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RESUME

Le genre Cryptosporidium (Alveolata: Apicomplexa) comprend des espéces qui
infectent le tractus gastro-intestinal ou respiratoire d’un grand nombre de vertébrés y
compris I'homme. Ces especes sont a l'origine d'une maladie opportuniste, la
cryptosporidiose, qui peut provoquer des diarrhées en général auto-résolutives chez les
patients immunocompétents pouvant devenir chroniques, voire |étales, chez les patients
immunodéficients, notamment sidéens. Dans le domaine vétérinaire, la cryptosporidiose est
une cause connue depuis longtemps d’entérite diarrhéique sévere chez les veaux nouveau-

s

nes.

Les oocystes contenant les sporozoites infectants sont éliminés avec les selles des
hotes infectés. Ils contaminent ainsi I'environnement ou ils gardent leur pouvoir infectieux
pendant longtemps puisqu’ils sont tres résistants aux traitements usuels de désinfection de

['environnement.

Au vu des travaux de Certad et de ses collaborateurs, nous savons que
Cryptosporidium parvum est également capable d’'induire des adénomes avec des néoplasies
digestives intraépithéliales de bas et de haut grade, ainsi que des adénocarcinomes invasifs,
chez des souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency), traitées ou pas par la
dexaméthasone (SCID-D ou SCID). De plus, nous savons que Cryptosporidium muris induit

une infection chronique apparemment non associée a des transformations néoplasiques.

C'est pour faire suite a ces observations que nous avons entrepris dans un premier
temps de déterminer la dose minimale de C. parvum (souche IOWA isolée chez I'animal et
entretenue in vivo chez des veaux) pouvant infecter ce modéle et induire des néoplasies
digestives. Nous avons montré qu’un inoculum tres faible (1 oocyste) est capable d’induire
non seulement une infection chronique chez les souris (SCID-D) mais également I'apparition
de Iésions néoplasiques aussi bien dans la région antropylorique de I’'estomac qu’au niveau

de la région iléo-caecale dés 45 jours post infection. Nous avons également suivi la
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progression de ces lésions en infectant des souris avec des inocula variables d’oocystes de la

souche IOWA de C. parvum (1,10, 100 et 10°).

Dans un deuxieme temps, nous avons abordé la question du potentiel
carcinogénétique d’une souche sauvage de C. parvum (l12A15G2R1) isolée chez un patient
immunodéprimé souffrant d’'une cryptosporidiose grave contractée au cours d’une noyade.
Pour cela, nous avons réalisé un examen prolongé d'animaux (au dela de 84 jours) infectés

par cette souche.

I a été observé quelle que que soit la souche, aussi bien dans la région
antropylorique qu’iléo-caecale des souris, la présence d’adénomes infectés par un grand
nombre de parasites. Nous avons noté, au niveau de ces lésions néoplasiques, la présence
de cellules tumorales glandulaires envahissant le chorion de la muqueuse, et aussi
d'adénocarcinomes envahissant la paroi digestive jusqu'a l'adventice dans le cas de la
souche 112A15G2R1. Les aspects histopathologiques invasifs ont été étayés par des
colorations histochimiques spéciales et des réactions immunohistochimiques. Des embolies

Vasculaires tumorales observées dans l'adventice. La progression de la Iésion est
fulgurante car apres seulement 60 jours d’infection, nous avons déja pu observer un
envahissement de la sous-muqueuse iléo-caecale. De plus, c'est au cours de cette expérience
gue nous avons observé le développement de cholangiocarcinomes associés a la présence

du parasite dans les canalicules biliaires.

Dans un troisieme temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de la
cancérogéneése induite par C. parvum (IOWA) au niveau de la région iléocacale Dans cette
perspective, nous avons choisi quatre marqueurs impliqués dans les principales voies de
signalisation cellulaires impliquées dans la survenue de cancers colorectaux: APC, Beta-
caténine, P53 et K-ras. Des études immunohistochimiques ont été réalisées et ont permis de
noter qu’il y avait une localisation cellulaire anormale aussi bien de I’APC, que de la Beta-
caténine et de la P53, la Beta-caténine et la P53 s’accumulant dans le cytoplasme alors que
le marquage par I'APC dans les cellules néoplasiques diminue, voire méme disparait. Le

marquage de K-ras, quant a lui, est toujours membranaire dans les cellules néoplasiques
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comme dans les cellules normales. Nous n’avons cependant, pas été en mesure de mettre
en évidence de mutations au niveau des loci choisis. De plus, des altérations ultra-
structurales ont été observées au niveau des jonctions intercellulaires des épithéliums
néoplasiques de la région iléo-caecale. Tout cela semble traduire I'implication des voies P53

et Wnt dans le phénomeéne de cancérogénése chez notre modele de souris (SCID-D).

Ainsi les données obtenues au cours de ce travail montrent que C. parvum induit des
adénocarcinomes digestifs invasifs quelle que soit la taille de I'inoculum administré aux
souris (SCID-D) y compris avec une souche isolée chez ’'homme. Ces observations confirment
la capacité de C. parvum d'induire des cancers dans les organes digestifs au moins chez les

souris hotes immunodéprimés.

De plus, la voie de signalisation des Wnt dont certains acteurs sont liés a la
polymérisation de I'actine et au réarrangement du cytosquelette, semble étre un événement
important lors de l'infection par Cryptosporidium et jouer un rdole dans le processus de

cancérogenese induite par le parasite.
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ABSTRACT

The genus Cryptosporidium (Alveolata: Apicomplexa) comprises species that infect
the gastrointestinal or respiratory tract of many vertebrates including humans. These species
are the cause of an opportunistic disease called cryptosporidiosis, which can cause a self-
limiting diarrhea in immunocompetent patients but can become chronic and even lethal in
immunocompromised persons, especially in AIDS patients. Cryptosporidiosis also represents

a significant health hazard for cattle.

The oocysts containing infective sporozoites are eliminated with the feces of infected
hosts. They contaminate the environment where they keep their infectivity for a long time

since they are strongly resistant to the most common disinfectants.

Certad and col. showed recently that Cryptosporidium parvum was also capable of
inducing the development of gastrointestinal adenomas with areas of intraepithelial
neoplasia of low and high grade, and adenocarcinomas in situ, in SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) mice treated or not with dexamethasone (SCID-D). In addition, they also
reported that Cryptosporidium muris induced chronic infection in this animal model but not

neoplastic lesions.

Therefore, we decided first to determine the minimum dose of C. parvum (IOWA
strain) capable to infect and cause digestive neoplasia in this model. This work allowed us to
conclude that one oocyst was able to induce chronic infection and the development of
neoplastic lesions in both the antropyloric and the ileo-caecal region of SCID-D mice at 45
days post- infection (P.l.). We also followed up the progression of these lesions after

inoculation with several doses of C. parvum IOWA strain: 1, 10, 100 and 10° oocysts.

Secondly, this work addressed the carcinogenetic potential of another strain of C.
parvum (lI2A15G2R1) isolated from an immunosupressed patient suffering from a severe
cryptosporidiosis acquired after near-drowning. To do so, we achieved an extended follow-

up of animals (over 84 days P.l.). It was thus observed, whatever the strain, and in both the
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antropyloric and ileo-caecal region of mice, the presence of adenomas containing a large
number of parasites. It was also noted in these adenomas, the presence of areas of
desmoplasia and buds of tumor cells invading the lamina propria. In addition to these
histological features advocating for an invasive adenocarcinoma, various staining and
labeling techniques confirmed the invasion: a discontinuous basement membrane, the
presence of epithelial cells in the stroma, an interruption of the muscularis mucosa and an
invasion of the muscularis. In the case of the strain I12A15G2R1, the adenocarcinoma also
invaded the serosa, and epithelial cells were observed inside blood vessels (vascular tumor
emboli). Progression of the lesions was so fulgurous, that after only 60 days P.l., the invasion
of the submucosa at ileo-caecal region was reported. Furthermore, during these
experiments, the development of chologiocarcinoma associated to the presence of parasite

in the biliary tree was observed.

Thirdly, metabolic pathways involved in the development of C. parvum (IOWA)-
induced adenocarcinoma were explored at the ileo-caecal region of animals. In this
perspective, four markers involved in the major pathways altered in colorectal cancer were
chosen: APC, beta-catenin, p53 and K-ras. Immunohistochemical studies were conducted
and an abnormal localization of APC, beta-catenin and p53 was evident. Beta-catenin and
p53 were accumulated in the cytoplasm, while cytoplasmic APC labeling decreased or even
disappeared. Meanwhile, K-ras stayed at membrane level as in normal cells. However,
mutations in the selected studied genes were not found after high-throughput genome
sequencing. Additionally, alterations in the ultrastructure of intercellular junctions of the
ileo-caecal region epithelia were recorded using transmission electron microscopy. These
results suggest the involvement of p53 and Wnt pathway in the phenomenon of

carcinogenesis in our mouse model (SCID-D) even if this process seems to be atypical.

In conclusion, the data collected during this work show that different strains of C.
parvum induce digestive invasive adenocarcinomas whatever the inoculum size
administered to SCID-D mice, including a strain isolated from a patient. These results confirm
the role of C. parvum in the induction of digestive cancer in at least immunocompromised

hosts. Moreover, the Wnt signaling pathway in which the actin polymerization and
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rearrangement of the cytoskeleton are involved seems to be a major event during
Cryptosporidium infection and appears to play a role in the carcinogenic process induced by

the parasite.
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INTRODUCTION

Cryptosporidium est un parasite protozoaire cosmopolite. Le genre Cryptosporidium
(Alveolata: Apicomplexa) comprend des espeéces pouvant infecter un grand nombre de
vertébrés: poissons, amphibiens, reptiles, oiseaux et plus de 150 especes de mammiferes y
compris 'homme (Chen et al. 2011). A ce jour, on dénombre plus de 23 espéces de
Cryptosporidium (Yang et al. 2011). Jan Slapeta (Slapeta, 2012) relate méme 28 espéces
validées (cf. tableau 1 et figure 1). Cing especes sont responsables de la plupart des
cryptosporidioses humaines: C. hominis, C. parvum. C. meleagridis, C. felis, C. canis. Parmi
ces especes, C. hominis et C. parvum sont responsables de la majorité des infections
humaines (90%) spécialement dans les pays industrialisés (Xiao, 2010). Alors que C.
meleagridis a été identifiée chez moins d’1 % des personnes présentant des diarrhées, ce
pourcentage est plus élevé dans les pays en développement (Chappell et al. 2011). D’autres
espéces peuvent occasionnellement étre retrouvées chez I’'homme, telles que C. muris, C.
suis, C. andersoni, C. cuniculus et C. ubiquitum (Leoni et al. 2006, Cama et al. 2008, Chalmers
et al. 2009, Fayer et al. 2010)(cf. tableau 1).

Bien que l'infection humaine par Cryptosporidium ait longtemps été considérée
comme une zoonose, l'omniprésence du parasite et sa haute résistance dans
I’environnement font qu’il existe plusieurs autres voies de contaminations possibles telles
gue les contacts de personne a personne ou par l'intermédiaire d’aliments ou d’eau de
boisson contaminés (Xiao, 2010). Cryptosporidium est a I'origine d’'importantes épidémies et
diarrhées. Ces derniéres durent généralement moins de 2 semaines chez les personnes
immunocompétentes alors qu’elles peuvent étre abondantes et entrainer une morbidité et
une mortalité significative chez les personnes immunodéprimées, en particulier chez les
patients sidéens. C'est en 1971 que fut rapporté pour la premiere fois un cas de
cryptosporidiose chez les bovins; depuis l'infection par Cryptosporidium parvum s'est avérée
étre une cause importante de diarrhée néonatale chez la plupart des animaux domestiques
(Surl & Kim, 2006).

Le diagnostic de la cryptosporidiose est relativement aisé mais il n’y a pas encore de
traitements médicamenteux efficaces (Leitch & He, 2012). Toutefois, les halofuginones

semblent réduire le taux d’oocystes excrétés et les diarrhées chez le veau (Lallemand et al.
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2006; European Medicines Agency, 2007) sans que cela ait pu étre confirmé par méta-
analyse (Silverlas et al. 2009). La résistance des oocystes dans I'eau et I'environnement, le
mangque de traitement ou de vaccination chez les humains et autres animaux, ainsi que son
impact socio-économique, ont conduit I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a classer
Cryptosporidium comme un «agent pathogene de référence» reflétant la qualité de |'eau
(Pangasa et al. 2009). L'OMS [I'a également classé parmi les pathogénes émergents
constituant une menace pour la santé publique (Keusch et al. 1995; O.M.S 2006). De plus,
la prise de conscience de l'impact de Cryptosporidium en santé publique est telle que
aujourd’hui C. parvum et C. hominis ont été inclus dans la catégorie B des agents infectieux
avec un potentiel de bioterrorisme (Widmer & Sullivan, 2012).

Sur le plan de la recherche, l'incapacité de cryopréserver vivants les oocystes du
parasite et I'absence de culture continue sont probablement les limites les plus sérieuses.
Malgré les résultats prometteurs de certaines études, il n’existe aucune méthode validée
pour la cryopréservation des oocystes ou des sporozoites de Cryptosporidium spp. Une
grande variété de conditions a été testée sans succés comprenant |'utilisation de diméthyl
sulfoxyde, glycérol, et aussi I'utilisation d’une matrice extracellulaire (hydroxyéthylamidon)
qui s’est révélée utile pour la cryopréservation des Plasmodium spp, Les tentatives de
cryopréservation de cellules infectées provenant de cultures ont également échoué
(Arrowood et al. 2002). En conséquence, I'acces aux étapes endogenes du cycle biologique
du parasite est limité, I'entretien de souches in vitro bien caractérisées n’est pas possible, et
le développement d'études comparatives entre les multiples isolats de Cryptosporidium est
limité (Tzipori & Widmer 2008). C'est pourquoi, Certad et ses collaborateurs ont développé
en 2007 un modéle murin basé sur l'infection expérimentale de souris SCID (Severe
Combined Immunodeficiency), sous dexaméthasone (SCID-D) dans le but d'ajouter a
I'identification moléculaire, la caractérisation phénotypique d'isolats de Cryptosporidium sp
provenant de patients (Certad et al. 2007). C'est ainsi qu’ils ont pu montrer pour la
premiere fois que C. parvum était capable d’induire des néoplasies digestives (Certad et al.
2007). Des travaux plus récents leur ont permis d’établir une corrélation entre la sévérité de
la lésion et la charge parasitaire chez ce modele (Certad et al. 2010a) et que la capacité de
C. parvum a induire des néoplasies digestives n’était pas souche dépendante (Certad et al.

2010b).
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C'est a la suite de ces observations qu’il nous est apparu intéressant de caractériser
les lésions néoplasiques induites par différentes souches de Cryptosporidium parvum chez
la souris SCID traitée a la dexaméthasone. Tout d’abord nous avons suivi leur progression
puis, nous avons déterminé la dose minimale de C. parvum IOWA pouvant conduire a leur
apparition et finalement, les mécanismes impliqués dans le processus de cancérisation ont
été explorés.

Cela nous a permis de montrer le caractere invasif de ces Iésions mais également le
haut pouvoir pathogene de C. parvum. En effet, de trés faibles inocula de ce protozoaire se
sont avérés capables d’induire des infections durables, aboutissant au développement
d’adénocarcinomes digestifs invasifs. Le potentiel pathogéne de ce parasite en santé

publique s’en trouve ainsi souligné.

og | Crypiosparidivm cuniculus (W1T211)
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Cryptosporidium Rominis
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Cryptosparidium parvam
9
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0035 mobskatubiems s

Cryprosparidium meleagridis
Cryprosporidinm wrair
Cryplosporidium faveri

Skunk genotype
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84 Cryptosparidium varanii
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Cryplosporidium galll
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Figure 1: Relations phylogénétiques entre especes et génotypes de Cryptosporidium basées sur
I'analyse de la concaténation des séquences nucléotidiques de 'ARNr 18 S, de l'actine et de
I"'HSP70 d’apres (Robinson. 2010). Seules les valeurs de bootstrap supérieures a 50% obtenues par
neighbour-joining a partir de 1000 répliques sont indiquées.
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Tableau 1: Liste des espéces de Cryptosporidium sp. validées d’aprés (Kvac et al. 2012; Slapeta,

2012)
Numéro Nom de I'espéce Hote Référence
1 C. muris MH (Tyzzer, 1907)
2 C. parvum MH (Tyzzer, 1912)
3 C. meleagridis MOH (Slavin, 1955)
4 C. wrairi M (Vetterling et al. 1971)
5 C. bovis M (Barker & Carbonell, 1974)
(Fayer, Santin & Xiao, 2005)
6 C. cuniculus MH (Robinson et al. 2010)
7 C. felis MH (Iseki, 1979)
8 C. serpentis R (Levine, 1980)
9 C. baileyi (0] (Current et al. 1986)
10 C. varanii R (Pavlasek et al. 1995)
11 C. galli 0 (Ryan et al. 2003)
12 C. andersoni MH (Lindsay et al. 2000)
13 C. canis MH (Fayer et al. 2001)
14 C. hominis H (Morgan-Ryan et al. 2002)
15 C. molnari P (Alvarez-Pellitero & Sitja-Bobadilla,
2002)
16 C. suis MH (Ryan et al. 2004)
17 C. fayeri M (Ryan et al. 2008)
18 C. ryanae M ( Fayer et al. 2010)
19 C. fragile Am (Jirk( et al. 2008)
20 C. macropodom M (Power & Ryan 2008)
21 C. xiao M (Fayer & Santin 2009)
22 C. ubiquitum MH (Fayer et al. 2010)
23 C. Tyzzeri M (Zhao et al. 2012)
(invalidé par Slapeta 2012)
24 C. viatorum H (Elwin et al. 2012)
25 C. scorfarum M (Kvac et al. 2012)
26 C. nasoris P (Hoover et al. 1981)
27 C. cichlidis P (Paperna & Vilenkin, 1996)
28 C. reichenbachklinkei P | (Paperna & Vilenkin, 1996)
29 C. pestis M (Slapeta, 2006)
(invalidée par (Xiao et al. 2007))
30 C. ducismarci R (Traversa, 2010)

(*)M: Mammiferes, H: homme, O: oiseaux, Am: amphibiens, P: poissons, R: reptiles.

Avant de présenter en détail les résultats de ce travail, nous commencerons par une

revue bibliographique qui précise les notions nécessaires a la compréhension de notre

étude.
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GENERALITES

L Qu’est ce que le genre Cryptosporidium?

I-1. Historique
I-1.1. Ladécouverte de Cryptosporidium

J.J. Clark mentionna déja en 1895 I'existence d'un nouveau protozoaire, qu’il décrivait
comme un « essaim de spores reposant sur I'épithélium gastrique de souris » (Clarke, 1895)
mais ce n'est qu'en 1907 que Tyzzer décrivit un parasite unicellulaire vivant dans les glandes
gastriques de souris de laboratoire (Mus musculus) et qu’il nomma Cryptosporidium muris
(Tyzzer, 1907). Il en décrivit aussi des stades sexués et asexués chez le parasite, ainsi que
I'attachement aux cellules épithéliales gastriques de I’'h6te par le biais d’une organelle
spécialisée. Il détailla alors les caractéristiques permettant d’établir un nouveau genre de
sporozoaires, le genre Cryptosporidium apparenté aux Coccidies (Tyzzer, 1910). En 1912, il
observa une autre espece plus petite en taille dans l'intestin de la souris, qu'il nomma
Cryptosporidium parvum (Fayer, 2010). Dans ses publications nous pouvons retrouver la
plupart des notions sur ce que nous connaissons actuellement sur la biologie et le cycle
biologique du parasite (Tzipori & Widmer 2008). Il fut également le premier a décrire une
cryptosporidiose aviaire en 1929 mais ce n'est que trente cing ans plus tard, que Slavin
découvrit un parasite structurellement similaire dans I'iléon de dindonneaux qu'il nomma C.
meleagridis. Pour la premiere fois, I'association entre le parasite et des manifestations
cliniques est établie (Slavin 1955, Ryan 2010).

Les premiers cas humains de cryptosporidiose décrits dans la littérature datent de
1976. L'un concerne un enfant de 3 ans et demi, immunocompétent, chez qui différents
stades de développement de Cryptosporidium dans l'intestin ont été détectés. Cet enfant
guérit apres avoir seulement regu un traitement symptomatique (Nime et al. 1976). L'autre
cas, décrit aux Etats-Unis, est celui d'un patient de 39 ans, immunodéprimé, qui recevait
guotidiennement 150 mg de cyclophosphamide et 60 mg de corticoides depuis 5 semaines,

et qui a d{ étre hospitalisé suite a une diarrhée importante. Celle-ci cessa 2 semaines apres
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I'arrét du cyclophosphamide (Meisel et al. 1976). La méme année, I'impact vétérinaire de la

cryptosporidiose chez les ruminants fut rapportée (Widmer & Sullivan, 2012).
I-1.2. Cryptosporidium et la pandémie du SIDA

Les cas cliniques de cryptosporidiose rapportés dans la littérature restent cependant
rares jusque dans les années 80 quand I'émergence de la pandémie du SIDA s'est associée a
une forte augmentation de la prévalence d’infections opportunistes parasitaires
(cryptosporidiose, toxoplasmose) et fongiques (pneumocystose, histoplasmose,
coccidioidomycose, candidoses digestives). Le premier cas de cryptosporidiose chez un
homosexuel sidéen fut rapporté en 1982 (Ma & Soave 1983). Chez les individus VIH+ ou au
stade SIDA, l'infection est le plus souvent gastro-intestinale mais peut également étre
retrouvée au niveau hépatobiliaire ou respiratoire. Le lien avec le SIDA était si étroit que la
cryptosporidiose fut retenue comme faisant partie du groupe d'infections opportunistes
définissant le SIDA (CDC 1993). L'incidence de cryptosporidiose dans cette population a
diminué significativement a partir de mars 1996 dans les pays développés en raison de
I'utilisation systématique des thérapies anti-rétrovirales hautement actives (HAART). En
revanche, la cryptosporidiose demeure encore une complication sérieuse du VIH/SIDA dans
les pays en développement sans ou avec acces limité aux HAART (Pozio & Morales 2005).

Tandis que les individus immunologiquement compromis et infectés par
Cryptosporidium deviennent chroniquement et parfois fatalement malades, des individus
immunologiquement compétents peuvent aussi développer une gastroentérite aigué a
cause du parasite (Tzipori & Widmer 2008), au point qu'actuellement la cryptosporidiose est

considérée comme une des causes de diarrhée du voyageur.

I-2. Position taxonomique de Cryptosporidium

Les parasites du genre Cryptosporidium sont des protistes intracellulaires
appartenant au phylum des Apicomplexa (ou Sporozoaires) (cf. figure 2) compris
actuellement dans le groupe Alveolata (avec les Ciliés et les Dinophytes) (Lecointre &
Guyader, 2001). Depuis la description du genre Cryptosporidium, sa classification
taxonomique a fait I'objet de débat. Ainsi, ces dernieres années des équipes ont rapporté

chez Cryptosporidium des caractéristiques qui semblent étre partagées par les coccidies et
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les grégarines (Robinson et al. 2010). Certains auteurs placent le genre Cryptosporidium dans
le groupe des Coccidies, mais séparé des coccidies typiques, a la base du phylum des
Apicomplexa (Kuo et al. 2008). Sur le plan phylogénétique d’autres auteurs insistent sur un
rapport probablement tres étroit du genre avec la branche des grégarines (Chacin-Bonilla,
2007).

Les caractéristiques utilisées pour identifier et nommer les especes des Apicomplexa
ont traditionnellement été fondées sur la spécificité d'hote, la morphologie et
I'emplacement de stades endogeénes (Fayer, 2010). Ceci s’est avéré insuffisant pour
distinguer des especes de Cryptosporidium. En effet, les oocystes de différentes especes de
Cryptosporidium peuvent présenter des tailles et des morphologies similaires. De plus nous
ne pouvons pas parler de spécificité d’hbte stricte des espéces de Cryptosporidium, puisque
des études ont montré que des isolats provenant de différents animaux pouvaient parfois se
transmettre d’une espece hote a une autre.

La nécessité d’identifier les espéces présentant des risques pour ’lhomme et pour les
animauy, justifie les efforts pour créer des outils d'identification moléculaire des espéces au
sein du genre Cryptosporidium. Notamment, des techniques moléculaires comme la
Réaction en Chaine par Polymerase (PCR), le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction (RFLP), le génotypage multiloci, le séquencage, ciblant des séquences définies du
génome de Cryptosporidium, permettant de clarifier la taxonomie du genre (Slapeta, 2012).
En 2003, Egyed et ses collaborateurs, ont proposé que seules soient reconnues comme
valides, les espéces caractérisées par des données morphologiques, biologiques et
génétiques. En 2004, Xiao et al. publient un consensus des conditions de base devant étre
remplies pour nommer une nouvelle espece de Cryptosporidium qui comprend des données
morphométriques, une caractérisation génétique (incluant une caractérisation multiloci
lorsque cela est possible), Iidentification des hotes naturels et expérimentaux et le respect
des regles de I'ICZN (International Code of Zoological Nomenclature). Les conditions pour
nommer de nouvelles especes, en accord avec les regles de I'ICZN, peuvent étre résumées
ainsi (Jirk( et al. 2008): (i) une description rigoureuse des oocystes et des autres stades de
développement avec collection d'échantillons de tissus infectés adéquatement préservés, (ii)
une caractérisation biologique, (iii) un diagnostic différentiel étayé, si possible, par (iv) une

caractérisation génétique suivi de I'enregistrement des séquences et du matériel pour
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d’autres caractérisations dans une institution académique (Fayer, 2010). De plus, en raison
d’une forte variation allélique intra-spécifique de Cryptosporidium, de nombreux génotypes
du parasite doivent étre décrits, car ils peuvent correspondre a des espéces encore
cryptiques. Actuellement, l'identification et I'appellation des génotypes sont surtout basées
sur la spécificité d’héte. Quand des nouvelles différences significatives sont détectées dans
les séquences nucléotidiques de Cryptosporidium par rapport aux données déja connues, de
nouveaux génotypes sont nommés et cela en fonction de I'"h6te duquel ils ont été isolés.
Méme si les différences génétiques retrouvées chez les différents génotypes de
Cryptosporidium tendent a étre corrélées avec des différences biologiques, le degré de
divergence est variable. Le terme sous-génotype est parfois employé pour décrire des

variations intra-génotypiques relativement mineures (Xiao et al. 2004).
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Figure 2: Analyses phylogénétiques par maximum de vraisemblances basées sur la comparaison
des séquences de I’ARNr 18S (A) et de I’ARNr 28S (B)d’alvéolés, d’apres (Massana et al. 2008). Les
parameétres du modele d'évolution des séquences ont été sélectionnés par Modeltest
(respectivement TrN + | + G et GTR + | + G). Les valeurs a chaque nceud correspondent aux
probabilités postérieurs bayesienne /valeurs de bootstrap obtenues par Neighbour-joining a partir
de 1000 répliques. Les tirets correspondent a des valeurs inférieures a 50%. La barre d'échelle
indique 0,1 substitutions par position dans chaque arbre Notez I'émergence a la base du phylum
des Apicomplexa de Cryptosporidium.

I-3. Biologie du parasite

Cryptosporidium est un protozoaire qui infecte le tractus gastro-intestinal et les
poumons. Il a un cycle de vie complexe comprenant des phases asexuées et sexuées. La
prolifération et la différenciation se déroulent dans une vacuole parasitophore unique sous
la bordure en brosse des cellules de I’'h6te mais en dehors de leur cytoplasme (Leitch & He,
2012).

La forme infectante est I'oocyste sporulé. Ce stade est trés important pour la
dissémination, la survie et l'infectivité du parasite. Les oocystes sont tres résistants dans le

milieu extérieur dans lequel ils sont excrétés. lls peuvent y survivre plusieurs mois. lls sont
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cependant tres sensibles a des températures élevées (71,7°C pendant 5 secondes) et a la
dessication (Fayer et al. 2000).

L'oocyste résiste également aux désinfectants chlorés utilisés pour le traitement de
I’eau, mais l'utilisation de I'ozone et des radiations UV semble diminuer les risques de
contamination des systémes de distribution d’eau potable (Widmer & Sullivan, 2012).

Le cycle de développement des espéces du genre Cryptosporidium, est un cycle
monoxeéne (se déroule chez un méme hote) (cf. figure 3). Il comprend deux mérogonies ou
multiplications asexuées et une gamétogonie. La transmission d’un héte a I'autre se fait via
I'oocyste excrété dans les feces des sujets infectés. Apres ingestion, I'oocyste, favorisé par
I'action de la trypsine et des sels biliaires, libére les 4 sporozoites dans le tractus digestif. Les
sporozoites pénetrent les cellules épithéliales par leur région apicale qui contient le
complexe apical et vont se loger dans des vacuoles parasitophores se différenciant en
trophozoites. Le parasite acquiert une position intracellulaire mais se maintient a hauteur de
la bordure en brosse.

Le cycle de multiplication asexuée appelé également mérogonie ou schizogonie peut
alors commencer et mener a la formation de mérontes de type | qui contiennent 8
mérozoites. Ces derniers sont libérés de la vacuole pour envahir les cellules voisines. lls
forment ensuite soit de nouveau des mérontes de type |, soit des mérontes de type Il
(contenant 4 merozoites de type ).

Les mérozoites de type Il vont initier le cycle de multiplication sexuée ou
gamétogonie et se différencient soit en microgamontes (male), soit en macrogamontes
(femelle). Chaque noyau contenu dans les microgamontes (devenus plurinucléés) est ensuite
incorporé dans un microgamete. Les macrogamontes demeurent uninucléés en devenant
des macrogameétes. Une fois matures les microgametes fécondent le macrogamete pour
donner naissance a un zygote diploide, qui se différencie en oocystes in situ. Il existe deux
types d’oocystes: |. Les oocystes a paroi épaisse, qui se retrouvent excrétés dans les feces ; Il.
Les oocystes a paroi fine (environ 20%) probablement responsables de I'auto-infection
interne (Current & Garcia, 1991).

Les particularités du cycle de Cryptosporidium par rapport a celui des autres coccidies
résident en I'excrétion d’oocystes directement infectants, le recyclage des mérozoites de

lére génération et la formation d’oocystes a paroi fine qui se désenkystent immédiatement
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in situ, entretenant l'infection. Ces particularités favoriseraient le maintien de l'infection

chez les sujets immunodéprimés.
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La morphologie des différents stades du cycle de vie de Cryptosporidium est décrite

dans le tableau 2.

Tableau 2: Les différents stades évolutifs de Cryptosporidium sp. (Certad, 2008; Valigurova et al.
2008; Leitch & He, 2012)

Forme
. . Morphologie
évolutive P g
Oocyste
0: oocyste
ps: vacuole
parasitophore
fo: organelle nourricier
Sporozoite
et
merozoite

Trophozoite

Méronte

Rb: corps résiduel
FO: organelle nourricier

Description

1. Forme sphérique a ovoide.

2. La taille de I'oocyste varie entre 3 et 8 um
de diameétre, selon I'espéce.

3. Chaque oocyste contient quatre sporozoites
nus sans sporocystes, et présente un corps
résiduel granuleux central tres réfringent.

4. sa paroi est composée de deux couches,
interne et externe, bien distinctes.

5. A I'un de ses poles, se situe une fente qui
s’étend sur 1/3 a 1/2 de leur circonférence par
laquelle sont libérés les sporozoites.

1. lls sont élancés, virguliformes.

2. Formes libres et mobiles.

3. Présence d’un complexe apical.

4. Les rhoptries, les micronemes, les granules
denses, le noyau, les ribosomes, les
microtubules ainsi que les anneaux apicaux
sont visibles par MET.

Trophozoite mature et son organelle
d’attachement ou nourricier.

1. Méronte de type | contenant six a huit
mérozoites.

2. La membrane cellulaire de la cellule héte
entourant le méronte se lyse et les mérozoites
deviennent extracellulaires, capables
d’infecter d’autres cellules hoétes pour
produire de nouveaux mérontes type | ou
peuvent évoluer vers des mérontes type Il a
quatre mérozoites.
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Microgamonte

Macrogamonte

2. Il a une forme en tige avec une extrémité
antérieure aplatie.

1. Forme sphérique a ovoide. Il présente en
position centrale un grand noyau a nucléole
proéminent.

2. Les  microgametes fécondent le
macrogamete pour produire un zygote qui
évolue en oocyste.

Un macrogamete fécondé, ou zygote, mir
mais toujours connecté via [l‘organelle
nourricier a la cellule hote.

I-4. Pouvoir pathogene du genre Cryptosporidium

1-4.1.

Infectivité de Cryptosporidium

Chez I'homme, les manifestations cliniques faisant suite a une infection par

Cryptosporidium ainsi que les ID50 (doses pouvant infecter la moitié de la population ou

dose infectieuse pour 50% de la population) different selon les isolats parasitaires

administrés et leur origine géographique. Ceci a été montré aussi bien chez les volontaires

sains (Okhuysen et al. 1999) que chez les patients sidéens (Cama et al. 2007). Cette

différence de pathogénicité ou de virulence en fonction des isolats a également été

rapportée chez la souris et le veau (Okhuysen & Chappell, 2002).
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Une premiére étude réalisée sur des volontaires sains ne présentant pas d’anticorps
contre Cryptosporidium spp. inoculés avec des doses allant de 30 3 10° oocystes de C.
parvum (IOWA), a permis de déterminer une ID50 de 132 oocystes (DuPont et al. 1995). Ce
chiffre a été revu par la suite (Okhuysen et al. 1999) et estimé compris entre 9 a 1042 selon
I'isolat parasitaire inoculé: 9 oocystes pour la souche TAMU, 87 oocystes pour la souche
IOWA et 1042 oocystes pour la souche UCP. D’autres études, réalisées sur des volontaires
sains présentant des anticorps dirigés contre les antigenes de Cryptosporidium, ont permis
de mettre en évidence une relative résistance a l'infection par C. parvum (souche IOWA)
pour laquelle la DI50 est 20 fois plus élevée (Chalmers & Davies, 2010).

De plus, une étude réalisée chez des souris C57BL/6N a montré qu’un inoculum de
seulement 1 oocyste de C. parvum (IOWA) était capable d’induire une infection chez environ
16% des souris inoculées pendant au moins 14 jours (durée de I’étude) (Yang et al. 2000).

L’équipe de Chappell s’est également intéressée au pouvoir infectieux de
Cryptosporidium hominis car bien que cette espece soit, avec C. parvum, retrouvée dans la
plupart des cas de cryptosporidiose humaine, tres peu d’informations quant a son pouvoir
infectieux étaient disponibles. Ils ont ainsi pu montrer que de tres faibles doses de la souche
C. hominis (TU 502) sont en mesure d’induire une infection chez des volontaires sains (ID50:
10) (Chappell et al. 2006). D’autre part, une réponse sérique d’lgG peut étre détectée chez
les individus ayant recu plus de 30 oocystes contrairement a l'infection par C. parvum. Apres
une année, les réinfections des individus par C. parvum (IOWA) permettent d’induire cette
méme réponse sérique dans 33% des cas. L'intensité de la diarrhée et la durée de l'infection
restent toutefois similaires a la premiere infection, indiquant qu’une primo-infection ne
suffit pas a protéger de I'infection par C. parvum (Chappell et al. 2006; Chalmers & Davies,
2010).

Enfin Cryptosporidium meleagridis, espece parasitaire principalement inféodée aux
oiseaux, est également susceptible d’infecter des hommes sains apres administration de
doses élevées d’oocystes (10° oocystes). Les infections entrainent généralement des
diarrhées et sont autorésolutives au bout de 12 jours (Chappell et al. 2011). Le pouvoir
infectieux de C. meleagridis a également été étudié chez un modéle murin: la souris C57BL/6

traitée a la dexaméthasone. Dans ce contexte d'immunodépression, un seul oocyste de C.
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meleagridis suffit a induire une infection pendant au moins 18 jours (durée de
I’étude)(Huang et al. 2003).

L’ensemble de ces études établissent que de tres faibles doses de Cryptosporidium
spp. peuvent induire une infection chez 'lhomme et certains modeles murins, et attestent

ainsi du fort pouvoir infectieux de ce parasite.

I-4.2. Facteurs de virulence de Cryptosporidium

Les facteurs spécifiques de virulence qui conduisent notamment a I'apparition de la
diarrhée probablement suite a des atteintes directes ou indirectes des cellules épithéliales
de I'hote, ne sont pas encore tres bien connus. Toutefois, des molécules et des mécanismes
sont évoqués comme pouvant étre associés a la pathogénicité de Cryptosporidium
(Okhuysen & Chappell, 2002; Certad, 2008):

- Des facteurs liés a I'adhérence du parasite a la cellule hote: plusieurs molécules y

sont probablement associées (CSL, gp 900, le complexe gp 15/40/60, TRAP-C1,
TRAP-C2, cp47 et la cp500).

- La production de toxines: des études ont émis I'hypothese que Cryptosporidium
pouvait produire une entérotoxine responsable de la diarrhée sécrétoire profuse.
La diminution du flux d'anions en présence d’inhibiteurs de cyclo-oxygénase
suggere qu’une activité potentielle entérotoxigene de Cryptosporidium. Celle-ci
impliquerait la sécrétion de prostaglandines par les cellules épithéliales
intestinales infectées.

- Le développement de lésions cellulaires: en infectant des cultures d'entérocytes
avec Cryptosporidium, des altérations de I'épithélium ont été décrites: rupture
des jonctions intercellulaires, perte de la fonction barriére et la libération de
lactate déshydrogénase intracellulaire. Les mécanismes impliqués dans les
modifications des membranes pendant l'invasion de Cryptosporidium demeurent
inconnus. Néanmoins, une protéine spécifique de Cryptosporidium pourrait étre
associée a l'invasion cellulaire et a la perte de fonction barriére. Cest
I’'hémolysine H4 codée par le gene hemA.

- La modulation du processus d’apoptose des cellules hoétes: Le contrdle de

I'apoptose des cellules hotes par le parasite apparait biphasique. In vitro, la
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premiere phase décrite peu apres 'infection (6 a 12 h) serait anti-apoptotique et
faciliterait ainsi l'installation et la prolifération parasitaire. La seconde,
modérément pro-apototique serait plus tardive et associée a la libération des
mérozoites (Mele et al. 2004; Liu et al. 2008; Liu et al. 2009). L’infection des
cellules épithéliales par C. parvum conduit notamment a une surexpression de
génes codant pour des inhibiteurs de protéines induisant I'apoptose (IAPs)
comme c-IAP1, c-IAP2, XIAP et la survivine. L'inhibition de I'apoptose par C.
parvum ferait également intervenir un mécanisme associé a l’activation du

facteur nucléaire kB (NFkB) (McCole et al. 2000).
I-5. Impact de la cryptosporidiose en santé publique
I-5.1. Epidémiologie

La cryptosporidiose est une maladie cosmopolite. L’infection a été rapportée dans 95
pays de tous les continents et sous toutes les latitudes a I'exception de I’Antarctique (Ripert
& Guyot, 2003). Le pourcentage de I'infection dans la population totale varie entre 1% et 3%
dans les pays développés et peut atteindre 10% dans les pays en développement. Plus
particulierement, la prévalence de l'infection par C. parvum dans la population générale des
pays en développement est estimée comprise entre 2.2 et 8.5%. Chez les hotes diarrhéiques,
la prévalence de l'infection est plus élevée, de l'ordre de 2.2% chez les patients
immunocompétents dans les pays développés et de 6.1% chez ceux des pays en
développement (Surl & Kim, 2006; Horman et al. 2004; Gatei et al. 2006). Cette différence
peut sans doute s’expliquer par les mauvaises conditions de vie associées a la contamination
des eaux potables. Cependant, il arrive qu’il y ait des épidémies de cryptosporidiose
également dans les pays développés dues a d’autres causes telles que la contamination
fréquente des eaux récréatives rapportée en 2005 aux Etats Unis ol le nombre de personnes
infectées était de 8269 (Yoder & Beach, 2007).

Parmi les patients diarrhéiques, ce sont les enfants qui sont les plus infectés, la
cryptosporidiose peut atteindre 7% des enfants diarrhéiques des pays développés et 12%
chez ceux des pays en développement. Par contre la population la plus susceptible est celle
des sujets immunocompromis, surtout les sujets sidéens, la prévalence étant de 14% dans

les pays développés et de 24% dans les pays en développement (Chen et al. 2002;
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Nahrevanian & Assmar 2008). Cette prévalence varie également en fonction des méthodes
de diagnostic utilisées: PCR, ELISA ou microscopie optique (Hira et al. 2011).

Certains auteurs suggerent que le manque d’eau en période de saison seche dans
plusieurs pays en développement est la cause du manque d’hygiéne des populations
humaines, ce qui a pour conséquence d’augmenter le risque de contamination par
Cryptosporidium spp. (Gatei et al. 2006). Les résultats d’études menées au Kenya, en Turquie
ou encore aux Etats-Unis, en Angleterre et en France montrent les mémes tendances
(Altintas, 2004). Alors que dans d’autres pays comme |'Egypte et le Koweit, c’est durant la
saison humide que la prévalence de la cryptosporidiose est la plus élevée (Igbal et al. 2011;
Abd El Kader et al. 2012).

En France, le réseau « Cryptosporidies ANOFEL » a été mis en place, en 2004, dans le
but de fournir aux autorités de la santé publique des données sur lincidence et
I’épidémiologie de la cryptosporidiose humaine. Entre janvier 2006 et décembre 2009, 407
cas de cryptosporidiose ont été enregistrés. Les enfants de moins de 4 ans représentent 18%
des cas et les patients infectés par le VIH ou immunodéprimés non VIH représentent 38% et
28% des cas, respectivement. On observe une variation saisonniere des cas, avec un nombre
de cas plus élevé a la fin de I'été et en automne. L'analyse génotypique des cas montre une
répartition entre 2 principales espeéces, C. parvum (54% des cas), C. hominis (36%) (ACNN,
2010).

Chez 'lhomme, la sensibilité a I'infection dépend de I'dge, de I'état immunitaire du
sujet, et de son état nutritionnel. De nombreuses études montrent une plus grande
sensibilité et une plus grande fréquence de la cryptosporidiose chez les jeunes enfants de
moins de 4 ans (Newman et al. 1999; Bern et al. 2000; Areeshi et al. 2008).

Dans plusieurs pays, les autorités sanitaires ont adopté des directives spécifiques
pour le contréle de Cryptosporidium dans les eaux de distributions. En Angleterre et au Pays
de Galles, le Drinking Water Inspectorate (DWI) a fixé les normes de distribution de I'eau en
termes de contamination par les oocystes de Cryptosporidium « Water Supply Regulations
2000 » (Guyot et al. 2005). Aux Etats Unis, I’Agence pour la Protection de I'Environnement
(US EPA) a défini une méthode de détection des (oo)cystes de Cryptosporidium et Giardia

dans I'eau «US EPA method 1623 » (Kothavade, 2012). De la méme maniere en France,
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I’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) a fixé en 2001 un protocole standardisé de

détection des oocystes de Cryptosporidium dans les eaux (AFNOR, 2001; Guyot et al. 2005).

I-5.2. Epidémies de cryptosporidiose

De nombreuses épidémies de cryptosporidiose ont été rapportées aussi bien dans les
pays développés qu'en développement (O’Donoghue, 1995; Ramirez et al. 2004) souvent
associées a des contaminations hydriques de puits artésiens, des eaux de surface non
traitées, des eaux de récréation ou des réseaux publiques d'alimentation en eau. Entre 2004
et 2010, pres de 119 épidémies d’origine hydrique et liées a la contamination par des
oocystes de Cryptosporidium ont été recensées dans le monde (Baldursson & Karanis, 2011).
La plus importante fut celle de Milwaukee aux USA, en 1993, qui contamina prées 403 000
personnes via le réseau de distribution d’eau (Mac Kenzie et al. 1994). Environ 54 personnes
sont décédées a la suite de l'infection, il s’agissait pour la plupart de patients sidéens.
L'épidémie fut tout d’abord attribuée a une défaillance du systeme de purification d'eau
potable. Celle-ci ayant été contaminée avec des excréments de bovins infectés mais le
génotypage ultérieur des eaux usées de Milwaukee a indiqué que l'espéce prédominante
était C. hominis (alléle 1b), ce qui suggere que I'épidémie de 1993 était due a une
contamination anthroponotique plutét que zoonotique (Leitch & He, 2012). En France, trois
épidémies d’origine hydrique ont été rapportées, la premiére a Séte (Hérault) en 1998, la
seconde a Dracy-le-Fort (Sadne et Loire) en 2001 et la derniére a Divonnes-les-bains (Ain) en
2003 avec respectivement 150, plus de 480 et 727 cas recensés (ACNN, 2010)).

La plupart des épidémies de cryptosporidiose qu’elles soient d’origine hydrique,
alimentaire ou par contact direct sont associées a deux especes de Cryptosporidium: C.
parvum et C. hominis. Il a cependant été rapporté par Chalmers et ses collaborateurs une

récente épidémie en Angleterre causée par Cryptosporidium cuniculus du lapin ( Xiao 2010).

I-5.3. Signes cliniques

La cryptosporidiose est plus communément considérée comme une maladie
intestinale chez les personnes immunocompétentes. On peut cependant observer chez les
personnes immunodéprimées des atteintes extra-intestinales, gastriques, hépatobiliaires,

pancréatiques et méme respiratoires (Leitch & He, 2012).
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Chez les individus immunocompétents, méme si un pourcentage important de cas de
cryptosporidiose est asymptomatique, aprés une période d’incubation variant de 1 a 12
jours (moyenne de 7 jours), l'infection par Cryptosporidium se manifeste le plus souvent par
une diarrhée caractérisée par d’abondantes selles aqueuses (jusqu'a 10 fois/jour) qui peut
s'accompagner d’une perte de poids rapide, de crampes abdominales, de nausées, de
céphalées, de vomissements, de fiévre et de douleurs musculaires qui disparaissent
généralement dans les deux semaines. Les enfants et les personnes agées sont les plus
touchés. Plus I'enfant est jeune, plus la diarrhée est grave. Le pic de prévalence en fonction
de I'age differe légerement selon les études mais il se situe généralement a moins de 2 ans
(ACNN, 2010; Leitch & He, 2012). La malnutrition semble augmenter la fréquence de la
diarrhée et prolonger l'infection, méme chez les enfants immunocompétents. Il a été
démontré que l'infection durant la petite enfance pouvait entrainer un retard de croissance,
pouvant persister bien au-dela de l'infection (Leitch & He, 2012). Des études réalisées en
Afrique, en Amérique centrale, en Amérique du sud et en Asie du sud-est montrent que la
cryptosporidiose aigué est un facteur prédictif de mortalité infantile (Widmer & Sullivan,
2012). Chez les patients sidéens la diarrhée est chronique et est accompagnée d’une
malabsorption sévere due a une réduction de I'absorption de la vitamine B12 et du D-xylose
et d’'une atrophie des villosités. Plus la charge parasitaire au niveau de l'intestin augmente
plus les symptomes sont fréquents et séveres (Leitch & He, 2012). Notons que certaines
études sur des sujets sidéens infectés par Cryptosporidium ont montré une diminution du
nombre de cellules de Paneth accompagnée de la dégranulation de ces cellules suggérant
une réduction de production des défensines antimicrobiennes. Elle pourrait étre secondaire
a la malnutrition puisque la dégranulation est corrélé avec l'indice de masse corporelle et
une carence en zinc (Kelly et al. 2004). En général, le patient présentant un taux de
lymphocytes CD4+ < 200/mm3 a un risque de contracter une cryptosporidiose chronique
alors que le patient ayant un taux de lymphocytes CD4+ de moins de 100/mm3 CD4+ peut
contracter une cryptosporidiose plus sévere pouvant mettre en jeu le pronostic vital (Leitch
& He, 2012).

Les manifestations cliniques de la cryptosporidiose ainsi que la virulence varient
d’une espéce a I'autre mais également d’une souche a lI'autre. Chez 'lhomme, C. hominis

semble causer une cryptosporidiose plus aigué avec une localisation extra-intestinale plus

Page 38



fréquente et des manifestations plus chroniques que les autres espéces (Leitch & He, 2012).
Des études expérimentales réalisées chez le modele souris SCID, montrent que la souche
TUM1 de Cryptosporidium parvum semble étre a l'origine de lésions néoplasiques plus

importantes que celles causées par la souche IOWA (Certad et al. 2010b).

I-5.4. Diagnostic de la cryptosporidiose

Le diagnostic de la cryptosporidiose chez ’lhomme comprenant I'identification et la
caractérisation des espéces de Cryptosporidium, est indispensable a la lutte contre cette
maladie et a la compréhension de son épidémiologie (Pangasa et al. 2009). Plusieurs
techniques de coloration permettent de détecter Cryptosporidium spp. comme I’Auramine
ou le Giemsa, a partir des différents prélevements (selles, liquide d’aspiration duodénal,
biopsies, liquide de lavage bronchoalvéolaire, etc.). Néanmoins, la technique la plus utilisée
est la coloration de Zielh Neelsen modifiée sur étalements obtenus directement ou apres des
techniques de concentration (Henriksen & Pohlenz, 1981). Les cryptosporidies apparaissent
alors en rose foncé ou en rouge, contrastant avec le reste des matieres fécales colorées en
vert. Des tests immunologiques permettent également de diagnostiquer l'infection: une
capture de copro-antigenes est possible par la technique ELISA; ou un marquage des
cryptosporidies par un anticorps spécifique couplé a un fluorochrome (IFA) (Sunnotel et al.
2006). Ces méthodes ont toutefois leurs limites en termes de sensibilité mais également
lorsqu’il s’agit de faire la distinction entre les différentes espéeces de parasites. L’avénement
des techniques moléculaires a permis de palier a ces manques. En effet, des outils comme: la
PCR (Réaction en Chaine par Polymérase), la PCR nichée, la technique RFLP (Polymorphisme
de longueur des fragments de restriction), I'analyse microsatellite ont largement été utilisés
pour différencier des especes de Cryptosporidium mais aussi des sous types. Les génes les
plus fréguemment ciblés sont ceux codant pour la petite sous-unité de I’ARNr 18S nucléaire

et les protéines TRAP, HSP70, COWP et GP60 (Pangasa et al. 2009; Xiao, 2010).

I-5.5. Traitements

Malgré des décennies de recherche sur des centaines d’agents thérapeutiques, in
vitro, in vivo ou lors d’essais cliniques, des modalités de thérapie ou de prévention fiables

contre la cryptosporidiose font encore défaut (Surl & Kim, 2006; Lacharme et al. 2004).
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Chez les individus immunocompétents, la cryptosporidiose étant autorésolutive au
bout de deux semaines, c’est le plus souvent les symptomes qui sont traités (Leitch & He,
2012). Chez les personnes immunodéficientes, plusieurs molécules ont été testées telles
qgue: I'azithromycine, la paromomycine, la roxithromycine et la nitazoxanide. Bien que I'on
ait pu observer une réduction de la fréquence et du volume des selles ainsi qu’une
diminution de I'excrétion des oocystes, ces traitements n’offrent pas I|’assurance de
I’éradication totale du parasite (Leitch & He, 2012).

Cependant, aux Etats Unis [l'utilisation de la nitazoxanide est autorisée mais
seulement chez les patients immunocompétents (adultes et enfants) (Rossignol, 2010). Son
efficacité est la plus clairement établie: le traitement permet I'arrét de la diarrhée dans 80-
90 % des cas (vs 40 % chez les patients recevant un placebo) et I'élimination des parasites
dans plus de 60 % des cas chez les sujets immunocompétents. La nitazoxanide est un
thialozide qui inhibe une enzyme de la chaine mitochondriale (le pyruvate ferrodoxine
oxydoréductase) indispensable au métabolisme énergétique du parasite. Un autre
mécanisme faisant intervenir le cycle benzéne de la nitazoxanide, a également été suggéré
(Hemphill et al. 2006). Son efficacité dans le traitement de la cryptosporidiose du sujet
immunodéprimé (SIDA principalement) est plus modeste et liée au degré
d’'immunodépression (Gilles & Hoffman, 2002).

Le traitement avec la rifaximine, un antibiotique du groupe des rifamycines, a été
efficace dans la résolution des symptomes cliniques et la clairance du protozoaire chez les
patients VIH-1 infectés (CD4> 200/mm3), infectés par Cryptosporidium parvum ou
Blastocystis sp. associé a des bactéries entéropathogénes (Amenta et al. 1999).

Enfin, chez les patients atteints de SIDA, I'amélioration du status immunitaire, via
I’administration d’associations d’antirétroviraux (HAART) reste encore le meilleur moyen de
controler l'infection (Guyot & Derouin, 2012). Paradoxalement, I'efficacité des thérapies
anti- rétrovirales, réduit l'incitation a la recherche de nouvelles molécules. Cependant les
progreés récents en matere de séquencage des génomes de C. parvum et C. hominis et C.
muris et le nombre important de bibliotheques chimiques disponibles devrait faciliter le

criblage de médicaments efficaces contre la cryptosporidiose (Tzipori & Widmer, 2008).
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I-6. Modeles d’étude de Cryptosporidium
I-6.1. Culture in vitro de Cryptosporidium

La premiere culture de Cryptosporidium fut réalisée en 1983 par Woodmansee et
Pohlenz sur des cellules humaines de cancer rectal (HRT). Mais ils n’ont pu observer que le
stade asexué (Woodmansee et al. 1983). Current et Long ont pu reproduire le cycle de
Cryptosporidium spp. sur des cellules endodermiques de membrane chorio-allantoide
d’embryons de poulet (Current et al. 1983). Le cycle a également été reproduit avec succes
dans une large variété de lignées cellulaires. Les cellules épithéliales intestinales paraissent
les plus adaptées a la culture de Cryptosporidium parvum. Parmi les lignées les plus
employées figurent les lignées humaines Caco-2 (human colonic carcinoma), RL95-2 (human
endometrial carcinoma), HT29.74 (galactose-adapted human colonic carcinoma), HCT-8
(human ileocecal adenocarcinoma), et la lignée canine MDCK (Madin-Darby canine
kidney)(Arrowood 2002; Borowski et al. 2010). La lignée HCT-8 donne les meilleurs résultats
en terme de rendement parasitaire, sans toutefois permettre une multiplication suffisante
du parasite pour envisager son utilisation pour la propagation continue. Cette lignée
supporte également la plus longue durée de culture: 25 jours (Hijjawi et al. 2001). Une
équipe américaine a méme réussi en 2008 a infecter avec succes une culture organoide de
cette lignée cellulaire (HCT-8) avec C. parvum (Warren et al. 2008). La plupart des études in
vitro ont été réalisées avec des oocystes de C. parvum. Les oocystes de C. hominis ont pu
infecter avec succes les lignées cellulaires MDCK (Madin Darby canine kidney cells) et MRC-5
(secondary human lung fibroblast cells) et Akiyochi et collaborateurs, en 2003 ont montré
qgue C. meleagridis TU 1867 était capable d’infecter les cellules MDBK (Madin Darby bovin
kidney cells) (Karanis & Aldeyarbi, 2011).

Des progres encourageants ont toutefois été rapportés en culture axénique (Boxell et
al. 2008; Hijjawi et al. 2004). Ces travaux, menés sur un milieu de culture RPMI-1640, ont
permis I'obtention d’un cycle complet de développement de C. parvum a partir d’oocystes et
ce 8 jours aprées inoculation. Les différents stades évolutifs extra cellulaires de C. parvum
développés en culture axénique pouvaient étres visualisés par immunomarquage en utilisant

des anticorps anti-sporozoite et anti-paroi de I'oocyste.
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Bien que cette méthode de culture ait été tentée sans succeés par certains auteurs
(Girouard et al. 2006), d'autres équipes (Rosales et al. 2005; Karanis et al. 2008; Zhang et al.
2009) ont également observé le développement de certaines étapes in vitro en cultures
axéniques. De plus, Hijjawi et al. en 2010 ont rapporté également un développement
complet du cycle de C. hominis en culture axénique.

La culture in vitro de Cryptosporidium spp. est un outil intéressant pour I'étude de la
biologie du pathogene et le développement ou I'évaluation de traitements antiparasitaires.
Toutefois, elle reste d’un intérét limité en raison des faibles rendements obtenus ainsi que

de I'impossibilité de culture continue.

1-6.2. Modeéles animaux

Le modeéle animal se présente comme un moyen complémentaire voire comme une
alternative a la culture in vitro, pour I'étude de l'infection par Cryptosporidium spp. et pour
la propagation du parasite. Toutefois, la difficulté de cet outil est liée a a la relative

spécificité d’hote de certaines espéces.

A- Le modele murin

C’est le modele le plus utilisé pour des raisons pratiques, de co(t, de maintenance et
d’entretien. Les souris peuvent étre immunocompétentes ou immunodéprimées
(génétiquement ou chimiquement).

Les souris immunocompétentes ne sont généralement sensibles a I'infection par C.
parvum qu’au stade néonatal. Ceci a été rapporté notamment par Sherwood et al. en 1982
aprés avoir testé 8 lignées de souris (dont cing immunocompétentes). Toutes ces lignées ont
développé une infection lorsque le parasite leur a été administré avant I'age de 4 jours. La
sensibilité est toutefois limitée a partir de 21 jours méme apres injection de
cyclophosphamide. Ces observations ont été confirmées aprés infection de souris BALB/c
jusgu’a I'age de 14 jours (Novak & Sterling, 1991) ou encore par d’autres équipes (Mirza-
Qavami & Javid, 2011). D’autres lignées comme les souris « multimamate » (Mastomys
coucha) ont également montré une sensibilité a l'infection par une autre espéce de
Cryptospordium: C. andersoni (Kvac et al. 2007).

L'utilisation de ces modeles reste limitée car ils sont difficiles a manipuler et

I'infection obtenue est transitoire, d’ou I'intérét d’utiliser des modéles adultes méme si ces
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derniers sont peu sensibles a I'infection par C. parvum. Pourtant, des souris adultes BALB/c
et CD1, lorsqu’elles sont axéniques (élevées en dehors de tout contact microbien et
dépourvues de germes) deviennent susceptibles a linfection, ce qui suggére le rodle
protecteur que pourrait avoir la flore intestinale. L'infection obtenue reste tout de méme
moins sévere que dans le modéle néonatal (Harp et al. 1988). Des manifestations cliniques
intestinales, sont également observées chez les souris C57BL/6 immunocompétentes (Costa
et al. 2012) suite a I'inoculation d’oocystes traités avec de |'eau acidifiée (Garza et al. 2008).

Les souris immunodéprimées peuvent |'étre soit chimiquement soit génétiquement.
L'immunosuppression chimique destinée a I'étude de la cryptosporidiose a été obtenue par
I’action d’anticorps ou de corticoides. Ainsi I'administration d’anticorps monoclonaux anti-
CD4, anti-CD8, anti-IL2 ou anti-IFG, seuls ou en association (Ungar et al. 1991) permet
d’obtenir une infection durable mais dépendante de la durée du traitement (Ungar et al.
1990; Ungar et al. 1991).

L'immunosuppression chimique, via les corticoides, permet également le
développement d’une cryptosporidiose prolongée chez les souris adultes. La durée et
I'intensité de l'infection chronique ainsi obtenue dépendent du fond génétique des souris,
du mode d’administration du corticoide (Dei-Cas et al. 1998) et du type de drogue utilisée, la
dexaméthasone étant la plus communément utilisée (Certad, 2008).

Les souris génétiquement modifiées ont également été utilisées: les souris nude
(Heine et al. 1984; Taylor et al. 1999), les souris déficientes en CMH du type Il (Aguirre et al.
1994) mais également les souris SCID. Ces derniéres sont déficientes en lymphocytes T et B
et ont permis I'obtention d’une infection chronique pour des inocula de C. parvum allant de

10% 3 10’ oocystes (Mead et al. 1994; Certad et al. 2007; Garvey et al. 2010).

B- Autres modeéles d’animaux expérimentaux

Plusieurs autres modeles animaux de cryptosporidiose sont rapportés dans la
littérature: Le modéle rat immunodéprimé, artificiellement ou génétiquement (Fayer &
Lindsay 1997), le modele hamster (sensible a C. parvum et C. muris) (Rossi et al. 1990;
Rasmussen & Healey, 1992; Rhee et al. 1999), le modele gerbilles de Mongolie (Meriones
unguiculatus) adultes et sensibles a C. muris, C. hominis, C. parvum et C. andersoni (Koudela,

Modry & Vi@ovec, 1998; Baishanbo et al., 2005; Baishanbo et al., 2006; Kvac et al., 2007), le
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modele porcelet (Widmer et al., 2000) ou le modele veau nouveau-né axénique (Widmer &

Sullivan, 2012) tous deux sensibles a C. hominis.

C- Le modele souris SCID traitée a la dexaméthasone

Certad et ses collaborateurs ont mis au point un modele de souris SCID traitées ou
non a la dexaméthasone (SCID-D, SCID) qui leur a permis d’obtenir une infection durable
apres l'inoculation de C. parvum et de C. muris (Certad et al. 2007). Ces résultats se sont
avérés étre reproductibles. Cependant, le fait le plus marquant fut que les souris infectées
avec C. parvum (traitées ou non a la dexaméthasone) ont développé des néoplasies intra-
épithéliales de haut grade au niveau de la région iléo-caecale dés 46 jours post infection (PI)
qui progressaient en adénocarcinome intra-muqueux. Ces lésions ont également été
observées au niveau de |'estomac (région antropylorique) et du duodénum (Certad et al.,
2007). De plus, ce phénomene ne semble pas souche dépendant. En effet deux souches de C.
parvum on été testées (IOWA et TUM1), toutes deux induisent le développement de
néoplasies gastro-intestinales. Deux autres espéces de Cryptosporidium ont été inoculées
aux souris SCID et SCID-D: C. hominis et C. molnari mais aucune d’elles n’a pu se développer

chez ce modeéle. (Certad et al. 2010 a; 2010 b).

II. Parasites et cancer

Nos connaissances sur les causes du cancer proviennent d’une part de I'étude de
I’évolution du cancer dans les populations humaines et, d’autre part, de I'observation des
processus d’induction de tumeurs chez I'animal de laboratoire traité par des agents
cancérigenes. Environ 2 millions (soit 16,1%) des cas de cancer survenus en 2008 sont
imputables a des infections virales, bactériennes ou parasitaires (Benamrouz et al. 2012). Ce
taux est plus élevé dans les pays les moins développés. Helicobacter pylori, le virus de
I'hépatite B, C et le papillomavirus humain (HPV) sont a eux seul a I'origine de 1,9 millions
des cancers recensés alors que les parasites Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis et
Schistosoma haematobium sont responsables de 8000 cas (IARC, 2003; OMS, 2012b; de
Martel et al., 2012).

En effet, en se basant sur des données cliniques et épidémiologiques, plusieurs
articles rapportent une possible relation entre les infections par des parasites et certains

cancers. Chez les protozoaires, I'implication de Trichomonas vaginalis est évoquée dans le
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développement des cancers de la prostate (Stark et al. 2009) et du col de 'utérus (Zhang et
al. 1995). Toxoplasma gondii est associé a des tumeurs oculaires, a des méningiomes, des
leucémies et des lymphomes (Khurana et al. 2005). Plasmodium falciparum jouerait un réle
de cofacteur dans le développement du lymphome de Burkitt (Khurana et al. 2005). Theileria
annulata et Theileria parva ainsi que Cryptosporidium parvum sont les seuls Apicomplexa
ayant clairement montré une capacité a induire une transformation maligne des cellules de
I’'hote, respectivement des leucocytes et des cellules épithéliales (Dobbelaere & Rottenberg
2003; Certad et al. 2007; Certad et al. 2010a; Certad et al. 2010b). Chez les métazoaires:
Schistosoma haematobium, Opisthorchis viverrini et Clonorchis sinensis sont actuellement
reconnus comme étant carcinogenes pour ’lhomme, causant respectivement, des cancers de

la vessie (Creusy et al., 2010) et des cholongiocarcinomes (de Martel et al., 2012).
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III. Modéele de cancérogénese colique

Le terme « cancer » est généralement appliqué a un grand groupe de maladies qui
peuvent toucher n'importe quelle partie de I'organisme. L'une de ses caractéristiques est la
prolifération rapide de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d'autres organes,
formant ce qu'on appelle des métastases (WHO 2012.) Le cancer est la premiére cause de
mortalité dans le monde avec 7.6 millions de décés en 2008 (environ 13% de mortalité
totale). Plus de 70% des cancers se trouvent dans les pays en développement (OMS,
2012b). Les principaux types de cancer sont les suivants: cancer du poumon, cancer de
I’estomac, cancer du foie, cancer colorectal, cancer du sein et cancer du col de
I'utérus (OMS, 2012b).

Il est aujourd’hui établi que le cancer résulte de I'accumulation d’altérations
génétiques et épigénétiques ( Link et al. 2010; Khare & Verma 2012). Les mutations touchent
deux groupes de genes: les oncogeénes et les genes suppresseurs de tumeurs (Kumar & Clark,
2009; Peltomaki, 2012). L'instabilité génomique facilite quant a elle I'accumulation des
mutations. Des découvertes récentes montrent que I'activation des oncogenes et
I'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs, ainsi que l'instabilité génomique, peuvent
étre obtenues par des mécanismes épigénétiques. Contrairement aux mutations génétiques,
les épimutations ne changent pas la séquence de base de I'ADN et sont potentiellement
réversibles (Peltoméki, 2012).

Dans ce travail, nous nous intéresserons plus particulierement au cancer colorectal
(CCR) car il est considéré comme un modele intéressant d’étude des phénomeénes
génétiques et épigénétiques survenant lors des cancers (Peltomaki, 2012).

Moins de 5% des cancers colorectaux sont dus a des syndromes héréditaires: HNPCC
(hereditary nonpolyposis colorectal cancer), FAP (familial adenomatous polyposis), et
d’autres syndromes de polyposes héréditaires (Wiesneret al. 2009). Alors que les tumeurs se
développant chez les personnes sans prédisposition (sporadiques) représentent 90% des
tumeurs colorectales (Corpet & Pierre 2005; De Carné Trécesson 2010).

La plupart des cancers colorectaux résultent d’une progression multi-étapes partant
d’'une muqueuse normale et progressant vers un adénome puis vers un cancer invasif
(Slavin & Barnholtz-Sloan, 2009; Kumar & Clark, 2009). Décrivant histologiquement cette

progression, le modéle de Vogelstein (figure 4) présente aussi 'accumulation de mutations
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séquentielles. Ce modele a progressivement été enrichi et il est aujourd’hui admis que
plusieurs voies de signalisation cellulaire sont impliquées et qu’elles sont interdépendantes.
Comme rappelé ci-dessus, la majorité des cancers colorectaux sont sporadiques mais ils
présentent tout comme les FAP une mutation de I’APC dans 50-80% des cas ayant pour
conséquence la stabilisation de la beta-caténine. En effet la protéine APC forme un complexe
avec la beta-caténine, Axine, et la Glycogen Synthetase 3b Kinase (GSK3b). L’Axine favorise la
phosphorylation de la beta-caténine qui assure la médiation de sa dégradation dans le
protéasome. Dans les cellules normales, ce processus est régulé par la voie de signalisation
Wingless/Wnt mais en présence de mutations de I’APC, la formation du complexe n’est plus
possible et le taux de beta-caténine augmente dans le cytoplasme. La beta-caténine
accumulée s’associe alors avec le Tcfd et se transloque dans le noyau ou elle va induire
consécutivement I'activation de c-myc, cyclin D1 et c-jun. L’altération de la voie Wnt / b-
caténine / Tcf est donc un événement majeur dans la plupart des cancers du cdlon.
L'oncogene K-ras peut également étre muté au stade précoce de la carcinogenése du célon,
alors que les genes suppresseurs de tumeurs (DCC et p53) sont impliqués dans les étapes
ultérieures. Le syndrome HNPCC (cancer du colon héréditaire non polyposique) quant a lui
n'est pas du a des mutations de I"APC mais a une mutation d’une part des genes de
réparation des mésappariements (MMR): MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2 (Corpet &
Pierre, 2005) et d’autres part du gene pro-apoptotic Bax (Narayan & Roy, 2003). En plus de
ces mutations, les tumeurs humaines peuvent également étre la conséquence d’une
hyperméthylation des promoteurs des ilots CpG. Cette hyperméthylation de I'ADN conduit
également a la régulation négative de |'expression et I'expression aberrante de certains
microARN qui agissent comme des génes suppresseurs de tumeurs. (Corpet & Pierre, 2005;
Khare & Verma, 2012). Enfin la modification des histones agit sur la structure de la
chromatine et l'expression des génes et celle-ci joue donc un réle important dans la

répression de I'expression des genes. (Khare & Verma, 2012) .
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Figure 4: Mécanismes moléculaires du cancer colorectal (CCR). La mise en place et la progression
du cancer colorectal (CCR) (progression de I'épithélium sain vers 'adénome puis au cancer) sont
des processus multi-étapes. Progressivement les cellules des muqueuses colique et rectale sont le
siege de mutations ou de défaillances qui permettent la transition d’'une étape a l'autre (Olivier et
al. 2011). ’APC (Adenomatous Polyposis Coli), géne suppresseur de tumeurs ainsi que le gene K-
ras, oncogéne, sont mutés précocement. Alors que le gene TP53, géne suppresseur de tumeurs,
est muté tardivement dans le développement du cancer colorectal.
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OBJECTIFS ET STRATEGIES

L Objectifs

Nous nous sommes fixés comme objectif général pour ce travail, de caractériser les
|ésions induites expérimentalement par C. parvum chez la souris SCID-D en décrivant les
modifications histologiques et moléculaires . Pour se faire nous avons défini quatre objectifs
spécifiques:

Dans un premier temps, nous avons testé la capacité d’une souche de
Cryptosporidium d’origine humaine a infecter et a induire des lésions néoplasiques chez le
modele SCID-D puis nous avons suivi la progression de ces lésions.

Dans un second temps, nous avons poursuivi la caractérisation de ce modeéle (souris
SCID-D). Nous avons tout d’abord, déterminé son seuil de sensibilité en définissant la dose
minimale de C. parvum (IOWA) qui peut induire une infection durable aboutissant au
développement de lésions néoplasiques. Nous avons ensuite, testé la capacité de C.
meleagridis, espece aviaire mais pouvant causer des cryptosporidioses chez I'"homme, a
infecter notre modele.

Dans un troisieme temps nous avons entrepris de réaliser une caractérisation cellulaire et
moléculaire des néoplasies induites par C. parvum chez le modele souris SCID-D.

En parallele, nous avons étudié linteraction hote-parasite en comparant les
modifications ultra-structurales induites par C. parvum et celles induites par C. muris (espece

n’entrainant pas le développement de néoplasies) dans la cellule épithéliale.

II.  Stratégies

Pour les deux premiers points, nous avons repris le modéle développé par Certad et
ses collaborateurs. Nous avons ensuite, suivi l'infection et procédé a des analyses
histologiques afin de détecter et de décrire les Iésions néoplasiques, mais aussi de mettre en
évidence d’éventuelles différences phénotypiques entre les souches de Cryptosporidium.

Pour la troisieme partie, nous avons tenté d’explorer les voies de signalisation
altérées lors de la cancerogénése induite par le parasite. Pour cela, nous avons réalisé une

détection protéique (étude immunohistochimique) puis une amplification génique et un

séquencage de marqueurs de cancer (suppresseurs de tumeur et oncogenes). Les marqueurs
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choisis sont ceux décrits comme pouvant étre altérés le plus souvent dans les cas de cancers
colorectaux sporadiques humains (Moran et al. 2010). La description des interactions ultra-
structurales entre les parasites et les cellules des |ésions néoplasiques a été réalisée par

microscopie électronique a transmission.
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MATERIELS ET METHODES

I. Modele animal

I-1. Souris

Les protocoles expérimentaux ont été réalisés sur des souris SCID femelles (souche
CB-17-SCID) de 6 a 7 semaines, issues de |'élevage de I'Institut Pasteur de Lille. Les animaux
ont été maintenus en cages individuelles ou groupés au sein d’un isolateur et sous
dépression, avec une nourriture standard et de I'eau ad libitum. Afin de s’assurer de
I'absence d’une infection préexistante, des feces ont été récoltées avant inoculation et
testées pour Cryptosporidium spp.. Les souris ont été également contrélées pour d’autres
infections comme par Helicobacter. Les manipulations sur les souris ont été effectuées au
sein du plateau d’expérimentation animale de ['Institut pasteur de Lille (Numéro
d’accréditation : A59107) et suivant un protocole d’expérimentation qui a été approuvé par

le comité d’éthique régional (Numéro d’accréditation : CEEA 112011).

|-2. Parasites

Les oocystes utilisés proviennent de différents fournisseurs selon les

expérimentations:

- C. parvum (isolat IOWA) et C. muris (Isolat RN66) proviennent de la firme
Waterborne™, Inc. New Orleans, USA. Ces parasites purifiés sont conservés dans
du PBS additionné de pénicilline, de streptomycine, de gentamycine ainsi que
d’amphotéricine B et maintenus a 4°C jusqu’a leur utilisation.

- C. parvum (I12A15G2R1), isolat d’origine humaine, a été obtenu a partir des selles
d’un patient atteint de cryptosporidiose et hospitalisé au CHRU de Lille (Certad,
Benamrouz et al. 2012).

- C. meleagridis a été obtenu a partir des selles de patients, par I'intermédiaire du
réseau cryptosporidies-ANOFEL (réseau national d’étude de la cryptosporidiose
constitué de plusieurs centres hospitalo-universitaires) coordonné a Lille par

Karine Guyot.

Page 52



La viabilité des oocystes est évaluée avant inoculation par un test de désenkystement
in vitro utilisant une solution de trypsine et de taurocholate (Guyot et al. 2000). L’absence de
contamination bactérienne de la suspension d’oocystes est vérifiée sur milieu PCA (Plate

Count Agar) et Sabouraud.

I-3. Immunodépression chimique des souris SCID (pour les groupes

concernés)

L'immunodépression chimique des souris est réalisée grace a un corticoide, le
phosphate sodique de dexaméthasone (noté Dex ou D) (Merck, Lyon, France), administré 15
jours avant l'inoculation et maintenu toute la durée de l'infection. La dexaméthasone est
ajoutée a I'’eau de boisson a une concentration de 4 mg/L a raison de trois fois par semaine

(Certad et al. 2007).
I-4. Inoculation

A I’age de huit a neuf semaines, les souris SCID sont inoculées par gavage gastrique a
I'aide d’'une sonde courbe. L'inoculum parasitaire est constitué d’'une suspension de 200 pl
de PBS contenant 1, 10, 100 ou 10° oocystes selon le groupe expérimental.

Les souris des groupes témoins recoivent 200 pl de PBS seul ou d’une solution de 10°
oocystes filtrée sur une colonne Nanosep MF (diamétre des pores du filtre : 0,45 um) afin de
tester I'implication d’éventuels contaminants, biotiques (e.g. virus) ou abiotiques, dans la

solution de PBS contenant les oocystes.
I-5. Suivi de I'infection

Selon I'expérimentation, les feces des souris sont collectées individuellement ou par
pool tous les deux jours. Cette procédure est réalisée en isolateur. Pour cela, les souris sont
transférées dans des cages propres pendant une a deux heures, temps nécessaire
al’'obtention d’une dizaine de feces. Elles sont ensuite réintroduites dans leurs cages
respectives. Les feces sont collectées a I'aide de pinces stériles puis transférées dans des
tubes eppendorfs avant d’étre re-suspendues dans 1 ml d’eau ultra-pure (milliQ). La

détection et la numération des oocystes dans les selles sont réalisées par observation au
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microscope optique soit aprés coloration par la technique de Zielh-Neelsen modifiée
(Henriksen & Pohlenz, 1981), soit apres purification des oocystes par séparation
immunomagnétique (IMS) avec un kit Dynabeads anti-Cryptosporidium (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France), et marquage immunofluorescent (IFD) avec un anticorps anti-
Cryptosporidium (Cellabs Pty. Ltd, Croissy-Beaubourg, France), ou encore par PCR nichée

(Xiao, 2010).
I-5.1. Détection microscopique par la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée

Apres fixation au méthanol pendant 5 min, les lames des frottis fécaux sont séchées a
I'air libre puis plongées dans la fuchsine phéniquée de Zielh (Réactifs RAL, Paris, France)
pendant 1h. Apreés rincage a I'eau, une décoloration par 'acide sulfurique en solution a 2%
est réalisée pendant 20 secondes. Cette décoloration est suivie d’'un nouveau rincage a 'eau,
puis les lames sont immergées dans une solution de vert de malachite (Réactifs RAL, Paris,
France) a 5% pendant 5 min pour la contre coloration. Aprés rincage a I'eau et séchage a

I'air, les lames sont montées a I'Eukitt (O. Kindler Gmbh, Freiburg, Allemagne).
I-5.2. Concentration par immunoséparation magnétique (IMS)

Les oocystes sont purifiés et concentrés par séparation immunomagnétique (IMS)
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) selon le protocole préconisé par le fabriquant. Les selles
en suspension subissent une centrifugation a 3000 x g pendant 10 min. Du culot ainsi obtenu
une quantité est prélevée puis pesée précisément pour ensuite étre reprise dans 350 a 700
ul d’eau milliQ, selon la quantité de selles a disposition. Un volume de 300ul de cette
suspension est repris avec de l'eau jusqu’a compléter un volume de 10 ml, 1000 pl de
tampon SL A et 1000 pl de tampon SL B ainsi que 100 pul de billes magnétiques sensibilisées
avec des anticorps anti-Cryptosporidium sont ajoutés aux échantillons. Les échantillons sont
placés sous agitation douce pendant une heure a température ambiante. Des aimants
permettent ensuite de séparer les complexes billes-oocystes du reste de I’échantillon. Les
oocystes sont ensuite détachés des billes magnétiques par coupure de liaison antigene-
anticorps avec 100 pl d’acide chlorhydrique (HCI 0.1M pendant 5 min) et ensuite une

neutralisation est faite par 10 pl de NAOH.
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I-5.3. Marquage par immunofluorescence directe (IFD)

Les anticorps anti-Cryptosporidium utilisés proviennent d’un kit de détection pour
Cryptosporidium, FITC conjugate anti-Cryptosporidium monoclonal antibody (Cellabs Pty. Ldt,
Croissy-Beaubourg, France) et sont utilisés selon les instructions du fabriquant. Les oocystes
sont fixés au méthanol puis 20 pl d’anticorps sont ajoutés. Les lames sont ensuite incubées
30 min a 37°C en chambre humide. Cette incubation est suivie de 5 lavages en PBS. Apres
montage avec un mélange Mowiol-Dabco-Glycérol, les lames sont observées en microscopie

a épifluorescence.

I-5.4. Détection par PCR nichée

A-  Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN se fait a partir des suspensions de selles, préalablement lavées a
I’eau ultrapure, a I'aide du kit « Ultra CleanTM Feacal DNA Kit » (Mo Bio. Laboratories, Inc,

Carlsbad, Etats unis) suivant le protocole du fournisseur.

B- Amplification par PCR nichée
Une double PCR ciblant I’ADNr 18S permet de mettre en évidence la présence du
parasite dans nos échantillons. L’ADN amplifié correspond a un fragment de 820 pb du géne
codant la sous unité 18S de I’ARN ribosomal des parasites du genre Cryptosporidium (Xiao et

al. 2001). Les amorces utilisées dans ce travail sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3: Liste des amorces utilisées pour la réalisation de la PCR nichée

Oligonucléotide Utilisation Séquence (5'3') m
18SXIAOEXTF primer PCR 1 (+) TTC TAG AGC TAATAC ATG CG 46.6
18SXIAOEXTR primer PCR 1 (-) CCCATTTCCTTC GAA ACA GGA 50.1
18SXIAOINTF primer PCR 2 (+) GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG 49.7
18SXIAQINTR primer PCR 2 (-) AAG GAG TAAGGA ACAACCTCCA 50.8

Dans la premiere étape de PCR, le mélange réactionnel contient, pour un volume
final de 50 pl, du tampon de PCR a une concentration finale de 1X, du MgCl, a une
concentration finale de 4 mM, des dNTPs a une concentration finale de 200 uM, des

amorces externes a une concentration finale de 0.1 uM, de la Taq polymérase Amplitaq Gold
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(1.25 unités), 10 ul d’ADN. L'amplification d’ADN est réalisée sur un thermocycleur PTC 200
(MJ Research, Waltham, Etats-Unis). Le programme comprend 10 min de dénaturation a
94°C, suivi de 40 cycles comprenant chacun une étape de dénaturation de 45s a 94 °C, une
phase d’hybridation de 45s a 55°C, et une période d’extension de 1 min a 72°C. Le
programme se termine par une derniere étape d’extension de 5 min a 72°C.

Pour la seconde étape de PCR, le mélange réactionnel contient, pour un volume final
de 50ul, un tampon de PCR a une concentration finale de 1X, du MgCl, a une concentration
finale de 5 mM, des dNTPs a une concentration finale de 200 uM, des amorce internes a une
concentration finale de 0,1 uM, de la Taq polymérase Amplitag Gold (1,25 unités) et 2 ul
d’ADN de la lére PCR. L'amplification d’ADN est réalisée suivant les mémes cycles
thermiques que la premiere PCR.

La seconde étape d’amplification est suivie d’une électrophorése dans un gel
d’agarose a 2% en tampon TBE 1X (Quantum Biotechnologies) contenant 0,5 pg/ml de
bromure d’éthidium sous voltage de 100-120 volts pour observer le fragment d’ADN

amplifié.

I-5.5. Détection de C. parvum par PCR en temps réel (q-PCR)

Deux PCR quantitatives en temps réel simplex en chimie TagMan ont été
développées I'une ciblant le parasite, C. parvum, I'autre ciblant un gene de la souris : beta-
actine

Pour la g-PCR, C. parvum, les amorces et la sonde utilisées sont celles décrites par
(Fontaine & E Guillot, 2002). Les amorces amplifient un fragment de 138 pb spécifique de C.
parvum, C. hominis et C. meleagridis situé dans une séquence spécifique de 452 pb
(GenBank accession number AF188110) et présent en simple copie dans le génome. La
sonde fluorescente TagMan a été marquée a I'extrémité 5" par un fluorochrome récepteur,
le 6-carboxy-fluorescine (FAM) et a l'extrémité 3'par un fluorochrome suppresseur
(quencheur) black hole quencheur 1 (BHQ-1).

Pour la g-PCR souris, la cible est un géne de ménage, beta-actine (GenBank accession
number  AC144818) présent en simple copie. L'amorce forward (5'-
AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3’) et 'amorce reverse (5-CTGAGAAGCTGGCCAAAGAGA-3’) ont

été designées pour amplifier un fragment de 68pb. La sonde fluorescente TacMan (5'-
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CCCAGGTCAGTATCCCGGGTAACCC-3’) a été marquée en 5 avec un fluorochrome récepteur
hexachloro-6-carboxy-fluorescein (HEX) et en 3 avec le quencheur BHQ-1.

Chaque amplification est réalisée dans 25 pl de mélange réactionnel final. La gPCR C.
parvum contient 1X iQ™ Supermix (Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis), 400 nM de chaque
amorce Cryptosporidium, 100 nM de sonde de Cryptosporidium et 5 ul d’ADN. La gPCR
ciblant un fragment du géne beta-actine contient 1X iQ™ Supermix (Bio-Rad, France) 200
nM de chaque primer actine, 50 nM de sonde spécifique de beta-actine et 5 pl d’ADN. La
réaction de g-PCR est réalisée sur le Rotor-Gene 6000 instrument (Corbett Research,
Cambridgeshire, Royaume-Uni). Elle inclut une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant
15 min suivie par 49 cycles de dénaturation a 95°C pendant 15 s et une
hybridation/élongation a 60°C pendant 1 min. La mesure de la fluorescence se fait a la fin de
I’élongation.

Tous les échantillons d’ADN ont été dilués au 1/10eéme et au 1/100éme pour éviter
des réactions d’inhibition et ont été mesurés en triplicats. L'analyse des données se fait a
I'aide du logiciel Rotor-Gene 6000.

Des standards externes de référence ont été construits pour les deux génes cibles en
clonant les fragments d’intérét dans des plasmides. Pour les deux gPCR des droites de
référence ont ainsi pu étre construites afin de vérifier I'efficacité et le coefficient de
corrélation. La reproductibilité de ces valeurs nous a permis de valider les deux gPCR.

Nous avons ainsi pu établir la quantification du nombre de copies de genes de
Cryptosporidium et de beta-actine de souris amplifiées. Grace a la normalisation par rapport
a la beta-actine de souris, la quantité de parasites a pu étre exprimée en nombre de copies
de géne de Cryptosporidium pour un nombre fixe de cellules (dans notre cas 10° cellules).
L'intérét de cette normalisation, par rapport au géne codant pour la beta-actine, est de
pouvoir comparer les échantillons entre eux car la quantité de tissu était variable d’un

échantillon a I'autre.
I-6. Suivi clinique des souris

Afin de suivre I’évolution clinique des souris SCID au cours des expérimentations,
plusieurs indicateurs sont relevés régulierement: poids des souris, état de prostration

éventuel, aspect du poil, diarrhée, asthénie.
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II. Analyse histopathologique

Les souris sont euthanasiées périodiquement par asphyxie au CO, ou par dislocation
cervicale (selon les expérimentations) a des temps prédéfinis ou lorsque les souris ont
montré un état d’affaiblissement rendant I’euthanasie éthiquement obligatoire. Pour
chacune des souris, différents organes sont prélevés (estomac, foie, duodénum, jéjunum,
caecum et colon) puis fixés dans du formol neutre a 10%, avant d’étre inclus dans la
paraffine. Les coupes histologiques de 5um ensuite obtenues sont colorées a I’'Hématoxyline
et I’éosine pour étre observées en microscopie optique. Les altérations histopathologiques
néoplasiques sont qualifiées selon la classification de Vienne (Certad et al. 2010a; 2010b) et

selon la classification de tumeurs gastro-intestinales chez les rongeurs (Boivin et al. 2003).
lI-1.Classification des néoplasies

La classification de Vienne chez 'homme (cf. tableau 4), se base sur deux criteres
fondamentaux. Le premier est le caractére invasif de la néoplasie dans I'épaisseur de la paroi
digestive. Le deuxieme critere est basé sur la sévérité des lésions cytologiques et
architecturales (Scoazec, 2007). La classification des tumeurs gastro-intestinales chez la
souris (cf. tableau 5) résulte d’'un consensus entre pathologistes « consensus report and
recommendations » dont objectif était de trouver une classification standard applicable a la

souris comme modeéle de néoplasie intestinale (Boivin et al. 2003).

Page 58



Tableau 4: Classification de Vienne révisée (Scoazec, 2007; Certad, 2008; Stolte, 2003)

Catégories Description
1 Absence de néoplasie/dysplasie
2 Indéterminé pour la néoplasie/dysplasie
3 Néoplasie intra-muqueuse de bas grade (adénome/dysplasie de bas grade)
4 Néoplasie intra-muqueuse de haut grade

4.1 Adénome/dysplasie de haut grade
4.2 Carcinome non invasif (carcinome in situ)

4.3 Suspicion de carcinome invasif

4.4 Carcinome intra-muqueux
5 Carcinome envahissant la sous muqueuse

Tableau 5: Classification des tumeurs intestinales chez les rongeurs modifiée (Boivin et al. 2003;

Certad, 2008)

Type de lésion

Description

Hyperplasie

Néoplasie intra-épithéliale
gastro-intestinale

Adénome

Herniation
Adénocarcinome

Epaississement de la muqueuse, mitoses toujours situées
dans la partie profonde, noyaux de localisation basale et sans
atypies
Lésions néoplasiques pré-invasives. Ces lésions sont
synonymes de microadénome, microcarcinome, et carcinome
in situ.
Tumeurs épithéliales bénignes. Elles se subdivisent en
plusieurs catégories selon :
1. Histopathologie :
- Tubulaire
- Villeux
2. Grade de la dysplasie :

- Bas grade: glandes ou cryptes de forme
irréguliere, augmentation de la densité de
glands, basophilie et pseudostratification
nucléaire. Polarité cellulaire normal,
chromatine fine. Sécrétion de mucus présente.

- Haut grade: glandes de forme irréguliere,
aspect de fusion, aspects cribriformes de
glandes, pseudostratification nucléaire,
noyaux vésiculeux et nucléoles, perte de
polarité cellulaire, augmentation de nombre
de mitoses, mitoses anormales et localisés
dans les zones les plus superficielles de la
mugueuse, et notamment dans [|'épithélium
de surface

Pénétration de glandes dans la muscularis mucosae
Néoplasie maligne
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11-2.Suivi de la progression de la 1ésion

Des colorations histochimiques et des études immunohistochimiques sont réalisées

dans le service d’Anatomie et Cytologie Pathologique du GHICL a I'aide d’'un automate

Benchmark XT IHC/ISH (Ventana Medical Systems, Tucson, Etats-Unis), comme résumé dans

le tableau 6.

Les lames colorées et marquées sont observées sur microscope Leica DMRB équipé

d’une caméra Leica digital connecté a un logiciel de traitement d’images (MCID software,

Cambridge, Royaume-Uni). Cette étude nous a permis de déterminer le grade de la Iésion et

de suivre sa progression a travers les différentes couches du tube digestif (cf. figure 5).

Tableau 6: Colorations et marquages histologiques réalisés pour I'étude de la progression des

Iésions néoplasiques

Type de colorations o Référence I
yp Intérét . Dilution
ou marquage des anticorps
Mise en évidence la
membrane basale des
glandes
Coloration argentaffine
de Volgens-Gomori
Visualisation des cellules
épithéliales Anticorps monoclonal
e — anti-cytokératine de
Marquage de la .:r-‘?-’ Y .
cytokératine B, sourts i
"J-,; (AMOQ71-5M; Biogenex,
S e Fremont, Etats-Uni
% i emont, Etats-Unis)
Visualisation des fibres
musculaires lisses de la
muscularis mucosae et de .
| | Anticorps monoclonal
Marquage de l'actine a musculeuse. anti-Human Smooth
des fibres musculaires Muscle Actin 1:100

lisses

(M0851; Dako,
Glostrup, Danemark)
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musculeuse

muscularis mucosae

muqueuse

Sous-muqgueuse

adventice

Figure 5: Les différentes couches composants le tube digestif d’aprés (Nataf, 2006)

III. Etude des mécanismes d’'induction des lésions néoplasiques
chez les souris SCID-D

Nous avons choisi dans un premier temps d’explorer des voies de signalisation les
plus souvent impliquées dans les cas de cancer colorectaux sporadiques humains grace a
guatre marqueurs : Beta-caténine et APC pour la voie de la Wnt, la P53 et K-ras (Moran et al.

2010).
11-1. Etude immunohistochimique

Les coupes histologiques réalisées a partir des caecums prélevés (cf. partie 2 du
Matériels et Méthodes) ont été utilisées pour d’autres analyses immunohistochimiques dans
le but cette fois-ci d’explorer les voies métaboliques altérées lors du processus d’induction
des néoplasies par C. parvum chez les souris SCID-D.

Les marquages ont été réalisés par le Département Académique de Pathologie de
I"'université de Gand (Belgique) en suivant le protocole LSAB2 system-HRP DAKO © et en
adaptant les temps et les dilutions a nos échantillons. Le démasquage antigénique est réalisé
par la chaleur dans du tampon citrate (pH :6) pour la beta-caténine, la P53 et K-ras et dans

un tampon EDTA (pH :8) pour I'APC. L’activité endogéne péroxydasique est inhibée en
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incubant I’échantillon pendant 10 minutes avec du peroxyde d’hydrogene a 3 %. La lame est

ensuite, incubée avec l'anticorps primaire pendant 1h puis avec un anticorps de liaison

biotinylé (30 min) et ensuite avec de la streptavidine marquée a la peroxydase (30 min). La

coloration s’achéve par une incubation avec le substrat chromogéne 3-3’-diaminobenzidine

(DAB) pendant 2 min qui donne un précipité de couleur marron sur le site de I'antigene.

Enfin la contre coloration des noyaux se fait par I’hématoxyline. Les anticorps primaires

utilisés sont listés dans le tableau 7.

Tableau 7: Liste et références des marqueurs utilisés pour l'analyse immunohistochmique

Marqueurs

Références

Dilution

Beta-caténine

APC

P53

Anticorps polyclonaux de lapin
(H-1020, Abcam,

Cambridge, Royaume-Uni)

Anticorps polyclonaux de lapin
(SC-896, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, Etats-Unis)

Anticorps polyclonaux de lapin
(Ab-4060, Abcam,

Cambridge, Royaume-Uni)

Anticorps polyclonaux de lapin

1:25

1:100

1:50

K-ras

(12063-A-AP, Protein Tech,

1:100

Manchester, Royaume-Uni)

11-2.

Détection de mutations

au

sein d'une population

potentiellement hétérogene de cellules stomacales et caecales de

souris SCID-D

Afin de caractériser I'impact génétique de I'infection a Cryptosporidium comme agent

mutagene probable sur des cibles génétiques prédéterminées de I’'h6te, un séquencage ciblé

a haut-débit a été réalisé. Ce séquengage, faisant appel a la deuxieme génération de

séquenceur haut-débit, requiert 3 différentes étapes :

- Préparation de la librairie

- Amplification clonale de la matrice de séquencage

- Séquengage multi-parallélisé
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Figure 6: Différents constituants et principe de la technologie lon Torrent

La technologie lon Torrent, reposant sur I'utilisation des semi-conducteurs, permet le
séquencage multi-parallélisé au sein des millions de puits (ou capteurs) couvrant la surface
de la puce (cf. figure 6). La méthode de séquencage est basée sur la détection des ions
hydrogenes libérés suite a I'incorporation de nucléotides natifs. Il s’agit d’'un procédé de
séquencage par synthese au cours duquel un brin complémentaire au brin matrice est
produit. Les données brutes prendront la forme d’ionogrammes. A un puit contenant une
bille porteuse d’une seule séquence correspondra un ionogramme. Lors de la phase de base
calling, ce signal sera converti en séquence (FASTQ) accompagné d’un score de qualité

nommé Phred-score de chaque base séquencée.

lll-2.1. Préparation de la librairie

A-  Amplification des cibles

Afin de focaliser sur des loci identifiés pour étre d’une importance majeure dans
I’apparition de cancer (Kuraguchi et al. 2000; Takahashi et al. 2000; Takahashi &
Wakabayashi, 2004; hu et al. 2009) des fragments de genes codants les protéines APC, K-ras
et beta-caténine ont été ciblés (cf. figure 7 et tableau 8). Des PCR simplex ont été désignées,

optimisées pour étre réalisées au sein d’'un méme run de PCR en point final.
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Figure 7: Distribution des mutations d'APC caractéristiques des tumeurs intestinales de souris
MIh1-/-Apc1638N et Mlh1-/-Apc+/+. Ces mutations sont également retrouvées chez 'lhomme
(Kuraguchi et al. 2000)
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Tableau 8: Distribution des mutations de Beta-catenine et K-ras ciblées pour notre études et

décrites par (Takahashi et al. 2000 et Hu et al. 2009)

Séquence
Amplicon de
référence

Taille de Position des
I'amplicon mutations attendues

Sequence FASTA (Wt C57BL/6)J)

NC_00007 411 pb 326-334

K-ras 2.6 (GGT en GAT)

129-134/138-140
(GAT en AAT) chez le rat
141-143
(TCTen TTT ou en CCT ou
en TTT)
144-146
343 pb (GGA en GAA)
153-155
(TCTen TTT)
165-167
(ACC en ATC)
177-182
(ACC en ATC)

Beta- NC_00007
caténine 5.6

CCTTTGAGAGCCATTAGCTGCTACAAAACAGTAATCTGG
CTGITTAGATCAACAAGCTAAATGATAGAAGATGAAAGT
ACTGGTTTCCATGTATTTTTATTAAGT GTTGATGAGAAA
GTTGTAAGTGACTTACAGGT TACTCTGTACATCTGTAGT
CACTGAATTCGGAATATCTTAGAGT TTTACACACAAAGG
TGAGTGT TAAAATATTGATAAAGT TTTTGATAATCTTGT
GTGAGACATGI TCTAATTTAGTTGTATTTTATTATTTTT
ATTGTAAGGCCTGCTGAAAATGACTGAGTATAAACTTGT
GGTGGT TGGAGCT GGTGECGTAGGCAAGAGCGCCTTGAC
GATACAGCTAATTCAGAATCACTTTGTGGATGAGTATGA
CCCTACGATAGAGGTAACGCT

CGTAGATGECTTCTTCAGGTAGCATTTTCAGT TCACTAA
CATACTCTGITTTTACAGCTGACCTGATGGAGT TGGACA
TGGCCAT GGAGCCGGACAGAAAAGCT GCTGT CAGCCACT
GGCAGCAGCAGTICTTACTTGGATTCTGGAATCCATTCTG
GTGCCACCACCACAGCTCCT TCCCTGAGT GGCAAGGGECA
ACCCTGAGGAAGAAGATGI TGACACCTCCCAAGTCCTTT
ATGAATGCGAGCAAGGCTTTTCCCAGT CCTTCACGCAAG
AGCAAGTAGCTGGTAAAGCATTTGTGT TTGGAAGCTAGC
ATTAAGTTTCT TGACAGECECTGT GTGACAGC

e Extraction d’ADN :

L’ADN utilisé pour I'amplification par PCR, a été extrait a partir de préléevements

d’organes de souris SCID-D infectées par C. parvum aprés 97 jours Pl (souris S1 et S2) et 101

jours Pl (souris S3 et S4). Ces fragments d’organes correspondent soit a des régions

présentant des taches atypiques au niveau de I'estomac (région antro-pylorique) soit a des

polypes au niveau du caecum. L’extraction a été réalisée a I'aide du kit NucleoSpin® Tissue

(Macherey-NAGEL, GmbH & Co. KG, Neumann-Neander, Germany) selon le protocole du

fournisseur.

* Design des amorces :

Le design des amorces a été réalisé a I'aide du logiciel Fast PCR et 8 couples

d’amorces ont ainsi été définis (cf. tableau 9).
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Tableau 9: Liste des amorces et leurs positionnements au sein de la séquence de référence.

Nom Sens ID Gefﬂ:’»ank: Séquence Taille Tm(°C)
position
NC_000084.6:
forward 34312278-34312296 tccecggcetcaagtctgeca 19 60,7
APCA
reverse NC_000084.6: ctatctgggctgcagtggt 20 59,4
34312690-34312709 sio Gl e R e ’
NC_000084.6:
forward 34312689-34312709 taccactgcagcccagatagce 21 58,7
APCB
reverse NC_000084.6 - ctaggtcagctggatact 21 57,8
34313042-34313062 EeEClagetcascies ’
NC_000084.6:
forward 34313041-34313062 cagtatccagctgacctagcecc 22 58,8
APCC
reverse NC_000084.6: agacaggataactggtgttctggct 25 59,1
34313254-34313278 s ’
NC_000084.6:
forward 34313254-34313278 agccagaacaccagttatcctgtct 25 59,1
APCD
reverse NC_000084.6: ctgaacttggacgcagctgatt 23 60
34313734-34313756 geigaactigpacecastie
NC_000084.6:
forward 34313734-34313756 aatcagctgcgtccaagttcagce 23 60
APCE
reverse NC_000084.6: agcggagtctcctggacat 20 58,1
34314176-34314195 Sl ’
NC_000084.6:
APCE forward 34314176-34314199 atgtccaggagactccgctegtat 24 60,5
reverse NC_000084.6: accctctgcacggcagcatt 20 61,6
34314466-34314485 geacggcag ’
NC_000072.6:
e forward 145247097-145247077 cctttgagagccattagcetgc 21 56,2
reverse NC_000072.6: agcgttacctctatcgtagggt 22 56,2
145246708-145246687 =2 Sl ’
NC_000075.6:
beta- forward 120950465-120950490 cgtagatggcttcttcaggtagcatt 26 58,2
cat reverse NC_000075.6: gctgtcacacagccectgtcaa 21 59,7

120950787-120950807
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Plan de plaque

Le plan de la plaque est présenté dans la figure 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

T-est(A) |T-cae(A) |Slest(A) |Slcae(A) |S2est(A) [S2cae(A) |S3est(A) |S3Icae(A) [tneg PCR(A)S4est(A) |S4lcae(A) [S4llcae(A)
T-est(B) |T-cae(B) |[Slest(B) |[Slcae(B) |[S2est(B) |[S2cae(B) |[S3est(B) [S3Icae(B) |tnegPCR (B)|S4est(B) |S4lcae(B) |S4llcae(B)

T-est (C) |T-cae (C) |Slest(C) |Slcae (C) |S2est(C) [S2cae (C) |S3est(C) |S3Icae (C) |tneg PCR(C)[S4est(C) |S4lcae (C) [S4llcae (C)

T-est(D) |T-cae(D) |Slest(D) |Slcae(D) |S2est(D) [S2cae(D) |S3est(D) |S3Icae(D) |tnegPCR (D)S4est(D) |S4lcae(D) [S4llcae(D)
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Figure 8: Plan de plaque

* Conditions de PCR
Les conditions d’amplification géniques définies pour I'ensemble des cibles sont les
suivantes : le mélange réactionnel final de 25ul contient du tampon de PCR 1X, du MgCl, 0.5
mM, des dNTPs 0.25mM, les amorces 5uM, la Taq polymérase « Hot start Taq plus » (2.5

unités) et 5ul d’ADN. Le programme est résumé dans le tableau 10.

Tableau 10: Programme PCR (Thermocycleur : MasterCycler EP,Eppendorf)

Déroulement Température Durée

- Dénaturation 95 °C 5mn
Dénaturation 94 °C 20s
30 cycles Hybridation 58 °C 15s
Elongation 4 72 °C 30s

- Elongation 5 72 °C 4mn

¢ Purification des produits PCR
Les amplicons ont été purifiés a I'aide du kit QIAquick (QIAGEN, Courtabceuf, France)
conformément aux protocoles du fournisseur, seule I'étape ultime d’élution a été modifiée :
- 50 uL de TE 1X préchauffé a 70 °C ont été déposé sur la membrane de silice.
- Incubation de 20 min a température ambiante
- Elution par centrifugation 8000 x g pendant 1 min
Chaque amplicon a, ensuite, été dosé par spectrophotométrie pour valider la phase

d’amplification.
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Un point de la plague n’a pas montré d’amplification suite a la phase de PCR, il s’agit
du point A3. Ce point correspond au fragment APC A de I’échantillon prélevé a partir de

I’estomac de la souris S1.

B- Préparation de la matrice de séquencage

* Fragmentation mécanique des amplicons de tailles > 430 pb
Le type de protocole de séquengage choisi (PGM, lon Torrent, Life Technologies)
permet de délivrer des séquences de taille moyenne de 200 bases. La matrice de
séquencage ne devra donc pas excéder une taille, au-dela de laquelle, les reads produits par
le séquenceur ne permettraient pas de couvrir I'intégralité d’'un amplicon généré. Ainsi, 3
des 8 amplicons générés ont été fragmentés par action des ultra-sons (Bioruptor,
Diagenode) puis purifiés (AMPure, Agencourt) afin de ne conserver les fragments supérieurs

a 180pb.

* Constitution de la librairie

Les amplicons obtenus ont ensuite été poolés par index en proportion équimolaire.

Nombre de molécules / pL = concentration en (ng/uL) x 107-9 x nombre d’Avogadro
(molécule/mol) / (taille moyenne des séquences de la librairie (pb) x Masse Molaire d’une
paire de nucléotides (g/mol)

Par la suite, un index sera constitué par une séquence singuliere permettant
d’attribuer un séquencage a un échantillon donné. Des adaptateurs P1 et A (cf. tableau 11)
ont été ligués aux extrémités 5’ et 3’ des amplicons produits a I'aide du kit « lon Xpress Plus
gDNA and Amplicon Library Preparation » (Sans I'étape de « size sélection ») (lon Torrent,
Life Technologies).

Tableau 11: Adaptateurs P1 et A

Adaptateur Séquence
5'-CCACTACGCCTCCGCTTTCCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT-3'
"t 5'-ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGAAAGCGGAGGCGTAGTGG*T*T-3
A 5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3'

5'-CTGAGTCGGAGACACGCAGGGATGAGATGG*T*T-3'
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Chaque index constitué des 8 éléments de librairie sera ensuite évalué par une
méthode d’électrophorese capillaire sur un support constitué d’une puce High Sensitivity
DNA Chip (Agilent Technologies) et d’'un BioAnalyzer (Agilent Technologies). Cette étape
permet une évaluation qualitative (obtention de différents pics relatifs a la présence des
amplicons obtenus) et semi-quantitative permettant in fine de pooler les divers index

obtenus entre eux, toujours de maniére équimolaire.

l1I-2.2. Amplification clonale : préparation de la matrice de séquencage

Une phase d’amplification clonale par emPCR (PCR en émulsion) est réalisée afin
d’obtenir une matrice de séquencage en quantité et qualité suffisante (cf. tableau 12). La
PCR en émulsion est réalisée en isolant autour d’une bille dans un micro-environnement une
molécule de la librairie, des dNTP, des amorces complémentaires des adaptateurs fixés.
L'objectif étant d’allonger I'amorce prenant pour matrice la molécule de librairie présente
dans le microréacteur de PCR. Afin de limiter, la quantité de billes porteuses de plusieurs
séquences et de limiter les séquences polyclonales qui seront filtrées lors de I'analyse future,
une estimation fine de la proportion de séquences de librairie par rapport aux billes a été
nécessaire. L'amorce complémentaire de |'adaptateur A est quant a lui biotinylé, ceci
permettra d’enrichir les billes porteuses de séquences (live ISP) a lissue de la phase
d’emPCR, conformément au protocole de préparation d’échantillon développé (« lon PGM

200 Xpress Template Kit, Life technologies »).

Tableau 12 : Programme emPCR (Vitesse de chauffage/refroidissement bridée a 1°C/s

Déroulement Température Durée

- Etape 1 95 °C 10 mn
Etape 2 95 °C 10s
15 cycles Etape 3 68 °C 4dmn
Etape 3 95 °C 30s
SUGTEIEE Etape 4 68 °C 6mn
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1I-2.3. Séquencage multiparallélisé

L’ensemble de I'’échantillon est traité sans modification du protocole « lon PGM 200
Sequencing Kit, Life technologies» et séquencé sur une puce 316 (100Mb).

Le rapport fourni a lissue du «run» confirme que la capacité de séquengage
envisageable est atteinte (« Total Number of Base > 173Mbp) avec 124Mbp correspondant a
une qualité a Q20 (1 erreur du 100 bases). Les notions de taille moyenne de « reads » ainsi
gue I'ensemble des filtres appliqués (Polyclonalité, Dimeres d’amorces, faible qualité) y sont

également mentionnés.

llI-2.4. Analyse

La primo analyse consiste en 3 étapes réalisées a I'aide de modules de la suite
logiciels CLC Genomic Workbench 5.
Le pipeline d’analyse peut se résumer de la maniere suivante :
1. Mapping sur une référence pivot des reads obtenus sur chacune des 11
pistes (11 index) de séquencage
2. Détermination des mutations ponctuelles (SNP et DIP) par rapport a la
référence a partir des mappings obtenus
3. Détection probabiliste de variants
La premiére consiste en un mapping des reads générés lors du séquencgage sur une

référence (GenBank. Tableau 9).

A- Mapping des reads

Deux mappings différents (cf. tableau 13) ont été réalisés: le premier reprenant des
parametres standards de mapping, le second reprenant des parameétres plus stringeants.
L'objectif étant d’évaluer le mapping le plus adapté a cette étude, c’est-a-dire celui

engendrant une profondeur maximale pour un minimum d’appariements artéfactuels.
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Tableau 13: Définition des deux mappings réalisés

Mapping Mapping
Parameétres de mapping
stringeant standard

Longueur de fraction 0,95 0,50
Similarité 0,95 0,80

Il a été décidé pour la suite de ne considérer que les mappings réalisés en appliquant
les parametres les plus stringeants ceci permet une bonne fiabilité du mapping tout en

perdant que peu de profondeur.

B- Détermination des mutations

En premiére intention, I'analyse consiste en la détermination de mutations SNP ou
DIP présentes au-dela d’un pourcentage fixé (ont été testées les 25 % ou 35 %) pour une
profondeur minimale déterminée. La profondeur minimale a été fixée a 50 X (une telle
profondeur, par la redondance des reads constituant le mapping sur référence, limite la
détection de mutations artefacts provenant d’erreur de séquencage et non pas de cellules

non somatiques).

IV. Etude de l'interaction cellule hoéte-Cryptosporidium par
microscopie électronique a transmission (MET)

Les organes (estomacs, colons et caecums) sont ouverts, nettoyés au sérum
physiologique puis observés sous la loupe afin de localiser les lésions. Les Iésions ainsi
identifiées sont découpées en petits morceaux de 1/1 mm, placées au fur et a mesure dans
du tampon phosphate (0,1M, pH: 7,4) sans sel a 4°C puis fixées dans une solution de
tampon phosphate sans sel contenant 2.5% de glutaraldéhyde (tampon phosphate 0,1M,
pH: 7,4) pendant 2 heures a température ambiante. Aprés une série de lavages (tampon
phosphate 0,1M, pH: 7,4), les tissus subissent une post-fixation dans du tétroxyde d’osmium
a 1% pendant 1 heure a température ambiante. Des bains successifs d’éthanol 70°, 90°,
d’éthanol absolu et enfin d’oxyde de propylene permettent une déshydratation de la
préparation. Les morceaux de tissus obtenus sont alors laissés toute une nuit dans un

mélange epon pur/ oxyde de propyléne (volume/volume) avant une inclusion définitive dans
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de I'epon pur. Des coupes semi-fines, colorées au bleu azur, et ultra-fines sont réalisées a
I'aide d’un ultra microtome (Leica, Centre de Biologie et Pathologie, CHRU de Lille). Ces
dernieres sont recueillies sur des grilles membranées et subissent un double contraste avec
de I'acétate d’uranyle 2% et du citrate de plomb (technique de Reynolds). L'observation se
fait sur un microscope 57 électronique a transmission sous une tension de 70 kV (Leo, Centre

de Biologie et Pathologie, CHRU de Lille).
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RESULTATS

Les résultats sont présentés en fonction des articles publiés ou des manuscrits en

cours de rédaction.

I. Capacité d’'une souche de C. parvum isolée chez 'homme a

infecter et a induire des néoplasies chez les souris SCID et SCID-D

Article 1: «Fulminant Cryptosporidiosis after Near-Drowning: a Human
Cryptosporidium parvum Strain Implicated in Invasive Gastrointestinal Adenocarcinoma
and Cholangiocarcinoma in an Experimental Model». Article publié dans Applied and

Environmental Microbiology, 2012, 78(6):1746-51

Dans cette étude nous avons caractérisé une souche de C. parvum isolée a partir d’un
patient immunodéprimé ayant contracté une cryptosporidiose aprés une tentative de
suicide par noyade dans la Deule (Lille, France).

Pour ce travail, nous avons utilisé des oocystes de Cryptosporidium isolés a partir de
selles d’un patient de 51 ans qui a été admis a I’'h6pital de Lille (CHRU de Lille). Ce dernier
souffrait d’une leucémie aigue lymphoblastique de type B et avait subi une greffe
allogénique de cellules souches. Une réaction de rejet fut constatée, au bout de 19 jours, ce
gui nécessita une forte immunosuppression avec du methylprednisolone et du tacrolimus. A
sa sortie de I’hopital (54 jours post-greffe), le patient fit une tentative de suicide en se jetant
dans les eaux de la Deule. Il contracta ainsi une cryptosporidiose majeure avec dissémination
du parasite dans l'estomac, le duodénum, le colon et le rectum. Le traitement par la
Nitazoxanide réussit dans un premier temps a réduire la fréquence des épisodes
diarrhéiques mais au bout de 91 jours post-greffe, le patient développa des problémes
respiratoires aigus et décéda quelques jours apres.

Les oocystes isolés ont été inoculés par gavage gastrique a des souris SCID traitées ou
non a la dexaméthasone (SCID-D et SCID). Un groupe de souris « témoins » a quant a lui été

inoculé avec du PBS. Les résultats obtenus sont les suivants:
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Le génotypage de la souche, mené par analyse par PCR suivie du séquencage des
génes de I’ARNr 18S et de la GP60 a permis d’identifier la souche 1laA15G2R1de C.
parvum.

Les souris (SCID et SCID-D) inoculées ont toutes développé une infection
persistante au moins jusqu’a la fin de I'expérimentation (91 jours PI).

Nous avons pu noter une grande abondance de parasites au sein des tissus :
région iléo-caecale, estomac, colon et voies biliaires tout au long de I'expérience.
L'infection fut tellement sévere que 40% des souris inoculées, ont été
euthanasiées prématurément en raison des signes cliniques de mort imminente
(tableau 1, articlel).

Sur les 18 souris (SCID et SCID-D) analysées en histologie; toutes ont présenté des
Iésions néoplasiques sur au moins un organe.

Les néoplasies se sont développées le plus souvent dans I'estomac, au niveau de
la région antro-pylorique et dans la région iléo-caecale. Notons que les lésions
sont plus séveres au niveau de la région iléo-caecale.

Aprés 60 jours post infection (Pl) toutes les souris ont présenté des
adénocarcinomes invasifs pouvant atteindre la musculeuse et la séreuse,
respectivement au niveau de I'estomac et de la région iléo-caecale (figure 2,
articlel).

Pour la premiere fois, nous avons pu observer, une embolie tumorale chez une
souris (SCID), aprés 60 jours Pl et des cholangiocarcinomes au niveau du hile
hépatique chez deux souris (SCID) apres 90 jours Pl (figure 1 et 2, articlel).

- C'est également, la premiere fois qu’une cryptosporidiose contractée a la

suite d’une tentative de noyade a été rapportée.

En conclusion, nous avons pu montrer qu’une souche 11laA15G2R1 de C. parvum

isolée chez 'homme était responsable d’une cryptosporidiose sévére chez le patient

immunodéprimé et qu’elle était dotée d’un pouvoir tumorigene avec developpement

d’adénocarcinomes gastro-intestinaux ainsi que de cholangiocarcinomes chez un modéle

murin. De plus, cette souche (1laA15G2R1 de C. parvum) reconnue comme zoonotique a été

identifiée comme étant a I'origine de plusieurs épidémies de cryptosporidiose humaines

partout dans le monde y compris en Europe (Chalmers et al. 2011; Xiao 2010). Ceci devrait
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accentuer l'intérét porté a cet agent infectieux auquel un grand nombre de personnes et

d’animaux sont exposés.
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II. Données sur la sensibilité du modele SCID-D

Article 2: «Cryptosporidium parvum infection in SCID mice infected with only one
oocyst: qPCR assessment of parasite replication in tissues and development of digestive

cancer». Article accepté dans Plos One, 2012, 7(12) :e51232

Ce travail a été réalisé dans le but de compléter la description du modele souris
(SCID-D) et celle des lésions induites par C. parvum. En effet, ce modele ayant vocation a
étre utilisé pour la caractérisation d’isolats de Cryptosporidium spp. obtenus a partir
d’échantillons humains ou environnementaux (pouvant contenir de faibles doses de
parasites), il nous a semblé important de déterminer son seuil de sensibilité a la souche
IOWA de C. parvum. |l s’agit d’'une souche de référence commercialisée qui a été isolée chez
des bovins et entretenue in vivo chez des souris ou des veaux. Au cours de l'infection, nous
avons également vérifié la réplication du parasite au niveau de I'épithélium intestinal.

Pour ce faire, nous avons constitué 6 groupes de souris (SCID-D): un premier groupe
a été inoculé avec une dose théorique de 1 oocyste (groupe 1), un second avec une dose
théorique de 10 oocystes (groupe 2), un troisieme avec une dose théorique de 100 oocystes
(groupe 3), un quatriéme servant de témoin positif inoculé avec 10° oocystes (groupe 4) et
enfin deux groupes témoins négatifs: un groupe inoculé avec du PBS (groupe 5) et un
groupe inoculé avec 10° oocystes inactivés par la chaleur (groupe 6). Nous avons ensuite
suivi l'infection en quantifiant les oocystes excrétés dans les selles. Les analyses
histologiques ont été réalisées sur les estomacs et les régions iléo-caecales de souris
euthanasiées périodiquement (a 45, 60, 80 et 100 jours Pl). La quantité de parasites présents
sur les coupes de tissus analysés a été déterminée par g-PCR et ce dans le but d’évaluer la
capacité du parasite a se multiplier au sein de notre modele. Les principaux résultats
obtenus ont été les suivants:

- 28,5% (2/7) des souris du groupe 1, 75% (6/8) des souris du groupe 2 et 100% des

souris du groupe 3 et 4, ont développé une infection durable au moins jusqu’a la
fin de 'expérimentation (tableau 1, article 2). Néanmoins, la période prépatente,

déterminée apres analyse des selles est plus courte pour les groupes 2, 3 et 4,
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comparativement au groupe 1 (respectivement, 7 jours et 15 jours Pl) (tableau 1,
article 2).

Tous les groupes de souris présentent des Iésions néoplasiques des 45 jours Pl
aussi bien au niveau de I'estomac que de la région iléo-caecale (figure 2, article
2).

Au niveau de I'estomac, les Iésions sont retrouvées dans la région antro-pylorique
et sont de type néoplasies intra-épithéliales de bas grade, de haut grade (NIEBG
ou NIEHG) ou d’adénocarcinomes invasifs pouvant atteindre la musculeuse et ce
indépendamment de la dose inoculée et du temps d’infection (figure 2, article 2).
Au niveau de la région iléo-caecale, les lésions sont de types NIEBG, NIEHG et
adénocarcinomes intra-muqueux. Ce dernier type de Iésion est observé dans le
groupe 3 et seulement a partir de 80 jours PI (figure 2, article 2).

Les Iésions apparaissent plus séveres au niveau de I'estomac que dans la région
iléo-caecale car ces derniéres progressent plus vite et plus loin.

L'observation la plus marquante est la suivante : les souris infectées avec une
dose théorique d’1 oocyste développent elles aussi des lésions dés 45 jours PI.
Ces lésions peuvent évoluer vers le stade d’adénocarcinome envahissant la
couche interne de la musculeuse dans la région antro-pylorique et le stade de
NIEHG dans la région iléo-caecale des 100 jours PI.

La quantification des parasites présents aussi bien dans les selles que dans les
tissus a permis de confirmer la capacité de C. parvum a se répliquer dans
I'organisme de la souris (SCID-D). En effet, la technique de détection par
immunofluorescence directe (IFD) réalisée sur les selles de la souris inoculée avec
1 oocyste, a permis d’établir une multiplication du nombre de parasites de I'ordre
de 3,3 log a J75 PI. La qPCR quant 3 elle, révéle que la souris inoculée avec 10°
oocystes n’a que 3,6 fois plus de parasites dans le caecum que celle initialement
avec un seul oocyste.

Nous avons également testé la capacité d’'une autre espece de Cryptosporidium,
C. meleagridis a infecter notre modele. Aucune des souris inoculées avec ce

parasite n’a été infectée.

Page 77



Nous avons pu ainsi confirmer que notre modele était sensible a des doses tres
faibles de C. parvum. Il pourrait étre utilisé pour évaluer la présence de ce protozoaire dans
des échantillons environnementaux faiblement parasités. De plus, ce travail a permis de

mettre en évidence le fort pouvoir infectieux et tumorigene de cette espece.
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III. Exploration des voies de la cancérogenese impliquées dans

le développement de l1ésions induites par C. parvum (Iowa)

Article 3: « Cryptosporidium parvum-induced invasive digestive adenocarcinoma :
ultrastructural, molecular and immunohistochemical approaches to mechanisms. ». Article

en préparation.

Ce travail a eu pour but d’explorer expérimentalement les voies de signalistation
impliquées dans le développement des néoplasies de la région iléo-caecale induites par C.
parvum, chez la souris SCID-D. Pour cela, nous avons cherché la présence d’éventuelles
altérations de génes ou de protéines qui jouent un réle dans le cycle cellulaire, la
différentiation ou la migration cellulaire et connus pour étre impliqués dans le processus de
carcinogeneése : la Beta-caténine, I’APC, K-ras et la p53 (Sancho et al. 2004).

Il se divise en trois parties. La premiére est une analyse histologique et
immunohistochimique utilisant des anticorps anti-Beta-caténine, anti-APC, anti-P53 et anti-
Kras sur des sections histologiques de caecum de souris SCID-D infectées par différentes
souches de C. parvum (IOWA : 10 souris, TUM1 : 4 souris et la souche [1aA15G2R1 isolée chez
I'homme : 3 souris). La seconde est un séquencage de loci cibles décrits dans la littérature
comme étant mutés dans les cas de cancer colorectaux chez la souris (Kuraguchi et al. 2000;
Takahashi et al. 2000; Takahashi & Wakabayashi, 2004; hu et al. 2009). L'ADN a été extrait a
partir de polypes ou de fragments de la région antro-pylorique de deux souris euthanasiées
apres 97 jours Pl et de deux autres euthanasiées aprés 101 jours PI. La troisieme partie est
une analyse ultra-structurale de l'interaction entre des cellules hétes (au niveau de la région
ileo-caecale et antro-pylorique) et le parasite (C. parvum ou C. muris). Les principales
observations sont les suivantes:

- L'analyse immunohistochimique a permis d’observer la présence anormale de la
Beta-caténine et de la p53 dans le cytoplasme et une disparition du marquage
cytoplasmique de I’APC au fur et mesure de la progression et de la sévérité de la

Iésion néoplasique.
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- Le séquencage haut-débit de régions ciblées n’a pas permis de montrer la
présence de mutations a un seuil minimal de 20 %. Il semble qu’au-dela de ce
seuil les échantillons testés (Estomac et caecum de souris SCID infectées ou non
par C. parvum) soient constitués de cellules homogenes pour les loci testés.

- La Microscopie Electronique a Transmission quant a elle a permis de mettre en
évidence un élargissement intercellulaires avec apparition de prolongements
cytoplasmiques latéraux aussi bien dans la région iléocaecale qu’antro-pylorique
des souris infectées avec C. parvum, alors que I'observation des régions antro-
pyloriques des souris infectées avec C. muris ne montre pas ce type de
modifications. La comparaison des modifications induites par C. parvum et C.
muris n’a pu étre réalisée qu’au niveau de I'estomac car C. muris a un tropisme
pour cet organe.

En résumé, ce travail a permis de montrer que C. parvum est capable d’altérer le
cytosquelette et différentes voies de signalisations de la cellule h6te, notamment la voie des

Wnt.
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ABSTRACT

Cryptosporidium species are worldwide spread apicomplexan parasitic protists. These
ubiquitous, intracellular parasites constitute a significant health risk to humans and animals.
They cause self-limited diarrhea in immunocompetent persons and a life threatening disease
in immunocompromised persons. Interestingly, C. parvum has been related to digestive
carcinogenesis. An epidemiologic study in Poland reported a frequency of 12.5% of
cryptosporidiosis in patients with colorectal cancer. More consistent with a potential
tumorigenic role of this parasite, we recently showed that different strains of Cryptosporidium
parvum isolated from either animals or humans, induced digestive neoplasia in a rodent
model, even in infections induced with very low inoculum sizes (1 — 10 oocysts). The aim of
this study was to explore experimentally in the SCID mice model, metabolic pathways
potentially involved in the development of ileo-caecal neoplasia induced by C. parvum
infection, which is the first parasitic protist able to induce epithelial invasive neoplasia in
mammals. Knowing that the initiation and progression of cancer are known to be multistep
processes and that different genes play important roles at different stages of colorectal
carcinogenesis, we searched for alterations in these genes or proteins commonly involved in
cell cycle, differentiation or cell migration, such as [-catenin and Apc (components of the
Wnt signaling pathway), the Kras oncogene and p33. Particularly, after infection of SCID
mice with diverse C. parvum strains we demonstrated alterations in components of the Wnt
signaling pathway such as gradual decrease of the intensity of Apc labeling and cytoplasmic
B-catenin accumulation in infected animals presenting dysplasia or invasive adenocarcinoma
in the ileo-caecal region. These alterations on Apc or [-catenin expression were significantly
associated to highest amounts of parasites in tissues. However, mutations in the selected
studied genes were not found after high-throughput genome sequencing. Additionally,
alterations in the ultrastructure of intercellular junctions of the ileo-caecal region epithelia of
C. parvum infected mice were recorded using transmission electron microscopy. In
conclusion, in the present study we found for the first time that the alteration of Wnt signaling
pathway is a major event during the development of C. parvum induced neoplastic process
even if this process seems to be atypical because unlike colorectal adenocarcinomas,

mutations that target Apc, B-catenin or Kras were not found.



INTRODUCTION

Cryptosporidium species are worldwide spread apicomplexan parasitic protists. The infection
results from the ingestion of Cryptosporidium oocysts through the consumption of fecally
contaminated food or water or through direct person-to-person or animal-to-person contact
[1]. These ubiquitous, intracellular parasite, constitutes a significant health risk to humans and
animals. Tt causes self-limited diarrhea in immunocompetent persons and a life threatening
disease in immunocompromised persons [2]. Contaminated water is the major source of
Cryptosporidium infections for humans. Large-scale outbreaks of human cryptosporidiosis
were reported, often implicating contaminated drinking or recreational water [2,3.4]. The
ingestion of as few as ten oocysts can cause infection in immunocompetent persons [5]. This
low infection threshold, together with the well-known resistance of Cryptosporidium oocysts
to chlorine disinfection at concentrations typically applied in drinking water plants, facilitate
the waterborne transmission of cryptosporidiosis [3,4]. Interestingly, C. parvum has been
related to digestive carcinogenesis. An epidemiologic study in Poland reported a frequency of
12.5% of cryptosporidiosis in patients with colorectal cancer [6]. More consistent with a
potential tumorigenic role of this parasite, we recently showed that different strains of C.
parvum isolated from either animals or humans, induced digestive neoplasia in a rodent model
[7.8.9,10], even in infections induced with very low inoculum sizes (1 — 10 oocysts) [11]. In
our previous studies, adenomas with low or high grade intraepithelial neoplasia, intramucosal
or invasive adenocarcinoma associated with numerous C. parvum life stages, were detected in
the digestive tract of SCID mice, including stomach, ileo-caecal region and intrahepatic
biliary tree. A highly significant correlation was found between the extension of

cryptosporidiosis and the severity of neoplastic lesions [9].

Recent studies have reported about the capacity of some protozoa to interfere with signaling
pathways of the host cell to ensure survival [12,13]. Particularly, it has been reported that
Theileria parva, another apicomplexan protist responsible for a lymphoproliferative disorder
in cattle, can induce cell transformation of infected cells after activation of multiple cellular

pathways [14].

Interestingly, it has been shown that C. parvum infection alters gene profile expression of the
host. These altered genes include those associated to apoptosis such as BCL2 and the c-Myc
proto-oncogene [15], proinflammatory signaling cascades and cytoskeletal dynamics [16].

Nevertheless, even if we can hypothesize that the acquired transformed phenotype of
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Cryptosporidium infected epithelial cells is a consequence of modulation of cell signaling by
the parasite, to our knowledge, no data about the mechanism of C. parvum induced neoplasia

are available.

The aim of this study was to explore experimentally in the SCID mice model, metabolic
pathways potentially involved in the development of ileo-caecal neoplasia induced by C.
parvum infection, which is the first parasitic protist able to induce epithelial invasive
neoplasia in mammals [7,8,9,10,11]. Knowing that the initiation and progression of cancer
through the adenoma-carcinoma sequence are known to be multistep processes and that
critical genes play important roles at different stages of colorectal carcinogenesis, we search
for alterations in these genes or proteins commonly involved in cell cycle, differentiation or
cell migration, such as B-catenin and Apc (components of the Wnt signaling pathway), the

Kras oncogene and p53.
MATHERIAL AND METHODS
Cryptosporidium parvum oocysts

Oocysts of C. parvum IOWA and C. muris RN66 (purchased from Waterborne™, New
Orleans, Louisiana), C.parvum TUM]1 (kindly given by Dr. D. Akiyoshi and Dr. S. Tzipori
from Tufts Cummings School of Veterinary Medicine, USA) and C. parvum 112A15G2R1
(strain isolated from stools of an immune depressed patient who developed fulminant
cryptosporidiosis after near-drowning in Lille) were used. The stock solutions of oocysts were
stored in a conservation medium (phosphate-buffered saline or PBS with penicillin,
streptomycin, gentamycin, amphotericin B and 0.01% Tween 20) at 4°C until use. Before
inoculation, absence of other pathogens in the inoculum was excluded by plating it into
selective or nonselective culture media (Trypticase soy, Trypticase soy and blood, Hektoen,
Tergitol 7 with TTC, Difco Pseudomonas Isolation Agar, Saboureaud). Oocyst viability was
assessed by testing excystation [9,10].

Experimental hosts

Seven-week-old CB17-SCID mice were obtained from a colony bred at the Pasteur Institute
of Lille (France) and regularly controlled for assessing unwished microbial (including
Helicobacter), or parasitological pathogens. Animals were housed in groups in covered cages
and maintained under aseptic conditions in an isolator with standard laboratory food and

water ad libitum.



Experimental design

SCID mice were administered with 4 mg/l. of dexamethasone sodium phosphate (Dex)
(Merck, Lyon, France) via drinking water. Dex administration started two weeks prior to oral
inoculation with Cryptosporidium oocysts and was maintained during the whole

experimentation. Dex-added water was replaced three times a week.

For immunohistochemical and genetical studies infective doses of 10° oocysts per mouse of
three different strains of C. parvum were prepared as previously [7.8,9,10] and were
inoculated by oral-gastric gavage to 27 animals (IOWA: 20 mice, TUM1: 4 mice and
[IaA15G2R1 human isolate: 3 mice). For ultrastructural studies, infective doses of 10” oocysts
of C. muris per animal were similarly prepared and inoculated. Eight control mice were

inoculated only with PBS.

In order to determine parasite shedding fecal specimens were collected and processed as
previously described [9]. Periodically or when signs of imminent death appeared, mice were
euthanatized by carbon dioxide inhalation. Assessment of animal’s clinical condition was
performed regularly to detect and then minimize suffering. Clinical signs that could constitute
an endpoint included, but were not limited to: rapid or progressive weight loss, debilitating
diarrhea, rough hair coat, hunched posture, lethargy or any condition interfering with daily

activities (e.g. eating or drinking, ambulation, or elimination).

Experiments were conducted in the animal facility of the Institut Pasteur de Lille (research
accreditation number, A59107). Animal protocols were approved by the French regional

ethical committee (approval number CEEA 112011).
Histopathology and immmunohistochemistry

The ileo-caecal region was removed, fixed in 10% buffered formalin and processed using
standard staining techniques (H & E). Formalin-fixed and paraffin-embedded specimens were
sectioned at a thickness of 5 pm. Then all sections were deparaffinized, rehydrated through
serial dilutions of alcohol, and washed in phosphate-buffered saline (pH 7.2). To asses and
score the level of invasion of the neoplastic process different techniques were used as
previously. The Volgens-Gomori stain [17] was employed for assessing the gland basement
membrane integrity. An anti-cytokeratin monoclonal antibody (AMO071-5M, Biogenex,
Netherlands) was used to detect isolated epithelial cells and buds of glandular epithelium into

the lamina propria. Anti-alpha smooth muscle actin monoclonal antibody (dilution 1:100)



(MO0851, Dako, Denmark) was used to stain muscle fibers in order to visualize muscularis

mucosae disruption or the muscularis penetration by neoplastic glands.

Other immunohistochemistry techniques were performed to explore metabolic alterations that
could be involved in the neoplastic process: B-catenin (H-1020, Abcam, Cambridge, U. K.)
rabbit polyclonal antibody (1/125), Apc rabbit polyclonal antibody (Sc-896, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) (1/100), anti-p53 rabbit polyclonal antibody (ab4060, Abcam
Cambridge, U.K) (1/50), that reacts with both wild-type and mutant p53, and Kras rabbit
polyclonal antibody (12063-1-AP, ProteinTech, Chicago, U.S.A.) (1/100) were used. Sections
were immersed in pre-heated (95-100°C) citrate buffer (pH 6.0) for B-catenin, P53 and Kras
antibodies, and in EDTA buffer (pH 8.0) for the Apc antibody. Endogenous peroxydase
activity was blocked using 3% hydrogen peroxide solution for 10 minutes. Then samples were
incubated with antibodies for 60 min at 25 °C. Conventional biotine-streptavidin peroxidase
was performed, and the slides were counter-stained with hematoxylin. Controls for marker
expression were normal tissues from non infected mice or non neoplastic regions of the same
slide. Human colorectal and mammary adenocarcinomas were used respectively as positive
controls for p53 and Kras antibodies. Sections were examined using a Leica DMRB
microscope equipped with a Leica digital camera connected to an Imaging Research MCID

analysis system (MCID software, Cambridge, UK).

Parasite load in digestive sections was scored on 5 selected fields at a magnification of 400 X,
as follows: 0, no parasites; +1, small number of parasites, focally distributed; +2, moderate
number of parasites, widely distributed; +3, abundant parasites present, widely distributed
throughout the section [8,9]. Lesions at different sites were scored as previously [8,9] with
slight modifications. Briefly: 0, no lesion; 1, inflammation and/or regenerative changes; 2,
low-grade intraepithelial neoplasia (LGIEN); 3, high-grade intraepithelial neoplasia (HGIEN);
4, invasive adenocarcinoma; 5, invasive adenocarcinoma with invasion into the muscularis

and deeper.
Ultrastructural study

Fixation and epon-embedding procedures of lesions identified macroscopically at the ileo-
caecal region for C. parvum infected mice and at antro-pyloric region for both C. parvum and
C. muris infected mice were carried out fixing in glutaraldehyde 2.5% solution and washing

in phosphate buffer solution (0.1 M, pH 7.4) that optimized the preservation of cell structures



[18,19]. Ultra thin sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate and examined

using transmission electron microscope (LEO-906, Leica, Rueil-Malmaison, France).
High-throughput genome sequencing

In total, 5 polypoid visible adenomas from four C. parvum infected mice at day 90 P. I. were
dissected from the intestinal epithelia. Additionally, non tumor tissue samples were obtained
from non infected control mice. Genomic DNA was prepared immediately using the

NucleoSpin tissue (Macherey-Nagel, Diiren, Germany).

The regions of Apc (Kuragushi et al., 2000), f-catenin and Kras (Takahashi et al., 2000;
Takahashi & Wakabayashi, 2004) considered most likely to have mutations associated to
colorectal cancer in human and mice were selected for primer design. Table 1 lists

corresponding primer pairs for 16 amplicons representing Apc, Fcatenin, and Kras.

PCR protocols were performed with genomic DNA amplified in 100 pl reactions containing
2 mM MgCl, 250 nM primers, 250 pM dNTP, 5 U HotStart Taq (Qiagen). PCR reactions
were performed using a 96-Well MasterCycler EP, Eppendorf PCR System. Cycle conditions
included initial denaturation at 95°C for 5 min followed by 30 cycles of denaturation at 94°C
during 20 s, annealing at 58°C for 15, extension at 72°C during 45 s. and the reaction ended

with a last extension step at 72°C during 4 min.

After purification and quantification, the resulting amplicon products were pooled in an
equimolar manner and barcode adaptor sequences were incorporated. The monitoring of
barcoded library was done by BioAnalyzer (Agilent Technologies). Then, all the samples
were pooled in an equimolar manner and finally, the library was amplified by emPCR to
obtain sequencing template. The sequencing was performed according to the Ion PGM 200
Sequencing Kit (Life technologies) and the data analysis was performed using CL.C genomics

workbench 5 modules.



Table 1. List of corresponding primer pairs for 16 amplicons representing Apc, B-
catenin, and Kras

Name Sens ID GenBank, position Sequence Length Tm(°C)

NC_000084.6: 34312278-

APC A forward 34312296 fcceggceteaagtetgeca 19 60,7
APCA reverse NC—OOO;)‘?; 137%‘;3 12690- gotatetgggetgeagtggt 20 59.4
APCB forward NC_000084.6:34312689-34312709 taccactgcageccagatage 21 58,7
APCB reverse NC—OOO;)‘?; 120233 13042- gggctaggteagetggatact 21 57.8
APCC forward NC_OOO;)E;I i262§313041' cagtatccagetgacctagece 22 58,8
APCC reverse NC—OOO;)E; 122:;;3 13254 agacaggataactggtgttctggct 25 59.1
APCD forward NC—OOOSE; 122?;23 13254- agccagaacaccagttatcetgtet 25 59,1
APCD reverse NC—OOO;?; 12%? 13734 gotgaacttggacgeagetgatt 23 60
APCE forward NC—OOO;)‘?; 127?523 13734- aatcagctgegtceaagttcage 23 60
APCE reverse NC—OOOSE; 1313923 L4176- gagcggagtctcctggacat 20 58,1
APCF forward NC—OOO;)‘?;‘ 1‘641 333 14176- atgtccaggagactccgetegtat 24 60,5
APCF reverse NC—OOO;)‘?; li 4%‘;3 14466- accctctgeacggeagceatt 20 61,6

Kras  forward NC—OOOIO ZSZ '264‘-7%;_1/'3247097_ cctttgagagccattagetge 21 56,2

Kras  reverse NC—OOOIO 152 '23‘-6:52‘3246708 i agegttacctctatcgtagggt 22 56,2
beta-cat forward NC—OOOIO 27392011%%95 0465- cgtagatggetteticaggtageatt 26 582
beta-cat reverse NC—OOOIO 273'92:0%%(;950787_ getgtcacacagecctgtcaa 21 59,7

Statistical analysis

Fisher's exact test (two-tailed) was used. Data analysis was performed with the statistical

software Graphpad. Significance was defined as P< 0.05.
RESULTS
Development of intraepithelial neoplasia and adenocarcinoma

A total of 24 Dex-treated SCID mice were successfully infected with different strains of C.
parvum (IOWA: 18 mice, TUM1: 3 mice and [TaA15G2R1 human isolate: 3 mice). The
incidence of ileo- caecal neoplasia increased steadily and it was present in 19/19 (100%)
infected animals euthanatized after 40 days P. I. . Observed lesions varied from LGIEN to

mvasive adenocarcinoma.



At histological examination of the ileo-caecal region a diffuse inflammatory cell infiltrate was
observed, particularly in mice infected with TUMI1 and I112A15G2R1 strains. Some of the
crypts showed marked architectural distortion, cystic, degenerative changes, sometimes with a
necrotic content, as well as regenerative changes. Besides some inflammatory, degenerative
and regenerative changes, we observed other architectural and cytological alterations. In 2/19
mice the detected lesions were LGIEN, with slight modified mucosal architecture, including
tubular structures with budding and branching lined cells, depletion of mucin, slight cellular
atypias and pseudostratified nuclei. In 8/19 animals, detected lesions reached HGIEN or
intramucosal adenocarcinoma showing an increasing architectural distortion with back to
back glandular crowding, aspects of fusion of glands with a cribiform pattern and major
cellular atypias (pleomorphic hyperchromatic pseudostratified nuclei with prominent nucleoli,
as well as an increased proliferative activity localized throughout the epithelium both at the
surface and the base of the crypts). In 8/19 mice, adenocarcinoma processes invading the
submucosa were observed. In 1/19 mouse adenocarcinoma was invading the inner layer of the
muscular layer. In general, lesions showed a gradual progression from LGIEN to HGIEN and
invasive well-differentiated adenocarcinoma progressing into the lamina propria
(intramucosal carcinoma), into the submucosa and through the muscularis-mucosae into the

subserosa.
Apc immunoreactivity

In the mucosa of the ileo-caecal region of uninfected control mice, Apc immunoreactivity was
detected in all animals, mainly in the upper third of the colonic crypts. In 100% of infected
animals presenting LGIEN, HGIEN or adenocarcinoma, gradual decrease of the intensity of
cytoplasmic Apc labeling after infection with diverse C. parvum strains was recorded, while
contiguous normal mouse tissue showed a staining pattern similar to that seen in normal tissue
(Figure 1). The alteration of Apc expression appeared after 25 days P.I. and its association
with a longer time P.I. was extremely significant (p<0.001). The incidence of Apc altered
expression was higher in animals with higher parasite amounts in tissues (p< 0.001). The
alteration of Apc expression was found in lesions with either intraepithelial neoplasia or

invasive adenocarcinoma (Table 2).
B-catenin immunoreactivity

In the mucosa of the ileo-caecal region of uninfected control mice -catenin was exclusively

localized in the intestinal cell membrane at all levels of the crypts. In 6/11 (55%)



Cryptosporidium infected mice presenting LGIEN or HGIEN, and in 5/6 (83%) with
adenocarcinoma, membrane [3-catenin labeling diminished without disappearing completely
and a gradual increase of cytosolic [-catenin was observed (Figure 2). -catenin staining was

more extensive in the cytoplasm of the cells with more severe lesions. The alteration of 3-

catenin expression was significantly associated to a longer time P.I. and to higher amounts of
parasites in tissues (p< 0.001 and p< 0.001, respectively). However, this alteration of [3-
catenin expression was not associated with the score of severity of the neoplastic lesions

(Table 2).
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Table 2. Summary of immunohistochemical staining results according to the day post

infection, the amount of parasite and severity of lesion

B-catenin p value APC p value P53 p value
Alteration Alteration Alteration
Days Post-infection
< 25 days 0/6 (0%) 0.0004 0/6(0%) 0.0001 0/6 (0%) 0.03
> 25 days 17/20 (85%) 10/10 5/8 (62.5%)
(100%)
Amount of parasites®
<+3 0/7 (0%) 0.0001 3/6(50%) 0.04  1/4(25%) 0.55
>+3 13/13 (100%) 9/9 6/10 (60%)
(100%)
Score of severity of lesion®
Low or high grade intraepithelial 6/11 (54.5%) 0.33 8/8 1 2/5 (40%) 0.19
neoplasia (100%)
Adenocarcinoma 5/6 (83.3%) 5/5 3/3 (100%)
(100%)

* 0, no parasites; +1, small number of parasites, focally distributed; +2, moderate number of parasites, widely
distributed, +3, abundant parasites present, widely distributed throughout the section.

"0, no lesion: 1, inflammation and/or regenerative changes; 2, low-grade mtraepithelial neoplasia (LGIEN); 3,
high-grade intraepithelial neoplasia (HGIEN). In this category, adenoma with HGIEN, carcinoma in situ (limited
to the epithelium), and intramucosal adenocarcinoma (invasion into the lamina propria) were also included; 4,
invasive adenocarcinoma (penetration of neoplastic glands through the muscularis mucosae into the submucosa),
5, invasive adenocarcinoma with invasion into the muscularis and deeper.
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Figure 1. Section of ileo-caecal regions of Dex-treated SCID mice immunostained for
Apc. (A) In a section of a normal non-neoplastic mucosa Apc immunoreactivity was detected
in the upper third of the colonic crypts. Bar= 50 um (B) In a section of the ileo-caecal region
of a C. parvum infected mouse at 25 days P. I. Apc immunoreactivity was detected in the
upper third of the colonic crypts. Bar= 30 pm (C) Polypoid-adenoma section from a mouse
euthanatized at 45 days P. . showing a decrease of the intensity of cytoplasmic Apc labeling
(arrow) after infection with C. parvum, while contiguous normal mouse tissue showed a
staining pattern similar to that seen in a normal non-neoplastic mucosa. Bar= 100 um (D) In a
section of the ileo-caecal region of a C. parvum infected mouse at 60 days P. I. polypoid-
adenoma section showing a decrease of the intensity of cytoplasmic Apc labeling (arrow).
Bar= 100 pm
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Figure 2. Section of ileo-caecal regions of Dex-treated SCID mice immunostained for S
catenin. (A) Section of a normal non-neoplastic mucosa showing membranous expression of
f-catenin (arrow). Bar= 10 um. (B) and (C) Epithelial cells show a gradual increase in
cytoplasmic expression of f-catenin in a mouse euthanatized at 20 days P. I and 45 days P.L,
respectively. Bar= 10 um (D) Epithelial cells show a prominent cytoplasmic expression of /-
catenin (arrow) in a mouse euthanatized at 107 days P. I. Membrane [B-catenin labeling
diminished without disappearing completely. Bar= 10 pun

13



Kras immunoreactivity

We did not find differences in Kras immunoreactivity between negative controls and

Cryptosporidium infected mice at any moment of the evolution of the infection.
p53 immunoreactivity

All animals failed to show nuclear expression for p53. In contrast, cytosolic p53 labeling in
the adenomatous cells after day 25 PI was observed in 5/8 (63%) mice infected with C.
parvum (Figure 3). The alteration of the expression of p53 was significantly associated with
the time P.I. (p=0.03) but not with the amount of parasites in tissues or the severity of the

neoplastic lesions (Table 2).
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Figure 3. Section of ileo-caecal regions of Dex-treated SCID mice immunostained for
p353. (A) Nuclear expression for p53 in human colorectal carcinoma used as a positive staining
control. Bar= 20 um (B) Absence of p53 staining in a Dex-treated non infected SCID mice.
Bar= 50 um ( C) Cytosolic p33 labeling without nuclear expression in the adenomatous cells
after day 25 P. I.. Bar= 100 um (D) Cytosolic p53 labeling without nuclear expression in the
adenomatous cells after day 45 P. 1. Bar= 30 um (E) Cytosolic p53 labeling without nuclear
expression in the adenomatous cells after day 60 P. 1. Bar= 30 um (F) Cytosolic p33 labeling
without nuclear expression in the adenomatous cells after day 90 days P. I. Bar= 30 pun
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Apc Bcatenin, and Kras mutations in tumors

In total, non neoplastic intestinal tissue from a non infected SCID mice and 5 polypoid
adenomas from four C. parvum infected mice were analyzed for 3 genes: Apc, f—catenin and
Kras. The analysis of data resulting from high-throughput genome sequencing showed that in

C. parvum infected or non-infected SCID mice there were SNP, as show in table 3.

Table 3. Data resulting from high-throughput genome sequencing

Loci Reference Variation Length Reference Variants  Allele Quantity Depth Frequency

position type variation (%)
APC- 397 SNP 1 A 1 T 3778 3810 992
A
A};C- 233 SNP 1 A 2 AlC 71/50 128 55.5/39.1
Kras 100 SNP 1 T 1 C 322 322 100
Kras 182 SNP 1 T 1 C 108 119 90.8
Kras 388 SNP 1 T 1 C 419 419 100

However, using a range of depth of 50X we did not find allelic variations in the regions of
Apc, B-catenin and Kras considered most likely to have mutations associated to colorectal

cancer.
Electron Microscopy

A dilation of intercellular spaces with extensive development of lateral membrane extensions
(Figure 4) was observed when the ultrastructure of intercellular junctions of the antro-pyloric
and 1leo-caecal epithelia of C. parvum infected mice was studied. Mice infected with C.
muris, species with gastric tropism and not associated to digestive neoplasia, where analyzed
to establish a comparison with C. parvum, and alterations in ultrastructure of intercellular

Junctions of C. muris epithelial cells were not found.
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Figure 4. (A) Electron micrograph of a section of a normal non-neoplastic mucosa showing
normal intercellular junctions (white arrows) (B) In SCID mice infected with C. muris (black
arrow), alterations in ultrastructure of intercellular junctions (white arrow) of gastric epithelial
cells were not found. (C) A dilation of intercellular spaces with extensive development of
lateral membrane extensions (white arrows) was observed at the intercellular junctions of the
ileo-caecal epithelia of C. parvum (black arrow) infected mice. (D) Detail of C showing f
lateral membrane extensions (white arrows).

DISCUSSION

In the present study we found for the first time that the alteration of Wnt signaling pathway is
a major event during the development of C. parvum induced neoplastic process independently
of the inoculated strain. This process seems to be atypical considering that unlike colorectal
adenocarcinomas, mutations in selected loci from crucial genes belonging to this signalling
pathway (Apc and B-catenin) were not found. Nevertheless, alteration in the expression was

observed by immunostaining pattern.
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A gradual decrease of the intensity of cytoplasmic Apc labeling after infection with diverse C.
parvum strains was recorded. Apc encodes a 2843 amino acid cytoplasmic protein, whose one
of the main functions is to facilitate the ubiquitination and destruction of B-catenin having a
link with the Wnt signalling pathway [20]. This activity of Apc is localized to the central
region of the protein, which contains a series of seven 20-amino acid [P-catenin binding
repeats, and three Ser-Ala-Met-Pro repeats which are sites of interaction with the proteins
Conductin or Axin. Nearly all of the tumor-associated somatic mutations in human Apc occur
within the first 1500 codons and approximately two-thirds are confined to a mutation cluster
region between codons 1286 and 1513. These tumor-associated mutations give rise to
truncated Apc proteins that are unable to down-regulate B-catenin. This results in elevated
cytosolic levels of B-catenin and entry of this protein into the nucleus, where it can mediate
transcriptional regulation in complex with Tcf-4 and other transcription factors. Among the
target genes up-regulated in Apc mutant tumor cells are the proto-oncogenes c-Myc and cyclin
D1 [20]. It is only recently, with the discovery of its association with the actin-based
cytoskeleton that another important functional role of Apc has become apparent [21]. The
association of Apc’s Arm repeats to proteins involved in cytoskeletal dynamics suggests a role
for Apc in cell morphology and migration through modifications of the actin cytoskeleton

[22].

We examined in detail the regions of Apc considered most likely to have mutations in
intestinal tumors in humans and mice between codons 789 and 1464 [20].While it is well
known that most human and rodent intestinal tumors contained mutations in these regions, in
our study mutations were undetectable by the highly performing methods we used. Even if
there are very few precedents for this in other systems [20], it is possible that C. parvum-

induced tumors may contain truncation mutations in Apc outside the tested region.

For instance, in a model of C57BL/6] Min/+ mice it was found that Apc truncation of its
carboxy C-terminus was associated with reduced enterocyte migration and alteration of
adherens junction proteins, and it was hypothesized that these defects resulting from
truncation of the Apc C-terminus which contains microtubule binding regions and putative
sites for indirect actin binding were related to changes in cytoskeletal function [23].
Interestingly, in our study immunostaining used for Apc protein was done using a C-terminal
anti-Apc antibody. Therefore, it is possible that the reduced expression of Apc was limited to
alterations in its carboxy C-terminus because of the used Apc marker. More comprehensive

studies should be done to clarify this point.
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In some cases tumorigenesis is initated by mutations in genes other than Apc. For example,
mutational activation of B-catenin has been described in some instances of human colorectal
cancer and this may bypass Apc mutations. Miyaki et al. (1999) have reported more frequent
[-catenin mutations in tumors from patients with Non-Polyposis Colorectal Cancer [24]. In
rats, cytoplasmic/nuclear translocation of P-catenin has been reported in azoxymethane-
induced adenomas and carcinomas, and in this model impairment of Apc function is rare [25].
B-catenin is a 92 kDa protein that plays a role in cell-cell adhesion and is involved in
intracellular signaling. Colorectal adenomas and carcinomas show translocation of [-catenin
from the cell membrane to the cytoplasm/nucleus, and this event is considered as an early
event in the development of colorectal neoplasia [26]. In our analysis, we found a
translocation of B-catenin into the cytoplasm in 100% of mice with intraepithelial neoplasia or
adenocarcinoma but the apparent absence of expression of nuclear -catenin may be due to
low amounts of B-catenin (traces) that moved into the nucleus and that were difficult to
detect. Otherwise in transformed lymphocytes infected with Epstein Barr Virus it has been

reported that the increase of f-catenin was only cytosolic and not nuclear [27].

Anyway, we did not find oncogenic B-catenin mutations in tumor samples of mice that lack
Apc mutations. A further possibility is that Wnt signaling is activated by mutations in other
components of this pathway. Transcriptional silencing of APC by promoter methylation has
been suggested as an alternative to somatic mutation [28]. Another study revealed the
presence of concurrent methylation of groups of genes in hepatocellular carcinoma associated
with hepatitis B virus and hepatitis C virus infections, suggesting that aberrant epigenetic
changes associated with viral infection and exposure to environmental factors may activate

events that promote the neoplastic transformation of hepatocytes [29].

On the other hand, the role of p533 in human colitis-associated neoplasia has been studied by
both immunohistochemistry and molecular techniques and it has been reported that nuclear
expression and presence of mutations of this gene can occur as early events in contrast to non-
colitic colorectal neoplasias [25]. In our study, we did not find accumulation of p53 at nuclear
level but at the cytoplasm in mice after 25 day P.I. Thus, the p33 signalling pathway appears
to be involved in the process. These observations are consistent with another study reporting
that Theileria annulata schizont leads to cytoplasmic sequestration of the majority of host cell

p53, resulting in the inhibition of p53-mediated apoptosis and promotion of host cell survival
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[30]. Additionally, cytosolic accumulation of p53 in human colon cancer due to sequestration

of the protein by the actin filaments has been described [31].

We did not examine the presence of possible mutations in p53 due to the fact that p53 genetic
alterations in murine epithelial cells could be lower than those seen in humans. In fact,
carcinogen-induced tumorigenesis in colorectal cancer in both mice and rats has resulted in
conflicting reports regarding molecular alterations and nuclear expression of p53 with some
authors reporting no role while others reporting a role for p533 [25]. As well, it has been
reported that mouse models that involve p33 inactivation develop lymphomas and sarcomas

but no colonic tumors [32].

After analysis of the proto-oncogene Kras we did not find alterations neither in its expression
nor at genomic level. Kras encodes an intracellular signaling molecule and its alteration
results in constitutive alteration of Ras and its down-stream signaling pathways, playing an
important role in cell death, differentiation and proliferation. Point mutations in Kras are
among the most frequent genetic alterations in colorectal cancer in humans, and also they

have been described in rodent models [33].

On the other hand, some mutations (SNP) of Apc and Kras were found either in neoplastic or
non neoplastic tissue samples from SCID mice. However, after analysis it was found that
these variations have not been reported before in association to cancer and additionally, they

are located in non- coding regions of the ADN.

Based on the alterations found in the Wnt signaling pathway, which is known to be involved
in cytoskeleton rearrangement [22], and also on our observations of ultrastructural
modifications of intercellular junctions of C. parvum infected cells, the present results suggest
that these modifications of the host cytoskeleton due to C. parvum could be one of the major
mechanisms used by the parasite to transform epithelial cells. In colorectal cancer, gene
mutations and functional derangements in a variety of cytoskeletal —associated adhesion
molecules have been described [21]. Intercellular contacts are required to maintain the
architecture and selective barrier function of epithelial tissue. Intercellular junctions include
the tight junction which is juxtaposed at the most apical region of polarized cells, and the
adherens junctions located below, required for maintenance of cell polarity and for the signal

transduction to the nucleus to regulate transcription [34].

Consistently, it has been reported in the literature that Cryptosporidium infection induces

cytoskeletal changes that modulate a localized actin reorganization and channel/transporter
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insertion, and it is likely that the signaling events initiated at the interface between host and
pathogens induce whole cell, and perhaps tissue-level changes in the cytoskeletal architecture.
These identified signaling axes include the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) [35]. It has
been reported that PI3K signaling induces cell proliferative, growth, and survival signals in
intestinal epithelial cells [36], and recent data suggest that PI3K is an important step in the
activation of intestinal epithelial cells B-catenin signaling in dysplasia and cancer in mouse
model of infectious colitis [36]. Additionally, previous studies have shown that
Cryptosporidium can disorganize epithelial tight junctions at the zonula occludens-1 (Z0-1)
level [37]. The integrity of this barrier requires both protein interactions between adjacent
cells and the underlying circumferential actomyosin cytoskeleton. These junctional complexes
are therefore sensitive to host cell cystoskeleton modifications perhaps initiated by the
invasion process itself, or resulting from inflammatory responses that promote junctional
complex disassembly [35]. Another study has demonstrated that C. parvum infection results
in significant regulation of human epithelial cell gene expression including modulation of host
cytoskeleton activities [16]. Particularly, an increased transcription of genes coding for
tubulin, which plays a central role in regulating host motility and intracellular transport was

found.

Interestingly, it has been shown that Helicobacer pylori, classified as a Type 1 carcinogen [38]
and considered to be the most common agent of infection related cancer, disrupts adherents
junctions and initiates translocation of E-Cadherine from the membrane into the cytoplasm of
epithelial cells [39]. To preserve the integrity of the gastric epithelial barrier, apical junctions
must be maintained while the base of the cell moves over the basement membrane. Clearly,
the regulation of cell-matrix and cell-cell adhesion complexes must be coordinated to achieve
integrated cell migration, with dystroglycan and integrin receptors maintaining adhesion to
the basement membrane, while adherens and junction complexes join the apical poles into a

continuous sheet [39].

The present results indicate that C.parvum independently of the strain is able to modulate host
cytoskeleton activities and several host-cell biological processes that could explain the
transformed phenotype of infected epithelial cells. However, it is still unclear which could be
the specific parasite cellular transformation induced by Cryptosporidium. 1t is possible that a
combination of several pathways is needed to transform infected cells. How the cell senses the
pathogen and adjusts its transcription and translation programs to its new life with a parasite is

an important issue [40].
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DISCUSSION

I.  Association cryptosporidiose-néoplasie

Des travaux antérieurs aux notres suggéraient déja une possible association entre
une infection par Cryptosporidium spp. et le développement de néoplasies aussi bien chez
I’'homme que chez les animaux.

Chez I'homme, l'association « cryptosporidiose-néoplasies» a été évoquée a
plusieurs reprises. En Espagne, il a été diagnostiqué un adénocarcinome du colon suspecté
d'étre lié a une cryptosporidiose, chez une patiente souffrant de diarrhée chronique
(Izquierdo et al. 1988). Un cas de cryptosporidiose du tractus biliaire présentant les mémes
signes cliniques et symptomes qu’une néoplasie de la téte du pancréas a également été
rapporté chez une patiente atteinte du VIH au Brésil (de Souza et al. 2004). De plus, C.
parvum semble causer chez les patients atteints du syndrome d'Hyper-IgM lié a I'X (XHIM)
des diarrhées continues associées a des cirrhoses et des cancers du foie (Hayward et al.
1997; Tomizawa et al. 2004).

Récemment, deux études cliniques ont été réalisées en Pologne par Sulzyc et ses
collaborateurs. chez des patients pour lesquels un cancer colorectal avait été diagnostiqué
mais sans avoir regu préalablement de chimiothérapie. La premiére étude menée en 2007
sur 55 patients, a établi une prévalence de 18% de l'infection par Cryptosporidium spp. La
seconde étude réalisée en 2012, sur 87 patients a permis d’établir une prévalence de 12,6%
sur une population analogue. Ces auteurs précisent que ce nombre est équivalent a celui
retrouvé chez les personnes VIH+ (6,7-12,8%) en Pologne. Il faut toutefois souligner que ces
études n’incluent pas de groupe témoin. Une autre étude réalisée en 2008 par Bajer et al
parle d’une prévalence de cryptosporidiose de 43% (6/14) chez un groupe de patients
polonais apparemment immunocompétents. Ceci laisse supposer une forte prévalence de la
cryptosporidiose dans la population générale en Pologne. Ce chiffre est, cependant,
difficilement comparable a ce qui a été décrit par Sulzyc et ses collaborateurs. En effet, tout
d’abord, ces patients souffraient tous de douleurs abdominales et/ou de diarrhées. D’autre
part, 13 patients sur les 14 analysés sont des enfants ; or nous savons que les enfants sont

plus sensibles a la cryptosporidiose (Huang et al. 2004). Enfin, la technique de détection
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utilisée dans cette derniére étude est différente et est plus sensible (Nesteed PCR au lieu
d'une analyse immunoenzymatique, ELISA dans I'étude de Sulzyc) (Bajer et al. 2008).

Une analyse épidémiologique rétrospective a également été réalisée aux Etats Unis,
dans le but d’évaluer chez une population de personnes atteintes du SIDA, le risque de
cancer colorectal et son association a des infections. IIs ont pour cela, croisé les informations
obtenues a partir de bases de données de 16 états et ont conclu que la cryptosporidiose tout
comme |'herpes mucocutané augmentent significativement le risque de cancer colorectal et
plus précisément de carcinomes épidermoides chez cette population (Shebl et al. 2012).

Chez I’'animal, des cryptosporidioses ont été associées au développement de tumeurs
bénignes chez des vertébrés infectés naturellement ou expérimentalement. Des auteurs ont
rapporté I'association de cryptosporidoses acquises naturellement au développement de
polypes oro, naso ou auriculo-pharyngés chez des iguanes vertes (Iguana iguana)(Fitzgerald
at al. 1998; Uhl et al. 2001) (cf. figure 9) ou de polypes intestinaux chez des moutons
(Gregory et al. 1987). De plus, des souris infectées expérimentalement par C. parvum ont
également montré des modifications histologiques. C’est le cas des souris nude chez qui des
hyperplasies cystiques de la muqueuse intestinale ont pu étre observées (Heine at al. 1984).
De méme, Il a été montré chez des souris IFN-y knockout la présence de NIEBG au niveau des

voies biliaires aprés une infection prolongée de 25 semaines (Stephens et al. 1999).
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Figure 9: Masses oropharyngés bilatérales chez une Iguana iguana (Uhl et al. 2001).

Cependant, aucune des lésions observées chez les animaux ne présentaient un
caractere malin jusqu’a la publication des travaux de Certad et al, qui rapportent pour la
premiere fois des lésions de type adénocarcinome intra-muqueux aprés une infection par C.
parvum chez un modeéle de souris SCID traitées a la dexaméthasone (SCID-D). Ces lésions
néoplasiques décrites chez le modele expérimental apparaissent au bout de 45 jours apres
I'infection et peuvent évoluer jusqu’au stade invasif lorsque la taille de I'inoculum administré
est comprise entre 10° et 10® oocystes (Certad et al. 2010a). Contrairement a C. parvum, C.
muris, espece ayant un tropisme gastrique n’est pas capable d’induire ce type de néoplasies
chez ce méme modele (Certad et al. 2007). De plus, des études immunohistochimiques avec
le marqueur de prolifération cellulaire Ki-67 a permis de détecter la précicité des

Iésions.(Certad et al. 2010a).

II. Dysplasie ou cancer?

La dysplasie est définie comme une transformation néoplasique et non invasive de
I’épithélium, qui serait capable de se développer en carcinome invasif (Riddell et al. 1983;
Riddell, 1984; Jouret & Geboes, 2004). Elle comprend a la fois des anomalies tissulaires
architecturales et des atypies cytologiques épithéliales (Jouret & Geboes, 2004).

Il apparait, dés lors plausible, que ce qui est définit comme dysplasie par la

classification des tumeurs gastro-intestinales des rongeurs (Boivin et al. 2003) ou sous le
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terme de néoplasie intra-mugqueuse selon la classification de Vienne (Scoazec, 2007) soit le
signe d’une présence concomitante d’un cancer ou qu’elle en prédise I'apparition (Jouret &
Geboes, 2004).

Les premiéres observations rapportées par I'équipe de Certad (Certad et al. 2007)
indiquaient la présence de néoplasies intra-épithéliales (dysplasies) au niveau gastrique et
intestinal suite a une infection par C. parvum (souche IOWA) de souris SCID et SCID-D..
D’autres travaux ont, par la suite, montré qu’avec la souche TUM1 de C. parvum (Certad et
al. 2010b) et un suivi prolongé de l'infection (au dela de 84 jours Pl), les lésions dysplasiques
progressaient vers des adénocarcinomes invasifs aussi bien dans I'estomac que dans la
région iléo-caecale (Certad et al. 2010b). Ceci a été de nouveau observé et complété par les
travaux présentés dans cette these (Certad, Benamrouz et al. 2012).

En effet, le suivi de I'infection de souris SCID-D par les deux souches de C. parvum :
IOWA et [I2A15G2R1 (isolée chez I'homme), nous a permis d’observer au niveau de la région
iléo-caecale et de I'estomac, des adénocarcinomes capables d’envahir toutes les couches de
laparoi digestive jusqu’a parfois atteindre la séreuse dans le cas de la souche 112A15G2R1
isolée chez I'hnomme. Ceci ne laisse aucun doute quant a la nature cancéreuse des lésions,
qui est confortée par l'observation d'embolies vasculaires tumorales, pouvant étre le
prélude a une dissémination métastatique que nous n'avons pu observer;. Cette méme
souche a induit des dysplasies au niveau des voies biliaires comme décrit précédemment
suite a l'infection par C. parvum (TUM1) (Certad et al. 2010b). Cependant a la différence de
TUM1, la souche 112A15G2R1 (isolée chez un patient) a également induit le développement
de cholangiocarcinomes, ce qui constitue la premiéere description de ce genre chez des souris
infectées par ce parasite. Ces observations rejoignent I'idée d’association, suggérée par
Tomizaxa et al. en 2004, entre l'infection par C. parvum et les cancers du foie chez les
patients atteints du syndrome d'Hyper-IgM lié a I'X (XHIM).

Enfin, I'infection par C. parvum semble suivre une progression multi-étapes rappelant
celles décrites dans le développement des tumeurs colorectales (Luperchio & Schauer, 2001;
Jouret & Geboes, 2004). Elles progressent a partir d’un épithélium normal vers des
carcinomes suivant un processus séquentiel appelé processus néoplasique (Scoazec, 2007)

comme schématisé dans la figure 10.
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III. Impact de I'espece de Cryptosporidium et de la souche de C.
parvum sur le développement de la 1ésion

Le modele murin SCID-D mis au point dans notre laboratoire a été testé pour
différentes especes de Crytopsoridium sp. (cf. tableau 14) dans le but d’évaluer la sensibilité
du modele a linfection et d’étudier la capacité des espéces a induire des néoplasies

digestives.

Tableau 14: Espéces de Cryptosporidium testées chez la souris SCID-D

Induction de

Especes de Cryptosporidium Infection A . Références
néoplasies

Cryptosporidium muris Oui _ (Certad, Ngouanesavanh,
Guyot, et al., 2007)

Cryptosporidium parvum Oui Oui (Certad et al. 2007)

Cryptosporidium hominis Non — (Certad et al. 2010b)

Cryptosporidium molnari Non — (Certad et al. 2010b)

Cryptosporidium meleagridis Non — (Benamrouz et al. 2012b)

Nous avons constaté que parmi les 5 especes testées, seules deux ont été capables
d’induire une infection durable chez les souris SCID-D et que lI'immunosuppression ne
semble pas suffire au franchissement de la barriére des especes C. hominis et C. molnari.
Cela a déja été rapporté pour d’autres agents opportunistes a savoir Pneumocystis (Aliouat-
Denis et al. 2008). Dans le cas de C. meleagridis, espéce responsable de cryptosporidioses
aviaires mais qui est également capable d’infecter des mammiféres dont 'homme (Ryan,
2010), d’autres auteurs ont réussi a infecter des souris traitées a la dexaméthasone. Cela
pourrait étre expliqué par le fait que les parasites inoculés dans les deux études ne fassent
pas partie de la méme souche de C. meleagridis. Comme cela a été décrit pour C. parvum qui
comprend des souches considérées comme zoonotiques et d’autres anthroponotiques (Xiao,
2010).

En ce qui concerne le développement des néoplasies, il n'y a a I'"heure actuelle
gu’une seule espece pouvant induire des lésions digestives chez le modele de souris SCID et
il s’agit de C. parvum.

Si 'on observe a présent les souches de C. parvum d’origines géographiques

différentes, testées lors des expérimentations réalisées sur les souris SCID ou SCID-D (cf.
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tableau 15), nous pouvons constater que les trois souches (IOWA et TUM1, isolées chez
I’'animal et I12A15G2R1 isolée chez ’lhomme) induisent toutes des néoplasies. Cela étant, les
souches TUM1 et 112A15G2R1 isolées chez ’homme semblent, étre plus agressives (Certad et
al. 2010; Certad, Benamrouz et al. 2012). Le taux de mortalité est plus important chez la
souche isolée chez I'homme alors que le délai de détection de la Iésion est plus court avec la
souche TUML. Il est a noter, tout de méme, que les premieres euthanasies ont été réalisées
seulement a partir de 40 jours Pl pour la souche isolée chez I’'homme. Il est donc possible
gue la lésion ait été présente avant, d’autant que nous avons pu observer des lésions de
grade «3» et «4» deés 40 jours Pl, preuve d’une progression trés rapide. En ce qui concerne la
souche IOWA, la situation est différente. En effet, plusieurs expérimentations ont été
réalisées avec cette souche au cours desquelles des euthanasies ont été effectuées apres 23
ou 25 jours Pl et aucune de ces souris n’a présenté de développements néoplasiques.

Nous avons également constaté que les lésions néoplasiques peuvent se développer
au niveau des voies biliaires, ce qui n’avait jamais été observé auparavant avec la souche
IOWA chez le modele SCID-D. Au cours de ces travaux de thése, nous avons montré que la
souche I12A15G2R1 isolée chez 'homme est la seule a avoir induit des cholangiocarcinomes
chez les souris SCID-D.

Ceci semble indiquer que le développement des néoplasies digestives n’est pas
souche dépendant. En revanche, la sévérité de I'infection et de la Iésion ainsi que la vitesse
de progression de cette derniére, different selon la souche de C. parvum inoculée. La souche
II2A15G2R1 isolée chez 'homme, semble étre plus agressive encore que la souche TUM1.
D’autres auteurs (Cama et al. 2007; Okhuysen & Chappell, 2002) ont également rapporté
gue différents génotypes ou sous-types de Cryptosporidium pouvaient se distinguer par les

manifestations cliniques et la sévérité de I'infection gu’ils induisaient.
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Tableau 15: Comparaison des effets cliniques et histopathologiques des différentes souches
de Cryptosporidium parvum testées chez le modéle de souris SCID et SCID-D (Certad et al.
2010b; Certad, Benamrouz et al. 2012)

C. parvum C. parvum C. parvum
1 2 (II2A15G2R1 isolée
IOWA TUM1
( ) ( ) chez Phomme)®
Fréquentes: , . .
. q , Fréquentes: diarrhée
Rares et tardives: diarrhée . .
oL . sanguinolente, poils
] ] . . poils hérissés, sanguinolente, 1 .
Manifestations cliniques , . e hérissés, léthargie,
léthargie, poils hérissés, )
. , . prostration et un cas
prostration léthargie,
. de prolapsus rectal
prostration
Dissémination extra- . Gastrique, voie Gastrigue, voie
. R . Gastrique e e
intestinale du parasite biliaires biliaires

Délais d’observation de la
lésion néoplasiques 45 jours 20 jours 40 jours**
(Jours Post Infections, Pl)

, . 5 4 5
Grades des lésions . . .
o (envahissement  (envahissement de (envahissement de
les plus séveres .
de la musculeuse) la sous muqueuse) la séreuse)
Région antro-

Localisation des lésions Région iléo-caecale Région iléo-caecale

. . lorique

les plus séveres pyloriq (Caecum) (Caecum)
(Estomac)

, . Dysplasie intra- Cholangiocarcinome
Lésions autres que gastro- 21 .
. . - épithéliale des et embolies
intestinales . o
voies biliaires tumorales

Influence de la

dexaméthasone sur le Non Non Non

développement des lésions
Taux de mortalité

a 60 jours PI*** 0% 29% 40%
Références (Benamrouz et al. (Certad et al. (Certad, Benamrouz
2012b) 2010b) etal 2012)

(*) 0, pas de lésion; 1, inflammation et/ou changements régénératifs; 2, néoplasie intra-épithéliale
de bas grade (NIEBG); 3, néoplasie intra-épithéliale de haut grade (NIEH), carcinome in situ (limité a
I’épithélium) ou intra-muqueux (envahissant le chorion) 4, adénocarcinome invasif envahissant la
sous muqueuse 5, adénocarcinome invasif envahissant la musculeuse ou plus.

(**) ce délai correspond a la premiere date d’euthanasie planifiée. Il n’est donc pas exclu que la
|ésion soit apparue avant.

(***) la durée du suivie des souris étant différentes selon les expérimentations, nous avons pris
comme référence la date correspondant au suivi le plus court (60 jours PI).

(123

7

) Durée de I'expérimentation respectivement de 107, 60 et 91 jours PI.
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IV. Impact de la taille de I'inoculum sur le développement des
lésions néoplasiques

Notre étude a permis de montrer que les souris SCID traitées par la dexaméthasone
sont sensibles a des doses théoriques tres faibles de parasites (1 et 10 oocytes). En effet tous
nos groupes de souris ont été infectés et ce quelle que soit la dose inoculée. Le nombre de
souris infectée par groupe différe toutefois. Exprimé en pourcentage, on reléve l'infection
de:

- 28,5% des souris inoculées avec un seul oocyste

- 75% des souris inoculées avec 10 oocystes

- 100% des souris inoculées avec 100 oocystes ou plus

D’autres équipes ont également réussi a induire le développement d’infections de
modeles murins adultes par de faibles doses de Cryptosporidium: Yang et al en 2000 ont
réussi a infecter des souris C57bl/6N traitées a la dexaméthasone en inoculant seulement 1
oocyste de C. parvum avec un taux d’infectivité de 17%. Huang et al en 2003 ont infecté des
souris C57BI/6 également immunodéprimées avec un seul oocyste de C. meleagridis et ils
ont obtenu un taux d’infectivité de 50%.

Comme évoqué par Huang et al. plusieurs raisons peuvent expliquer le fait que les
souris infectées avec un seul oocyste présentent un taux d’infectivité aussi faible comparé
aux autres groupes:

- la solution inoculée ne contenait pas de parasite. En effet, les inocula ont été
préparés par dilutions sériées ce qui ne nous permet de calculer que

« théoriquement » la quantité de parasites inoculée aux souris. Cependant, les

inocula préparés ont été parallelement vérifiés cing fois par microscopie (tableau 1,

article 2).

- l'oocyste est peut étre resté dans la canule de gavage.
- l'oocyste n’a pas atteint I'intestin.
- L'oocyste inoculé n’était pas viable. Le test de désenkystement a montré un taux de

viabilité de 50%.
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Notre étude est en revanche la premiere a avoir mis en évidence l'induction des
néoplasies digestives avec de faibles doses d’oocystes de C. parvum.

En effet, jusqu’a maintenant les lésions observées chez les souris SCID-D, ont été
induites par des doses allant de 10° a 10® oocystes de C. parvum (Certad et al. 2007; Certad
et al. 2010a). Ce travail nous a donc permis de déterminer la dose minimale (un seul
oocyste) de C. parvum pouvant induire une infection durable et qui conduit au
développement de lésions néoplasiques digestives De plus, ces lésions apparaissent dés 45
jours Pl comme avec des inocula de 10° et progressent vers des adénocarcinomes invasifs
pouvant atteindre les couches les plus externes des organes aussi bien dans I'estomac que
dans la région iléo-caecale.

Les différentes analyses réalisées sur les selles des souris par IFD et sur les tissus, par
des techniques histologiques et g-PCR, ont confirmé que la présence des lésions était
toujours associée a la présence de parasites dans les selles et dans les tissus.

L’excrétion des parasites chez les souris inoculées avec de faibles inocula a atteint
une moyenne de 10 000 oocystes/g de selles a 45 jours Pl. De plus, la quantification des
parasites par qPCR a montré que la souris inoculée avec 10> oocystes n’a que 3,6 fois plus de
parasites dans le caecum que celle initialement inoculée avec 100000 fois moins de
parasites a savoir avec un seul oocyste. |l semblerait donc que les parasites inoculés se
soient multipliés dans les tissus.

Dans certains cas, la g-PCR n’a pas pu quantifier les parasites présents. Cela est peut
étre da:

- Au type de matériel utilisé. En effet, il est connu que les extractions de matériel
génétique a partir de sections de tissus paraffinées sont difficiles et conduisent a
I'obtention de faibles quantités d’ADN. Cet ADN peut de plus étre fragmenté,
dégradé ou attaché a des protéines (Marcon et al. 2011).

- Aladistribution inhomogéne des parasites au sein des tissus.

En résumé, la taille de I'inoculum a un effet sur la période pré-patente, comme dans
le cas de linoculation d’un seul globule rouge infecté par Babesia bovis, un autre
Apicomplexa, chez des veaux immunocompétents (Mahoney et al. 1979), et sur 'infectivité.

Cependant celle-ci n’a pas d’effet sur la sévérité de l'infection, contrairement a ce qui est
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observé apres l'infection de faible doses de Theileria parva a des veaux immunocompétents
(Dolan et al. 1984). De plus, elle n'a pas d’effet non plus sur le développement et la

progression des lésions néoplasiques digestives.

V. Hypotheses sur les mécanismes

Plusieurs genes jouant un réle dans le cycle cellulaire, dans la différentiation ou dans
la migration cellulaire sont connus pour étre impliqués dans le processus de carcinogénese
colique tels que la Beta-caténine et I’APC, impliqués dans la voie des Wnt, la p53 et K-ras
(Sancho et al. 2004).

Nous sommes parvenus lors de notre étude, a montrer pour la premiere fois que
I'altération de la voie de la Wnt est un événement important lors de l'induction des
néoplasies par C. parvum et que, méme si nous n’avons pas pu observer de mutations au
niveau des loci habituellement mutés pour les marqueurs de cancer choisis (Apc et Beta-
caténine), I'analyse immunohistochimique montre qu’il y a tout de méme une altération de
leur expression.

Apc est un géne qui code une protéine cytoplasmique de 2843 acides aminés qui
intervient dans la voie de la Wnt en contribuant a I'ubiquitinylation et a la dégradation de la
beta-caténine. Cette activité est localisée au niveau de la région centrale de la protéine. La
quasi-totalité des mutations somatiques d’Apc associées aux tumeurs chez I’homme sont
situées dans les 1500 premiers codons; les 2/3 d’entre eux sont concentrés entre les codons
1286 et 1513. Il en résulte généralement une APC tronquée qui n’est plus en mesure de
s’associer a la Beta-caténine. Celle-ci se trouve ainsi stabilisée dans le cytoplasme avant
d’entrer dans le noyau et d’induire la transcription de genes impliqués dans la prolifération
cellulaire tels que C-myc et la cycline D1 (Kuraguchi et al. 2000). Notre analyse par
séquencage haut débit des régions du géne de I’Apc les plus souvent mutées, a savoir entre
le codon 789 et 1464, ne nous a pas permis d’observer de mutations. Ceci nous amene a
supposer que s’il existe une mutation, elle serait en dehors de cette zone. Ceci a déja été
observé dans certaines tumeurs de souris (Kuraguchi et al. 2000). De plus, il a été montré
chez des souris C57BL/6J Min/+ la présence d’une APC tronquée au niveau C-terminal. Les
auteurs ont suggéré que cette protéine tronquée induisait une réduction de la migration des
entérocytes et une perte de l'expression membranaire des protéines de jonctions

d’adhésion. Cette portion C-terminale serait liée aux modifications du cytosquelette
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puisqu’elle contiendrait les sites de liaison aux microtubules et potentiellement ceux
impliqués dans I'attachement indirect a I'actine (Hughes et al. 2002). Ceci conforte I'idée
d’une nouvelle fonction de I'APC en lien avec le cytosquelette (cf. figure 11) (Buda &
Pignatelli, 2004). Or, les résultats de notre analyse immunohistochimigue montrent une
diminution du marquage de I’APC en fonction de la progression de la Iésion. Dans la mesure
ou les anticorps utilisés reconnaissent la partie C-terminale de la molécule, nous pouvons
raisonnablement envisager que I’APC de nos souris infectées, pourrait étre elle aussi
tronquée a cet endroit.

Une autre possibilité serait que le processus de tumorogenese soit initié par une
mutation autre que celle du géne de I'Apc, par exemple sur le géne de la Béta-caténine.
Cette protéine de 92 kDa est impliquée aussi bien dans I'adhésion cellulaire que dans la
signalisation intracellulaire. Dans les cas d’adénome et de carcinomes, la Béta-caténine est
transloquée de la membrane vers le cytoplasme/noyau et ce, précocement dans le
processus de développement de néoplasies colorectales (Takahashi et al. 2000). Ceci a
notamment été rapporté chez les rats ayant développé des adénomes ou carcinomes a la
suite d’un traitement a I'azoxymethane (Cooper et al. 2000) et dans les tumeurs de patients
atteints de cancers colorectaux sans polypose qui ne présentaient pas de mutation du géne
de I’Apc mais de la Beta-caténine (Miyaki et al. 1999). Ces observations concorderaient avec
les noétres puisque le marquage de cette protéine montre qu’elle s’accumule dans le
cytoplasme sans que sa translocation dans le noyau ne soit visible comme cela a été observé
dans les lymphocytes transformés infectés par le virus d’Epstein Barr (Everly et al. 2004).
Cependant, le séquencage n’a pas permis d’observer de mutations dans la région ciblée. Il
est donc probable qu’un autre acteur de la voie des Wnt soit muté.

La P53 peut elle aussi étre impliqguée dans le processus de tumorogenése colique.
Dans le cas de néoplasies humaines associées a des colites son expression est nucléaire
contrairement aux autres types de néoplasies (Cooper et al. 2000). Notre analyse
immunohistochimique, a permis d’observer un marquage cytoplasmique au niveau des
néoplasies. Ceci a déja été décrit dans le cas de l'infection par Theileria annulata au cours de
laquelle le schizonte induit la séquestration de la P53 dans le cytoplasme inhibant ainsi
I’apoptose régulée par cette protéine (Haller et al. 2010). Les filaments d’actine sont eux

aussi capables de séquestrer la P53 dans le cytoplasme (O’Brate et al. 2003). Nous n’avons
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cependant pas réalisé de recherche de mutations de la P53 car il a été rapporté que les
modeles de souris impliquant l'inactivation de la P53 développent des lymphomes et des
sarcomes mais pas des tumeurs coliques (Nandan & Yang 2010).

L'analyse du proto-oncogene K-ras, fréquemment muté aussi bien dans les cas de
cancers colorectaux humains que murins (Hu et al. 2009), n’a pas permis de mettre en
évidence ni I'altération de son expression ni la présence de mutations dans les loci les plus
fréqguemment altérés.

Par ailleurs nos observations en microscopie électronique a transmission (MET) ont
mis en évidence, dans les cellules coliques et gastriques des souris infectées par C. parvum,
des altérations des jonctions intercellulaires que nous n’avons pas observées dans les
cellules gastriques infectées par C. muris (espéce n’induisant pas la Iésion).

L'ensemble de ses observations tendent a montrer que C. parvum est capable de modifier le
cytosquelette de la cellule hote, probablement via I'altération de la voie des Wnt qui est
connue pour son implication dans le processus de polymérisation de I'actine et dans le
réarrangement du cytosquelette (Giles et al. 2003). Des mutations de génes codant pour des
molécules d’adhésion cellulaire associées au cytosquelette, telles que le complexe E-
Cadhérine-actine, ont également été décrites dans les cancers colorectaux (Buda &
Pignatelli, 2004). Ceci est d’autant plus intéressant qu’il a été rapporté que l'infection par
Cryptosporidium induit des changements au niveau du cytosquelette de la cellule hote et
régule la réorganisation localisée de I'actine et ce, a travers des axes de signalisation tels que
la phosphatidyinositol-3-kinase (PI3K) (cf. figure 12) (O’Hara & Chen 2011). Cette derniere
voie est impliquée dans les processus de prolifération et de survie cellulaire en agissant sur
plusieurs voies de signalisation notamment celles faisant intervenir la Beta-caténine comme
décrit chez la souris dans des cas de dysplasie ou de cancer ( Brown et al. 2011). Une autre
étude a aussi montré que l'infection par C. parvum induisait une régulation de I’expression
de génes de la cellule héte y compris ceux impliqués dans la régulation de I'activité du
cytosquelette. Par exemple, I'augmentation de la transcription de geénes codant la tubuline a
été rapportée. Cette protéine est importante dans les processus de motilité et de transport
intracellulaire de la cellule hote (Deng et al. 2004). Un autre agent pathogéne, Helicobacter
pylori considéré comme agent carcinogene de type | (IARC 2011), agit lui aussi sur les cellules

hotes en perturbant les mécanismes d’adhésion cellulaire, notamment en rompant les
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jonctions d’adhésion et en induisant la translocation de la E-Cadhérine de la membrane vers
le cytoplasme des cellules épithéliales (Conlin et al. 2004).

Cette étude a permis d’observer que C. parvum était donc capable d’altérer le
cytosquelette ainsi que des voies de signalisations de la cellule hote, ce qui peut expliquer la
transformation des cellules épithéliales de la région iléo-caecale de notre modele. Il
semblerait toutefois que le processus de cancérogenése induit par C. parvum, soit particulier
et qu’il implique des mutations différentes de celles observées habituellement dans les
cancers colorectaux humains et murins. Nos travaux ne nous ont pas encore permis d’établir
par quel processus ou par quelle(s) molécule(s) le parasite induit ces néoplasies dans les

cellules épithéliales, d’autant qu’il s’agit probablement d’un processus multifactoriel.
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Figure 11: Interaction entre les molécules d’adhésion du cytosquelette et le mécanisme potentiel
de développement et de progression de cancers colorectaux. Des altérations génétiques ou
épigénétiques au niveau du complexe E-cadhérine/caténine conduisent a une altération de
I’adhésion cellulaire ce qui confere a la cellule un potentiel migratoire et métastatique. La
surexpression de la Fascine est associée a I'augmentation de la prolifération et de la migration
cellulaire. Enfin, une mutation au niveau de I’Apc conduit a la stabilisation de la Beta-caténine qui
se transloque dans le noyau et induit la transcription de genes impliqués dans la prolifération et
I'invasion des tumeurs. GSK-3 : glycogen synthase kinase-3. Tcf/Lef : T-cell/Lymphoid enhancer
transcription factors. (Buda & Pignatelli, 2004).
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Figure 12: Réponse de la cellule épithéliale a I'infection par Cryptosporidium. L'infection par
Cryptosporidium conduit ; d’'une part, a une activation par les TLRs (Toll like receptors) de la NF-xkB
de la cellule épithéliale, qui induit une cascade de signaux pro/antiapoptotiques et une
modulation de I'expression de chimiokines proinflammatoires et des miRNAs (partie de gauche).
L'infection conduit d’autre part, au remodelage du cytosquelette de la cellule hote qui implique
plusieurs cascades de signalisations : cortactine/src ; PI3K/Cdc42/ARP2/3 et Ca*"/PKCa/B (partie
de droite). PVM : membrane de la vacuole parasitophore (O’Hara & Chen 2011).
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VI

Impact potentiel de la cryptosporidiose par C. parvum en

santé publique

Nos travaux associés a d’autres études de l'infection par Cryptosporidium, accentuent

la prise de conscience que la cryptosporidiose est un véritable probleme pour la santé

publique et ce pour plusieurs raisons:

Les oocystes sont treés répandus dans I'environnement et sont résistants aux
désinfectants chlorés aux concentrations standards utilisées pour le traitement
des eaux. Ce qui fait de ce parasite la cause de I'augmentation de la prévalence
de cryptosporidioses dues aux eaux de récréation aux Etats Unis mais également
celle de plusieurs épidémies d’origine hydrique (Yoder & Beach, 2010).

plusieurs travaux ont montré que de faibles doses de Cryptosporidium suffisaient
a infecter des personnes immunocompétentes. Cela a notamment été montré par
Okhuysen et al en 1999 chez des volontaires sains et par une étude visant a
réaliser une modélisation mathématique de I'épidémie de Milwaukee qui suggere
également que des personnes ont pu étre infectées aprés ingestion de seulement
un oocyste (Haas & Rose, 1994).

la capacité de C. parvum a infecter les souris SCID-D avec un seul oocyste et a
induire le développement d’adénocarcinomes digestifs invasifs confirme les
observations cliniques et suggére que d’autres mammiféres y compris ’lhomme
peuvent subir le méme processus lorsqu’ils sont sévérement immunodéprimés.
D’ailleurs, une étude réalisée sur des patients sidéens atteint de cryptosporidiose
rapporte l'association significative entre l'infection par Cryptosporidium et le
développement de carcinomes cellulaires squameux coliques (Shebl et al. 2012).
Une autre étude réalisée en Pologne rapporte une fréquence de 12,6% de cas de
cryptosporidiose chez des patients atteints de cancers colorectaux (Sulzyc-
Bielicka et al. 2012).

Enfin, une souche de C. parvum d’origine humaine, isolée a partir des selles d’un
patient atteint de cryptosporidiose a été capable d’induire une infection sévere
ainsi que le développement d’adénocarcinomes invasifs chez un modele murin

immunodéprimé (Certad, Benamrouz et al. 2012).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése a eu pour but de caractériser les lésions néoplasiques digestives
induites expérimentalement par C. parvum chez la souris SCID-D en suivant leur progression,
puis en explorant les modifications moléculaires causées par ce protozoaire chez la cellule
hote. Les résultats obtenus nous ont permis de souligner le haut pouvoir infectieux et
tumorogene de C. parvum.

En effet, nous avons tout d’abord mis en évidence qu’une souche de Cryptosporidium
(I2A15G2R1), isolée chez I'homme, était en mesure d’entrainer une cryptosporidiose
sévere, aussi bien chez le patient ou elle a été isolée que chez le modele de souris SCID-D.
Nous avons également pu montrer que cette souche était capable d’induire chez la souris
SCID-D, le développement d’adénocarcinomes invasifs jusqu'a l'adventice. De plus, nous
avons mis en évidence le fait que ce parasite était capable d’entrainer le développement de
néoplasies méme avec de trés faibles inocula. La présence d’embolies tumorales laisse par
ailleurs supposer un potentiel de dissémination de ces lésions via les vaisseaux sanguins.

La caractérisation et la description de ces Iésions nous ont amené a explorer les voies
de signalisation cellulaires impliquées dans leur développement. L'étude des altérations
génomiques ou protéiques associées a l'infection par C. parvum nous conduit a supposer
que ce protozoaire est capable d’altérer le cytosquelette ainsi que différentes voies de
signalisation de la cellule héte, notamment la voie des Wnt et de la P53. Nous n’avons
cependant, pas été en mesure de mettre en évidence des mutations au niveau des /oci les
plus fréequemment mutés. Ces modifications seraient spécifiques a l'infection par C. parvum.

Enfin, nous avons été les premiers a rapporter un cas de cryptosporidiose contractée
par noyade.

Tous ces éléments devraient accentuer I'intérét porté a cet agent infectieux auquel
un grand nombre de personnes et d’animaux sont exposés. Il reste cependant beaucoup de
zones d’ombres quant aux processus et aux molécules par lesquels C. parvum agirait sur la
cellule hote. Ceci est d’autant plus complexe qu’il pourrait s’agir d’'un processus

multifactoriel.
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Afin de compléter ce travail, nous pourrions envisager, a court terme, d’explorer
plusieurs voies:

- Une approche biochimique telle que le « Western blot », qui nous permettrait
d’étudier des protéines que l'on pense étre impliqguées dans le processus de
cancérogénese induit par C. parvum : la p53, la Beta-caténine et surtout I'Apc.

- Lexploration d’éventuelles altérations au niveau d’autres génes impliqués dans le
processus de tumorogenése colique comme la PI3K et I’axine.

- Larecherche d‘altérations épigénétiques.

A I'heure actuelle, C. parvum est la seule espece capable d’induire des néoplasies
chez le modeéle souris SCID-D. Bien que C. muris se propage tout aussi efficacement chez ce
modele murin, aucune lésion cancéreuse n’a pas pu étre mise en évidence suite a cette
infection (Certad et al, 2007). A moyen terme, il serait donc important de réaliser une
analyse comparée de l'infection par les deux espéces parasitaires en utilisant deux
approches:

- Approche génomique: afin de comparer in silico les génomes de C. parvum et C.
muris déja séquencés.

- Approche transcriptomique: afin de comparer les transcriptomes des cellules
épithéliales infectées par C. parvum et de celles infectées par C. muris.

Nous pourrions également tester d’autres modéles que celui de la souris SCID afin de
clarifier le réle du fond génétique des animaux hotes dans le développement des lésions.

Enfin a plus long terme, il serait intéressant de réaliser une étude clinique visant a
mettre en évidence l’association entre la pathologie cancéreuse chez 'homme et le

parasitisme des différentes especes de Cryptosporidium.
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Cryptosporidium parvum induces an invasive intestinal
adenocarcinoma in immunosupressed hosts.
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! BDPEE-EA3609- Biologie et Diversité des Pathogénes Eucaryotes Emergents, IFR142-Institut
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Pasteur de Lille, France; * Service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques, Groupe
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CHRU de Lille, Université Lille Nord-de-France, France.

Introduction: We reported previously that Cryptosporidium parvum (C.p) induces
adenomas with low and high grade intraepithelial neoplasia, and in situ ileocaecal
adenocarcinoma in SCID mice treated with dexamethasone after 45 days post-infection (PI).
Neoplastic changes were also observed in the stomach and duodenum. Objective: to study
the progression of these neoplastic lesions towards an invasive adenocarcinoma. Material
and Methods: SCID mice treated with dexamethasone (Dex) were challenged with 10 5
oocysts of C. parvum (lowa strain) and euthanatized beyond 84 days (PI) (limit time for
euthanasia in previous studies) for standard histological examination. Anti alpha smooth
muscle actin monoclonal antibody was used to stain muscle fibers of the muscularis
mucosae. Results: a high rate (17/23) of mortality was found in treated SCID mice after day
53 PI. Adenomas lined by dysplastic glandular epithelium, containing high number of
parasites, were observed in the ileo-caecal region. These neoplastic lesions were
characterized by desmoplasia, loss of mucosal lining and presence of irregular glands. In
addition to this histological pattern, characteristic of invasive adenocarcinoma, the
interruption of the muscularis mucosa, was observed in 7 mice as early as 98 days after
infection, using immunocytochemical staining for alpha smooth muscle actin. Conclusion:
These results show that Cryptosporidium induced neoplastic phenomenon seems to be a
multistep process, progressing from adenoma with low-grade intraepithelial neoplasia, to
high-grade intraepithelial neoplasia and finally to an invasive adenocarcinoma.
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Cryptosporidium parvum induces an invasive intestinal
adenocarcinoma in immunosupressed hosts
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Introduction
We previously reported that Cryptosporidium parvum induces adenomas with low and high grade intraepithelial neoplasia, and
in situ ileocaecal adenocarcinoma in dexamethasone (Dex)-treated SCID mice after 45 days post-infection (PI). Neoplastic
changes were also observed in the stomach and duodenum (1)(2).
Objective: To assess the progression of neoplastic lesions induced by Cryptosporidium parvum towards an invasive
adenocarcinoma

Material and Methods

SCID mice treated with Dex were challenged with 10° oocysts of C. parvum (lowa strain)

and euthanatized for standard histological examination beyond 84 days PI. \
Immunohistological analysis was performed using reticulin to stain the basal membrane :'% 4 + (=4 e
of glands, antibody to cytokeratin to identified epithelial cells in the stroma and anti &,

alpha smooth muscle actin monoclonal antibody to stain muscle fibers of the a (=4

muscularis mucosae.

Results

- Lesions of low and high grade intraepithelial neoplasia were observed in the
stomach. Adenomas lined by dysplastic glandular epithelium, containing high
number of parasites, were observed in the ileo-caecal region (Figure 1A, 1B).
Dysplastic changes were found in bile ducts of Dex-treated SCID mice (Figure
4) (Table 1). Parasites were always associated to lesions.

g
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Figure 1. (A) lleacaecal region showing a polypoid structure inside the

-Neoplastic lesions were characterized by desmoplasia, loss of mucosal lining lumen (Bar= 200 um). (B) lleocaecal region with areas of high grade
intr neoplasia and parasites inside the glands

and presence of irregular glands. These features are characteristic of invasive (arrows) (Bar= 15 pm).
adenocarcinoma. 5 3

-Reticulin stain showed an irregular and fragmented basal membrane (Figure
2A).

-Epithelial cells at the stroma level were identified as focus of intramucosal
adenocarcinoma by cytokeratin staining (Figure 2B).

Figure 2. (A) Reticulin shows fusion of glands in a polypoid adenoma

-In the ileo-caecal region the interruption of the muscularis mucosa, was of the ileo-caecal region (arrow) (Bar=100 um). (B) Cytokeratin stain
7 S A 3 g A shows invasion of neoplastic epithelial cells of ileocaecal region into
observed in 6 mice as early as 98 days PI, using immunocytochemical staining the lamina propria (arrows) (intramucosal carcinoma) (Bar=100 um).

for alpha smooth muscle actin (Figure 3).

igure 4. Histological section of
dilated  biliary tree with
moderate/severe dysplasia and
i cytonuclear  atypia  (Bar=
100pm).

Table 1. Outcome of C. parvum infected Dex-treated mice after 84 days Pl
N°of micewith  N°of Total number

Lesions i of mice
death mice
| Spontaneous death/euthanasia | 17 e 23 |
LGIEN* or HGIEN** in the 1 6 7
stomach
Adenomatous polyps in the |
ileocaecal region with LGIEN or ‘ 5 ‘ 6 11 ‘
HGIEN** |
Adenomatous polyps in colon 5 i 5
with LGIEN® or HGIEN**
Adenomatous polyps with signs o ‘ f s |
| ofinvasion to the submucosa |

*HGIEN: High Grade Intraepithelial Neoplasia

Figure 3. Interruption of the muscularis mucosae was observed using |LGIEN" or HGIEN** in biliary tree 5 N -
immunacytochemical staining for alpha smooth muscle actin in the ileo caecal
region (arrow) (Bar=200 um). LGIEN: Low Grade Intraepithelial Neoplasia,

Conclusion References

These results show that Cryptosporidium-induced neoplastic phenomenon seems 10 be a| ) cena 6 Grausy G Noouanesavanh T Guyol K. Ganiis N, Moray A,

" " " 4 . " " " Chassat T, Flament N, Fleunsse L, Pinon A, Delhaes L. Dei-Cas E. 2010.
multistep process, progressing from adenoma with low grade intraepithelial neoplasia, to high of m siral Neoplasia n
. . . . . . . . . Severe Combined Immunodeficiency (SCID) Mice: Severity of Lesions Is
grade intraepithelial neoplasia and finally to an invasive adenocarcinoma. Further studies should | Corelaes el it rel The e Jouril of gt Medie

be done to characterize at molecular level the Cryptosperidium-induced gastrointestinal )
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parvum, a potential cause of colle adenocarcinoma. Infectious Agents and
Cancer, 2:22 doiz10.1186/1750-9376-2.22.

Page 125



Journées Franco-Tunisiennes de Parasitologie (JFTP 2010); 11-12

Novembre 2010 ; Institut Pasteur de Tunis, Tunis, Tunisie

Cryptosporidium parvum induit-il un adénocarcinome
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Cryptosporidium parvum induit des adénomes avec des néoplasies intestinales
digestives intraépithéliales de bas et haut grade ainsi que des adénocarcinomes in situ chez
les souris SCID traitées a la dexaméthasone (SCID-D). Afin d’étudier la progression éventuelle
de cette néoplasie en adénocarcinome invasif, des souris SCID-D ont été infectées avec 10°
oocystes de C. parvum et euthanasiées apres un suivi prolongé au-dela de 84 jours post
infection (limite de suivi lors des expérimentations précédentes). Des analyses
histopathologiques associées a la détection immuno-histochimiques de la réticuline, de la
cytokératine et de I'alpha actine lisse ont été effectuées. Il a été observé dans la région iléo-
caecale des animaux, la présence d’adénomes contenant un grand nombre de parasites. Ces
Iésions néoplasiques ont montré la présence d’'une desmoplasie et de bourgeons de cellules
tumorales envahissant le chorion de la muqueuse. En plus de ces éléments histologiques
caractéristiques des adénocarcinomes invasifs, les différentes colorations et marquages ont
mis en évidence d’autres signes d’invasion, a savoir une membrane basale discontinue, la
présence de cellules épithéliales au niveau du stroma et enfin une interruption de la
muscularis mucosa. En conclusion, le processus néoplasique induit par C. parvum semble
progresser vers |I'adénocarcinome invasif en passant par différents stades d’évolution.
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Le genre Cryptosporidium rassemble des protistes qui infectent le tractus gastro-
intestinal d’un grand nombre de vertébrés, y compris I'homme. Les diarrhées aqueuses
constituent le symptdme majeur de la cryptosporidiose. Elles sont auto-résolutives chez le
sujet immunocompétent mais deviennent chroniques, voire létales, chez le sujet
immunodéprimé. Depuis les années 80, d’'importantes épidémies de cryptosporidiose ont
été rapportées en Europe y compris en France, en Amérique du nord et en Australie,
conduisant 'OMS a classer les protistes du genre Cryptosporidium parmi les pathogenes
émergents avec impact en santé publique.

Dans le cadre d'études sur la biodiversité du genre, nous avons développé un modele
expérimental original de cryptosporidiose chronique sur souris SCID traitée par la
dexaméthasone (SCID-D). Il permet de caractériser le phénotype d'isolats de
Cryptosporidium par le suivi histopathologique, clinique et biologique des infections, qui se
prolongent pendant plusieurs mois (Certad et al, 2007). Dans ce modeéle, nous avons
rapporté récemment que C.parvum induit le développement de lésions néoplasiques gastro-
intestinales s’échelonnant du bas grade a I’'adénocarcinome invasif aprés 80 jours d’infection
(Certad et al. 2010).

Afin de déterminer le seuil minimum d’infection, des souris SCID-D ont été inoculées
par gavage avec 1 a 105 oocystes de C. parvum. Des analyses histopathologiques (estomac,
région iléoceecale, foie) ont été menées périodiquement, jusqu’a 120 jours apres infection,
en ajoutant la détection immunohistochimique de la réticuline, de la cytokératine et de
I’alpha actine lisse. Nous avons pu établir qu’un seul oocyste de C. parvum suffit a infecter de
maniére durable la souris SCID-D, mais aussi a induire des néoplasies gastro-intestinales et
hépatiques (cholangiocarcinome) de haut grade qui évoluent au cours de I'infection jusqu’a
I’adénocarcinome invasif avec des embolies tumorales. Les lésions étaient associées a la
présence de tres nombreux parasites.
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Il est généralement admis que la survenue de cancers vésicaux et hépatiques peut
étre associée, dans les régions d'endémie, au parasitisme par les trématodes Schistosoma
haematobium et Opisthorchis viverrini, respectivement. Mais, la découverte de la capacité
de Cryptosporidium parvum a induire des processus néoplasiques chez la souris SCID,
constitue la premiere observation de cancer épithélial induit par un protiste chez un
vertébré. Des approches immunohistochimiques et moléculaires actuellement en cours
suggerent que le mécanisme de cancérogenese induite par C. parvum emprunte la voie des
Whnt.
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Le genre Cryptosporidium rassemble des protistes qui infectent le
tractus gastro-intestinal d'un grand nombre de vertébrés, y
compris I'homme. La cryptosporidiose est auto-résolutive chez le
sujet immunocompétent mais devient chronique, voire létale, chez
le sujet immunodéprimé. 'OMS a classé ce parasite parmi les
pathogénes émergents ayant un impact en santé publique.

Nous avons développé au sein de notre laboratoire un modéle
expérimental original de cryptosporidiose chronique sur souris
SCID traitée par la dexaméthasone (SCID-D). Ce model nous a
permis, de metire en évidence que Cryptosporidium parvum (C.
parvum) induit le développement de Iésions néoplasiques gastro-
intestinales (Certad et al. 2007, 2010).
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Figure 2. Lésion néoplasique dans la région
iléocaecale dune souris SCID-D infectée par 1
oocyste de C. panum, 100 jours post-infection.

Marqueurs métaboliques impliqués:

Les lésions induites par C. panvum
présentent  un  marquage
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Figure 6. Marquage de la B-catenine au niveau de |a région
iléoceecale de souris (SCID-D) infectées ou non par
Cryptosporidium parvum .

Implication de la voie
des Wnt

Le marquage de la ps3 est
cyloplasmique au  niveau des
lésions  cancéreuses et est
inexistant dans les zones péri-
tumorales et chez les souris
témons  (figue 7). Preuve
également de son accumulation
dans le cytoplasme.

60 jours d'infection
Figure 7. Marquage de la P53 au niveau de la région
iléocaecale de souris (SCID-D} infectées ou non par
Ciyptosporidium panum .
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(respectivement protéine suppresseur de tumeurs et oncogéne).
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+Des néoplasies hépatiques (cholangiocarcinome) ainsi que des embolies vasculaires
tumorales ont également été observées pour des inocula de 10° de parasites.
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Figure 3. Immunodétection de la cylokéraline de la
région iléoczzcale, illustrant linvasion du chorion par les.
cellules épithéliales néoplasiques (souris SCID-D
10° oocystes; 60 jours postinfection).

“~~-.___ Adénocarcinome intra-muqueux

Figure 4. Immunodétection de l'actine-lisse de la
région iléocaecale, illustrant lintemuption de la
muscularis mucosae (souris SCID-D infectée par 10°
oocystes; 80 jours post-infection)

Adénocarcinome invasif

Figure 5. Coloration & 'hématoxyline-éosine ilustrant une:
Iésion altérant |a face inteme de |a musculeuse de I'estomac
(souris SCID-D infectée par 1 oocyste; 100 jours post-
infection).

Conclusion

Références
T ST T IS A e b . s st e

ek P P 4

La découverte de la capacité de Cryptosporidium parvum a induire des processus néoplasiques chez la souris
SCID, constitue la premiére observation de cancer épithélial induit par un protiste chez un vertébré. De plus, nous
avons pu montrer qu'un seul oocyste suffit a infecter et a induire des lésions cancéreuses chez la souris SCID-D.
Des approches immunohistochimiques actuellement en cours, suggerent que la voie des Wnt et celle de la p53
sont impliquées dans le mécanisme de cancérogenése induit par C. parvum.
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We demonstrated recently that Cryptosporidium parvum was able to induce invasive
digestive adenocarcinoma in dexamethasone-treated SCID mice challenged with 105 oocysts
of C. parvum (IOWA) as soon as 60 days post infection (PI).

In the present work, we explored the influence of lower inocula on the development of
digestive neoplastic changes using our cryptosporidiosis dexamethasone-treated SCID
mouse model. Additionally, we explored metabolic pathways potentially involved in such
neoplastic lesions using an immunohistochemical approach.

Although the histological changes were more severe and the progression faster in mice
inoculated with larger inocula, a dose of only one oocyst was able to infect and to induce
digestive neoplastic lesions after 45 days Pl. The assessment of tumor marker expression
(Beta-catenin and p53, which are oncogene and tumor suppressor protein, respectively) in
the ileocaecal area, showed in both cases an abnormal cytoplasmic labeling in neoplastic
epithelial cells.

In summary, C. parvum IOWA strain revealed able to induce invasive adenocarcinoma
whatever the inoculum size tested. Furthermore, immunohistochemical observations
suggest that Wnt and p53 signaling pathways, known to be involved in human colorectal
cancer, could also be implicated in C. parvum-induced neoplasia.
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