguler la dynamique de H2A.Z de 2 manières, soit en favorisant son incorporation au
promoteur de Math1, soit en favorisant son expression et donc son incorporation, dans le but d’inhiber
l’expression de Math1.

Figure 54 : Hypothèse de la régulation de la dynamique de H2A.Z par ses incorporateurs
A : La dynamique de diminution de la présence de H2A.Z au cours de la différenciation pourrait être due à la
diminution de son incorporation par SRCAP ou p400 ou à l’augmentation de son éviction par Anp32e. Le
ciblage de l’incorporation de H2A.Z par SRCAP ou p400 au niveau des promoteurs des gènes de différenciation
dans les cellules de la crypte pourrait être dû au recrutement par un facteur de transcription (B, comme TCF4)
ou par la chromatine pré-existente (C, comme H3K4me3 ou H3K27ac).
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d’histone H2A.Z pourrait donc être essentielle pour faire le lien entre l’activation des voies de 

signalisation par des signaux extérieurs et la transcription au sein des cellules, via les facteurs 

de transcription. Cette dynamique serait donc importante pour le contrôle de l’identité des 

cellules selon leur position dans l’axe crypte-villosité, ce qui pourrait être une caractéristique 

commune des modifications chromatiniennes au sein de l’épithélium intestinal. L’analyse de 

la dynamique, ainsi que sa régulation, d’autres marques chromatiniennes dans l’épithélium 

intestinal semble donc très intéressante. 

La dynamique de H2A.Z pourrait également être régulée par d’autres voies de signalisation. 

Par exemple, la voie Notch pourrait contrôler l’expression globale de H2A.Z (H2afz et H2afv) 

dans le but de réprimer l’expression de Math1. La voie Notch pourrait également contrôler 

plus finement la dynamique de H2A.Z en favorisant son incorporation au niveau des régions 

régulatrices de l’expression de Math1 (Figure 53). Pour étudier cette hypothèse, l’expression 

et la dynamique de H2A.Z après inhibition de la voie Notch pourraient être analysées.  

 

b) Rôle des complexes responsables de son incorporation et/ou éviction 

La dynamique de H2A.Z, en plus du contrôle de son expression, peut être aussi régulée par le 

contrôle de son incorporation et de son éviction au sein de la chromatine, ces processus étant 

eux-mêmes possiblement régulés par les voies de signalisation. Par exemple, l’incorporation 

par les complexes p400 ou SRCAP pourrait diminuer au cours de la différenciation et/ou 

l’éviction par ANP32e pourrait augmenter (Figure 54A). Il serait donc intéressant d’analyser la 

dynamique globale de ces complexes au niveau des promoteurs des gènes de différenciation 

pour mieux comprendre la régulation de la dynamique de H2A.Z.  

Cette incorporation spécifique dans les ISC pourrait être ciblée par des facteurs de 

transcription impliqués dans le maintien du statut non différencié des cellules de la crypte. Les 

facteurs de transcription possiblement impliqués pourraient être retrouvés dans l’analyse de 

l’interactome de H2A.Z. L’analyse de facteurs de transcription candidats pourrait également 

être faite. Par exemple, il a été montré que le facteur de transcription TCF4 est capable de se 

fixer sur des régions régulatrices de la transcription identiques à celles liées par CDX2 (Verzi 

et al., 2010b). TCF4 pourrait donc permettre l’incorporation de H2A.Z au niveau des 

promoteurs des gènes de différenciation pour inhiber la fixation de CDX2 dans les ISC, en 

recrutant un des complexes d’incorporation, ce qui démontrerait un nouveau lien entre la voie 

Wnt et la dynamique de H2A.Z (Figure 54B).  
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Figure 55 : Hypothèse du rôle des modifications post-traductionnelles dans la dynamique de H2A.Z
Au cours de la différenciation, H2A.Z pourrait être acétylé au niveau des promoteurs des gènes de
différenciation pour favoriser l’instabilité du nucléosome. Ce nucléosome serait donc plus facilement enlever
de la chromatine, ce qui permettrait l’expression de ces gènes.
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Cette incorporation pourrait être aussi due à la chromatine préexistante. Par exemple, les 

marques H3K27ac et H3K4me3 pourraient permettre l’incorporation de H2A.Z (Figure 54C), 

puisque, comme déjà démontré, l’acétylation de la chromatine est capable de recruter les 

complexes p400 et SRCAP pour incorporer H2A.Z (Altaf et al., 2010; Hsu et al., 2018; Klein et 

al., 2018). Ce scénario est possible seulement si un autre mécanisme entraine l’éviction active 

de H2A.Z (via ANP32e) au cours de la différenciation, puisque ces 2 marques chromatiniennes 

restent à la chromatine au cours de la différenciation, alors que H2A.Z est enlevé (Kazakevych 

et al., 2017). Il est donc nécessaire d’analyser plus finement la dynamique de H3K27ac, 

H3K4me3 et H2A.Z au cours de la spécification des ISC pour savoir laquelle est déposée en 

premier au niveau des promoteurs des gènes de différenciation, et donc savoir laquelle 

pourrait faciliter l’enrichissement des autres. Il serait également intéressant d’analyser la 

dynamique des complexes p400 et SRCAP après déplétion de H3K27ac et H3K4me3 via la perte 

de fonction des enzymes qui les déposent.  

 

c) Rôle des modifications post-traductionnelles 

Enfin, les modifications post-traductionnelles de H2A.Z pourraient être un autre moyen de 

contrôler la dynamique de ce variant d’histone. En effet, un changement de modifications 

post-traductionnelles de H2A.Z au cours de la différenciation pourrait entrainer son éviction 

ou également engendrer la déstabilisation du nucléosome entier et donc, par conséquence, 

l’éviction de H2A.Z (Figure 55). Là encore, il serait intéressant d’analyser la dynamique des 

modifications post-traductionnelles de H2A.Z au cours de la différenciation ainsi que le rôle 

des enzymes qui déposent ces marques. 

 

2) Dynamique spécifique de H2A.Z1 et H2A.Z2 

Le manque d’anticorps capable de distinguer les 2 isoformes de H2A.Z complique 

énormément l’analyse de la dynamique spécifique à chacune d’elles. Nous avons montré, au 

niveau de l’ARN, que même si l’expression des gènes codant pour les 2 isoformes diminue, le 

ratio d’expression H2afv/H2afz (H2A.Z2/H2A.Z1) augmente au cours de la différenciation in 

vivo, dans l’épithélium des villosités vs celui des cryptes, et in cellulo, dans une cinétique de 

différenciation des Caco-2/15 (Rispal et al., en préparation). Cette augmentation du ratio, si 

elle se confirme au niveau protéique, serait cohérente avec un rôle activateur de H2A.Z2 et 

répresseur de H2A.Z1 sur l’expression de certains gènes de différenciation entérocytaire  



Villosité

Crypte

H2A.Z H2A.Z2
H2A.Z1

Différenciation 

Prolifération et maintien des cellules 
souches

Différenciation absorbante

Prolifération

Figure 57 : Modèle du rôle de la dynamique des isoformes de H2A.Z dans le contrôle de l’homéostasie de
l’épithélium intestinal
Dans la crypte, la forte quantité totale du variant d’histone H2A.Z permet le maintien de l’identité non
différenciée des cellules en promouvant la prolifération et en inhibant la différenciation. Durant la migration
des cellules dans la villosité, la diminution de H2A.Z couplée à l’augmentation du ratio H2A.Z2/H2A.Z1 permet
la différenciation notamment en cellules du lignage absorbant.

Villosité

Crypte

H2A.Z

Gènes de différenciation entérocytaire

H2A.Z2
H2A.Z1

++ Gènes de différenciation entérocytaire

SRCAP

p400

Figure 56 : Hypothèse de la régulation de la dynamique des isoformes de H2A.Z
Dans cette hypothèse, le complexe SRCAP incorporerait H2A.Z1 aux promoteurs des gènes de différenciation
entérocytaire dans la crypte pour inhiber leur expression. Puis au cours de la différenciation, l’augmentation
du ratio H2A.Z2/H2A.Z1 ou l’incorporation spécifique de H2A.Z2 par le complexe p400 entrainerait
l’incorporation spécifique de H2A.Z2 aux niveaux de ces promoteurs pour permettre l’expression de ces gènes.

H2A.Z1

H2A.Z2
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(Figure 56). Pour confirmer cette hypothèse, nous réaliserons l’analyse de la dynamique 

globale (à l’échelle du génome) et spécifique (au niveau des régions régulatrices des gènes de 

différenciation entérocytaire) de H2A.Z1 et H2A.Z2, au cours de la différenciation de cellules 

Caco-2/15 étiquetées pour l’une ou l’autre des isoformes (que nous venons d’obtenir au 

laboratoire).  

Cette dynamique différente selon l’isoforme, si elle se confirme, pourrait être expliquée par 

une incorporation différente par des acteurs différents. En effet, les déplétions de SRCAP et 

de p400 dans les cellules Caco-2/15 phénocopient, respectivement, les déplétions de H2A.Z1 

et H2A.Z2 sur l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire. De plus, nous 

avons également montré que p400 semble interagir plus fortement avec H2A.Z2 qu’avec 

H2A.Z1 (Rispal et al., en préparation). Donc nous pouvons émettre l’hypothèse que SRCAP 

incorpore H2A.Z1 pour inhiber la différenciation entérocytaire alors que p400 incorpore 

H2A.Z2 pour la favoriser (Figure 56). Il apparait donc essentiel d’analyser, dans les cellules 

Caco-2/15 étiquetées pour chaque isoforme, l’incorporation au niveau des régions 

régulatrices des gènes de différenciation, de H2A.Z1 et de H2A.Z2 après déplétion de SRCAP 

ou p400. Cette hypothèse nécessite également une dynamique de SRCAP et/ou p400 ou de 

leurs partenaires au sein des complexes multiprotéiques auxquels ils appartiennent, qui serait 

différente au cours de la différenciation et qu’il serait aussi intéressant d’analyser. 

Pour conclure, le variant d’histone H2A.Z et ses isoformes contrôlent, via leur dynamique, 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal. Pour cela, la diminution globale de H2A.Z permet 

la différenciation alors que la modification du ratio H2A.Z2/H2A.Z1 semble favoriser la 

différenciation du lignage entérocytaire. Cette dynamique particulière permet donc le 

maintien de 2 aspects fondamentaux de l’homéostasie de l’épithélium intestinal : l’équilibre 

entre prolifération et différenciation et le déséquilibre de la différenciation en faveur du 

lignage entérocytaire (Figure 57).  

 

IV- H2A.Z contrôle l’identité intestinale au cours du développement ? 

Nous avons montré que le variant d’histone H2A.Z contrôle la dynamique de CDX2 au cours 

de la différenciation des ISC ; or la dynamique de ce facteur de transcription est également 

essentielle au développement intestinal. CDX2 est notamment primordial pour l’acquisition 

de l’identité postérieure au cours du développement du tube digestif primitif (Gao et al., 

2009). Ce rôle est permis, au moins en partie, par le gradient d’expression de Cdx2, qui est 



H2A.Z

CDX2 CDX2

SOX2

Figure 58 : Hypothèse du rôle de H2A.Z dans le contrôle du développement du tube digestif primitif
La dynamique de H2A.Z pourrait réguler la régionalisation antéropostérieure du tube digestif primitif. Pour
cela, la présence de H2A.Z dans la partie antérieure pourrait inhiber l’action de CDX2, et la diminution de
H2A.Z le long du tube permettrait l’action de CDX2 et donc l’acquisition de l’identité postérieure. Enfin, cette
dynamique de H2A.Z pourrait être contrôlée par le facteur de transcription SOX2.

Figure 59 : Dynamique de CDX2 au cours du développement de
l’épithélium intestinal
Signaux de ChIP-seq de CDX2 dans des cellules de l’intestin primitif
humain (Midgut) obtenues in vitro à partir de cellules ES, et dans des
cellules de l’épithélium duodénal adulte humain collectées sur des
patients lors d’une opération de Whipple. A noter la grande différence
de patron de liaison de CDX2 entre l’épithélium intestinal embryonnaire
et adulte. D’après Kumar et al., 2019.
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plus exprimé dans la partie postérieure du tube digestif (Beck et al., 1995; Gao et al., 2009). 

Cependant, l’expression, même plus faible, de Cdx2 dans la partie antérieure du tube laisse 

entrevoir la possibilité qu’un autre mécanisme l’empêche de jouer le même rôle dans cette 

partie. L’inhibition de l’action de CDX2 est essentielle puisque la surexpression ectopique de 

Cdx2 dans les cellules antérieures (estomac) induit un phénotype postérieur (de type 

intestinal) (Mutoh et al., 2002, 2005). On peut donc faire l’hypothèse que H2A.Z pourrait jouer 

un rôle via l’inhibition de la fixation de CDX2 à ses cibles dans la partie antérieure du tube 

digestif primitif, de la même manière qu’au cours de la différenciation des ISC (Figure 58).  

De plus, la surexpression du facteur de transcription Sox2 dans la totalité du tube digestif 

primitif à E8.5, entraine l’antériorisation de la partie postérieure du tube digestif. Lorsque ces 

souris sont adultes, les auteurs ont observé une diminution de l’expression des marqueurs des 

cellules épithéliales intestinales (Muc2, Lct…), qui sont également des cibles connues de CDX2. 

Les auteurs ont également montré que pour cela, SOX2 ne régule pas directement l’expression 

de Cdx2 mais plutôt sa liaison aux promoteurs de ses cibles (Raghoebir et al., 2012). On peut 

également émettre l’hypothèse que SOX2 inhibe la fixation de CDX2 par l’intermédiaire de 

H2A.Z (Figure 58).  

Enfin, Kumar et ses collaborateurs ont montré un grand changement de patron de liaison de 

CDX2 entre les cellules du tube digestif primitif et l’intestin adulte (Figure 59). Les auteurs ont 

également montré que ce changement est précédé temporellement par la modification de 

l’accessibilité de la chromatine (Kumar et al., 2019). On peut donc émettre l’hypothèse que, 

là aussi, H2A.Z pourrait être en partie responsable de la dynamique de CDX2, peut-être en 

coopérant avec d’autres marques chromatiniennes. Pour étudier tout cela, il serait intéressant 

d’analyser finement la dynamique de H2A.Z (et ses isoformes) au cours du développement, 

ainsi que d’induire le KO de chacune des isoformes de H2A.Z à différents temps au cours du 

développement. L’étude de l’expression, de l’incorporation ou encore des modifications post-

traductionnelles de H2A.Z dans les souris KO pour Sox2 serait également très intéressante 

pour analyser en détail les mécanismes de régulation entre SOX2 et CDX2 dans la 

régionalisation et le choix de l’identité cellulaire le long du tube digestif. 
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V- H2A.Z et pathologies intestinales 

1) H2A.Z et cancers 

Le rôle anti-différenciation et pro-prolifération, notamment sur les cellules de cancer 

colorectal Caco-2/15, du variant d’histone H2A.Z laisse penser qu’il pourrait être impliqué 

dans la tumorigénèse intestinale. De plus, il a été montré dans plusieurs organes que H2A.Z et 

ses isoformes favorisent la croissance tumorale, et plus particulièrement la transition 

épithélio-mésenchymateuse et l’apparition de métastases dans le cancer du foie (Vardabasso 

et al., 2015; Yang et al., 2016). Notre équipe a également démontré le rôle pro-oncogénique 

de p400 dans la progression tumorale colorectale, via la régulation de l’expression des cibles 

de la voie Wnt (Chevillard-Briet et al., 2014). Le rôle de H2A.Z dans ces mécanismes reste tout 

de même à démontrer. Nous avons également montré que H2A.Z contrôle l’identité des 

cellules intestinales en inhibant l’action du facteur de transcription CDX2 (Rispal et al., 2019). 

Or ce facteur de transcription est connu pour être un suppresseur de tumeur dans les cancers 

colorectaux (Bonhomme et al., 2003), ce qui renforce encore l’hypothèse d’un rôle 

oncogénique de H2A.Z dans les cancers gastro-intestinaux. Enfin, il a été montré que H2A.Z 

est surexprimé dans les cellules (LS174T, SW48, HCT116) issues de cancers colorectaux 

sporadiques (Dunican et al., 2002). Le variant d’histone H2A.Z est également fortement 

exprimé dans les tissus de patients atteints de cancers colorectaux (Human protein Atlas, 

référence supplémentaire C). Il semble donc très intéressant d’analyser l’effet du KO de H2A.Z 

sur la progression tumorale dans un modèle murin (Apc min/+ par exemple), ce qui permettrait 

de savoir si H2A.Z est également un effecteur de la voie Wnt dans la tumorigénèse.  

Le rôle de H2A.Z dans la tumorigénèse peut également être dû à une mutation de sa séquence. 

Ainsi, il existe des mutations, chez certains patients atteints de cancers, qui affectent des 

résidus de H2A.Z modifiables post-traductionnellement ou des résidus qui ne sont présents 

que dans la séquence de l’une des isoformes (COSMIC, référence supplémentaire D). Etant 

donné les possibles effets différentiels de H2A.Z1 et H2A.Z2 sur l’action de CDX2 et la 

différenciation entérocytaire, mais aussi les possibles effets des modifications post-

traductionnelles sur le rôle de H2A.Z dans l’homéostasie intestinale, ces mutations pourraient 

être impliquées dans la progression tumorale. Si cela est démontré, le ciblage 

pharmacologique des incorporateurs de ce variant pourraient être utilisé comme stratégie 

thérapeutique. H2A.Z pourrait ainsi être impliqué dans la dédifférenciation en cellules de type 

souche (CSC, Cancer Stem Cells) et son ciblage pourrait éviter la reprise de la croissance 
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tumorale due à la dédifférenciation au sein de la tumeur (de Sousa e Melo et al., 2017). 

L’analyse des rôles exacts de chaque incorporateur dans la dynamique de H2A.Z1 et de H2A.Z2 

est donc essentielle à l’élaboration d’une stratégie thérapeutique efficace. 

 

2) H2A.Z et maladies inflammatoires de l’intestin 

Les maladies inflammatoires de l’intestin sont des pathologies où la forte inflammation de la 

muqueuse cause la destruction de la structure et de la fonction de l’organe. Il a été montré 

que la dysfonction de certaines cellules de l’épithélium intestinal joue un rôle prépondérant 

dans l’apparition de ces pathologies (revue Okamoto and Watanabe, 2016). La perte du rôle 

de barrière de l’épithélium intestinal, par exemple via la perte de fonctionnalité des jonctions 

serrées et adhérentes entre les cellules épithéliales, est associée à ces pathologies (Laukoetter 

et al., 2007). Les cellules à mucus jouent également un rôle puisque ces cellules sont perdues 

dans ce type de maladie et que le KO de Muc2 chez la souris entraine l’apparition de colites 

chroniques (Van der Sluis et al., 2006). Le facteur de transcription CDX2, de par son action sur 

l’identité des cellules épithéliales intestinales mais aussi de par sa régulation spécifique de 

certains gènes de susceptibilité aux maladies inflammatoires, est lui aussi impliqué dans la 

protection contre l’apparition de ces maladies. D’ailleurs, son expression est souvent 

diminuée dans ce type de pathologie (Coskun, 2014; Coskun et al., 2012). Tous ces résultats 

laissent penser que l’altération de l’expression ou de la dynamique de H2A.Z pourrait être un 

facteur prédisposant à l’apparition de maladies inflammatoires de l’intestin. 

Les maladies inflammatoires de l’intestin engendrent souvent l’apparition d’ulcères et il est 

donc essentiel, pour l’intégrité de l’organe, que le tissu « cicatrise ». D’ailleurs, la stratégie 

thérapeutique qui consiste à favoriser cette « cicatrisation » permet une meilleure rémission 

des patients atteints par ce type de maladie. Il a été notamment montré que cette 

« cicatrisation » nécessite une phase de prolifération intense qui implique les voies de 

signalisation qui contrôlent la prolifération dans l’épithélium sain (Okamoto and Watanabe, 

2016). On peut donc également émettre l’hypothèse que H2A.Z, via son rôle sur la 

prolifération, pourrait être important pour cette « cicatrisation ». L’analyse de l’expression et 

de la dynamique de H2A.Z dans des tissus issus de patients atteints de maladies 

inflammatoires, ainsi que l’étude du rôle de H2A.Z dans l’apparition de la maladie et la 

cicatrisation dans un organisme modèle, paraissent très intéressantes pour valider ou non 

cette hypothèse. 
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VI- H2A.Z dans la réponse à l’environnement extérieur  

En plus des voies de signalisation, d’autres facteurs environnementaux sont susceptibles de 

réguler la fonction des cellules de l’épithélium intestinal, comme par exemple l’alimentation. 

En effet, il a été montré, par de nombreuses études, qu’un régime riche en sucrose entraine 

l’augmentation de l’activité enzymatique de la sucrase, et que ceci est dû à une augmentation 

de la production de cette protéine (Cézard et al., 1983). Cette augmentation est retrouvée 

physiologiquement lors du sevrage chez les rongeurs, qui marque le passage de l’alimentation 

riche en lactose à une alimentation plus riche en sucrose (Alpers, 2003). Au contraire, le jeûne 

entraine une diminution de cette activité, mais il a été montré qu’un jeûne prolongé permet 

la réexpression à un niveau élevé du gène sucrase-isomaltase. Cette augmentation est une 

réponse de l’organisme à la carence en apport nutritionnel, dû au jeûne, pour probablement 

favoriser la digestion du moindre apport de nutriment. Ceci est médié, au moins en partie, 

lors du jeûne par la production, et donc par son augmentation dans la circulation sanguine, de 

l’inhibiteur endogène des HDAC : le βHB (Wang et al., 2017). On peut donc imaginer que 

l’alimentation régule de façon générale la fonction des cellules de l’épithélium intestinal, et 

notamment l’expression des enzymes digestives, via des modifications de la chromatine. Il 

serait donc intéressant d’analyser la dynamique et le rôle de marques chromatiniennes, 

comme H2A.Z, au sein de l’épithélium intestinal lors de jeûne ou de régimes riches en 

différents nutriments. 

Le microbiote intestinal régule également l’identité cellulaire de l’épithélium intestinal. Une 

étude a montré que l’accessibilité de la chromatine est très similaire entre épithélia en contact 

ou non avec le microbiote commensal. Les auteurs ont donc conclu que la chromatine de 

l’épithélium intestinal est permissive à l’action du microbiote sur le transcriptome épithélial 

(Camp et al., 2014). Cependant, une étude très récente a montré que le microbiote régule 

l’expression de certains gènes impliqués dans l’absorption des nutriments de manière 

dépendante du rythme circadien, via le contrôle de la dynamique de l’acétylation des histones 

grâce aux HDAC (Kuang et al., 2019). Il semble donc intéressant d’analyser la dynamique 

d’autres marques chromatiniennes connues pour leur rôle sur le contrôle de l’identité 

intestinale (comme H2A.Z) dans la réponse à la colonisation bactérienne. L’analyse de la 

dynamique de ces marques, en réponse à la colonisation par des bactéries pathogènes, 

pourrait notamment expliquer, au moins en partie, la réponse du tissu à l’infection.  



Facteurs ou stress 
environnementaux

Dynamique de la 
chromatine 

Réponse du tissu 
Modifie contrôle

Figure 60 : Hypothèse du rôle de la chromatine dans la réponse à l’environnement
La dynamique chromatinienne pourrait être un effecteur essentiel et général de la réponse du tissu aux facteurs
ou stress environnementaux. Comme par exemple ici la dynamique de l’acétylation des histones qui permet au
microbiote intestinal de contrôler la physiologie des cellules de l’épithélium intestinal. D’après Kuang et al., 2019.
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Enfin, au vu de l’impact de ces facteurs environnementaux (alimentation, microbiote) sur 

l’épithélium via la modification de la chromatine, mais aussi de l’impact de la chromatine 

sur la réponse de l’épithélium à différents stress (dédifférenciation après perte des ISC, 

cicatrisation après inflammation ?), on peut imaginer que la dynamique chromatinienne 

pourrait avoir un rôle général majeur dans la réponse adaptative de l’épithélium intestinal 

aux facteurs et aux stress environnementaux, en plus de son rôle dans l’homéostasie 

normale (Figure 60). 
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Méthodes supplémentaires 

 

Mise en culture des organoïdes et expérimentation :  

Après dissection des souris, des pièces de 2 mm d’intestin sont incubées dans 5mM 

d’EDTA/PBS pour dissocier les cryptes des villosités. Les cryptes sont ensuite mises en culture 

dans un dôme de matrice Matrigel (Corning, 50% Matrigel + 50% milieu). Les dômes sont 

ensuite recouverts de milieu Intesticult (Stemcell Technologies) qui contient tous les facteurs 

indispensables à la croissance des organoïdes. Le milieu est changé 2 fois par semaine, et les 

organoïdes sont passés toutes les semaines.  

Les organoïdes sont traités ou non à la Tat-CRE 3 jours après le passage pour induire la 

recombinaison. Six jours après ce traitement les organoïdes sont récupérés pour les analyser 

par RT-qPCR ou IF. 

 

Immunoprécipitation : 

Les cellules Caco-2/15, possédant les isoformes taggées de H2A.Z, sont lysées (tampon Triton 

1% ; SDS 2%). Ces extraits sont « pré-clearés » pour enlever les protéines se liant aux billes 

A/G de manière non spécifique, puis les échantillons sont incubés avec les anticorps anti-Flag 

(M2, Sigma Aldrich, F1804) et anti-p400 (Abcam, ab5201-100) pendant 4 heures à 4°C. Ensuite, 

ces extraits sont incubés avec les billes A/G pour récupérer l’immunoprécipitation des 

anticorps avec les protéines. Ces billes sont alors lavées plusieurs fois avant d’être utilisées en 

Western-Blot. 
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