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Introduction générale

Le tube digestif joue un réle essentiel dans la survie de tout organisme pluricellulaire en
participant a la digestion et en assurant l'absorption des nutriments et des électrolytes, mais
également en représentant un organe de défense face aux agressions mécaniques, chimiques ou
pathogenes. Outre l'importance d'une bonne coordination des fonctions motrices, sécrétrices et
immunitaires assurée par l'ensemble des composants cellulaires du systéme digestif, la barriere
épithéliale intestinale (BEI) représente un acteur central de I'homéostasie intestinale. Elle est située a
I'interface entre la lumiére intestinale et les tissus internes, et est formée par une monocouche de
cellules épithéliales qui vont notamment contréler la perméabilité intestinale en agissant comme un
filtre sélectif. L'intégrité de cette BEI est assurée par un constant renouvellement grace a un équilibre
entre la prolifération, la différenciation, la migration et I'élimination des cellules qui la composent,
mais également par une régulation efficace des propriétés de perméabilité et de réparation.

Toutes ces fonctions sont controlées par le systeme nerveux entérique (SNE). Si le SNE a
longtemps été considéré comme un simple relai post-ganglionnaire faisant partie du systéme
nerveux parasympathique, son caractere autonome vis-a-vis du systéme nerveux central n'est
aujourd'hui plus a débattre. Il désigne I'ensemble du réseau nerveux qui s'étend le long du tube
digestif, et depuis les années 90 son étude connait un essor important. Ainsi, la neuro-
gastroentérologie s'intéresse a la compréhension des mécanismes du contréle nerveux des fonctions
digestives, et représente désormais un sujet d'étude essentiel dans le contexte des maladies
digestives. Le SNE est organisé en deux plexus ganglionnaires majeurs eux-mémes composés de
neurones et de cellules gliales entériques (CGE). Il contréle notamment la motricité, le flux sanguin,
les sécrétions intestinales ainsi que les propriétés de la BEIl. Plus particulierement, les CGE ont
récemment été identifiées comme des composants clé du microenvironnement de la BEI, renforgant
sa protection, sa cicatrisation et diminuant sa perméabilité.

Dans les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), le risque de rupture de
cette BEI est aggravé du fait d'un déséquilibre des processus de prolifération et d'une accélération du
turnover épithélial. Les MICI regroupent la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique
(RCH), toutes deux caractérisées par une inflammation de la paroi d'une partie du tube digestif. Leur
prévalence est en constante augmentation, mais si on sait que différents facteurs génétiques et
environnementaux entrent en compte, |'étiologie de ces maladies est encore mal comprise. De plus,
il n'existe pas de traitement curatif, seulement des traitements palliatifs ayant pour but de limiter les
symptomes d'ou I'importance de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués.
Plusieurs études ont mis en évidence des défauts de perméabilité et de réparation de la BEIl chez ces
patients qui pourraient concourir au développement de ces maladies. En effet, il a été montré que
I'augmentation de perméabilité chez les patients MICI précédait les rechutes et le développement de
I'inflammation, et était également présente chez un sous-ensemble de parents au premier degré non
malades. A l'inverse, une réparation efficace de la muqueuse est associée au maintient en rémission
de ces patients, et une diminution de la perméabilité protege du développement de I'inflammation
dans un modele génétique de MICI. Ainsi, une rupture de la BEI n'est peut étre pas suffisante pour
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induire une MICI, mais le maintient de l'intégrité de la muqueuse correspond a un marqueur de
bonne évolution de la maladie. De plus, des altérations morphologiques des CGE ont été rapportées
dans ces pathologies, mais il reste encore a déterminer si les CGE pourraient directement contribuer
aux dysfonctions de la BEIl observées chez ces patients. Renforcer la BEI représente ainsi un enjeu
thérapeutique majeur non seulement pour les MICI, mais également pour toutes les pathologies
présentant un défaut de réparation de la BEI telles que le syndrome de l'intestin irritable, I'obésité ou
encore le diabéte.

Parmi les différentes classes de lipides existantes on retrouve les eicosanoides, des dérivés
biologiquement actifs des oméga 3 et 6, qui regroupent plusieurs familles de molécules comme les
prostanoides ou les leucotrienes pouvant avoir des réles pro ou anti-inflammatoires. Dans le cas des
MICI, des modifications de la production de plusieurs eicosanoides dérivés de la voie des omega 6
sont retrouvées chez ces patients. Si des études suggerent un réle majoritairement pro-
inflammatoire de ces composés, leur role sur les fonctions de la BEIl reste peu étudié. Parmi les
médiateurs gliaux régulant les propriétés de la BEl en conditions physiologiques on retrouve des
médiateurs lipidiques comme le 15dPGJ2 qui régule la prolifération/différenciation des cellules
épithéliales et le 11BPGF2a qui augmente la cicatrisation de la BEl. L'étude de l'impact des
eicosanoides sur les fonctions de la BEI dans le cas des MICI représente ainsi une piste thérapeutique
prometteuse.

Dans ce contexte, le but de ce travail était non seulement d'étudier I'implication des CGE
dans la physiopathologie des MICI, mais également d'identifier un ou plusieurs médiateurs (en
particulier les eicosanoides) capables de renforcer la BEI.
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| Les eicosanoides dérivés de I'acide arachidonique

Lorsqu'on parle de lipides, on pense généralement au terme "graisses", mais les lipides
jouent également de nombreux réles essentiels au sein de I'organisme. Ce sont notamment des
éléments de structure des membranes de nos cellules et ce sont les précurseurs de molécules
impliquées dans la régulation de plusieurs fonctions physiologiques telles que la vasoconstriction ou
encore l'inflammation. Il existe plusieurs types de lipides selon leur structure moléculaire : le
cholestérol, les acides gras saturés (aucune liaison double), monoinsaturés (une seule liaison double)
et polyinsaturés (plusieurs liaisons doubles). Ces derniers sont des acides gras dits essentiels puisque
notre organisme en a absolument besoin. Toutefois il ne peut pas les synthétiser d'ou l'importance
d'en consommer régulierement dans |'alimentation. On compte ainsi deux grandes familles d'acides
gras polyinsaturés essentiels : les oméga 6 et les oméga 3 (dont le nom dépend de la position de la
premiére double liaison, sur le 6° ou le 3° carbone respectivement), qui vont permettre la synthése
de nombreuses autres molécules. Ainsi, les eicosanoides sont un groupe de médiateurs lipidiques
biologiquement actifs dérivés des acides gras polyinsaturés essentiels contenant 20 atomes de
carbone (Figure 1). Parmi eux, on retrouve des prostanoides (prostaglandines PG et thromboxanes
TX), des leucotrieénes (LT) et des acides hydroxylés (HETE pour hydroxy-eicosatétraénoique), issus de
la voie des omega 3 ou des omega 6.
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Figure 1 : Voies de synthése des omega 3 et omega 6
Le précurseur de la famille des omega 3 est I'acide a-linolénique, qui permet notamment la synthése
d'acide eicosapentaénoique (EPA) et d'acide docosahexaénoique (DHA). Le précurseur de la famille
des omega 6 est I'acide linoléique qui permet notamment la synthése d'acide arachidonique (AA).
Par David Throop.



Etude bibliographique

Les omega 3 dérivent de l'acide a-linolénique qui est le précurseur de l'acide
eicosapentaénoique (EPA) permettant la formation des prostanoides de série 3 et des leucotriénes
de série 5. L'EPA est lui-méme précurseur de I'acide docosahexaénoique (DHA) connu pour son role
structural en tant que constituant majeur des lipides de structure du systéme nerveux central. Les
omega 6 dérivent de I'acide linoléique, le principal acide gras polyinsaturé retrouvé dans le régime
alimentaire, et ayant un rdéle majeur structural en tant que constituant des phospholipides
membranaires. Il va permettre la synthese des prostanoides de série 1 et des leucotrienes de série 3
a partir de l'acide dihomo-y-linolénique. C'est également le précurseur majeur de I'acide
arachidonique (AA) qui va permettre la synthése des eicosanoides détaillés dans cette partie, a savoir
des prostanoides de série 2, des leucotrienes de séries 4 et des acides hydroxylés.

1) Phospholipase A2 et production d'acide arachidonique

La phospholipase A2 (PLA2) est une hydrolase qui libére I'acide arachidonique (AA) a partir
des phospholipides membranaires. Elle hydrolyse la liaison ester en position sn-2 du phospholipide
ce qui géneére la production d'un lysophospholipide et d'un acide gras libre tel que I'AA, le précurseur
des eicosanoides (Balsinde et al., 2002).

Les PLA2 sont réparties en 3 classes : les phospholipases sécrétées (sPLA2), intracellulaires
(iPLA2) et cytosoliques (cPLA2). Les sPLA2 sont des petites enzymes (13-15 kDa) exprimées chez la
souris, le rat et I'Homme dans le tractus digestif et les organes lymphoides. Le fonctionnement de
leur site actif nécessite la présence d'un ion Ca*, et leur rdle est d'hydrolyser les phospholipides de la
couche externe des membranes cellulaires. Parmi les fonctions biologiques qui lui sont associées on
retrouve la digestion des phospholipides alimentaires et la défense de I'h6te contre les infections
bactériennes, ainsi qu'une potentielle implication dans la promotion de I'athérosclérose et du cancer
(Lambeau and Gelb, 2008). Les iPLA2 sont plus grosses que les sPLA2 (85-90 kDa) et sont exprimées
de fagon ubiquitaire dans la quasi totalité des tissus. Elles jouent un réle dans le remodelage des
phospholipides et dans les réparations membranaires, et ne sont pas dépendantes des ions Ca™".
Elles semblent impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques, telles que l'apoptose, la
sécrétion d'insuline, ou encore la régénération axonique apres une lésion nerveuse (Burke and
Dennis, 2008 ; Lépez-Vales et al., 2008). Enfin, les cPLA2 sont les plus grandes (85-110 kDa) et sont
également exprimées de facon ubiquitaire. Elles sont faiblement dépendantes du Ca** et semblent
étre a l'origine de la majorité de I'AA libéré et donc de la production d'eicosanoides, suggérant un
réle majeur de ces enzymes dans les maladies inflammatoires (Burke and Dennis, 2008).

2) La voie des lipoxygénases

La voie des lipoxygénases permet la synthése des acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETE)
et des leucotriénes (LT). Ce sont des enzymes a fer non-héminique qui contiennent des dioxygénases
et qui sont exprimées de maniére constitutive chez les plantes et les animaux. Dans l'intestin on
retrouve les lipoxygénases 15-LOX, 12-LOX et 5-LOX (Figure 2). Elles sont constituées d'un petit
domaine N-terminal en feuillets beta, d'un inter-domaine de liaison et d'un grand domaine
catalytique C-terminal qui contient le fer non-héminique indispensable a son activité enzymatique.
Elles vont catalyser la réaction Acide gras polyinsaturé (AA par ex) + 0O, -> Acide
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hydroperoxyeicosatetraenoique (HPETE). Ces dérivés sont ensuite transformés en dérivés plus
stables : les HETE et les LT (Rossi et al., 1985).
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Figure 2 : Voie de synthése des lipoxygénases

a- Les acides hydroxyeicosatétraénoiques

Le 15-HETE

La 15-LOX 1 (codée par le géene ALOX15A) et la 15-LOX 2 (codée par le géne ALOX15B)
convertissent I'AA en 15-HPETE qui sera réduit en 15-HETE par la GPX (glutathion peroxydase). La 15-
LOX 1 est exprimée par les cellules épithéliales intestinales, mais aussi par celles de la peau, les
réticulocytes, les éosinophiles et les macrophages (Lu et al., 2012). Elle participe au développement
et a la progression du carcinome hépatocellulaire en protégeant les cellules cancéreuses de
I'apoptose et en favorisant leur dissémination par l'intermédiaire d'une voie de signalisation
PI3K/Akt/HS 90 (Ma et al., 2013). A l'inverse, elle aurait des effets bénéfiques sur les cancers
colorectaux puisque qu'elle est sous-exprimée dans ces pathologies alors que sa restauration rétablit
les mécanismes d'apoptose (Shureiqi, 2005). La 15-LOX 2 est quant a elle décrite pour étre exprimée
par les cellules de la peau, la cornée, les poumons et la prostate ainsi qu'au sein des macrophages,
des oligodendrocytes et de la microglie (Brash et al., 1997 ; Danielsson et al., 2008 ; Haynes and van
Leyen, 2013). Elle est principalement connue pour son rdole dans l'induction d'événements
athérothrombotiques, en augmentant |'agrégation des plaquettes et la production de thrombine
(Magnusson et al., 2012 ; Vijil et al., 2014).

Le 15-HETE stimule la migration des cellules endothéliales des capillaires, régule la
mitogénése des lymphocytes et promeut la néovascularisation (Riehl et al., 1990). Dans le cas des
cardiopathies ischémiques il pourrait participer a la thrombose et il a également été décrit pour
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entrainer I'agrégation plaquettaire et augmenter la perméabilité endothéliale (Kundumani-Sridharan
et al., 2010 ; Lundgqvist et al., 2016). Cependant, son role sur la BEI est encore inconnu.

Le métabolisme du 15-HETE permet également la synthése de lipoxine A4 en particulier par
les neutrophiles. Elle est associée a de nombreuses fonctions biologiques, telles que I'activation des
leucocytes, l'inhibition des cellules NK ou encore la migration et I'adhésion des monocytes (Maddox
and Serhan, 1996 ; Ramstedt et al., 1987).

Le 12-HETE

La 12-LOX (codée par le géne ALOX12) convertit I'AA en 12-HPETE qui sera lui aussi réduit en
12-HETE grace a la GPX. Elle est principalement exprimée par les thrombocytes et les cellules de la
peau.

Le 12-HETE est connu pour attirer les neutrophiles par chimiotactisme, induire la migration
des cellules musculaires lisses aortiques et provoquer la rétraction des cellules endothéliales (Porro
et al., 2014). Il est impliqué dans les phénomeénes d'inflammation (par exemple via son réle sur les
neutrophiles), mais également dans les cancers puisqu'il augmente notamment la survie et la
prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (Pidgeon et al., 2003 ; Yang et al., 2007). De plus,
il est impliqué dans le diabete en réduisant la sécrétion d'insuline et en causant |'apoptose des
cellules beta du pancréas (Ma et al., 2010).

Le 5-HETE

La 5-LOX (codée par le géne ALOX5) convertit I'AA en 5-HPETE qui sera réduit en 5-HETE par
des MGST (Microsomal glutathione S-transferases). Elle est majoritairement exprimée par les cellules
immunitaires telles que les neutrophiles, les lymphocytes B ou encore les macrophages (Radmark et
al., 2015). On la retrouve également dans de nombreuses cellules cancéreuses comme celles du
poumon, du colon ou du pancréas (Bishayee and Khuda-Bukhsh, 2013). L'interaction avec la protéine
FLAP (5-lipoxygenase activating protein), codée par le gene ALOX5AP, est nécessaire a l'activation de
la 5-LOX (Peters-Golden and Brock, 2003). Ainsi, FLAP favorise I'action de la 5-LOX en améliorant la
livraison d'AA. Des polymorphismes des genes ALOX5 et ALOX5AP ont été identifiés comme facteurs
de risque élevés pour l'athérosclérose et la maladie d'Alzheimer (Manev and Manev, 2006).

De part sa forte expression par les cellules immunitaires, le 5-HETE participe aux réponses
inflammatoires et allergiques. Il est également impliqué dans la production de stéroides en stimulant
par exemple la production de progestérone et de testostérone par des cellules ovariennes ou
testiculaires de rat (Reddy et al., 1993 ; Wang et al., 1989).

Les récepteurs de ces composés sont encore mal connus. Toutefois, il est admis qu'ils
peuvent étre des agonistes des récepteurs PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor)
(Naruhn et al., 2010 ; Shappell et al., 2001). De méme, ils peuvent se lier aux récepteurs couplés aux
protéines G BLT2 (leukotriene B4 receptor) (Yokomizo et al., 2001). Il a été montré que les 15-, 12- et
5-HETE pourraient aussi se lier au récepteur TXA2/PGH2 (platelet thromboxane A2/prostaglandin H2)
(Mais et al.,, 1990). Le 12-HETE peut également se lier au récepteur GPR31 (G protein-coupled
receptor 31) (Guo et al., 2011).
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b- Les leucotriénes

Les leucotrienes dérivent du 5-HPETE et sont donc dépendants de I'expression de la 5-LOX et
de FLAP. Le leucotriene A4 (LTA4) dérive du 5-HPETE et permet la synthése de deux sous-classes de
leucotriénes : les LTB4 et les LTC4,D4 et EA4.

Le LTB4 est libéré par l'enzyme LTA4 hydrolase dans les leucocytes en réponse a
I'inflammation et promeut le recrutement de cellules immunitaires par chimiotactisme ainsi que la
production de cytokines proinflammatoires en se couplant aux récepteurs LTB4R (Tager and Luster,
2003).

Le LTC4 est synthétisé a partir du LTA4 sous |'action d'une gluthation S-transférase. Dans les
cellules non-hématopoiétiques sa synthese peut étre activée par la chimiothérapie ou un stress du
réticulum endoplasmique, et le LTC4 va pouvoir agir de maniére autocrine en induisant la
translocation nucléaire de la NOX4 (NADPH oxydase 4). Cela aura pour conséquence une
accumulation de ROS (espéces réactives de I'oxygene) et une augmentation des dommages a I'ADN
(Dvash et al., 2015). Dans les cellules d'origine myéloide il est sécrété via le transporteur MRP1 et des
protéases a la surface des cellules entrainent le clivage des résidus y-glutamyl et glycine des
segments glutathion afin de générer les composés plus stables LTD4 et LTE4. Ces 3 leucotriénes se
lient ensuite aux récepteurs couplés aux protéines G CYSLTR1 et 2 et déclenchent la vasoconstriction
et la bronchoconstriction, faisant ainsi de ces composés des molécules clés dans le contexte des
allergies et de I'asthme (O’Byrne, 1997).

3) La voie des cyclooxygénases

Les cyclooxygénases (COX), aussi connues sous le nom de PTGS (Prostaglandin-endoperoxyde
synthase) sont des oxydoréductases qui permettent la synthese des prostaglandines et des
thromboxanes (Figure 3). Leur action s'effectue en deux temps : premiérement elles soustraient un
hydrogéne du carbone 13 de I'AA puis elles ajoutent deux molécules d'oxygéne, ce qui permet la
formation de prostaglandine G2 (PGG2). Deuxiémement, cette PGG2 est réduite en PGH2 par le site
actif peroxydase. La synthése des prostaglandines (PG) et thromboxanes (TX) s'effectue ensuite grace
a des isomérases spécifiques.

Chez I'humain il existe deux isoformes des COX : COX-1 et COX-2. COX-1 participe a la
synthése basale d'eicosanoides et est exprimée de fagon constitutive dans la plupart des tissus. A
I'inverse I'expression de COX-2 est induite par des stimuli comme l'inflammation et on la retrouve
principalement au niveau des cellules endothéliales et rénales ainsi que dans le systéme nerveux
central (Tanabe and Tohnai, 2002).
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Figure 3 : Voie de synthése de cyclooxygénases

a- Les prostaglandines

La PGD2

La PGD2 dérive de la PGH2 grace aux enzymes PGDS (Prostaglandines D synthases). Il existe
deux isoformes de PGDS : la forme hématopoiétique H-PGDS et la forme lipocaline L-PGDS (ou B
Trace). La H-PGDS est exprimée par les cellules présentatrices d'antigénes, les mastocytes et les
lymphocytes Th2 alors que la L-PGDS est plutot retrouvée dans le systeme nerveux central, dans le
coeur et dans le tube digestif, notamment au niveau du SNE (Eguchi et al., 1997 ; Hokari et al., 2011 ;
Le Loupp et al., 2015 ; Mase et al., 1999 ; Tanaka et al., 2000).

La PGD2 se lie au récepteur couplé aux protéines G DP1 (PTGDR) et au récepteur
chémoattractant DP2 (CRTH2). Elle joue un réle essentiel notamment dans la régulation du sommeil,
dans les réponses allergiques mais également dans le processus d'inflammation (Huang et al., 2007 ;
Matsuoka et al., 2000 ; Schuligoi et al., 2005). Dans l'intestin, elle est produite par le systeme nerveux
entérique en réponse a l'inflammation chez les patients atteints par la maladie de Crohn, et son réle
a aussi été mis en évidence dans la protection contre les colites et les cancers colorectaux associés
(lwanaga et al., 2014 ; Le Loupp et al., 2015).

La PGD2 peut donner de la PGJ2 suite a sa déshydratation. En absence d'albumine elle subira
une nouvelle déshydratation afin de former le 15d-PGJ2 (Scher and Pillinger, 2005). Il a été montré
que ce dérivé était impliqué dans de nombreuses réponses immunitaires et inflammatoires. En
particulier, sa liaison aux récepteurs PPARy a été montrée pour réprimer la transcription de genes
proinflammatoires et elle est aussi connu pour bloquer les voies de signalisation proinflammatoires
NFkB (Kim et al., 2007). De méme, elle est impliquée dans la cytoprotection et l'inhibition de la
prolifération cellulaire (Pereira et al., 2006). Dans l'intestin, sa production par les cellules gliales
entériques régule la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales intestinales (Bach-
Ngohou et al., 2010).

11
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La PGE2

La PGE2 est obtenue grace a l'action des PGES (Prostaglandines E synthases). Il existe trois
isoformes de PGES : les formes microsomales mPGES1 et 2 et la forme cytosolique cPGES3. La
mMPGES1 requiert la présence de glutathion et est retrouvée a la membrane périnucléaire associée a
COX-2 (Jakobsson et al., 1999). Son expression est augmentée par les stimulus pro-inflammatoires et
diminuée par les glucocorticoides (Stichtenoth et al., 2001). In vivo, son expression est reportée pour
étre associée a l'inflammation, aux cancers ou encore a la reproduction (Filion et al., 2001 ; Kamei et
al., 2003 ; Mancini et al., 2001). La mPGES2 est également retrouvée a la membrane, mais elle est
associée aux enzymes COX-1 et -2 (Murakami et al., 2003). On la retrouve dans de hombreux tissus
dont le cceur, le cerveau et l'intestin, mais son role reste encore peu connu (Tanikawa et al., 2002).
La cPGES3 est retrouvée de fagon ubiquitaire et est constitutivement exprimée dans les cellules. Elle
assure, en coopération avec la protéine Hsp90, la production de PGE2 quand des fortes
concentrations d'AA sont rapidement produites suite a une forte activation de la PLA2 cytosolique
(Tanioka et al., 2003).

La PGE2 se fixe aux récepteurs membranaires couplés aux protéines G EP1 a EP4. Ces
récepteurs présentent une localisation tissulaire bien différente : EP1 est notamment exprimé par les
cellules mastocytaires, les kératinocytes et les muscles longitudinaux coliques ; EP2 est trés
largement distribué et on le retrouve ainsi dans l'intestin, les poumons, les reins, |'utérus, le cerveau,
la peau et dans de nombreuses cellules immunitaires ; EP3 est retrouvé dans le SNC notamment au
niveau des neurones, mais aussi dans le systéme cardio-vasculaire, les reins ou encore la vessie et
enfin EP4 est majoritairement exprimé dans le coeur et l'intestin (Woodward et al., 2011). Ces
récepteurs ont également une transduction du signal différente, faisant de la PGE2 la prostaglandine
la plus polyvalente en fonction du récepteur auquel elle se fixe (Sugimoto and Narumiya, 2007). Ainsi
la PGE2 est impliquée dans de nombreux phénoménes immunitaires et inflammatoires, notamment
via sa capacité a activer les lymphocytes T (Sreeramkumar et al., 2012). Elle joue également un réle
dans la régulation de la prolifération de nombreux types cellulaires. Il a par exemple été montré
gu'elle inhibait la prolifération des cellules souches mésenchymateuses et des lymphocytes T
(Kleiveland et al., 2008 ; Vercammen and Ceuppens, 1987). A l'inverse, elle promeut la prolifération
et la différenciation neuronale dans le SNC, faisant de la PGE2 une cible thérapeutique potentielle
pour des pathologies neuro-développementales telles que 'autisme (Wong et al., 2016). Au niveau
du cceur elle a un réle protecteur contre I'ischémie-reperfusion, via son récepteur EP4 (Xiao et al.,
2004). La PGE2 est aussi connue pour avoir un role dans la promotion de tumeurs, en particulier au
niveau de l'intestin. Ainsi, une délétion génétique de la mPGES1 entraine une diminution de la
tumorigénese intestinale (Nakanishi et al., 2008 and 2011 ; Sasaki et al., 2012). Le méme type de
résultat est également observé chez des souris délétées pour les récepteurs EP1 a EP4 (Nakanishi and
Rosenberg, 2013). Au niveau de l'intestin, la PGE2 a aussi un rble dans l'inhibition de la sécrétion
gastrique et dans la stimulation de la sécrétion de mucus (Dajani et al., 2003). Une étude a
également montré son réle synergique avec la PGI2 dans la restauration des fonctions de la barriere
épithéliale intestinale dans I'iléon de porcs ischémiques (Blikslager et al., 1999).

La PGI2 ou prostacycline
La PGI2 dérive de la PGH2 grace a la PTGIS (Prostaglandine | Synthase). Cette enzyme fait
partie de la superfamille des cytochromes P450 qui sont des monooxygénases. Elle est
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majoritairement exprimée par les cellules musculaires lisses au niveau de la membrane plasmique et
nucléaire et par les cellules endothéliales au niveau du réticulum endoplasmique (Spisni et al., 2001).

La PGI2 se lie a son récepteur IP, un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé
aux protéines G, notamment exprimé par les cellules musculaires lisses et les plaquettes (Katsuyama
et al., 1994). Elle peut également se lier aux récepteurs nucléaires PPAR (Lim and Dey, 2002). La PGI2
est un puissant vasodilatateur capable d'inhiber ['agrégation plaquettaire et Ila
prolifération/différenciation des cellules musculaires lisses vasculaires (Fetalvero et al., 2006 ; Smyth
et al., 2009). Son role a également été mis en avant dans des maladies inflammatoires telles que
I'arthrite rhumatoide, I'athérosclérose et I'allergie (Stitham et al., 2011 ; Takahashi et al., 2002). En ce
qui concerne son role dans l'intestin il a par exemple été montré qu'elle réduisait la colite induite par
un stress oxydatif, qu'elle améliorait la néo angiogénese et la réparation tissulaire aprés une
résection colique chez des rats et qu'elle diminuait I'adhérence des leucocytes et améliorait le flux
sanguin microvasculaire (Aytag et al., 2013 ; Lehmann et al., 2001 ; Vasiliadis et al., 2007). De plus,
I'infusion continue de PGI2 protégeait la muqueuse de l'intestin gréle aprées une auto transplantation
chez des chiens (Kim et al.,, 2012). Enfin, elle pourrait étre impliquée dans la maladie de Crohn
puisqu'il a été montré chez ces patients que le promoteur codant pour la PTGIS était hyperméthylé,
ce qui était associé a un défaut de son expression (Sadler et al., 2016).

Du fait de sa tres faible demi-vie (inférieure a 3 minutes) et de sa dégradation en un composé
inactif, le 6-ketoPGFla, plusieurs analogues stables sont couramment utilisés en clinique afin
d'améliorer la circulation sanguine. Ainsi, on retrouve l'iloprost, I'epoprosténol (commercialisé sous
les noms de Flolan et Veletri) et le cicaprost. Ces analogues peuvent étre administrés par voie
intraveineuse, sous-cutanée ou par inhalation dans des pathologies telles que le syndrome de
Raynaud et I'ischémie des membres inférieurs, ou encore dans I'hypertension artérielle pulmonaire
(Haché et al., 2003 ; McHugh et al., 1988).

La PGF2a

La synthése de PGF2a se fait en réalité via trois voies de synthése différentes (Figure 4). La
premiere est issue d'une réduction du groupe 9,11-endopéroxyde de la PGH2, la seconde d'une
réduction du groupe 9-keto de la PGE2 et enfin la troisieme d'une réduction du groupe 11-keto de la
PGD2 (Watanabe, 2002). Cette derniere permet la synthése d'un stéréoisomeére : la 9a,11B-PGF2. Ces
voies de synthese sont possibles grace a l'action de PGFS (Prostaglandine F Synthases) qui
appartiennent a la superfamille des Aldo-Keto Réductases AKR (Jez et al., 1997). Ainsi chez les
mammiféres on retrouve les AKR1C (kéto réductases) et les AKR1B (aldo réductases), qui sont des
protéines monomériques liant des cofacteurs nicotinamides. Chez I'humain, I'enzyme AKR1C3
catalyse la formation de PGF2a et 9a,11B-PGF2 a partir de la PGD2 et PGH2, mais pas de la PGE2
(Kabututu et al., 2009).
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Figure 4 : Les trois voies de synthése de la PGF2a

La PGF2a se lie au récepteur FP, trés exprimé au niveau de |'utérus et des ovaires. Sa
production est stimulée par I'ocytocine, et elle est connue pour avoir un réle vaso- et broncho-
constricteur, ainsi que pour stimuler les muscles lisses. On la retrouve en quantité supérieure chez
les femmes atteintes d'endométriose (Sharma et al., 2010). Sa production est également augmentée
dans de nombreuses pathologies impliquant une inflammation chronique telles que l'arthrite
rhumatoide, mais aussi dans le diabéte ou encore I'obésité (Basu, 2007). Au niveau intestinal, la
PGF2a augmente la motilité et il a été montré qu'elle était augmentée dans la muqueuse rectale des
patients atteints d'une MICI (Burakoff et al., 1990 ; Pacheco et al., 1987).

En ce qui concerne la 9a,11B-PGF2, elle est retrouvée dans le liquide amniotique humain et
augmentée par les composants des parois bactériennes et par certaines cytokines
proinflammatoires, suggérant un réle de cette prostaglandine dans les mécanismes d'accouchement
(Mitchell et al., 2005). Dans l'intestin elle augmente I'étalement des CEl et favorise la réparation de la
mugqueuse, mais elle est sous-produite par les cellules gliales entériques de patients atteints par la
maladie de Crohn (Coquenlorge et al., 2016).

b- Les thromboxanes

La TBXAS1 (Thromboxane A Synthase 1) est ancrée au réticulum endoplasmique et retrouvée
principalement dans les plaquettes et les monocytes (Ruan et al., 1994). Elle permet, a partir de la
PGH2, la synthése de quantités équivalentes de TXA2 et 12-HHT (12-Hydroxyheptadecatrienoic acid).
Ce 12-HHT, longtemps considéré comme inactif, a récemment été présenté comme étant un agoniste
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du récepteur B4 des leucotriénes impliqué dans le chimiotactisme des cellules mastocytaires (Okuno
et al., 2008).

Le TXA2 se lie au récepteur TP et est majoritairement produit par les plaquettes activées afin
de stimuler I'activation de nouvelles plaquettes ainsi que leur agrégation (Arita et al., 1989). Il est
également impliqué dans la contraction des muscles lisses (Wilson et al., 2005). En solution aqueuse,
le TXA2 est trés instable et est donc rapidement hydrolysé en TXB2, un métabolite inactif presque
entierement éliminé par voie urinaire.

Ainsi, les eicosanoides dérivés des oméga 6 sont impliqués dans de nombreuses fonctions
biologiques. Leur action dépend surtout de I'expression tissulaire de leurs enzymes de production et
de celle de leurs récepteurs. lls peuvent avoir des effets opposés, et un méme eicosanoide peut
également moduler son action en fonction du sous-type de récepteur qu'il cible. Ills peuvent étre
associés a des effets bénéfiques pour I'organisme, notamment via leur role structural des
membranes cellulaires, mais ils peuvent aussi moduler le systeme cardio-vasculaire, le systeme
immunitaire ou encore le systéme nerveux. Certains dérivés sont également associés a des effets
déléteres, en participant notamment aux réactions allergiques ou inflammatoires, d'ou I'importance
de ne pas consommer des oméga 6 en exces.

Il La barriére épithéliale intestinale

1) Généralités

Le tube digestif s'étend de la bouche a I'anus sur environ 8 métres chez I'homme, et
correspond a un ensemble d'organes : la bouche, le pharynx, I'cesophage, l'intestin gréle, le gros
intestin et I'anus (Figure 5). Lorsque le terme d'appareil digestif est employé, il comprend également
plusieurs organes annexes tels que les dents, la langue, les glandes salivaires, le foie, la vésicule
biliaire ou encore le pancréas. L'ensemble de ces organes permet ainsi d'assurer différentes
fonctions comme la transformation des aliments en nutriments, la digestion, I'absorption dans la
circulation sanguine, I'élimination des déchets ou encore la protection de I'organisme. Il possede
également différentes propriétés, notamment de perméabilité, de sécrétion, de motilité, de
résistance et de renouvellement.

D'un point de vue histologique la paroi du tube digestif est composée de quatre couches
successives (Figure 6) :
- la tunique externe, sous-divisée en deux parties : I'adventice aux extrémités orale et anale du tube
digestif qui est formée par un tissu conjonctif lache qui permet son maintient avec les autres organes
et la séreuse entre ces deux extrémités formée par un tissu conjonctif tapissé d'un épithélium qui
correspond au péritoine
- la musculeuse, composée de fibres musculaires lisses longitudinales et circulaires
- la sous-muqueuse, formée par un tissu conjonctif lache fortement vascularisé
- la muqueuse, couche la plus interne, composée par la barriere épithéliale intestinale qui repose sur
un tissu conjonctif : la lamina propria, et sur la mugueuse musculeuse
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Figure 6 : Schéma de la paroi du tube digestif chez 'nomme
La paroi intestinale est composée de 4 couches successives, de l'intérieur vers l'extérieur : la
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la tunique externe (séreuse). (Marieb E.N. Anatomie
et Physiologie humaines, Edition Pearson Education, 2005).
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Les muscles lisses sont impliqués dans la motricité digestive, puisque leur contraction ou
relaxation va permettre la progression du bol alimentaire. Les cellules musculaires lisses sont
activées par des potentiels d'action qui vont provoquer l|'afflux de calcium dans ces cellules,
entrainant la phosphorylation des filaments de myosine qui interagissent avec les filaments d'actine.
C'est cette liaison actine-myosine qui va permettre la contraction des muscles lisses. Le controle
nerveux de la motricité sera abordé dans les parties lll 5) et 6).

L'épithélium qui tapisse la bouche, I'cesophage et I'anus est un épithélium stratifié squameux
constitué d'une épaisse membrane faite de plusieurs couches de cellules non kératinisées afin de
protéger le tube digestif du bol alimentaire. Quand on parle de BEI, on parle de I'épithélium digestif
qui tapisse la quasi totalité du tube digestif, de I'cesophage jusqu'au rectum et constitue ainsi une
barriére physique entre la lumiére intestinale et I'organisme. C'est un épithélium simple prismatique,
constitué d'une couche unique de cellules hautes. Cependant, en fonction de sa localisation dans le
tube digestif, I'épithélium digestif présente une organisation et des types cellulaires particuliers.
L'épithélium gastrique, au niveau de I'estomac, est composé d'un épithélium simple formé de cellules
a pble muqueux fermé qui vont permettre la sécrétion de mucus afin de lubrifier la paroi gastrique et
de la protéger des sucs gastriques.

Au niveau de l'intestin gréle, I'épithélium doit permettre I'absorption des nutriments, des
électrolytes, des vitamines et de l'eau tout en empéchant le passage d'agents pathogénes ou
toxiques. Au niveau du colon, les aliments non digestibles sont transformés en féces aprés une
réabsorption de I'eau, avant d'étre propulsés vers le rectum. Ces différentes fonctions sont possibles
grace aux différences morphologiques et cellulaires qu'il existe entre ces deux parties, et qui sont
détaillées dans le paragraphe suivant.

2) Organisation

C'est au niveau de l'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon) que I'absorption de
nutriments depuis la lumiere intestinale va se faire grace a la muqueuse intestinale. Celle-ci est
caractérisée par une grande surface d'échange avec la lumiere digestive de part sa longueur (4 a 6
meétres), mais également grice a la présence de replis circulaires de la muqueuse (ou valvules
conniventes), de villosités intestinales formées par des projections de la muqueuse dans lesquelles
on trouve les capillaires sanguins et de microvillosités a la surface apicale des entérocytes (Figure 7).

Au niveau du colon, la muqueuse est plus épaisse et a pour but principal d'absorber I'eau et
les électrolytes des résidus non digérés. Ainsi, I'épithélium est uniquement composé de cryptes et ne
posséde ni replis circulaires, ni villosités.
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Figure 7 : Organisation de I'épithélium de I'intestin gréle
La longueur de l'intestin gréle, les replis circulaires, les villosités et les microvillosités accroissent la
surface d'échange de I'épithélium intestinal, lui conférant une plus grande surface d'échange avec la

lumiere digestive. (Marieb E.N., 1993).

3) Les différents types de cellules

La BEIl est composée par différents types cellulaires, tous issus de la différenciation des
cellules souches intestinales situées au fond des cryptes (Figure 8). Le renouvellement continu de la
BEI est assuré par I'équilibre entre différenciation, prolifération et mort par apoptose des CEl qui
sont alors exfoliées dans la lumiére intestinale. Ainsi, les cellules épithéliales différenciées (a
I'exception des cellules de Paneth qui restent au fond des cryptes) migrent vers le haut de I'axe
crypto-villositaire (Peterson and Artis, 2014).

Au niveau de I'épithélium intestinal, on retrouve sept types de CEl : les cellules souches, les
entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules mucosécrétantes (ou cellules de Goblet), les cellules
entéroendocrines, les cellules Tuft et les cellules M (Barker, 2013).

Au niveau colique, le renouvellement de la BEI est également assuré par une migration des
CEl vers le haut des cryptes, mais on y retrouve un nombre plus important de cellules
mucosécrétantes afin de protéger la muqueuse des résidus alimentaires de plus en plus deshydratés
(Sellers and Morton, 2014). Contrairement a I'épithélium intestinal, I'épithélium colique ne contient
pas de cellules de Paneth.
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Figure 8 : Les différents types de cellules de la barriére épithéliale intestinale
Organisation et localisation des différents types de cellules épithéliales de la muqueuse intestinale (a)
et colique (b). TA = transit-amplifying progenitors. (D'aprés Barker, 2013).

a - Les cellules souches épithéliales intestinales

Les cellules souches intestinales produisent des cellules filles, les progéniteurs TA (pour
transit-amplifying) qui subissent 4 a 5 divisions et migrent le long de I'axe crypto-villositaire (Cui and
Chang, 2016). Il existe deux types de cellules souches, celles situées au fond de la crypte et celles
situées en position +4, mais leur implication dans I'hnoméostasie et la régénération épithéliale n'est
pas encore claire a ce jour.

En 1974, Cheng et Leblond ont montré que les cellules souches situées au fond des cryptes
entre les cellules de Paneth avaient une prolifération rapide, pensant ainsi avoir identifié les cellules
progénitrices des CEl (Barker et al., 2012). Ces cellules sont aussi appelées cellules CBC (pour crypt
basement column cells) et caractérisées par |'expression du marqueur Lgr5. Il a été montré que leurs
cellules filles qui recevaient les ressources nécessaires par les cellules de Paneth restaient au fond
des cryptes en temps que cellules souches, alors que les autres se développaient en progéniteurs TA
(Schepers et al., 2011).

A l'inverse, Potten pense que ce sont les cellules souches exprimant le marqueur Bmi situées
en position +4 qui seraient les cellules progénitrices actives, puisqu'elles se renouvellent toutes les 24
heures. De plus, il a montré par un double marquage de I'ADN que les brins d'ADN parentaux étaient
retrouvés dans leurs cellules filles apres division cellulaire (permettant ainsi aux cellules souches de
garder leur stabilité génomique) alors que les brins nouvellement synthétisés étaient retrouvés dans
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les progéniteurs TA afin de remplacer les cellules mortes de [|'épithélium (Potten, 1998). Il a
également été montré que ces cellules souches étaient plus sensibles aux stimulis exterieurs
induisant l'apoptose, notamment a l'irradiation (Zhu et al., 2013). De plus, les cellules souches
exprimant faiblement Sox9 (Sox9 Low) sont les plus actives aprés une irratiation puisqu'elles
s'expandent rapidement et présentent des capacités accrues de prolifération afin de participer a la
régénération des cryptes (Van Landeghem et al., 2012).

b- Les entérocytes

Les entérocytes sont les CEl les plus abondantes, puisqu'elles représentent 80% des cellules
de la BEI. Ce sont les cellules absorbantes de l'intestin et elles sont donc situées au sommet des
cryptes et des villosités, avec des microvillosités a leur pdle apical (aussi appelé bordure en brosse).
Ce sont ces microvillosités qui vont permettre d'augmenter la surface d'échange, ainsi que la
composition de leur membrane riche en glycoprotéines et en certaines enzymes favorisant
|'absorption des nutriments. Outre leur réle dans les processus digestifs, les entérocytes jouent
également un réle dans la protection de la BEI via I'absorption et le traitement des antigénes, soit via
une dégradation lysosomale, soit via une présentation aux cellules immunitaires (Snoeck et al.,
2005). Enfin, les entérocytes sont capables de produire des peptides anti-microbiens tels que les B-
défensines (Kopp et al., 2015).

c- Les cellules mucosécrétantes (ou cellules de Goblet)

Aussi appelées cellules caliciformes, les cellules mucosécrétantes sont souvent surnommées
"glandes unicellulaires"”, méme si elles ne sont pas des glandes au sens strict. Elles sont responsables
de la sécrétion de mucus et sont caractérisées par un large pole apical renfermant des globules
remplis de glycoprotéines appelées mucines. Leur nombre augmente du duodénum jusqu'au colon
distal, et elles sont surtout retrouvées au niveau des cryptes. Elles assurent la lubrification de
|'épithélium afin de le protéger du passage du bol alimentaire et jouent également un réle de
barriére dans la protection de la BEI contre les agents pathogénes et toxiques. Au niveau de l'intestin
gréle, elles forment une seule couche de mucus, facilement pénétrable par les bactéries qui sont
toutefois gardées a distance de I'épithélium grace a la sécrétion de médiateurs antibactériens. En
revanche, au niveau du colon, on retrouve une double couche de mucus, avec un mucus interne
accolé a I'épithélium impénétrable par les bactéries alors que le mucus extérieur sert d'habitat pour
ces bactéries (Johansson and Hansson, 2016). Il existe deux types de mucines sécrétées par les
cellules mucosécrétantes : les mucines transmembranaires et les mucines sécrétées, aussi appelées
"gel-forming mucins".

d- Les cellules de Paneth

Ces cellules sont exclusivement présentes au fond des cryptes de l'intestin gréle, de taille
volumineuse avec une structure pyramidale et renfermant a leur pole apical des granules de
sécrétion. Les cellules de Paneth représentent la source principale de peptides antimicrobiens, dont
la famille des a-défensines connues pour leur réle protecteur contre les bactéries Gram positives et
négatives, mais aussi pour leur role dans I'établissement d'une symbiose avec le microbiote intestinal
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normal (Nakamura et al., 2016). Elles sécretent également le lysozyme C, la phospholipase A2 et la
lectine de type C (Reg3A) capables de détruire la membrane bactérienne des bactéries Gram
positives (Bevins and Salzman, 2011).

e- Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines sont trés peu nombreuses au niveau de l'intestin, puisqu'elles
représentent entre 0.1 et 1% des CEl, mais on en retrouve de |'estomac au rectum. Leur role est de
produire les hormones nécessaires au bon fonctionnement de I'organisme apres l'ingestion de
nourriture, notamment par la détection de la composition et du niveau de nutriments absorbés
(Gribble and Reimann, 2017). Plusieurs sous-types ont été identifiés, le sous-type prédominant étant
celui des cellules entérochromaffines capables de sécréter de la sérotonine, un neurotransmetteur
impliqué notamment dans la motilité digestive (Gershon, 2013). Parmi les autres sous-types on
retrouve les cellules K qui sécretent le peptide GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide)
inhibant les sécrétions gastriques, les cellules L sécrétant le GLP-1 (Glucagon-like peptide 1) un
peptide orexigene, ou encore des cellules qui sécretent la cholécystokinine, une hormone
anorexigene.

f- Les cellules Tuft

Les cellules Tuft ("touffues" en francais) tirent leur nom de leur morphologie particuliere, due
a un systeme tubulovésiculaire unique et a un faisceau apical de microfilaments reliés a des
microvillosités longues et épaisses que |'on retrouve dans la lumiéere intestinale. S'il est admis qu'elles
représentent un type de CEl particulier, leur fonction précise est encore inconnue. La présence d'a-
gustducine et de d'autres membres de la voie de transduction du go(t suggere cependant un role de
ces cellules dans la chimioréception. Il a également été montré qu'en conditions normales, les
cellules Tuft étaient les seules CEl a exprimer de maniéere constitutive les enzymes nécessaires a la
production de PGD2 (Gerbe et al., 2012).

e- Les cellules M ou "Microfold"

Les cellules M sont associées aux follicules lymphoides et sont spécialisées dans |'endocytose
d'antigénes afin de les transporter de la lumiere intestinale jusqu'au systéme immunitaire (Figure 9).
Afin de faciliter cette endocytose la couche de mucus est souvent moins épaisse au niveau de ces
cellules. Le contenu est ensuite capturé par les cellules dendritiques résidant sous ces cellules afin
d'initier les réponses immunitaires de la muqueuse, permettant ainsi la production
d'immunoglobulines spécifiques des antigenes par les lymphocytes B (Wang et al., 2014).
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Figure 9 : Les cellules M ou "Microfold"

4) L'homéostasie de I'épithélium digestif

L’homéostasie, terme créé par Claude Bernard vers 1860, se définit comme « la capacité de
I'organisme a maintenir un état de stabilité relative des différentes composantes de son milieu
interne et ce malgré les variations constantes de I’environnement externe » (Zouiten-Mekki et al.,
2013). Afin d'assurer son rble de barriere de maniére efficace, I'épithélium intestinal est renouvelé
tous les 3 a 5 jours chez I'homme, et chaque jour environ 10 milliards de cellules sont produites.
L'homéostasie de la BEl résulte ainsi d'un équilibre entre le renouvellement, Ia
migration/différenciation des cellules souches dans les cryptes, la mort, la réparation et le maintient
des CEl entre elles (Figure 10). Ce mécanisme de turnover sert également a protéger |'organisme en
éliminant les cellules infectées ou endommagées (Wells et al., 2017).

a- Le renouvellement des cellules épithéliales intestinales

C'est la voie WNT qui contréle la prolifération et le maintien des cellules souches intestinales
au fond des cryptes (Figure 11). Les ligands WNT sont sécrétés par de nombreux types cellulaires
dont les cellules mésenchymateuses. Il a toutefois été montré que les cellules de Paneth constituent
la source principale de ces ligands, ce qui expliquerait pourquoi les cellules souches sont retrouvées
au fond des cryptes (Sato et al., 2011).

Au niveau de la base des cryptes se trouve un complexe de dégradation (composé des
protéines APC, AXIN2, CK1 et GSK3pB) entrainant la phosphorylation directe de la B-caténine qui est
alors dégradée par le protéasome. Les ligands WNT se fixent a leurs récepteurs provoquant la
dissociation du complexe de dégradation. Cela permet I'accumulation de la B-caténine sous sa forme
stable non phosphorylée, qui va pouvoir étre adressée au noyau. Elle peut alors s'associer a des
facteurs de transcription et ainsi permettre la transcription de genes cibles de la voie WNT codant
pour des protéines capables d'induire la prolifération cellulaire (Kikuchi et al., 2006 ; Medema and
Vermeulen, 2011).

22



Exfoliation

Différenciation

Prolifération

e
L &1

_‘.
A A
|

ot

=]
s e (AT M [

@
©
R T

L]
2o

L]
L

@ WNT ligands

Migration

Villosite

Crypte

Entérocyte

00 Cellule entéroendocrine

iga. l Progéniteur en prolifération
() cellule souche +4

- Cellule souche Lgr5+
Cellule de Paneth

Iﬁ.'-"'] Cellule mucosécrétante

Etude bibliographique

L'homéostasie de
I'épithélium digestif est
assuré par un équilibre

permanent entre les
compartiments de
prolifération, migration

et différenciation et
I'apoptose des CEl
éliminées par exfoliation.
(D'apres Medema and
Vermeulen, 2011).
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Figure 11 : La voie WNT régule la prolifération des CEI
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b- La migration et la différenciation des cellules épithéliales intestinales

Cette étape de migration/différenciation est possible grace a plusieurs voies de signalisation
interagissant les unes avec les autres : les voies Notch, WNT, BMP et Hedgehog.

La voie Notch

L'activation du récepteur Notch dépend normalement d'un contact direct cellule-cellule, mais
la sécrétion de ligands existe également. Le récepteur Notch interagit avec les ligands exprimés par la
cellule voisine et est alors clivé (Figure 12). Cela entraine la libération du domaine intracellulaire de
Notch (NCID) qui va étre transloqué au noyau ou il va se lier a des génes cibles. Parmi les genes ainsi
transcrits on retrouve ceux codant pour les Hes (Hairy/Enhancer of Split), qui sont des répresseurs
d’autres facteurs de transcription appelés bHLH (basic helix-loop-helix). Quand ces bHLH ne sont plus
réprimés, ils induisent la différenciation des CEl (van der Flier and Clevers, 2009). Dans les génes ainsi
activés, on retrouve notamment le facteur de transcription Math-1 et il a été montré que des souris
déficientes pour ce géne présentaient un épithélium sans cellules de Paneth, ni cellules
mucosécrétantes et cellules entéroendocrines (Yang, 2001).

Delta/jagpad

,al'a 115 7 La liaison de ligands au récepteur
s 3__3 o Notch entraine le clivage et la
(= '_3;“‘3‘“—”" libération de son domaine
e intracellulaire NCID qui va pouvoir
[ j&f:h-utcn aller activer des génes cibles dans
F i le noyau, dont fait partie la
EL

famille Hes. (D'apres Medema
and Vermeulen, 2011)

Figure 12 : La voie Notch régule la différenciation des CEI

La voie WNT

La voie WNT semble également essentielle puisqu'il a été montré que chez des souris
déficientes pour le géne APC, on observait une accumulation de B-caténine au niveau des CEl de
I'épithélium colique. Cela entrainait une perturbation de la prolifération et de la
migration/différenciation des CEl, notamment via une augmentation de la proportion de cellules de
Paneth (Andreu et al., 2008 ; Sansom, 2004). Cependant, les données de la littérature suggérent un
modele selon lequel la voie Notch induirait une prolifération quand la voie WNT serait fortement
activée, alors qu'elle induirait plutét une différenciation en entérocytes quand l'activité de la voie
WNT diminuerait vers le haut des cryptes (Medema and Vermeulen, 2011).

La voie BMP

BMP, un ligand exprimé par les cellules mésenchymateuses, pourrait aussi avoir un réle en
arrétant la prolifération induite par la voie WNT au niveau de la bordure crypte-villosité, permettant
alors la différenciation (Figure 13). Au fond des cryptes, BMP est inactif car il est lié a des inhibiteurs

tel que la noggine produite spécifiquement par les cellules mésenchymateuses dans la région des

24



Etude bibliographique

cellules souches. Quand BMP n'est plus lié a la noggine, il peut alors se lier aux récepteurs BMPR2 et
BMPR1, provoquant la phosphorylation des protéines SMAD qui sont alors transloquées au noyau ou

elles activent des genes de transcription.
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Figure 13 : La voie BMP/SMAD régule la différenciation des CEl

La voie Hedgehog

De la méme maniére, les CEl différenciées produisent les protéines Hedgehog afin de contrer
la prolifération induite par la voie WNT, probablement via l'induction de sécrétion de BMP par les
cellules mésenchymateuses (Figure 14). La voie de signalisation des protéines Hedgehog agit via les
protéines membranaires PTCH (patched) et SMO (smoothened). PTCH inhibe SMO, mais la liaison de
Hedgehog a PTCH va permettre a SMO d'activer le facteur de transcription GLI. Il a notamment été
montré qu'une délétion conditionnelle de PTCH induisait une inhibition de la voie WNT, provoquant
une différenciation prématurée des entérocytes (van Dop et al., 2009).

La production de Hedgehog par les
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Figure 14 : La voie Hedgehog régule la différenciation des CEIl

c- La mort des cellules épithéliales intestinales

Une fois arrivées en haut des villosités, les CEl sont éliminées par exfoliation dans la lumiére
intestinale afin de préserver I'architecture du tissu. Les cellules entrent en anoikose, une forme
spécifique d'apoptose due a un défaut d'interaction entre la cellule et la matrice extracellulaire ou les
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fibroblastes (Kaeffer, 2011). Les intégrines de la cellule envoient alors des signaux de mort cellulaire,
notamment via l'activation rapide de la Caspase-8 initiatrice, mais également la perte des signaux de
survie. De la méme maniere, les CEl indifférenciées au fond des cryptes peuvent entrer
spontanément en apoptose lorsqu'elles sont endommagées ou défectueuses. Il existe donc, en
fonction de I'état de différenciation, une régulation distincte de la survie des CEl, en particulier due a
I'expression différentielle d'homologues de Bcl-2 le long de l'axe crypto-villositaire ainsi qu'a
I'expression de protéines anti-apoptotiques par les CEl différenciées (Vachon, 2006).

d- La réparation de I'épithélium digestif

Le tube digestif est soumis en permanence a un mélange d'agents potentiellement néfastes
tels que les acides, bactéries et dérivés bactériens. Ainsi, I'épithélium se doit d'assurer un réle de
protection en constituant une barriere efficace. Certaines agressions peuvent néanmoins entrainer
des lésions de la BEI générant des défauts de continuité. Le rétablissement d'un épithélium normal
passe alors par deux phases de réparation : la restitution et la régénération (Taupin and Podolsky,
2003).

La restitution a lieu avant I'étape de régénération et suffit a restaurer une continuité
mucosale sur de larges zones endommagées en quelques heures seulement (Figure 15). Durant cette
étape, les CEl adjacentes a la lésion s'étalent et migrent afin de rétablir une continuité cellulaire,
indépendamment de leur prolifération (Lacy, 1988 ; Mammen and Matthews, 2003).
Mécaniqguement, la migration des cellules épithéliales implique I'extension de la membrane
plasmique dans la direction de la migration cellulaire, I'assemblage de nouveaux contacts focaux au
bord avant de la cellule, la génération d'une traction pour faciliter le mouvement vers l'avant et le
détachement des contacts focaux au bord arriére de la cellule (Taupin and Podolsky, 2003).

Cette restitution épithéliale peut étre modulée par de nombreux facteurs, dont des facteurs
de croissance (EGF, HGF, TGF-a) ou encore par les TFF (Trefoil Factor) (Taupin and Podolsky, 2003).

La régénération a lieu apres la phase de restitution (Figure 16). Elle commence par une phase
d'élongation du compartiment prolifératif de la crypte afin que le tissu épithélial rétablisse le nombre
de CEl nécessaires a la reconstruction de sa structure. A la suite de cette étape, la crypte elle-méme
peut subit une étape de division, avant de terminer la phase de régénération par les mécanismes de
différenciation.

Lorsque les lésions sont superficielles la réparation de la BEl prend quelques heures a
qguelques jours selon la taille (Podolsky, 1999). Cependant, lorsque les lésions sont séveres et
profondes cette réparation peut aller de quelques jours a quelques semaines, et implique le
remodelage de la matrice extracellulaire, de la sous-muqueuse voir méme des couches inférieures.
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Figure 15 : Les différentes étapes de la restitution épithéliale
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Figure 16 : Les différentes étapes de la régénération épithéliale
L'étape de régénération consiste en une élongation du compartiment prolifératif, voir d'une division
de la crypte elle-méme. Elle se termine par la restauration de la structure des cellules ainsi que de leur
fonction. (D'aprés Okamoto, Epithelial regeneration in inflammatory bowel diseases. Inflammation
and Regeneration, 2011)
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e- Le maintien de I'épithélium digestif
La BEI doit protéger I'organisme des agents toxiques ou pathogenes tout en permettant

I'absorption des nutriments, de |'eau et des électrolytes. Cette action de barriére est possible grace a
des interactions cellule-cellule et cellule-matrice.

> Les interactions cellule-cellule :

Il existe quatre types de complexes reliant les CEl voisines entre elles : les jonctions serrées,
les desmosomes, les jonctions adhérentes et les jonctions communicantes (GAP junctions).

Les jonctions serrées constituent le complexe le plus apical et régulent le passage des ions,

de I'eau et des macromolécules entre les cellules (Figure 17). Elles ont également un réle dans
|'établissement et le maintien de la polarité cellulaire en limitant la distribution des lipides a la
membrane (Campbell et al, 2017). Elles sont composées par plus de 40 protéines
transmembranaires (chargées de lier les cellules entre elles) ou cytoplasmiques liées a l'actine
(servant de lien avec le cytosquelette). Parmi les protéines les plus étudiées, on retrouve les JAM
(Junctional Adhesion Molecule), les claudines, I'occludine, la cinguline et les ZO (Zonula Occludens).
Plus récemment, il a été montré que la tricelluline avait également un role important dans le contréle
des jonctions serrées, puisqu'elle permet la jonction entre trois CEl voisines en se liant au niveau de
I'occludine et des claudines (Krug et al., 2009).

L'implication de ces jonctions serrées dans la régulation de la perméabilité paracellulaire est
détaillée dans la partie 5) a.

Perijunctional

actin=myosin
complex

J IE—— e
Mt e

Occludin

==

Claudin
Figure 17 : Organisation des jonctions serrées
Les jonctions serrées s'établissent entre deux cellules voisines et régulent le passage des ions, de I'eau
et des macromolécules. On retrouve des protéines transmembranaires (JAM, Occludin, Claudin) et
cytoplasmiques associées au cytosquelette d'actine (ZO). (D'apres Mittal and Coopersmith, 2014)

Les desmosomes permettent de relier les CEl entre elles via l'interaction avec le

cytosquelette d'actine, et conférent ainsi sa solidité a I'épithélium en lui permettant de résister aux
forces de pression et de tiraillement (Figure 18). Les filaments intermédiaires composés de
cytokératine se lient a la desmoplakine, elle-méme reliée a des glycoprotéines de la famille des
cadhérines : la desmocolline et la desmogléine. Ces protéines sont stabilisées grace a des protéines
de la famille des caténines : la plakoglobine et la plakophilline.
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Figure 18 : Organisation des desmosomes
Les desmosomes relient les CEl entre elles via la liaison d'un complexe protéique, composé
notamment de cadhérines et caténines, au cytosquelette d'actine. (D'aprés Fuchs and Raghavan,
2002)

Les jonctions adhérentes permettent également I'adhésion des CEl entre elles via des

interactions calcium-dépendantes réalisées par la protéine transmembranaire E-cadhérine (Figure
19). Celle-ci est reliée a la B-caténine par son domaine cytoplasmique via les protéines p120ctn
(caténine p120) et ce complexe est lui-méme relié au cytosquelette d'actine grace a l'a-caténine. La
rupture de ces jonctions peut étre médiée par les protéines PTP1B (protéine tyrosine phosphatase
1B) et C-SRC.

Adherens junction

E-cadhenn

Figure 19 : Organisation des jonctions adhérentes
Les jonctions adhérentes permettent I'adhésion des CEl entre elles via la liaison de deux molécules
d'E-cadhérine entre deux cellules voisines. Elles sont elles-mémes reliées au cytosquelette d'actine par
un complexe protéique cytoplasmique. (D'aprés Yeatman, 2004)

Enfin, les jonctions communicantes (ou GAP junctions) permettent de mettre en

communication le cytoplasme de deux cellules voisines (Figure 20). Elles sont composées de canaux,
eux-mémes formés de deux connexons (un par membrane cellulaire). Chaque connexon correspond
a un hexamere, formé de six protéines transmembranaires appelées connexines. Le pore de ces
canaux est d'environ 2 nm de diamétre, et permet donc le passage de toutes les molécules
inférieures a cette taille.
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Figure 20 : Organisation des jonctions communicantes (ou GAP junctions)
L'association de 6 connexines permet la formation de connexons, qui vont s'associer entre deux
cellules voisines afin de permettre le passage de petites molécules entre les cytoplasmes. (D'aprés
Aasen et al., 2016)

> Les interactions cellule-matrice :

La matrice extracellulaire sert de "ciment biologique" aux CEl et se décompose en deux
couches : la lame basale, d'origine épithéliale, et la lame réticulaire. La lame basale, située au poéle
basolatéral des CEl, est un assemblage de glycoprotéines extracellulaires telles que les intégrines, la
laminine, le collagéne IV ou encore la fibronectine. La lame réticulaire, située en-dessous de la lame
basale, est surtout constituée de collagénes fibrillaires (tels que le collagéne VII) produits par les
fibroblastes des tissus conjonctifs. La matrice extracellulaire peut également modifier les fonctions
de la BEI : par exemple la laminine-1 induit la différenciation des CEIl (Turck et al., 2005).

Les complexes liant les CEl a la matrice extracellulaire sont appelés adhésions focales (Figure
21). Elles représentent des groupes dynamiques de protéines structurelles ou régulatrices qui
transmettent des signaux externes a l'intérieur de la cellule et qui peuvent également relayer des
signaux intracellulaires afin d'activer les intégrines a la surface cellulaire (Mitra et al., 2005). Les
intégrines sont reliées a la lame basale par leur domaine extracellulaire et sont liées aux protéines
paxilline et taline. Celles-ci recrutent la FAK (Focal Adhesion Kinase) et la vinculine aux contacts
focaux. L'a-actinine, une protéine du cytosquelette, est phosphorylée par FAK et se lie a la vinculine
pour interagir avec les fibres de stress d'actomyosine afin de les rattacher aux points focaux. On
retrouve la protéine Zyxine au niveau des contacts matures, ou elle se lie a I'a-actinine et aux fibres
de stress. Les intégrines peuvent également interagir avec d'autres molécules de signalisation telles

gue la protéine tyrosine kinase Src ou les protéines adaptatrices p130Cas.
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Figure 21 : Organisation des adhésions focales

Extraceliular matrix

Il existe un autre type de jonction entre les CEl et la matrice extracellulaire : les
hémidesmosomes (Figure 22). Le c6té cytosolique d'un hémidesmosome consiste en une plaque

composée de protéines adaptatrices qui sont attachées aux extrémités des filaments de kératine. Les
intégrines se lient aux protéines adaptatrices a l'intérieur des plaques et a la laminine de la matrice
extracellulaire. En interconnectant les filaments intermédiaires du cytosquelette avec les fibres de la
lame basale, ces jonctions cellule-matrice augmentent la rigidité globale des tissus épithéliaux.

Les hémidesmosomes permettent l'ancrage
des CEl a la matrice extracellulaire via les
intégrines qui se lient a des protéines

Karatin
Adaptar proteins

Cytosol - ]
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Integrin laminine de la matrice extracellulaire.

{ amiis (D'apreés Lodish et al., 2002)
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Figure 22 : Organisation des hémidesmosomes
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5) Les roles physiologiques de la barriére épithéliale intestinale

a- Le contrédle de la perméabilité intestinale

Il existe deux types de perméabilité a travers la BEIl : la perméabilité paracellulaire et la
perméabilité transcellulaire.

> La perméabilité paracellulaire :

Elle permet le passage dans la circulation sanguine de petites molécules (généralement avec
une taille inférieure a 600 Da) telles que les ions et I'eau entre les CEl grace a I'existence de pores
sélectifs : les jonctions serrées (Suzuki, 2013). Ainsi, la régulation des protéines de ces jonctions
permet de moduler la perméabilité paracellulaire de la BEI. Des modifications de leur expression, de
leur localisation ou encore de leur phosphorylation entrainent des changements directs de la
perméabilité paracellulaire. Il a par exemple été montré que la phosphorylation des claudines
pouvait conduire a une diminution ou une augmentation de la perméabilité en fonction de la
protéine ciblée : une phosphorylation de la claudine-3 va diminuer son assemblage aux jonctions
serrées, alors qu'une phosphorylation des claudines 1 et 4 est nécessaire a leur assemblage a ces
mémes jonctions (Findley and Koval, 2009). L'ouverture des jonctions peut également étre causée
par la contraction de I'anneau périjonctionnel d’actine-myosine. La MLCK (Myosin Light Chain Kinase)
entraine la phosphorylation de la MLC (Myosin Light Chain), ce qui aboutit a la contraction de
I’anneau périjonctionnel d’actine-myosine entrainant la rupture des jonctions. Cette phosphorylation
de la MLCK peut étre médiée par la liaison de Calcium/Calmoduline ou par l'activation de d'autres
voies de signalisation (Van Spaendonk et al., 2017). En particulier, il a été montré que ERK1/2
(Extracellular signal-Regulated Kinase) pouvait activer la MLCK et que la PKC favorisait la
phosphorylation de la MLC en inhibant la MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase) responsable de sa
déphosphorylation (Jacob et al., 2005 ; Weber et al., 2000). De la méme maniere, la protéine ROCK
(Rho-associated protein kinase) peut augmenter la contractilité en activant la MLCK et en inhibant la
MLCP (Riento and Ridley, 2003).

> La perméabilité transcellulaire :

Cette voie permet le passage dans la circulation sanguine de plus grosses molécules qui
entrent dans la cellule du c6té luminal. La voie transcellulaire est possible grace a trois mécanismes
majeurs : le transport passif, le transport actif ou le transport par exocytose/endocytose.

Le transport passif se fait grace a des gradients de concentration, permettant a la molécule
de diffuser a travers la membrane plasmique jusqu'a atteindre un équilibre de concentration. Les
molécules non polaires (et donc hydrophobes) diffusent simplement a travers la membrane sans
utiliser de transporteurs. A l'inverse les molécules polaires et les ions diffusent a travers la
membrane par un phénoméne nommé diffusion facilitée, grace a des protéines-canaux ou des
perméases.

Le transport actif désigne le passage d'une molécule a travers la membrane contre son
gradient de concentration. Le transport actif primaire utilise de I'énergie chimique (hydrolyse de
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I'ATP par exemple) et le transport actif secondaire utilise un gradient électrochimique ou des
symports/antiports. Les symports transportent deux molécules dans le méme sens alors que les

antiports les transportent dans des sens opposés.

Absorption de I'eau et des électrolytes

Le passage de l'eau s'effectue de maniere passive a travers la membrane par phénoméne
d'osmose. L'osmose n'est possible que si les solvants sont séparés par une membrane semi-
perméable, et correspond a un mouvement spontané vers le compartiment hypertonique (avec la
plus grande concentration). Ainsi I'absorption des nutriments rend le contenu du tube digestif
hypotonique, permettant a I'eau d'étre absorbée. Outre ce mouvement perpétuel de |'eau a travers
les membranes par osmose, I'absorption de I'eau par les entérocytes dépend aussi de I'absorption de
solutés. Le sodium Na+ entre par le pdle apical de la cellule grace a un co-transporteur Na+/glucose
ou Na+/acide aminé. Le sodium ainsi absorbé est ensuite pompé hors de la cellule ce qui créé un
gradient osmotique élevé dans les petits espaces intercellulaires entre les cellules voisines. L'eau
peut alors diffuser vers la circulation sanguine en réponse a ce gradient établi par le sodium.

Absorption des lipides

Les lipides (acides gras libres, cholestérol, monoglycérides) sont contenus dans des micelles
et sont absorbés par la bordure en brosse des entérocytes par endocytose, essentiellement au
niveau de l'intestin gréle. Une fois pénétrés dans la cellule, les acides gras a chaine longue ont besoin
de la protéine de transport FABP (fatty acid binding protein), afin de gagner le réticulum
endoplasmique ou ils seront réestérifiés en triglycérides. Les triglycérides s'accumulent et
s'entourent de lipoprotéines, formant ainsi des chylomicrons, puis sont éliminés par exocytose
(Hussain, 2014). lls rejoignent ensuite la lymphe via les capillaires lymphatiques des villosités
intestinales. Une fois parvenus aux tissus, les chylomicrons sont dégradés par la lipoprotéine-lipase.
En revanche les acides gras a chaine courte ne nécessitent pas de transport particulier une fois
absorbés par I'entérocyte et peuvent diffuser directement vers la veine porte.

Absorption des monosaccharides

Les monosaccharides (glucose et fructose par exemple) ont besoin de transporteurs pour
passer la membrane plasmique des entérocytes. Au niveau de la membrane apicale on retrouve les
transporteurs GLUTS5 (pour le fructose) qui permet une diffusion facilitée et SGLT1 (pour le glucose et
le galactose) qui permet une absorption active dépendante du sodium. Au niveau de la membrane
basolatérale le transporteur GLUT2 permet la sortie des monosaccharides vers le sang par diffusion
facilitée (Chen et al., 2016).

Absorption des protéines

Les protéines sont digérées par des peptidases qui clivent les liaisons peptidiques. Les acides
aminés utilisent des transporteurs spécifiques de certains acides aminés qui peuvent étre
dépendants ou non du gradient de sodium (transporteurs pour acides aminés neutres, acides,
basiques...) (Silk et al., 1985). Les dipeptides et tripeptides sont absorbés par un transport actif
secondaire puis sont hydrolysés en acides aminés dans les entérocytes avant leur passage dans la
circulation sanguine.
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» Régulation de la perméabilité intestinale

Régulation des jonctions serrées par les cytokines et facteurs de croissance

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires sont responsables d'une augmentation de
perméabilité paracellulaire. Par exemple, il a été montré que I'IFNy (Interferon gamma) entrainait
I'internalisation des protéines des jonctions serrées par un mécanisme proche de la macropinocytose
(Bruewer, 2005). Le TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha) entraine une diminution de I'expression de
la protéine ZO-1 ainsi qu'une augmentation de la phosphorylation de la MLC (Ma, 2004). De la méme
maniére, I'lL1B (Interleukin 1 beta) diminue I'expression de I'occludine et active la MLCK (Al-Sadi and
Ma, 2007 ; Al-Sadi et al., 2008). A l'inverse, certaines cytokines sont responsables d'une diminution
de la perméabilité paracellulaire. Parmi elles, le TGFB (transforming growth factor beta) augmente
I'expression des claudines 1 et 4 et neutralise les effets de L'IFNy (Hering et al., 2011 ; Howe et al.,
2005). L'IL-17 augmente également I'expression des claudines 1 et 2 (Kinugasa et al., 2000) et I'lL-10
neutralise I'lFNy (Madsen et al., 1997). De méme, le facteur de croissance EGF (Epidermal Growth
Factor) neutralise les peroxydes d'hydrogéne, permettant la restauration de la distribution de
I'occludine et de ZO-1, ainsi que I'assemblage du cytosquelette d'actine (Banan et al., 2001 ; Basuroy
et al., 2006).

Régulation des jonctions serrées par des nutriments ou des facteurs alimentaires

La privation en glutamine est connue pour induire une augmentation de la perméabilité
paracellulaire, notamment via une diminution de I'expression de I'occludine et une réorganisation de
la localisation des protéines ZO-1 et claudine-1 (Li, 2004 ; Li and Neu, 2009). Certains acides gras sont
également responsable d'une augmentation de perméabilité tels que les acides eicosapentaénoique
(EPA), docosahexaénoique (DHA) et gamma-linolénique (y-LA), méme si le mécanisme d'action n'est
pas encore clair (Usami et al., 2001 ; Usami et al., 2003). D'autres composés ont également un effet
néfaste sur la BEl, comme I'éthanol qui altere la distribution de I'occludine et de ZO-1 tout en
augmentant la phosphorylation de la MLC (Ma et al., 1999).

Régulation des jonctions serrées par des pathogenes

Les pathogenes perturbent la BEI par leur liaison directe aux CEl ou par la sécrétion de
toxines. Par exemple, l'infection a Vibrio Cholerae entraine une augmentation de la perméabilité
paracellulaire via la production de la toxine ZOT (Zona Occludens Toxin) qui induit la redistribution
des protéines occludine et ZO-1 (Goldblum et al., 2011). De la méme maniére la bactérie Clostridium
perfringens sécréte une toxine qui se lie directement aux domaines extracellulaires des claudines,
provoquant leur internalisation (Sonoda et al., 1999) alors que la bactérie pathogéne E. coli se lie
directement aux CEl et induit une distribution aberrante des protéines des jonctions serrées (Muza-
Moons et al., 2004).

Comme décrit précédemment, de nombreux facteurs peuvent moduler la perméabilité
paracellulaire intestinale, tels que des cytokines, des nutriments ou encore certains pathogenes.
Ainsi, on retrouve une altération de cette perméabilité dans de nombreuses pathologies. On
retrouve par exemple une augmentation de perméabilité dans les MICI (détails dans la partie V.2)
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mais également dans la maladie céliaque, le syndrome de l'intestin irritable ou encore dans les
allergies alimentaires (Konig et al., 2016).

Par ailleurs, des variations de la perméabilité intestinale sont également retrouvées en
conditions physiologiques. En particulier, il a été montré que la perméabilité variait au cours de la
vie. En effet la BEIl est trés perméable a la naissance, et diminue pendant la période post-natale,
correspondant a une "cloture de l'intestin" ("gut closure") (Vukavié¢, 1984). Des études montrent
notamment que les nouveau-nés prématurés ont une perméabilité paracellulaire intestinale plus
élevée que ceux nés a terme (Weaver et al.,, 1984). La perméabilité de nouveau-nés diminue
majoritairement pendant la premiere semaine, et se poursuit jusqu'a un mois apres la naissance
(Catassi et al., 1995). A l'inverse il a été montré chez les rongeurs, mais également chez les babouins
et I'Homme que le vieillissement était associé a une augmentation de cette perméabilité (Man et al.,
2015 ; Mullin et al., 2002 ; Tran and Greenwood-Van Meerveld, 2013). L'exercice physique, pratiqué
de facon prolongée et intense ou par forte température, entraine également une augmentation de la
perméabilité intestinale, en affectant probablement les voies para et transcellulaires (Pires et al.,
2016 ; Vargas and Marino, 2016). En effet durant I'effort physique le sang est préférentiellement
distribué loin de la zone intestinale afin d'alimenter en oxygeéne les muscles et le cerveau. La BEI
devient alors plus perméable permettant notamment aux endotoxines luminales de passer a travers
et de rejoindre la circulation sanguine. Ainsi, les complications intestinales sont fréquentes chez les
athletes d'endurance comme les marathoniens, les symptémes les plus courant étant des diarrhées
ou des saignements intestinaux (Gisolfi, 2000).

» Méthodes d'étude de la perméabilité intestinale

In vitro, la perméabilité est mesurée apres culture de lignées de CEl (par exemple les Caco-2,
HT29 ou T84) dans des filtres Transwell. Ce sont des lignées tumorales obtenues a partir
d'adénocarcinomes coliques humains qui vont pouvoir reformer une monocouche de cellules
différenciées, avec un poéle apical et basolatéral. Il est ainsi possible d'étudier Il'impact d'un
traitement ou d'une coculture avec un autre type cellulaire (Figure 23). La perméabilité est souvent
inversement corrélée a la résistance transépithéliale (TER) que l'on peut mesurer a l'aide d'un
ohmetre fait de deux électrodes qui vont mesurer la différence de potentiel électrique : la premiéere
électrode est placée dans la chambre apicale du filtre et la seconde dans la chambre basolatérale du
filtre. La perméabilité paracellulaire peut étre mesurée en utilisant des molécules couplées a des
fluorochromes telles que l'acide sulfonique-FITC ou le dextran-FITC, avec des tailles variables allant
généralement de 0.4 a 10 kDa. De méme, la perméabilité transcellulaire peut étre mesurée avec la
HRP (Horseradish Peroxydase). La quantité de ces traceurs capables de passer au travers de la
monocouche de CEl donne une estimation de la perméabilité in vitro.

Autre lignée cellulaire

(ou traitement)
Figure 23 : Culture de CEl sur des filtres Transwell
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Ex vivo, la perméabilité est mesurée a |'aide de chambres de Ussing. Pour cela des fragments
de muqueuse ou des biopsies sont montés dans des cassettes elles-mémes placées entre les deux
cuves de la chambre (Figure 24). Dans la cuve du coté apical on ajoute un traceur (fluorescent ou
HRP), et la perméabilité est déterminée de la méme fagon qu'in vitro en mesurant la quantité
capable de passer au travers du tissu en prélevant le milieu dans la chambre basolatérale. Il existe
également des systemes adaptables a ce modeéle afin de mesurer directement la TER.

Figure 24 : Chambre de Ussing (Inserm U1235)

Enfin, in vivo, la perméabilité peut étre évaluée par des traceurs administrés dans I'eau de
boisson et dont le taux est ensuite mesuré dans le sang ou les urines. Les traceurs couramment
utilisés sont des petits sucres comme le lactulose et le mannitol, mais leur dégradation par les
bactéries de la flore intestinale ne permet pas d'estimer la perméabilité colique. Pour la mesure de
celle-ci le Cr-EDTA ou le sucralose sont alors utilisés (Arrieta, 2006). Chez les rongeurs la perméabilité
in vivo peut également étre mesurée par gavage des animaux avec une solution contenant des
traceurs fluorescents ou de la HRP. Grace a un prélevement caudal il est ensuite possible de mesurer
la perméabilité paracellulaire ou transcellulaire en évaluant la quantité de traceurs retrouvés dans le
sang.

b- Le contréle des mécanismes immunitaires

La BEl constitue une barriere physique afin de protéger l'organisme des bactéries
commensales ou pathogenes, mais elle doit également étre capable de faire le lien avec le systéme
immunitaire afin de l'informer du contenu luminal. Ainsi les CEl sont capables de recevoir des signaux
et de les intégrer afin de permettre la communication bactéries-hote, faisant de la BEl un acteur
indispensable dans I'immunité innée et adaptative (Figure 25).

La BEl comme acteur de l'immunité innée

La premiere barriere physique contre les agents pathogénes est assurée par la sécrétion de
mucus et de protéines antimicrobiennes (AMP). Le rble essentiel des mucines a notamment été mis
en évidence dans une étude montrant le développement spontané de colites chez des souris
déficientes pour MUC2, la mucine la plus abondante (Van der Sluis et al., 2006). Parmi les protéines
antimicrobiennes sécrétées on retrouve la lectine de type C Reg3A, les défensines ou encore le
lysozyme. Toutes ces protéines permettent une large régulation des bactéries commensales (via le
controle de leur croissance) et pathogenes et limitent leur résistance aux réponses antimicrobiennes.
L'autophagie des CEl limite également la diffusion de bactéries invasives traversant I'épithélium
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(Benjamin et al.,

2013). De méme, les CEl expriment des PRR (pattern-recognition receptors) qui

reconnaissent des motifs moléculaires associés aux pathogenes et qui activent des voies de

signalisation permettant la synthése de cytokines nécessaires aux réponses inflammatoires (Fukata

and Arditi, 2013).

La BEl comme acteur de I'immunité adaptative

Les CEl sont également capables de transporter directement des immunoglobulines

produites par les cellules plasmatiques dans la lame basale a travers la BEI. Pour cela, elles possedent

un récepteur aux immunoglobulines a leur surface basolatérale, et les immunoglobulines peuvent

ensuite trancytoser activement a travers la cellule (Johansen and Kaetzel, 2011). De la méme

maniere les cellules M ou "Microfold" sont étroitement associées aux follicules lymphoides et

permettent I'endocytose d'antigenes du contenu luminal. lls sont ensuite recapturés par les cellules

dendritiques afin de les présenter au systeme immunitaire adaptatif, et les lymphocytes B pourront

ainsi produire les anticorps spécifiques. Enfin, les CEl participent a I'immunité adaptative via leur

communication étroite avec les cellules immunitaires, notamment via la sécrétion de chimiokines. On

retrouve d'ailleurs de nombreuses cellules immunitaires enchassées entre les CEl elles-mémes. De

nombreuses chimiokines sont ainsi produites de maniére constitutive, par exemple RANTES et MIP-

3a qui attirent les lymphocytes (Mazzucchelli et al.,

1996 ; Sibartie et al.,

2009). En conditions

inflammatoires, la production de certaines de ces chimiokines est augmentée comme GROaq,  ou y

qui attirent les neutrophiles, MCP-1 qui recrute les monocytes ou encore |'IL-8 qui favorise le

recrutement des polynucléaires neutrophiles sur le site d'infection (Mazzucchelli et al.,

Puleston et al., 2005 ; Reinecker et al.,

1994 ;

1995). De méme, les cellules de Goblet sécretent la protéine

REMLP (Resistin-like molecule beta) qui régule les réponses des lymphocytes T et des macrophages

(Nair et al., 2008).
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Les CEl produisent
notamment des protéines
antimicrobiennes et du
mucus et sont capables de
transporter les
immunoglobulines (IgA)
produites par les cellules
plasmatiques. Elles sont en
étroite relation avec les
cellules immunitaires et
produisent des chimiokines
afin de faciliter leur
recrutement. Les cellules M
sont associées aux follicules
lymphoides et permettent la
présentation d'antigénes de
la lumiére intestinale aux
cellules du systéme
immunitaire adaptatif.
(D'apres Abreu, 2010).

Figure 25 : Régulation des mécanismes immunitaires innés et adaptatifs par les CEl
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c- Le contréle du microbiote

Les CEl expriment des facteurs tels que I'lAP (Intestinal Alkalin Phosphatase) au niveau de la
bordure en brosse qui modifie les LPS bactériens afin d'atténuer leur potentiel pro-inflammatoire.
Cela permet aux CEl de controler les concentrations de LPS nécessaires a l'activation du systeme
immunitaire (Lallés, 2016). De méme, les CEl produisent des protéines HSP (Heat Shock Protein)
qguand elles sont en contact avec des bactéries. Par exemple, les bactéries commensales activent
HSP72 qui est impliquée dans le ciblage de protéines mal repliées au protéasome. Le LPS d'E. Coli
active HSP25 qui va stabiliser les contacts entre les cellules, notamment au niveau des jonctions
serrées et certaines bactéries activent les HSP70 qui favorise la présentation d'antigenes aux cellules
immunitaires (Petrof et al., 2004).

d- Le contrédle des neurones entériques

Les CEl sont capables de transduire des signaux luminaux aux neurones entériques via la
libération de sérotonine (5-HT) dans le but d'activer les réflexes neuronaux qui contrélent le
péristaltisme intestinal (Neunlist et al., 2012). De plus, les CEl expriment ErbB2, un récepteur
nécessaire a la survie postnatale des neurones entériques (Crone et al.,, 2003). Les CEl sont
également capables, en cas de réaction infectieuse ou inflammatoire, de stimuler la production de
chimiokines par les neurones (Tixier et al., 2006). Enfin, les CEl sécretent du NGF (Nerve Growth
Factor) impliqué dans la neuroprotection et dans la régulation du phénotypique neurochimique
(Moriez et al., 2009).

Ainsi, la BEl représente un acteur central de I'homéostasie intestinale, dont la fonction
majeure va étre d'empécher le passage d'agents pathogénes ou toxiques tout en permettant
I'absorption des nutriments, des électrolytes et de l'eau. Elle est composée de différents types
cellulaires, chacun ayant un réle bien précis participant a la bonne réalisation de ces fonctions. Elle se
doit d'étre renouvelée continuellement afin d'assurer son role de maniere efficace, ce qui est rendu
possible grace a un équilibore entre les compartiments de renouvellement, de
migration/différenciation et de mort épithéliale. En cas de lésions, la bonne réparation de la BEI
représente également un enjeu majeur pour la santé de I'organisme. La BEIl joue différents role
physiologiques, le principal étant la régulation de la perméabilité intestinale. Elle interagit également
avec les cellules de son microenvironnement (systéme immunitaire, microbiote, systéme nerveux) et
participe ainsi a la régulation de nombreuses autres fonctions intestinales.

Ill Le systéme nerveux entérique

Les fonctions digestives sont contr6lées par le SNE, un systéme autonome et intégratif
composé de neurones et de cellules gliales. Il serait composé, selon les estimations, d'environ 100 a
500 millions de neurones tapissant la paroi intestinale (1 a 5 fois plus que dans la moelle épiniére), ce
qui lui vaut le nom de "cerveau viscéral" ou "deuxieme cerveau" (Grundy and Schemann, 2007 ;
Wood et al., 1999). Il régule notamment la motricité digestive et les fonctions de la BEI. De plus, il est
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connecté au SNC, notamment via le nerf vague, ce qui lui permet de relier les centres cognitifs du
cerveau aux fonctions digestives périphériques.

1) Découverte

Le systeme nerveux entérique (SNE), aussi appelé "second cerveau" est également considéré
comme le cerveau originel, puisque les organismes pluricellulaires primitifs n'avaient qu'un tube
digestif innervé. C'est uniquement au cours de I'évolution que I'encéphale a pu se développer, dans
le but d'améliorer les systémes sensoriels tels que la vue ou I'odorat. Son identification débute par la
description par G. Meissner et L. Auerbach de deux plexus nerveux au sein de la paroi intestinale : le
plexus sous-muqueux ou plexus de Meissner et le plexus myentérique ou plexus d'Auerbach
(Auerbach, 1864 ; Meissner, 1857). Des expériences réalisées par S. R. y Cajal lui ont ensuite permis
d'identifier différents types de neurones dans la paroi intestinale, et il faudra attendre 1899 pour que
A. S. Dogiel établisse leur classification selon leur morphologie (Cajal, 1893 ; Dogiel, 1899). C'est
également lui qui observera pour la premiére fois les CGE, les décrivant comme des cellules satellites
nucléées a proximité des neurones entériques (Dogiel, 1899). S'ensuit l'identification du réle
fonctionnel du SNE, grace a la découverte du péristaltisme par W. Bayliss et E. Starling. lls ont ainsi
pu observer que l'intestin gréle et le colon isolé de chien présentaient des contractions spontanées
en réponses a des stimulations mécaniques, et identifient le plexus d'Auerbach comme responsable
de ce type de réflexe (Bayliss and Starling, 1899 et 1900). Enfin, le caractére intrinseque de ce réflexe
nerveux fut confirmé par les expériences de J. N. Langley qui montrérent que les contractions
persistaient méme apres dégénérescence des afférences nerveuses (Langley and Magnus, 1905).

2) Organisation

Le SNE s'étend tout le long du tube digestif ou il constitue un réseau de ganglions connectés
par des fibres interganglionnaires, mais on le retrouve également dans le pancréas et le systéme
biliaire (Costa et al., 2000 ; Furness, 2000). Il est organisé en deux plexus majeurs : le plexus sous-
mugueux situé entre la muqueuse et la couche musculaire circulaire, et le plexus myentérique (ou
plexus d'Auerbach) situé entre les couches musculaires lisses longitudinales et circulaires (Figure 26).
Le plexus sous-muqueux est lui-méme divisé en 3 plexus : directement sous la muqueuse on retrouve
le plexus interne de Meissner, accolé aux muscles circulaires se trouve le plexus externe de Henle (ou
Schabadasch) et entre les deux un plexus intermédiaire (Hoyle and Burnstock, 1989). Dans les
différentes couches de la paroi digestive on retrouve également plusieurs plexus aganglionnaires.

Cette organisation a un role fonctionnel puisque le plexus myentérique, présent de
|'cesophage au rectum, régule I'activité musculaire alors que le plexus sous-muqueux, principalement
développé au niveau de l'intestin gréle, régule les fonctions de la muqueuse (Goyal and Hirano,
1996). Il existe cependant des exceptions car certains neurones du plexus sous-muqueux externe
innervent les muscles circulaires et a l'inverse des neurones du plexus myentérique ont des
projections qui s'étendent jusqu'a la muqueuse (Domoto et al., 1990 ; Hens et al., 2001).

Chaque ganglion est formé d'un étroit enchevétrement de neurones et de cellules gliales
entériques. En terme de composition chez I'Homme, on retrouve environ 1 a 5 fois plus de neurones
dans le SNE que dans la moelle épiniére, soit plus de 100 millions (Wood et al., 1999). Les cellules
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gliales entériques (CGE), 3 a 4 fois plus nombreuses, sont en contact direct avec la membrane des
neurones, a la fois dans les ganglions mais également au niveau des fibres nerveuses (Coelho-Aguiar
et al., 2015 ; Gabella and Trigg, 1984).

Myenteric
plexus

Submucosal

Le SNE est organisé en
plexus) Circular

deux plexus principaux : le
muscle
Y — plexus sous-muqueux entre
la muqueuse et la couche
musculaire circulaire, et le
plexus myentérique entre

. f—Longitudinal les couches musculaires
( muscle . )
) circulaires et
longitudinales.
! (Heanue and  Pachnis,
2007)

Nature Reviews | Neuroscience

Figure 26 : Schéma d'une coupe transversale d'intestin gréle

3) Développement

a- Migration des précurseurs

La majorité des cellules du SNE dérivent des cellules de la créte neurale qui migrent a partir
du segment vagal, avec différents sous-groupes contribuant a différentes parties de I'intestin (Burns
et al., 2000). Au 9e jour embryonnaire chez la souris (aprés 4 semaines de gestation pour I'Homme),
les cellules de la créte neurale entrent dans la partie antérieure de l'intestin et sont alors appelées
cellules entériques dérivées de la créte neurale (ENCC). Ces progéniteurs du SNE migrent dans le sens
rostro-caudal et colonisent le tube digestif de facon séquentielle : elles commencent par la partie
antérieure (cesophage, estomac et duodenum), puis la partie moyenne (intestin gréle, caecum, colon
ascendant, colon transverse rostral et appendice) et enfin la partie postérieure (colon transverse
caudal, colon descendant, sigmoide et rectum) (Figure 27) (Heanue and Pachnis, 2007). Cette
colonisation s'achéve au 15e jour embryonnaire chez la souris, correspondant a la 7e semaine chez
I'Homme (Druckenbrod and Epstein, 2005 ; Fu et al., 2003). Les cellules de la créte neurale qui
migrent a partir du segment sacré commencent leur migration plus tard et contribuent uniquement a
la formation d'une petite fraction de neurones et CGE dans les parties distales post-ombilicales de
I'intestin (Burns and Douarin, 1998 ; Kapur, 2000). De la méme maniere, les cellules de la créte
neurale qui migrent a partir du segment rostro-troncal vont coloniser la partie antérieure du tube
digestif, a savoir cesophage et estomac supérieur (Gershon, 1997).

Le front de migration se présente sous la forme de cellules interconnectées constituant des
chaines qui avancent caudalement, mais on trouve également des cellules isolées en avant de ce
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front de migration (Young et al., 2004). Une fois qu'elles atteignent le caecum, les ENCC marquent
une pause dans leur migration de plusieurs heures, et les chaines de cellules se fragmentent afin
d'augmenter le nombre de cellules en avant qui présentent des niveaux accrus de comportement
exploratoire. A l'inverse, les cellules a l'arriere du front de migration présentent des mouvements
plus restreints (Druckenbrod and Epstein, 2007). Elles reprennent ensuite leur migration continue
vers les parties postérieures de l'intestin en tant que réseau d'ENCC migratrices.
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Figure 27 : Développement du systéme nerveux entérique

(a) Au stade E9 chez I'embryon de souris, les cellules entériques dérivées de la créte neurale (ENCC)
migrent a partir du segment vagal (fleche rouge) dans le sens rostro-caudal afin de coloniser les
différentes parties de l'intestin (intestin antérieur FG, intestin moyen MG et intestin postérieur HG ;
pointillés rouges). Les ENCC qui migrent a partir du segment rostro-troncal (fleche bleue) colonisent la
partie antérieure de l'intestin, et celles qui migrent a partir du segment sacré (fleche jaune) colonisent
le colon. (b) Les ENCC issues du segment vagal qui émigrent a partir du tube neural expriment Sox10
et EDNRB. (c) En entrant dans l'intestin les ENCC expriment Ret et le mésenchyme intestinal produit
des niveaux élevés de son ligand, le GDNF, au niveau de l'estomac (vert). Au niveau de l'intestin
moyen et postérieur, le mésenchyme produit beaucoup d'EDN-3 (rose), le ligand d'EDNRB. (d) Au
niveau du caecum les ENCC rencontrent des niveaux élevés de GDNF et EDN3 (jaune). Les cellules a
'arriere du front de migration se différencient progressivement en neurones et en cellules gliales.
(Heanue and Pachnis, 2007)
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b- Prolifération et différenciation

Les ENCC proliferent activement afin d'accroitre le pool de progéniteurs pour coloniser
I'intestin antérieur et générer les millions de neurones et CGE présents dans l'intestin adulte. Les
niveaux de prolifération sont égaux dans les différentes parties du SNE, indépendamment de la
position du front de migration (Young et al., 2005). Les marqueurs d’une différenciation neuronale
progressive, telle que la protéine pan-neuronale Hu, sont rapidement observés pendant que les
ENCC migrent dans l'intestin, juste a I'arriére du front de migration. Les précurseurs gliaux expriment
la protéine B-FABP (Brain-Fatty Acid-Binding Protein), mais bien en arriere du front de migration,
reflétant un retard de la différenciation gliale par rapport a la différenciation neuronale (Young et al.,
2003). Durant le développement du SNE, les cellules exprimant les marqueurs pan-neuronaux
(neurofilaments M et Hu) et gliaux (S100B) continuent de proliférer tout en se différenciant
progressivement. Malgré la prolifération continue de certains précurseurs entériques, des marqueurs
de neurones pleinement différenciés tel que le neuropeptide Y peuvent étre observés durant les
phases de migration, alors que d’autres sous-populations ne naitront que pendant le développement
post-natal, plusieurs jours aprés la migration compléte des ENCC (Pham et al., 1991). De maniére
intéressante, les projections axonales des premiers neurones différenciés s’étendent caudalement,
dans le méme sens de migration que leurs progéniteurs vagaux, suggérant un guidage commun qui
controle a la fois la migration cellulaire et la croissance axonale (Young et al., 2002).

Les différentes classes de neurones naissent en vagues successives : la premiere génére tous
les neurones sérotoninergiques, puis viennent les neurones peptidergiques et enfin les plus récentes
génerent les neurones exprimant CGRP (Pham et al., 1991). Les CGE expriment d’abord S100B, et les
CGE completement différenciées exprimant la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) n’apparaissent pas
avant le 16° jour embryonnaire chez la souris (Rothman et al., 1986). Les cellules différenciées se
regroupent ensuite en ganglions : on estime que la formation du plexus sous-muqueux a lieu 2 a 3
jours aprés celle du plexus myentérique chez la souris (2 a 3 semaines chez 'Homme), et que les
cellules du plexus sous-muqueux dérivent du plexus myentérique (Wallace and Burns, 2005).

c- Contréle du développement

Il existe deux voies de signalisation majeures impliquées dans le contréle de la formation et
de la différenciation du SNE : la voie GDNF/GFRal1/Ret et la voie EDN-3/EDNRB (Figure 28). Le
récepteur Ret est exprimé par les ENCC et activé par la formation du complexe d’'un dimeére de GDNF
(Glial cell-line-Derived Neurotrophic Factor) produit par les cellules du mésenchyme, avec le co-
récepteur GFRal exprimé par les ENCC (Natarajan et al., 2002). Cette activation promeut la survie, la
prolifération, la migration et la différenciation des neurones du SNE (Flynn et al., 2007 ; Heanue and
Pachnis, 2007 ; Natarajan et al., 2002). Les ENCC expriment également le récepteur EDNRB
(endothelin receptor B) activé par la liaison d’EDN-3 (endothelin 3). Cette voie est impliquée dans le
maintien de I'état prolifératif des ENCC et dans l'inhibition de la différenciation et de la migration
(Nagy and Goldstein, 2006).

Certains facteurs de transcription sont aussi impliqués dans la différenciation des cellules
entériques. Ainsi, le facteur de transcription Mash-1 est nécessaire a la différenciation en neurones
sérotoninergiques (Blaugrund et al., 1996). De la méme maniere, le facteur de transcription Sox10,
exprimé par les CGE dans les derniéres phases du développement du SNE et nécessaire a leur
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différenciation, jouerait également un réle crucial dans le maintien de la multipotence des cellules
dérivées de la créte neurale (Kelsh, 2006). Enfin, le facteur de transcription Phox2B influence
I'expression de Ret (Lake and Heuckeroth, 2013).

Les protéines BMP (Bone Morphogenic Protein), produites par le mésenchyme intestinal,
sont également impliquées dans la différenciation des cellules entériques. Il a ainsi été montré que
des faibles concentrations de BMP-2 et -4 augmentaient le nombre de neurones entériques, alors
que des fortes concentrations inhibaient leur formation. A l'inverse, ils induisaient I'apparition
précoce des neurones exprimant la tyrosine Kinase C (TrKC) et donc dépendants de la neurotrophine-
3 pour leur survie (Chalazonitis et al., 2004). De la méme maniére, une inhibition de I'activité BMP
inhibait la migration des cellules de la créte neurale et empéchait la formation de ganglions
(Goldstein et al., 2005).

Les ENCC expriment Ret, GFRa et
EDNRB. Le mésenchyme intestinal
produit du GDNF qui se complexe
avec GFRa afin d'activer Ret, dans le
but de contréler la survie, la
prolifération, la migration et la
différenciation des ENCC. De le
méme maniere, le mésenchyme
intestinal produit de I'EDN-3 qui
active EDNRB afin de maintenir la
prolifération tout en inhibant la
migration et la différenciation.
(Heanue and Pachnis, 2007)

Survival Proliferation Migration Differentiation

Figure 28 : Les voies de signalisation GDNF/GFRo1/Ret et EDN-3/EDNRB régulent le développement
du SNE

d- Maturation post-natale

La maturation des plexus se poursuit pendant la période post-natale, qui représente ainsi
une étape clé dans le développement des fonctions digestives telles que la motilité ou la fonction de
barriére intestinale. En particulier, il a été montré chez le raton une augmentation de la proportion
de neurones cholinergiques au niveau du plexus myentérique, associée au développement de la
transmission musculaire cholinergique (de Vries et al., 2010). Cette étude a également démontré une
augmentation du nombre de neurones nitrergiques durant les premiers jours de la période post-
natale. De la méme maniere, des contractions coliques spontanées étaient observées chez la souris
parallelement au développement de I'innervation cholinergique (Roberts et al., 2006). Des études
montrent également une diminution du nombre de cellules nerveuses par ganglion avec I'age chez le
rat, combinée a une augmentation de leur diametre (Schéafer et al., 1999).

La maturation des CGE a également été étudiée durant cette période post-natale. Ainsi,
durant la premiére semaine, I'expression des marqueurs gliaux GFAP et S1008 est augmentée chez le
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rat (Cossais et al., 2016). L'augmentation de |'expression de la GFAP est également retrouvée chez
I'Homme (Khen et al., 2004). Enfin, il a été montré chez la souris que la colonisation de la lamina
propria par les CGE commencait durant les stades précoces de la période post-natale et n'atteignait
des niveaux stables qu'une fois le sevrage terminé (Kabouridis et al., 2015).

4) Communications avec le systéme nerveux extrinséque

Le contréle nerveux des fonctions digestives ne dépend pas uniquement du SNE mais est en
réalité un systéme intégratif qui implique des interactions entre les réflexes locaux du SNE, les
réflexes qui passent par les ganglions sympathiques et les réflexes qui passent par l'intestin pour
retourner vers le SNC (Furness, 2012). Ainsi, les informations du SNC sont transmises au tractus
digestif par trois voies : la voie vagale, la voie sympathique et la voie pelvienne (Figure 29). A
I'inverse, le SNE comprend des neurones intestinaux qui se projettent vers le SNC (tronc cérébral,
moelle épiniere et centre de défécation), vers les ganglions sympathiques, et méme vers le pancréas,
la vésicule biliaire et la trachée. Au niveau des ganglions sympathiques les neurones recoivent donc
des informations a la fois du SNE et du SNC. En ce qui concerne les informations sensorielles, elles
vont a la fois vers le SNE via des neurones afférents primaires intrinseques (IPAN), mais aussi vers le
SNC via des neurones afférents primaires extrinseques qui suivent les routes afférentes vagale et
spinale (Grundy et al., 2006).

L'innervation extrinséque se
fait par 3 voies : la voie
vagale,  sympathique et
pelvienne. L'innervation
intrinséque est assurée par le
Moelle épiniére SNE, qui projette également
Hemedombats; des neurones vers le SNC et
les ganglions sympathiques
mais aussi vers le pancréas, la
vésicule biliaire et la trachée
(en rouge).

/| Centre de défécation (D'apres Furness, 2012)

lombosacré

: EE Tronc cérébral

o
Figure 29 : Innervation intrinséque et extrinséque du tractus digestif

Ces communications entre SNE et SNC vont ainsi permettre de moduler les fonctions
digestives, mais également de relier les centres émotionnels et cognitifs du cerveau aux fonctions et
mécanismes intestinaux périphériques (Carabotti et al., 2015). Elles vont notamment permettre de
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réguler la sensation d'appétit ou encore de moduler la motilité digestive durant le sommeil
(Cummings and Overduin, 2007 ; Husebye, 1997). De plus, il a été montré qu'une pré ou post-
stimulation du nerf vague empéchait les lésions de la BEI induite par des brulures a la vapeur d'eau
chez des souris, probablement via une activation des CGE (Costantini et al., 2010 ; Krzyzaniak et al.,
2011). De la méme maniere, la stimulation des racines sacrées est déja utilisée en tant que
traitement pour l'incontinence, mais elle améliore également la réparation de la muqueuse
intestinale induite par une inflammation (Brégeon et al., 2016 ; Leroi et al., 2009). Elle représente
ainsi une potentielle piste thérapeutique dans les pathologies impliquant des défauts de BEI, telles
que les MICI. A l'inverse, une hypothése formulée par Braak suggére que cette communication SNE -
SNC pourrait étre impliquée dans la maladie de Parkinson : selon lui, les atteintes neuronales
débuteraient au niveau de l'intestin suite a une infection par un pathogéne neurotropique, et
pourraient remonter jusqu'au cerveau notamment via le nerf vague (Hawkes et al., 2007).

5) Les neurones entériques

a- Les différents types de neurones entériques

Plusieurs classifications ont été proposées afin de différencier les neurones entériques. La
plus ancienne classification a été proposée par Dogiel et était basée sur des criteres morphologiques
des neurones retrouvés dans les plexus myentérique et sous-muqueux, notamment chez I'Homme
(Dogiel, 1899). Il a ainsi décrit 3 types de neurones, appelés Dogiel |, Il et lll, en se basant sur les
différentes formes et longueurs de leurs dendrites. Il faudra attendre une centaine d'années pour
gue 4 autres types de neurones soient identifiés, classés de | a VIl (Brehmer et al., 2002 ; Furness,
2006 ; Timmermans et al., 1997). Toutefois, la majorité des neurones appartiennent aux classes | a lll
(Figure 30).

Neurones entériques retrouvés
dans l'intestin gréle chez le
cobaye.

(a-c) Neurones de type Dogiel |,
avec un seul axone et de
nombreuses dendrites courtes.
(d-e) Neurones de type Dogiel ll,
pluriaxonaux adendritiques.

(f-g) Neurones de type Dogiel ll,
uniaxonaux avec de longues
dendrites.

(Furness, 2006)

20 um i

Figure 30 : Classification des neurones entériques selon Dogiel

Les neurones entériques ont également été classés en se basant sur leurs propriétés
électrophysiologiques. 3 types de neurones ont ainsi été identifiés : les neurones S (synaptic) avec
des potentiels d'action et des phases d'hyperpolarisation courts, les neurones AH (After
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Hyperpolarisation) caractérisés par une longue phase d'hyperpolarisation et les neurones LT (Low
Threshold) trés facilement excitables et parfois capables de déclencher des potentiels d'action sans
stimulation (Lomax et al., 2001).

Ces classifications ont aujourd'hui laissé la place a une classification fonctionnelle des
neurones entériques. Elle est basée sur leur implication dans l'activité réflexe entérique, sur leurs
projections ou encore sur |'expression des différents neurotransmetteurs et de leurs récepteurs. On
parle alors de neurones sensitifs, d'interneurones et de neurones moteurs (Figure 31).

Lengitedinal ruscle Circutar muscle .
mMOLor HEwron | motsr NEwrodn Les neurones sens:t:fs

intrinséques (IPAN) apparaissent
en rouge, les interneurones
descendants sont en jaune et les
ascendants en vert. Les neurones
moteurs excitateurs sont en bleu
et les inhibiteurs en violet.
(Furness, 2012)
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Figure 31 : Les différents types de neurones entériques selon leurs propriétés fonctionnelles

Ainsi, les neurones entériques sécretent plus de 30 neurotransmetteurs différents, qui
peuvent étre soit des petites molécules (par exemple norepinephrine et 5-HT), des grosses molécules
(peptides) ou encore des gaz (oxyde nitrique et monoxyde de carbone). L'acétylcholine (Ach) est le
neurotransmetteur excitateur majeur dans le SNE (Hansen, 2003). De plus, la sécrétion de ces
neuromédiateurs dépend généralement de leur fonction (Figure 32). Par exemple, les neurones
moteurs excitateurs responsables d'une stimulation musculaire sécretent Chat et SP, des substances
excitatrices, alors que les neurones moteurs inhibiteurs sécrétent NOS et VIP, des médiateurs ayant
une action inhibitrice sur les cellules cibles.

Function Menrochemical coding Chat = choline acetyltransferase
Sensory Chat, Calb, CGRP, and SP NOS = nitric oxide synthetase
Internenrones, orally directed Chat, Calret, ENK, and 5P Calb = Calbmdl_n_

) . Calret = calretinin
Interneurones, aborally directed 5-HT, DY'N, GRFE, NOS,

DYN = dynorphin,

GRP = gastrin releasing peptide

CGRP = calcitonin generelated peptide
SP = substance P

somatostatin, and VIP

Short excitatory muscle Chat and 5P

Mot neuroneas

Long excitatory muscle motor Chat, Calret, and 5P .

Nenrones ENK = enkephalins

Inhibitory muscle motor DYN, ENK, GRPE NOS, and 5-HT = 5—hydroxy.tryptam/ne

nenrones vIP NPY = neuropeptide Y

Secretomotor neurones Chat, CCK, CGRP. DYN, VIP = vasoactive intestinal polypeptide
NPY, somatostating and VIP (Hansen, 2003)

Figure 32 : Codage chimique fonctionnel des neurones entériques
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» Les neurones sensitifs :

IIs représentent 20% des neurones entériques et ont un réle majeur dans la détection et le
controle de I'état du tube digestif en réponse a différents stimuli, tels qu'une distension de la paroi
intestinale ou une agression chimique. lls transmettent les informations qu'ils recoivent aux autres
neurones afin de controler les fonctions physiologiques de l'intestin telles que le flux sanguin, la

motricité ou la sécrétion de fluide a travers I'épithélium (Furness et al., 2004).

On distingue deux types de neurones sensitifs : ceux qui ont une origine intrinséque avec
leurs corps cellulaires, leurs prolongements et leurs synapses au niveau du tube digestif (appelés
IPAN pour neurones primaires afférents intrinseques), et ceux qui ont une origine extrinseque et
donc les corps cellulaires sont situés dans les ganglions des afférences vagales et sacrées (Hansen,
2003). D'un point de vue morphologique ce sont des neurones de type Dogiel Il, et ils appartiennent
a la classe électrophysiologique AH (Furness et al., 1998). Ils agissent en coopération avec les cellules
endocrines (qui sécréetent notamment du 5-HT ou de la cholécystokinine) et immunitaires comme un
réseau de surveillance. Les IPAN sont essentiels au SNE pour le controle de la digestion, alors que les
neurones afférents extrinséques informent le cerveau des procédés pertinents pour |'énergie et
I'homéostasie des fluides, ainsi que les sensations d'inconfort et de douleur (Holzer, 2002). Ainsi, ces
neurones sensitifs sont des mécano-, chimio- et thermo-récepteurs, qui représentent des
nocicepteurs pouvant étre activés par de nombreuses substances produites notamment dans les cas
d'ischémie, de lésion ou d'inflammation.

> Les interneurones :

Ce sont les neurones les plus abondants dans l'intestin, dont le réle est de transmettre les
messages sensitifs aux neurones moteurs. D'un point de vue morphologique ce sont surtout des
neurones de type Dogiel Il, et ils appartiennent aux classes électrophysiologiques S et AH. Au moins
un type d'interneurones ascendants et trois types d'interneurones descendants ont été caractérisés
(Hansen, 2003). Les interneurones ascendants sont principalement des neurones cholinergiques alors
qgue les interneurones descendants ont un codage neurochimique complexe. En particulier, les
interneurones Ach/NO/VIP/somatostatine sont impliqués dans les réflexes locaux de motricité et les
interneurones Ach/5-HT sont impliqués dans les réflexes locaux sécrétomoteurs. Deux potentiels
post-synaptiques non cholinergiques rapidement excitables, I'un médié par I'ATP et 'autre par 5-HT,
permettent la transmission interneuronale (Furness, 2000).

> Les neurones moteurs :

On distingue 3 grandes classes de neurones moteurs : les neurones moteurs musculaires
(excitateurs ou inhibiteurs), les neurones sécrétomoteurs (vasodilatateurs ou non) et les neurones
qui innervent les cellules endocrines (Hansen, 2003). Ce sont des neurones de type Dogiel I,
appartenant a la classe électrophysiologique S.

Les neurones moteurs musculaires innervent les muscles longitudinaux et circulaires ainsi
que la muqueuse musculeuse tout le long du tractus digestif. lls peuvent étre excitateurs ou
inhibiteurs, et sécretent donc des neurotransmetteurs responsables de la contraction ou de la
relaxation des muscles. Ainsi, la transmission des neurones excitateurs est majoritairement
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cholinergique muscarinique et tachykinergique (SP et neurokinine A) (Furness, 2000). La transmission
des neurones inhibiteurs est quant a elle principalement médiée par les neurotransmetteurs NO, VIP,
ATP et potentiellement GABA, neuropeptide Y et monoxyde de carbone.

Les neurones sécrétomoteurs et vasomoteurs contrélent les sécrétions d'eau et
d'électrolytes et le débit sanguin, respectivement (Hansen, 2003). Les IPAN de la muqueuse, activés
par des stimuli locaux, exercent un controle direct de ces neurones via la production d'Ach et VIP
(Hansen et al., 1998). La plupart des neurones sécrétomoteurs et vasomoteurs ont leurs corps
cellulaires situés dans le plexus sous-muqueux et peuvent étre cholinergiques ou non. L'Ach sécrétée
par les neurones cholinergiques agit sur les récepteurs muscariniques des cellules épithéliales de la
mugqueuse alors que les neurones non cholinergiques médient la plupart des réponses réflexes via la
sécrétion de VIP.

De la méme maniére, les cellules endocrines sont directement innervées par des neurones
cholinergiques qui contrélent la production de 5-HT dans la lumiére intestinale (Hansen, 2003). Ce 5-
HT va ensuite pouvoir activer les IPAN et les afférences vagales extrinseques (Gershon, 1999).

b- Réles des neurones entériques

> Contrdle de la motricité intestinale :

La motricité digestive est un processus intégré qui va permettre le transport des aliments le
long du tube digestif. Elle est due a I'automatisme des muscles lisses possible grace aux cellules
interstitielles de Cajal (CIC) et au réflexe péristaltique induit par le SNE.

La découverte de I'implication des CIC dans |la motricité digestive a été possible aprés qu'il ait
été montré que l'intestin continuait de présenter une activité rythmique méme apres la dénervation
totale de l'intestin (Huizinga et al., 2000). De plus, il a été mis en évidence que les CIC isolées
présentaient des contractions spontanées et un courant rythmique intérieur insensible aux
blogueurs calciques (Thomsen et al., 1998). Les CIC sont des cellules étoilées intercalées entre les
couches musculaires lisses longitudinales et circulaires, accolées au plexus myentérique, qui forment
un réseau grace a leurs nombreuses ramifications. Leur distribution dépend de I'age, de la région du
tube digestif mais aussi de I'espéce (Figure 33). Elles forment des régions "pacemaker" responsables
de la génération d'ondes électriques lentes (Ward et al., 2006). Elles interagissent avec les cellules
musculaires lisses via [|'établissement de GAP jonctions et possedent les récepteurs aux
neurotransmetteurs inhibiteurs tels que le VIP ou le NO ainsi que des récepteurs aux transmetteurs
excitateurs comme les récepteurs muscariniques ou les récepteurs aux tachykinines (Hansen, 2003 ;
Lee et al., 1999 ; Sanders et al., 1999). Une altération des CIC entraine donc des altérations de la
motricité intestinale, comme on peut retrouver chez les patients atteints de constipation associée a
un transit lent ou avec un mégacolon (Camilleri, 2001).

L'intégrité neuronale est également essentielle au bon fonctionnement de la motricité
digestive et implique les voies nerveuses intrinséques et extrinseques. Les neurones extrinseques des
systemes sympathique et parasympathique influencent les muscles lisses indirectement en agissant
sur les neurones des plexus myentériques. Toutefois, les neurones des plexus sous-muqueux peuvent
également innerver les couches intérieures des muscles circulaires (Hansen, 2003). Les cellules
musculaires lisses sont innervées par des centaines de neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs.
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Figure 33 : Réseaux de cellules interstitielles de Cajal
Visualisation du marqueur c-Kit des cellules interstitielles de Cajal dans I'estomac de souris (A), de
singe (B) et d'humain (C). (D'aprés Sanders et al., 2014)
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Figure 34 : Connexions neuronales impliquées dans les réflexes entériques locaux
Les neurones afférents primaires intrinséques (IPAN) sont activés par exemple par une distension
locale de la paroi intestinale. Ils peuvent étre localisés au niveau des plexus myentérique ou sous-
muqueux et ont des projections a la fois dans la direction orale ou anale. Ils font synapse avec les
interneurones et les neurones moteurs. Le réflexe péristaltique comprend un réflexe excitateur
ascendant médié par les neurones moteurs myentériques qui utilisent I'acétylcholine (ACh) et la
substance P (SP) et provoquent une contraction des muscles circulaires et longitudinaux. Le réflexe
inhibiteur descendant implique des neurones moteurs inhibiteurs qui utilisent I'oxyde nitrique (NO), le
polypeptide intestinal vasoactif (VIP), le neuropeptide Y (NPY) et I'adénosine triphosphate (ATP) afin
d'entrainer la relaxation des muscles. Ce réflexe est coordonné grdce aux interneurones
cholinergiques qui recoivent les informations des IPAN et les transmettent aux neurones moteurs
excitateurs ou inhibiteurs. Les réflexes sécrétomoteurs et vasodilatateurs sont médiés par les
neurones situés dans le plexus sous-muqueux qui libérent ACh, VIP ou NO. (Benarroch, 2007)
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Ainsi, le réflexe péristaltique va permettre l'avancée du bol alimentaire grace a une
contraction du c6té oral et une relaxation du coté anal (Figure 34). Il est initié par un stimulus au
niveau de la lumiére intestinale (distension locale de la paroi intestinale lors du passage des aliments,
diminution du PH ou changement d'osmolarité, présence de certains nutriments...) qui vont activer
les cellules endocrines. Celles-ci vont sécréter du 5-HT et activer les neurones sensitifs (IPAN), qui a
leur tour vont transmettre l'information aux interneurones via la sécrétion de différents
neurotransmetteurs (Ach, SP, calbindine, CGRP) (Furness, 2000). Les interneurones font synapse avec
des neurones moteurs excitateurs ascendants responsables de la contraction des muscles du coté
oral grace a la production de neuromédiateurs tels que I'Ach et SP. De méme ils sont connectés avec
des neurones moteurs descendants inhibiteurs qui utilisent le NO, VIP, NPY ou I'ATP pour induire la
relaxation des muscles du c6té anal.

> Controle des sécrétions intestinales :

Les réflexes sécrétomoteurs sont initiés physiologiquement par une interaction chimique et
mécanique avec le contenu luminal, mais peuvent également étre induits en conditions
pathologiques (par des toxines par exemple). Un des stimulus physiologique majeur pour la sécrétion
dans l'intestin gréle semble étre la présence d'une absorption active de nutriments, tel que le glucose
(Kunze and Furness, 1999). Ce circuit réflexe est composé d'IPAN avec leurs terminaisons dans la
mugqueuse et d'un réseau intégré dans les plexus myentérique et sous-muqueux qui retransmet les
informations aux neurones sécrétomoteurs ayant leurs corps cellulaires dans les ganglions sous-
mugqueux (Figure 35).

Les neurones non cholinergiques médient la plupart du temps ce réflexe en utilisant VIP et
des tachykinines (SP par exemple) comme neurotransmetteurs primaires. Un des
neurotransmetteurs secondaires impliqué dans la sécrétion est I'ATP libéré par la muqueuse qui
provoque la sécrétion de chlorure aprés activation des récepteurs P2Y (Hansen, 2003). Le 5-HT
produit par les cellules endocrines est également impliqué dans la sécrétion intestinale. En effet, il
active les IPAN qui a leur tour activent les neurones sécrétomoteurs cholinergiques localisés dans les
plexus sous-muqueux via les récepteurs nicotiniques et les récepteurs aux neurokinines (Hansen and
Skadhauge, 1995). De la méme maniére les neurones cholinergiques sécrétent de I'Ach et VIP qui se
lient ensuite a des récepteurs épithéliaux et stimulent la production d'ions chlorure dans la lumiére
intestinale tout en inhibant I'absorption de sodium (Hansen and Skadhauge, 1997). L'activité des
neurones sécrémoteurs peut étre modulée par de nombreuses substances, telles que le PACAB
(pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) ou le glutamate (Kirchgessner, 2001 ; Tornge et
al., 2001).
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Figure 35 : Contréle neuronal des sécrétions intestinales
Des stimuli chimiques ou mécaniques activent les IPAN (ISN en rouge et rose) qui a leur tour activent
des réseaux neuronaux dans le plexus myentérique (Interneurones ascendants en bleu clair,
Interneurones descendants en vert clair, Neurones moteurs excitateurs ou inhibiteurs en jaune) ou
activent directement les neurones sécrétomoteurs cholinergiques (en bleu foncé) et non
cholinergiques (en vert foncé). Via la production de VIP et Ach, les neurones sécrétomoteurs stimulent
la sécrétion d'ions chlorure dans la lumiére intestinale. (Bornstein et al., 2012)

> Controdle du flux sanguin :

Le flux sanguin est contrélé a la fois par des neurones extrinseques et intrinséques. Ainsi, les
vaisseaux sont innervés par des fibres vasoconstrictrices sympathiques et vasodilatatrices
parasympathiques (Hansen, 2003). La vasoconstriction des artérioles est controlée par les fibres
nerveuses extrinséques sympathiques qui produisent majoritairement de I'ATP qui active P2X (Evans
and Surprenant, 1992 ; Vanner and Surprenant, 1996). A l'inverse, la vasodilatation est contrélée par
une innervation extrinséque provenant des ganglions rachidiens (qui liberent SP et CGRP) et par une
innervation intrinseéque grace au SNE (Vanner, 1994 ; Vanner and Surprenant, 1991). En effet, on
retrouve de nombreux capillaires au niveau des plexus myentérique et sous-muqueux, connectés
fonctionnellement au SNE. Ainsi les neurones sous-muqueux sont les effecteurs primaires
vasomoteurs et leur excitation entraine une vasodilatation et donc une augmentation du débit vers
la muqueuse (Hansen et al.,, 1998). Au niveau de l'intestin gréle les neurones cholinergiques
produisent de I'Ach qui se fixe aux récepteurs muscariniques des cellules endothéliales. Celles-ci vont
alors produire du NO qui diffuse dans les muscles lisses vasculaires et entraine la relaxation et la
vasodilatation (Andriantsitohaina and Surprenant, 1992). Il a également été mis en évidence au
niveau du colon une implication des neurones non cholinergiques par la libération de VIP et SP
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(Vanner and Surprenant, 1991). De plus, les neurones afférents servent de senseur et régulent le flux
sanguin par la production de substances neuroendocrines. L'augmentation du flux sanguin local
résulte d'une activation des synapses inhibitrices des ganglions myentériques et sympathiques et de
I'activation synaptique des neurones sous-muqueux VIPergiques (Hansen, 2003).

> Contrdle des fonctions de la BEI :

Le role des neurones entériques dans le renforcement des fonctions de la BEIl a été démontré
dans de nombreuses études, du fait de leur étroite proximité avec l'épithélium : en effet, la
mugqueuse est tres innervée par des neurones sous-muqueux et myentériques (Figure 36). Il a par
exemple été montré chez le cochon d'inde que chaque villosité était innervée par 70 a 92 neurones
sous-muqueux, et des niveaux similaires d'innervation ont également été reportés chez I'Homme
(Neunlist et al., 2003 ; Song et al.,, 1995). Les axones qui innervent la muqueuse intestinale
contiennent un large éventail de neuromédiateurs, tels que I'Ach, le VIP ou encore la SP. Ainsi, les
neurones entériques sont capables de réguler la perméabilité paracellulaire de la BEI, ainsi que la
prolifération/différenciation des CEI.

Coupe transverse d'intestin gréle de
souris marqué au PGP9.5 (neurones,
rouge) et DAPI (bleu) révélant des
neurones entériques principalement
autour des cryptes épithéliales.
(D'apres Neunlist et al., 2013)

Figure 36 : Les neurones entériques sont retrouvés a proximité de la barriére épithéliale intestinale

Contréle de la perméabilité

L'implication du contréle nerveux dans la régulation de la perméabilité intestinale a
notamment été mis en évidence par une étude démontrant qu'une stimulation électrique des racines
sacrées entrainait une diminution de la perméabilité paracellulaire (Meurette et al., 2012). De plus, il
a été montré avec un modele de coculture de CEl et de sous-muqueuse humaine contenant le plexus
sous-mugqueux qu'une stimulation électrique de ce réseau neuronal entrainait une diminution de la
perméabilité et une augmentation de I'expression de la protéine ZO-1 via une activation VIPergique
(Neunlist et al., 2003).

Plusieurs neurotransmetteurs sont capables de réguler la perméabilité intestinale. Ainsi, il a
été montré que I'Ach augmentait la perméabilité paracellulaire et transcellulaire, et que la SP
augmentait la perméabilité paracellulaire (Boudry et al., 2011 ; Cameron and Perdue, 2007 ; Neunlist
et al., 2013). De plus, une augmentation de la perméabilité induite par une séparation maternelle
est associée a une augmentation de I'expression de ChAt et peut étre empéchée par un traitement
avec des antagonistes muscariniques et nicotiniques (Gareau et al., 2007). Enfin, une perfusion avec
de la neurokinine A induit une augmentation rapide de la perméabilité chez des rats (Hallgren et al.,
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1998). A l'inverse, le VIP est reconnu comme un neuromédiateur clé impliqué dans le maintien des
fonctions de la BEI, et diminue la perméabilité paracellulaire (Conlin et al., 2009).

Contrdle de la prolifération/différenciation

De la méme maniére, les neurones entériques sont capables de réguler la prolifération et la
différenciation des CEl via la sécrétion de neuromédiateurs. Il a par exemple été montré que les
effets bénéfiques de GLP-2 (glucagon-like peptide 2) sur la croissance et la réparation de I'épithélium
étaient médiés par l'activation des neurones entériques in vivo (Bjerknes and Cheng, 2001). De plus,
les neurones entériques ont un effet anti-prolifératif sur les CEl via la sécrétion de VIP, d'Ach ou de
SP (Cheng et al., 2008 ; Goode et al., 2003 ; Toumi et al., 2003). Enfin, les neurones entériques
favorisent la croissance et le turnover de I'épithélium muqueux intestinal via la production de 5-HT
(Gross et al., 2012).

6) Les cellules gliales entériques

a- Origine et localisation

La premiere observation des CGE a été reportée par Dogiel en 1899, qui décrivait alors des
cellules satellites nucléées a proximité des neurones entériques (Dogiel, 1899). Pendant les 70
années qui ont suivies, elles ont été considérées comme des cellules de Schwann non myélinisées et
il a fallut attendre le début des années 1970 pour que Gabella les considere comme un type de
cellules gliales a part différant de celles retrouvée ailleurs dans le systéme nerveux périphérique
(Gabella, 1972). Elles possedent des caractéristiques structurelles uniques, avec de longues
excroissances lamellaires qui s'étendent jusqu'aux neurones et recouvrent les axones (Gabella,
1981). On les distingue des cellules de Schwann d'un point de vue morphologique par leur forme
beaucoup plus irréguliére, semblable a celle des astrocytes du SNC (Gershon and Rothman, 1991).
Les CGE communiquent entre elles par des GAP jonctions, leur permettant de former un véritable
réseau fonctionnel (Hanani et al., 1999). Historiquement, ces cellules étaient supposées étre des
éléments nutritifs ou de soutien pour les neurones entériques, et leur role physiologique dans
I'intestin avait été peu étudié. Cependant, plusieurs études récentes suggérent qu'elles pourraient
jouer un roéle actif dans les états physiologiques et pathologiques du tube digestif (ruhl, 2005).

Les CGE sont environ 3 a 4 fois plus nombreuses que les neurones, mais leur densité varie en
fonction de I'espéce et de leur localisation dans le tube digestif (Gabella and Trigg, 1984). La majorité
des CGE est retrouvée au niveau des plexus myentérique et sous-muqueux mais on les retrouve
également au niveau des fibres nerveuses interconnectées des ganglions et des plexus
aganglionnaires ou elles représentent les seuls éléments cellulaires (Gershon and Rothman, 1991)
(Figure 37). Les CGE sont également retrouvées a proximité d'autres types cellulaires (cellules
épithéliales ou cellules endothéliales par exemple) a des distances de I'ordre du um, permettant une
communication paracrine.
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Figure 37 : Localisation des cellules gliales entériques dans l'intestin
Les cellules gliales entériques forment un large réseau répandu dans toutes les couches de la paroi
digestive, de la muqueuse a la séreuse. Elles sont représentées par les points rouge sur cette
représentation schématique de coupe transversale d'intestin. (ruhl, 2005)

b- Développement

Les CGE dérivent des cellules progénitrices de la créte neurale qui migrent dans le sens
rostro-caudal avant de donner naissance aux précurseurs neuronaux et gliaux (voir partie Ill. 2)
(Tableau 1). La glie entérique dérive d'une population pluripotente de précurseur dont la
différenciation terminale se produit dans l'intestin lui-méme. Chez la souris, le précurseur glial
apparait le plus t6t au jour embryonnaire 11.5 (Young et al., 2003). Elles suivent la vague de
migration des neurones entériques et ne semblent pas impliquées dans leur différenciation (Heanue
and Pachnis, 2007).

Type cellulaire Marqueurs associés

Sox10 +
EDNRB +
RET +
Phox2B +

ENCC (cellules progénitrices)

RET + Sox10 -
PHOX2B +

Tujl +

HuC/D +

Neurones entériques

Sox10 + RET -
CGE primaires B-FABP + Phox2B tres bas
S100B +

Sox10 +
CGE matures S100B +
GFAP +

Tableau I : Principaux marqueurs de différenciation des neurones et de la glie entérique
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Les précurseurs gliaux sont soutenus par différents genes et facteurs dont la neurotrophine 3
(NT-3) qui active le récepteur tyrosine kinase TrkC (Chalazonitis, 2004). Les effets de NT-3 sont
régulés par les protéines BMP (Chalazonitis et al., 2004). Le développement glial est également
favorisé par le CNTF (ciliary neurotrophic factor) qui agit sur la sous-unité a du récepteur CNTFR, et le
LIF (leukemia inhibitory factor) qui agit sur la sous-unité B du méme récepteur, aussi appelée LIFRB
(Chalazonitis et al., 1998). De la méme maniére, les neurégulines (NRG) appartenant a la superfamille
des facteurs de croissance épidermiques (EGF) sont essentielles au développement glial. Ces
molécules dérivant des neurones interagissent avec le récepteur tyrosine kinase transmembranaire
erbB3 et son corécepteur erbB2 (Marchionni et al., 1993). Le facteur de croissance glial est une
isoforme soluble NRG1 qui supprime fortement la différenciation neuronale tout en favorisant la
différenciation gliale périphérique, dont les CGE (Shah, 1994). La protéine Lgi4 et son récepteur
ADAM22 sont aussi impliqués dans la prolifération et la différenciation des CGE (Nishino et al., 2010).
De méme, les facteurs de transcription Sox10 et Sox8 ont un réle vital dans la différenciation gliale. Il
a en effet été montré que les souris déficientes pour le gene Sox10 n'avaient pas de glie
périphérique, et donc pas de CGE (Britsch, 2001 ; Paratore et al., 2001). De plus, les effets néfastes
d'une hétérozygotie pour le gene codant pour Sox10 sont aggravés par des mutations de Sox8,
suggérant que ce dernier serait un gene modificateur de Sox10 (Maka et al., 2005). Comme Sox10
controle I'expression de erb3 dans les cellules de la créte neurale, son ablation mime une délétion de
NRG1/erbB3.

c- Morphologie et marqueurs

Les CGE sont des petites cellules étoilées avec de nombreux prolongements de taille et de
forme variée (Hanani and reichenbach, 1994). Au niveau des fibres nerveuses les prolongements des
CGE entourent les faisceaux axonaux et au niveau des ganglions les CGE sont retrouvées serrées
autour des neurones avec un espace extracellulaire composé d'espaces étroits de 20 nm (Barthel and
Markwardt, 1975 ; Cook and Burnstock, 1976). Contrairement aux cellules de Schwann qui sont
recouvertes de laminine sur toute leur surface, les CGE ne semblent pas synthétiser de lame basale.
Elles sont pour la plupart dépourvues de laminine et n'entrent en contact avec cette protéine que
lorsque leurs extrémités sont a la base de la lame basale périganglionique (Bannerman et al., 1986).
De plus, leur structure interne est caractérisée par une forte concentration et un emballage dense de
filaments intermédiaires de 10 nm appelés "gliofilaments" (Komuro et al., 1982). Ceux-ci se croisent
dans la cellule et forment des faisceaux axiaux dans les prolongements qui semblent ancrer
fermement les CGE aux surfaces ganglionnaires (Gabella, 1981). Ainsi, les CGE expriment fortement
la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), une protéine associée aux filaments intermédiaires de la glie
(Anderton, 1981). En plus de la GFAP, il existe de nombreux autres marqueurs des CGE, dont les plus
connus sont S100B et Sox10 (Figure 38). Il est toutefois important de noter que I'expression d'un
marqueur unique ne suffit pas a identifier les CGE, du fait de la modulation de leur expression par de
nombreux facteurs.
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Figure 38 : Les marqueurs principaux des cellules gliales entériques
Immunomarquages de CGE de plexus myentérique de rat en culture avec des anticorps spécifiques de
la GFAP (A), S1008 (B) et SOX10 (C). (D'apres Soret et al., 2013)

Les CGE matures, tout comme les astrocytes centraux, expriment de fort taux de GFAP
(Jessen and Mirsky, 1980). Cependant, ce marqueur ne permet pas de faire une distinction nette
entre la glie intrinseque et extrinseéque puisqu'elle peut également étre induite dans les cellules de
Schwann non myélinisantes (Feinstein et al., 1992). Il a toutefois été montré que les CGE semblaient
exprimer la méme isoforme de la GFAP que celle exprimée par les astrocytes, tandis que celle
exprimée par les cellules de Schwann non myélinisantes est un polypeptide différent (Jessen and
Mirsky, 1985). Plusieurs études ont démontré une augmentation de I'expression de la GFAP dans des
conditions d'inflammation systémique aprés |I'administration de LPS a des rats, et des altérations de
son expression sont également observées chez les patients atteints de MICI (da Cunha Franceschi et
al., 2017 ; Rosenbaum et al., 2016).

Les protéines S100 sont de petites protéines de liaison de calcium. Les protéines S100 gliales
sont localisées dans le cytoplasme ou elles régulent la fonction et la structure du cytosquelette ainsi
qgue I'homéostasie calcique (Heizmann, 2002). Cependant, elles peuvent aussi étre sécrétées. Au
niveau du tractus gastrointestinal, on considere que la protéine S1008 est principalement retrouvée
au niveau de la glie (Ferri et al., 1982). Toutefois, il a été montré que les protéines S100 étaient
exprimées par de nombreux autres types cellulaires tels que les oligodendrocytes, des cellules
musculaires, des neurones et des cellules gliales du SNC ou encore les myofibroblastes (Arcuri et al.,
2002 ; Hachem et al., 2005 ; Rickmann and Wolff, 1995 ; Sorci et al., 1999 ; Vives et al., 2003). De
plus, de nombreux membres de la superfamille des protéines S100 sont exprimés par plusieurs tissus
humains normaux et néoplasiques, d'origine épithéliale en particulier (Gonzalez-Martinez et al.,
2003).

Sox10, un facteur de transcription impliqué dans la différenciation des CGE, est aussi
considéré comme un marqueur majeur des CGE (Hoff et al., 2008). Les CGE peuvent également étre
identifiées par d'autres marqueurs. Parmi eux on retrouve la Glutamine Synthétase (GS), I'antigéne
de surface Ran-2 ou encore la protéine B-FABP (Brain-specific Fatty Acid Binding Protein) (Jessen and
Mirsky, 1983 ; ruhl, 2005 ; Young et al., 2003). De plus, les CGE sont riches en vimentine, mais cette
protéine n'est pas spécifique des CGE car elle est aussi exprimée par les myofibroblastes (Ruhl et al.,
2001).

Plus récemment, il a été montré que les CGE de l'intestin adulte de souris exprimaient la
protéine protéolipide 1 (PLP1), une protéine connue pour étre exprimée par les oligodendrocytes du
SNC en tant que composant majeur de la myéline (Rao et al., 2015). Les CGE étant des cellules non
myélinisées, PLP1 pourrait jouer un réle dans I'organisation de microdomaines de signalisation afin
de rassembler des protéines spécifiques entre elles. L'expression de PLP1 semblait restreinte aux CGE
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dans l'intestin adulte. Dans cette étude, il a également été montré que certains sous-types de CGE
intramusculaires et retrouvées dans la muqueuse et la sous-muqueuse n'exprimaient pas GFAP, mais
exprimaient S100B et PLP1. L'identification de nouveaux marqueurs comme PLP1, spécifique des
CGE, pourrait ainsi permettre d'envisager de nouvelles stratégies afin d'isoler spécifiquement les CGE
puisque les autres marqueurs les plus exprimés par les CGE tels que GFAP, S100B ou Sox10 ne sont
jamais entiérement spécifiques des CGE.

d- Les différents types de cellules gliales entériques

Grace a l'utilisation de souris mosaiques, 4 sous-populations distinctes de CGE ont été
identifiées, basées sur leurs différences morphologiques et sur leur localisation (Boesmans et al.,
2015) (Figure 39).

TuJ1

f

type Ill

Figure 39 : Les différents types de cellules gliales entériques
(a) Marquage des CGE exprimant la GFP (vert) au sein des ganglions et au niveau des fibres
interganglionnaires (marquage neuronal Tujl en rouge). (b-e) Projections maximales déconvoluées
(haut) et reconstruction 3D (bas) des type I (b), type Il (c), type Il (d) et type IV (e) de CGE. Echelle (a)
50 um et (b-e) 20 um. (D'aprés Boesmans et al., 2015)

Ainsi les cellules de type | ou protoplasmique (aussi appelé "astrocyte-like") sont
caractérisées par un gros corps cellulaire et des petits prolongements qui partent dans tous les sens,

et sont retrouvées au niveau des ganglions myentérique et sous-muqueux. Les CGE de type Il ou
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fibreuses sont retrouvées dans les fibres interganglionnaires et sont caractérisées par des
prolongements longilignes qui émergent principalement d'un seul coté de la cellule, paralleles entre
eux et paralléles aux fibres neuronales des connexions inter ganglionnaires. Le type Ill correspond a
des CGE possédant 4 prolongements majeurs avec des ramifications secondaires. Il en existe deux
sous-types : celles retrouvées au niveau des plexus myentérique et sous-muqueux, mais pas au
niveau des ganglions ni des fibres interganglionnaires, et celles retrouvées dans la muqueuse. Elles
sont néanmoins associées aux fibres nerveuses et entourent généralement des petits vaisseaux
sanguins. Enfin, les CGE de type IV sont des cellules allongées le long des fibres musculaires
circulaires et longitudinales.

Généralement, les cellules GFAP-/S100B+ sont surtout des cellules de type Il et Ill, et la
majorité des cellules qui expriment S100B coexpriment également Sox10. Il est important de noter
gu'aucun de ces trois marqueurs ne permet d'identifier un type de CGE en particulier. De plus, méme
si I'expression globale de GFAP reste la méme dans les ganglions myentériques, |'expression
individuelle de la GFAP par une CGE varie considérablement au cours du temps.

e- Réles des cellules gliales entériques

Longtemps considérées comme de simples éléments de soutient pour les neurones
entériques, les CGE sont désormais considérées comme des acteurs majeurs de I'homéostasie
intestinale (Gulbransen and Sharkey, 2012). Ainsi, outre leur réle neuroprotecteur, la proximité des
CGE avec d'autres types cellulaires a fait d'elles un sujet d'étude croissant ces dernieres années.

Dans cette partie, seul le contréle glial des neurones entériques, des mécanismes
immunitaires, de la motricité et des cellules endothéliales sera abordé. Le controle des CEl et des
fonctions de la BEI par les CGE sera détaillé dans la partie IV.

> Controle des neurones entériques :

Réle de soutien

Le premier réle a avoir été attribué aux CGE était le role de support afin d'englober et de
maintenir les structures du SNE ensemble, ce qui leur a d'ailleurs valu leur nom (glia dérive du mot
grec "glue") (ruhl, 2005). Ainsi, les CGE stabilisent la structure du SNE via leur ancrage ferme a la
surface des ganglions et aux fibres nerveuses grace a leurs filaments intermédiaires (Gabella, 1990)
(Figure 40).

De plus, les CGE répondent activement aux stimulations mécaniques via une augmentation
de I'expression du géne c-fos en parallele d'une augmentation du niveau de calcium intracellulaire et
de la propagation intercellulaire des ondes calciques (Sharkey et al., 1999 ; Zhang et al., 2003). Cela
suggere que les CGE s'adaptent en permanence aux déficiences structurelles et métaboliques
résultant d'un stress mécanique dans la paroi intestinale.
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Figure 40 : Interactions entre les neurones entériques et les CGE
Ganglions myentériques de colons de souris. Les neurones apparaissent en rouge pour le marqueur
HuCD et les CGE apparaissent en vert pour les marqueurs S1006 (A), GFAP (B) et Sox10 (C). (D'aprés
Boesmans et al., 2013)

Controle de la survie neuronale

Le controle glial de la survie neuronale a été mis en évidence grace a un modele génétique de
délétion gliale. Il a ainsi été montré chez des souris exprimant la thymidine kinase du virus Herpes
simplex sous le promoteur de la GFAP qu'une ablation gliale induite par I'injection sous-cutanée d'un
agent antiviral entrainait une dégénérescence des neurones myentériques (Bush et al., 1998). De la
méme maniére il a été montré in vitro avec des modéles de culture primaire que les CGE
augmentaient la survie neuronale et diminuaient la mort induite par un stress oxydatif (Abdo et al.,
2010). En effet, les CGE matures produisent des facteurs neurotrophiques tels que le GDNF (glial-
derived neurotrophic factor) et la NT-3 (Bar et al., 1997 ; Hoehner et al., 1996). Plus récemment,
d'autres médiateurs gliaux comme le 15dPGJ2 et la glutathionne ont été identifiés comme ayant des
effets neuroprotecteurs (Neunlist et al., 2014). De méme, la forme sécrétée de la protéine S100B
pourrait jouer un réle sur la survie et I'apoptose des neurones, ainsi que sur I'extension de leurs
neurites (Donato et al., 2009). Enfin, une étude qui vient d'étre publiée a mis en évidence
I'importance des CGE dans le développement neuronal via des voies purinergiques et dépendantes
du GDNF (Le Berre-Scoul et al.,, 2017). Ces résultats ont ainsi montré que les CGE fagonnent la
complexité axonale et la densité des synapses des neurones entériques (Figure 41).

De plus, les CGE, tout comme les astrocytes du SNC, créent un microenvironnement local
protecteur pour les neurones en tamponnant le milieu extracellulaire via la capture de cations (Rihl
et al., 2004). En particulier, durant I'activité neuronale, de grandes quantités d'ions potassium K+
sont relarguées dans I'espace extracellulaire ou ils peuvent affecter la cinétique des canaux ioniques
et la transmission synaptique. Ainsi, les ions K+ ont besoin d'étre éliminés rapidement et
efficacement, et il a été montré dans le SNC que les astrocytes pourraient participer a leur recapture
(Hertz, 1965). De la méme maniere dans le SNE les CGE expriment des canaux potassiques entrants
et sortants voltage-dépendants, et pourraient donc empécher I'accumulation d'ions K+ (Hanani et al.,
2000).
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Figure 41 : Les CGE contrélent le développement neuronal

Controle de la neurotransmission
De la méme maniére, les CGE participent a la synthése et/ou a linactivation de

neurotransmetteurs, et participent a la transmission synaptique. Les premiéres preuves viennent
d'études immunohistologiques qui ont montré que seules les CGE exprimaient la Glutamine Synthase
(GS) au sein du SNE de nombreux mammiféres, dont 'Homme (Jessen and Mirsky, 1983 ; Kato et al.,
1990). En effet, la GS catalyse la conversion du glutamate et de I'ammoniac en I'acide aminé
inoffensif qu'est la glutamine. Ainsi, les CGE joueraient un réle dans les voies de signalisation
glutamatergiques par une détoxification de lI'ammoniac résiduel et la production neuronale de
glutamate. De plus, les CGE serviraient de source de glutamine pour les neurones entériques afin de
leur permettre la production neuronale de glutamate et de GABA (IAcide Gamma Amino-Butyrique)
(Galligan et al., 2000). De la méme maniére, le transporteur a haute affinité du GABA, GAT-2, est
exprimé par les CGE, ce qui pourrait suggérer qu'elles sont impliquées dans la détoxification
GABAergique (Fletcher et al., 2002). Les CGE sont également impliquées dans la transmission
neuropeptidergique via l'inactivation et |'élimination de neuropeptides, par exemple grace a
I'expression du transporteur PEPT2 qui permet de capter rapidement les produits de dégradation de
dipeptides neuronaux (Rihl et al., 2005 B). De méme, les CGE participent a la neurotransmission
nitrergique puisque la L-arginine, le précurseur essentiel du NO, est uniquement retrouvée dans les
CGE (Nagahama et al., 2001). Il a aussi été montré chez des souris exprimant I'hémagglutinine (HA)
dans la glie que la délétion gliale induite par l'injection de cellules T CD8+ spécifiques de HA
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provoquait une diminution de la proportion des neurones produisant VIP et SP dans le plexus sous-
mugqueux (Aubé et al., 2006). Au niveau du plexus myentérique, cette délétion entrainait une
augmentation des neurones ChAt et une diminution des neurones NOS. Enfin, les CGE sont
impliquées dans la signalisation nucléotidique, puisqu'il a notamment été montré que l'ecto-
nucléotidase NTPDase2 était uniquement localisée a la surface des CGE (Braun et al., 2004). Ces
résultats suggerent que les CGE seraient impliquées dans le controle de la disponibilité des agonistes
purinergiques ATP et ADP. De plus, les CGE expriment des récepteurs purinergiques, tel que le P2X7
(Vanderwinden et al., 2003). De méme, les CGE peuvent étre activées par différents neuroligands via
une augmentation du calcium intracellulaire ou de I'expression du gene c-fos (Kimball and
Mulholland, 2002). Parmi les molécules activant ainsi les CGE, on retrouve la sérotonine, les
membres de la famille de I'endothéline ou encore des molécules comme I'histamine (ruhl, 2005 ;
Zhang et al.,, 1997). De méme, une stimulation du centre vagal entraine une augmentation de
|'expression de Fos via des récepteurs nicotiniques a I'Ach dans les CGE d'estomac de rat
(Miampamba et al., 2001). Enfin, il a été démontré que les CGE du plexus myentérique de colons de
souris et de rat exprimaient des ai2a-adrenocepteurs (Nasser et al., 2006).

> Implication dans les mécanismes immunitaires :

Les CGE représentent un composant crucial du systtme immunitaire de défense de la
mugqueuse intestinale, et plusieurs observations suggérent que la glie entérique est activée
spécifiquement et participe activement au développement de I'inflammation intestinale.

En particulier, une augmentation de I'activation gliale est observée grace a une augmentation
de I'expression de Fos dans des modeles de colites induits par la formaline chez le rat ou par I'acide
acétique chez le cochon d'inde (Miampamba and Sharkey, 1999 ; Sharkey et al., 1999). Le méme type
d'activation est retrouvé in vitro apres un traitement a I'lL-1B (Tjwa et al., 2003). De plus, les CGE
répondent a des stimuli immunitaires en produisant I'lL-1B, le TNFa et I'IL-6 (Rihl et al., 2001 and
2005). Des études fonctionnelles indiquent que I'IL-1B agit a travers les récepteurs de I'IL-1 afin
d'améliorer la production gliale d'IL-6 qui, a son tour, va jouer un role de feedback afin d'inhiber sa
propre sécrétion. A l'inverse, on connait peu les mécanismes sous-jacents a I'expression gliale d'IL-1p
ou de TNFa. L'impact de l'inflammation sur les propriétés phénotypiques et fonctionnelles des CGE
sera abordé plus en détail dans la partie traitant des MICI (V. 3) b).

De la méme maniére, l'interaction fonctionnelle des CGE avec le systeme immunitaire a été
confirmé par des études in vitro qui ont démontré la capacité de phagocytose et I'expression induite
par certaines cytokines de CMH Il et d'ICAM-1 par les CGE. En outre, la stimulation de la glie
entérique avec un mélange de TNFa et d'IFNy en présence d'un antigéne spécifique suivi d'une
culture avec des lymphocytes T spécifiques de cet antigene induit une augmentation de la
prolifération des lymphocytes T, qui peut étre supprimée par des anticorps neutralisants anti-CMH |l
(Hollenbach et al., 2000). Cornet et al. avaient également démontré que des CGE génétiquement
modifiées exprimaient un neo-antigéne via leurs CMH | aux lymphocytes T autoréactifs CD8+, ce qui
engendrait leur apoptose (Cornet et al., 2001). Les CGE sont également capables d'exprimer des TLR,
notamment le TLR4 impliqué dans la perception de bactéries (Barajon et al., 2009). Il a d'ailleurs été
montré que le microbiote était nécessaire au bon développement des CGE, et qu'il contrélait I'influx
de CGE dans la lamina propria (Kabouridis et al., 2015). Enfin, il a récemment été montré que les CGE
stimulaient la production d'IL-22 par des cellules lymphoides innées via la production de
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neurorégulateurs (GDNF par exemple), participant ainsi aux mécanismes de défense intestinaux
(Ibiza et al., 2016).

> Controle de la motricité

Contrairement aux neurones capables de générer des potentiels d'action, les CGE ne
présentent que des courants "passifs", ce qui en fait des cellules non excitables électriquement
(Hanani et al., 2000). Cependant, I'excitabilité des CGE est médiée par des signaux cytosoliques
calciques qui peuvent étre transmis aux CGE voisines de maniére autocrine/paracrine (Zhang et al.,
2003). En effet, les CGE relarguent notamment de I'ATP via leurs GAP jonctions, composées de Cx43,
qui vont activer les cellules environnantes (on parle alors de "flux calciques"). Il a par exemple été
montré que I'ATP et I'ADP augmentaient la concentration de calcium intracellulaire de CGE cultivées,
et qu'une stimulation électrique du SNE in situ avait le méme effet, indiquant une signalisation
neuro-gliale fonctionnelle (Gulbransen and Sharkey, 2009 ; Kimball and Mulholland, 2002). Il a ainsi
été montré que l'excitabilité des CGE était nécessaire a la motricité intestinale. Ainsi, interférer avec
la signalisation calcique gliale grace a une ablation des Cx43 gliales réduisait la contraction des
muscles lisses ex vivo et réduisait la motilité intestinale et le transit in vivo (McClain et al., 2014 and
2015). Cette étude a également démontré qu'une stimulation électrique entrainait des contractions
musculaires induites par I'activation des neurones entériques, qui étaient considérablement réduites
chez les souris avec une expression gliale de Cx43 diminuée. L'hypothéese d'une implication des CGE
dans le contréle de la motricité est également supportée par différents modeles d'ablation gliale
entrainant une altération de la motricité intestinale, notamment via une réduction de la vidange
gastrique et du transit intestinal (Aubé et al.,, 2006 ; Nasser et al., 2006 ; Rao et al.,, 2017). Le
mécanisme impliqué n'est cependant pas clair, mais on suppose que les CGE pourraient participer a
la motricité intestinale soit en agissant directement sur l'intégration des informations ou la
transmission synaptique des neurones, soit en interagissant directement avec les cellules musculaires
lisses afin de moduler leur contraction (Grubisi¢ and Gulbransen, 2017).

> Contrdle des cellules endothéliales :

Les capillaires sanguins alimentant les tissus neuronaux sont situés a I'extérieur des ganglions
entériques et des fibres nerveuses, mais les CGE étendent plusieurs de leurs prolongements
jusqu'aux vaisseaux afin de former une sorte de gaine autour d'eux (ruhl, 2005) (Figure 42).
Histomorphologiquement, ces capillaires sont différents des autres capillaires situés dans l'intestin :
ils sont beaucoup plus épais, ont des endothéliums non-fenétrés et ressemblent étroitement aux
capillaires cérébraux qui constituent un composant majeur de la barriere hémato-encéphalique (BBB)
(Gershon and Bursztajn, 1978). Il a été proposé une hypothese selon laquelle les CGE pourraient
interagir avec ces capillaires afin de moduler la perméabilité endothéliale, puisqu'il a été montré
dans deux modeles de souris transgéniques qu'une ablation des CGE était accompagnée de lésions
vasculaires (par exemple une vascularite sous-muqueuse, c'est a dire une inflammation de la paroi
des vaisseaux), indiquant une rupture de la barriére endothéliale vasculaire (Bush et al., 1998 ;
Cornet et al., 2001). Cependant, les mécanismes précis par lesquels les CGE pourraient réguler la
perméabilité endothéliale nécessitent une étude plus approfondie.
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Figure 42 : Les CGE entourent les capillaires sanguins

Les fonctions gliales peuvent étre modifiées par de nombreux stimuli des cellules du
microenvironnement des CGE. Ainsi, plusieurs cytokines peuvent modifier leur phénotype et leur
fonction, notamment des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa ou I'IL1[ (détail partie V 4)
b). De plus, les CGE expriment des TLR, suggérant une régulation des CGE par des bactéries
(Kabouridis et al., 2015). L'expression gliale de récepteurs a2-adrénergiques suggere également un
contrdle neural des fonctions gliales (Nasser et al., 2006). De méme, les CGE sont activées par I'ATP
mais également par d'autres neuromédiateurs comme la sérotonine ou la bradykinine (Kimball and
Mulholland, 2002).

Enfin, des facteurs environnementaux comme les nutriments peuvent également moduler les
CGE. En particulier, il a été montré dans un modéle néonatal chez le porc que des modifications de la
composition des éléments nutritifs augmentaient I'expression du marqueur glial GFAP (van haver et
al., 2008). De la méme maniére, I'administration d'un régime riche en matiéres grasses augmentait le
nombre de CGE dans un modeéle de souris juvéniles (Baudry et al., 2012).

f- Comparaison aux astrocytes du systéme nerveux central

Au niveau du SNC, les cellules gliales représentent 90% des cellules et on retrouve 3 types
distincts : les astrocytes, les oligodendrocytes et la microglie. La microglie, d'origine macrophagique,
correspond a des cellules immunitaires qui assurent la fonction de phagocytose. Les
oligodendrocytes (qui correspondent aux cellules de Schwann dans le systeme nerveux périphérique)
produisent la myéline qui entoure les axones afin de protéger les neurones et d'augmenter la vitesse
de transmission des signaux. Enfin, les astrocytes représentent la majorité des cellules gliales du SNC,
et sont des cellules avec de nombreux prolongements rayonnants qui s'entrecroisent de maniere
complexe entre les corps cellulaires et les fibres neuronales (Jessen, 2004).

La premiére comparaison entre les astrocytes et les CGE repose sur leur ressemblance
morphologique (Figure 43). En effet, comme les CGE, il existe différents types d'astrocytes : ainsi les
CGE de type | ressemblent aux astrocytes protoplasmiques et les CGE de type Il aux astrocytes
fibreux de la matiére blanche du cerveau (Hanani and reichenbach, 1994). De plus, elles expriment
les mémes marqueurs GFAP, S100pB, GS et FAPB (Coelho-Aguiar et al., 2015).
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Figure 43 : Similarité morphologique entre les cellules gliales entériques et les astrocytes du SNC

Au niveau du SNC, les astrocytes modulent la plasticité et la transmission synaptique
neuronale de maniére semblable aux CGE (Bezzi and Volterra, 2001 ; Diniz et al., 2012). lls participent
également a la signalisation entre les cellules via la libération de gliomédiateurs déclenchée par une
augmentation des taux de calcium intracellulaire, et ils participent a la différenciation neuronale
(Coelho-Aguiar et al., 2015). Cependant, le réle majeur des astrocytes centraux reste la protection
des neurones contre le stress oxydant du aux espéces réactives de lI'oxygeéne, a I'azote ou a
I’excitotoxicité du glutamate (Arundine and Tymianski, 2004 ; Gegg et al., 2003). Ainsi, tout comme
les CGE, les astrocytes assurent la survie et la prolifération des neurones via I'élimination du
glutamate, la production de glutathion ou encore la production de facteurs neurotrophiques (Bergles
and Jahr, 1998 ; Dringen et al., 2000 ; Hailer et al., 2001).

De méme, tout comme les astrocytes controlent I'adhésion des cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins formant la barriere hémato-encéphalique, les CGE régulent les fonctions de la BEI
(détail partie IV) (Figure 44) (Abbott et al., 2006 ; Savidge et al., 2007).
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Figure 44 : Régulation des fonctions de barriére dans l'intestin et le SNC par les cellules gliales
(D'apres Savidge et al., 2007)

Cependant, en conditions inflammatoires, les astrocytes peuvent étre impliqués dans des
phénoménes de réparation mais aussi de neuro-dégénérescence en devenant "réactifs", ce qui se
traduit par une hypertrophie, une hyper-prolifération ainsi qu'une augmentation de I'expression du
marqueur glial GFAP et d'une libération accrue de facteurs (Anderson et al., 2014). Le méme type de
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réaction est observé pour les CGE en réponse a l'inflammation intestinale, comme dans le cas des
MICI (détail partie V 3) b).

Ainsi, les astrocytes et les CGE partagent de nombreux points communs, tels que leur
ressemblance morphologique, leurs marqueurs, leurs fonctions de neuroprotection ou encore la
régulation des barrieres hémato-encéphalique et épithéliale, respectivement. Il a également été
montré que les astrocytes, tout comme les CGE, étaient capables de former des jonctions
communicantes composées de Cx43 (Houades et al., 2006). De plus, elles produisent toutes deux des
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL1B) ou encore des facteurs neurotrophiques (NGF, BDNF, GDNF)
(Didier et al., 2003 ; Toyomoto et al., 2005 ; Van Wagoner et al., 1999). Les CGE sont ainsi
considérées comme les analogues périphériques des astrocytes centraux, et ouvrent de nouvelles
pistes d'étude des phénomeénes gliaux en physiopathologie, comme une fenétre ouverte sur le
cerveau. Les différences majeures qui semblent exister entre ces deux populations cellulaires
résident dans leur origine embryonnaire (les CGE dérivent de la créte neurale alors que les astrocytes
dérivent du tube neural) et leur microenvironnement (Coelho-Aguiar et al., 2015). De plus, elles
semblent répondre différemment a certaines cytokines. En effet, I'IL1B inhibe la prolifération des
CGE et I'lL10 inhibe leur prolifération a faible dose mais I'augmente a forte concentration (Ruhl et al.,
2001). Cependant, I'lL10 et I'IL1B ont toutes les deux un effet lié a leur concentration sur les taux de
prolifération d'astrocytes en culture. Enfin, seules les CGE expriment Sox10 et PLP1 (Coelho-Aguiar et
al., 2015).

IV L'Unité glio-épithéliale en conditions physiologiques

De nombreuses études ont démontré I'importance du maintien de l'intégrité de la barriere
épithéliale intestinale afin d'assurer une bonne santé. Comme évoqué précédemment, les neurones
entériques sont capables de réguler la perméabilité et la prolifération/différenciation des CEl. Par
analogie aux astrocytes du SNC capables de réguler les fonctions de la barriere hémato-
encéphalique, I'impact des CGE sur les fonctions épithéliales est un sujet d'étude en plein essor. En
particulier, il a été montré qu'elles protégeaient la BEI et régulaient les fonctions de perméabilité, de
réparation et de prolifération/différenciation des CEl. En effet, la proximité étroite qui existe entre
les CGE et les cellules épithéliales, de I'ordre de 0.5 a 2um, permet de nombreux échanges paracrines
(Figure 45) (Liu et al., 2013 ; Neunlist et al., 2006).
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(A) Photographie de microscopie électronique
(x20000) confirmant I'étroite proximité entre les
CGE (fleche) et les cellules épithéliales (EC,
entérocytes). La distance entre la lame basale
épithéliale (téte de fléche) et les CGE est de
l'ordre d'1.2 um. (D'apres Neunlist et al., 2006)

Mugqueuse humaine avec en (B) les cellules gliales
entériques marquées par S1008 (blanc), en (C) les
cellules épithéliales visualisées par un marquage
nucléaire SYTO16 et (D) la superposition des
images. (D'apres Liu et al., 2013)

Figure 45 : Les CGE sont retrouvées a proximité des cellules épithéliales intestinales

1) Controéle glial de la perméabilité

L'implication des CGE dans le maintient de l'intégrité de la BEIl a été mis en évidence grace a
des modeles in vivo qui ont montré qu'une ablation sévére de la glie entrainait une jéjunoiléite
fulminante, caractérisée par une rupture de l'intégrité de la BEI (Bush et al., 1998 ; Cornet et al.,
2001). De la méme maniere, une ablation moins sévere des CGE entrainait une augmentation de la
perméabilité paracellulaire, et ce en I'absence d'inflammation intestinale ou avant son
développement (Aubé et al., 2006 ; Savidge et al., 2007). Dans un modéle de coculture indirecte de
CGE avec une monocouche de CEl a confluence, il a également été montré que les CGE augmentaient
la résistance transépithéliale et réduisaient la perméabilité paracellulaire, grace a I'augmentation de
I'expression des protéines des jonctions serrées telles que I'occludine et ZO-1 (Savidge et al., 2007).
Ces effets semblaient étre médiés par le GSNO (Snitrosoglutathione) puisqu'il reproduisait les effets
des CGE, suggérant une voie dépendante de la nitrosylation dans le contréle de la perméabilité
paracellulaire (Figure 46d). La capacité des CGE et du GSNO a réguler la perméabilité a également été
mis en évidence dans une étude démontrant leur effet protecteur vis-a-vis d'une augmentation de la
perméabilité paracellulaire in vitro et des lésions de la muqueuse in vivo induites par Shigella flexneri
(Figure 46b). En effet, les CGE et le GSNO réduisent sensiblement I'expression épithéliale de petites
protéines G, telle que CDC42, qui ont un role crucial dans le recrutement du cytosquelette pendant le
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processus d'invasion bactérienne (Flamant et al., 2011). De la méme maniere, les CGE renforcent la
résistance de la BEI face a des cytokines proinflammatoires. En particulier, il a été montré que les
CGE empéchaient I'augmentation de la perméabilité induite par un cocktail inflammatoire composé
de TNFa, IL-1B et IFNy en améliorant |'expression et la localisation des protéines des jonctions
serrées ZO-1 et occludine (Cheadle et al., 2013). Le méme type de résultat a été obtenu en présence
de lipopolysaccharide (Xiao et al.,, 2011). Une étude suggere également un réle des CGE dans le
controle du transport épithélial colique d'ions, via la production de NO (MacEachern et al., 2011).

2) Controle glial de la réparation

Tout comme I'implication des CGE dans le contréle de la perméabilité intestinale, la capacité
des CGE a réguler les phénomeénes de réparation de la BEIl a été mis en évidence grace a des modéles
in vivo qui ont démontré qu'une ablation des CGE inhibait fortement la réparation de la muqueuse
apres l'induction de lésions par du diclofénac ou un traitement DSS (Van Landeghem et al., 2011). De
méme, in vitro, les CGE stimulent la réparation de monocouches de CEl lésées mécaniquement ou
par des stimuli inflammatoires, via une augmentation de leur étalement autour de la lésion.
L'augmentation de la restitution épithéliale et de I'étalement des CEl est médié en partie par la
production gliale de proEGF qui augmente I'expression et I'activité épithéliale de FAK (Focal Adhesion
Kinase), qui a également un role majeur dans la régulation de la motilité des CEl (Figure 46a). Une
étude plus récente a également démontré l'implication d'un médiateur lipidique produit par les CGE,
le 11BPGF2a, sur la réparation épithéliale via l'activation de PPARy (Coquenlorge et al., 2016).
D'autres médiateurs gliaux, tels que le GDNF, aident a maintenir I'homéostasie de la muqueuse
intestinale durant les colites, notamment en empéchant la mort des CEl induite par le TNF
(Steinkamp et al., 2003). Le GDNF restore également les fonctions de la BEI in vivo apreés l'induction
d'une colite au DSS en exercant directement un effet protecteur sur les neurones (Anitha et al., 2006
; Baudry et al., 2012 ; Zhang et al., 2010). De méme, des études suggerent que les CGE pourraient
étre impliquées dans I'effet préventif d'une neurostimulation du nerf vague chez la souris sur les
dysfonctions de la BEI induites par une brulure (Costantini et al., 2010). Effectivement, ces effets in
vivo étaient associés a une augmentation précoce de l'expression gliale de GFAP, un possible
marqueur de |'activation gliale. De méme, une stimulation nicotinique utilisée en tant que médiateur
afin de mimer la communication nerf vague-SNE renforcait la BEI uniquement en présence de CGE
(Costantini et al., 2012).

3) Controle glial de la prolifération

Les CGE régulent également la prolifération des CEl en exer¢ant un fort effet antiprolifératif.
Des cocultures de CEl prolifératives avec des CGE ont révélé que cet effet antiprolifératif n'était pas
associé a une augmentation de I'apoptose, mais plutét a une augmentation de la surface épithéliale,
favorisant ainsi l'inhibition de contact cellule-cellule et bloquant le cycle cellulaire au stade GO-G1
(Neunlist et al., 2006). Il a d'ailleurs été montré que l'ablation des CGE in vivo entrainait une
hyperplasie des cryptes intestinales (Aubé et al., 2006). Plusieurs médiateurs gliaux sont impliqués
dans le controle de la prolifération épithéliale comme le TGFB1 ou le médiateur lipidique 15dPGJ2
(Figure 46¢) (Bach-Ngohou et al., 2010 ; Neunlist et al., 2006). Tout comme le 11BPGF2a, I'effet
protecteur du 15dPGJ2 passerait par une activation du récepteur PPARy. Les CGE augmentent
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également la différenciation épithéliale en augmentant leur adhésion a la matrice in vitro (Van
Landeghem et al., 2009). Tous ces effets participent ainsi au renouvellement continu de I'épithélium
intestinal.

a Réparation b Protection

Figure 46 : Régulation des fonctions de la BEI par les neurones et les cellules gliales entériques
Les neurones entériques (vert) et les CGE (rose) produisent différents facteurs solubles qui régulent les
fonctions de la BEI. (a) Les CGE augmentent la réparation de la BEI via la production de proEGF qui
augmente l'expression et l'activité de FAK. (b) Les CGE protégent la BEI durant des infections par un
pathogene via la production de GSNO qui réduit I'expression de CDC42 et augmente la résistance. (c)
Les neurones entériques produisent du VIP et les CGE du TGF-81 et du 15dPGJ2 qui inhibent la
prolifération épithéliale. A l'inverse, les neurones peuvent également produire de I'Ach et de la SP
pour l'augmenter. (d) Les neurones entériques produisent du VIP et les CGE du GSNO afin de réduire la
perméabilité paracellulaire. La encore, les neurones peuvent également produire de I'Ach et de la SP
qui I'augmente. (D'apres Neunlist et al., 2013)

Ainsi, les CGE controlent différentes propriétés de la BEl en conditions physiologiques et
participent au maintient de I'homéostasie épithéliale. Renforcer l'impact bénéfique des CGE sur la
BEI et identifier les médiateurs gliaux ainsi que les mécanismes d'action a l'origine de leurs effets
bénéfiques sur les cellules épithéliales représente donc une cible d'intérét thérapeutique pour les
maladies caractérisées par des défauts d'intégrité de la BEI, telles que le syndrome de l'intestin
irritable, I'obésité ou encore le diabéte. Plus particulierement, leur intérét dans la prise en charge des
MICI fait l'objet d'un sujet d'étude en pleine expansion depuis que des altérations gliales
phénotypiques et fonctionnelles ont été rapportées dans ces pathologies (détails partie V 4) b).
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V L'Unité glio-épithéliale en condition pathologique : le cas des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)

1) Rappels sur l'inflammation

La réaction inflammatoire est la toute premiere réponse a se produire dans les tissus
vascularisés suite a une agression, comme par exemple dans le cas d'une infection bactérienne. Elle
est caractérisée par 5 signes cardinaux : la chaleur, la rougeur, |'cedéme, la douleur et la perte de
fonction. Il s'agit d'un processus généralement bénéfique et essentiel a I'organisme, qui va permettre
la mise en place d'une réponse immunitaire afin d'éliminer le pathogéne et de réparer les tissus
|ésés.

Cette réaction inflammatoire fait intervenir le systeme immunitaire inné et adaptatif. Le
systeme immunitaire inné permet une réponse locale et rapide, mais peu spécifique. Il comprend les
macrophages et les cellules dendritiques qui phagocytent les agents pathogénes et pourront les
présenter aux cellules de I'immunité adaptative. On retrouve également le complément qui est un
ensemble de protéines capables de recouvrir les bactéries et d’activer les cellules phagocytaires. Les
cellules phagocytaires activées peuvent ensuite migrer dans des organes spécifiques comme les
ganglions ou va s’élaborer la réponse adaptative. Ce systéeme adaptatif permet une réponse
immunitaire trés spécifique, mais plus lente. Il implique les lymphocytes T et B (avec des lymphocytes
mémoires) activés par les cellules présentatrices d'antigenes, et vont permettent une réponse
immunitaire plus rapide lors d’une nouvelle rencontre avec le pathogéne. Les lymphocytes B
produisent des anticorps et les lymphocytes T peuvent étre cytotoxiques (détectent les cellules
infectées ou tumorales exprimant des antigenes particuliers) ou auxiliaires ("helper" qui stimulent les
macrophages et coopérent avec les lymphocytes B, ou régulateurs nécessaires au maintien de
I'homéostasie immunitaire qui empéchent I'apparition de lymphocytes auto-réactifs).

Schématiquement, la réponse inflammatoire se déroule en deux phases : une phase
d'initiation et une phase d'amplification. Durant la phase d'initiation, le complément est activé et va
attirer les cellules circulantes sur le site |ésé. Le systéme des kinines est également activé et va
notamment étre responsable de la sensation de douleur en interagissant avec les neurones
sensoriels. De plus, les macrophages et les cellules dendritiques sont activés et vont sécréter des
cytokines pro inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL-6) qui attirent les cellules du systéme immunitaire inné
circulant dans le sang (surtout des neutrophiles) et favorisent leur passage du sang vers le tissu lésé.
Durant la phase d'amplification, les neutrophiles déversent leurs granules sur les pathogenes afin de
les tuer et les macrophages continuent de phagocyter. lls sécretent également des facteurs servant
au remodelage du tissu lésé et migrent dans les ganglions lymphatiques pour activer les lymphocytes
T.

Cependant, lorsque cette réponse immunitaire persiste dans la durée, elle entraine des
situations pathologiques comme l'inflammation chronique. Ce mécanisme de chronicité peut étre du
a une persistance du stimulus inflammatoire ou a une perte de contréle du systeme immunitaire.
Généralement, l'inflammation chronique est caractérisée par un infiltrat de lymphocytes T et B en
plus des macrophages qui refléte la mise en place d'une immunité adaptative.

Ainsi, il existe deux grands types de maladies inflammatoires intestinales : les pathologies
d'origine infectieuse et les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI).
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2) Description générale des MICI

Les MICI sont des affections inflammatoires chroniques du tractus gastro-intestinal englobant
deux entités cliniques principales : la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite ulcérative (RCH). Bien
que la MC et la RCH aient été historiquement étudiées ensemble parce qu'elles partagent des
caractéristiques communes (comme les symptoémes, les dommages structurels et la thérapie), il est
maintenant clair qu'elles représentent deux entités pathophysiologiques distinctes. En effet, tandis
gue la RCH n’affecte que le colon et le rectum, la MC peut étre localisée sur toute la hauteur du tube
digestif (Fakhoury et al., 2014). De plus, dans la MC, les lésions du tube digestif observées sont
transmurales, alors qu’elles ne touchent que la muqueuse dans le cas de la RCH (Kaser et al., 2010).
Elles évoluent par poussées inflammatoires de durée et de fréquence variables, en alternance avec
des phases de rémission.

a- Signes cliniques et diagnostic

Les MICI n'affectent pas I'espérance de vie des patients, mais altérent considérablement leur
qualité de vie a causes des nombreux symptomes qu'elles engendrent. De plus, si elles n'‘augmentent
pas la mortalité, elles sont tout de méme associées a des effets secondaires lourds et a un risque
accru de développer d'autres pathologies comme le cancer colorectal (Choi et al., 2017).

Les signes cliniques les plus courants sont des diarrhées chroniques pouvant contenir du sang
et du mucus, accompagnées de douleurs abdominales dépendantes de la localisation des atteintes
digestives. Certains patients, majoritairement atteints par la MC, présentent également des
manifestations ano-périnéales telles que des fissures, des fistules et des ulcérations. Les douleurs
engendrées, les nausées et le retard de la vidange gastrique poussent généralement les patients a
limiter leur apport calorique afin de diminuer leur malaise. En association avec la malabsorption des
nutriments par les segments intestinaux lésés, il est courant que ces patients souffrent de carence
nutritionnelle (anémie, déficit vitaminique) et de perte de poids. De méme, des sténoses
(rétrécissements permanents) du gréle et du cOlon peuvent survenir aprés quelques années
d’évolution de la maladie. Ces sténoses sont généralement dues a un épaississement de la paroi a
cause de la fibrose qui survient la ou les tissus ne se régénerent pas. Enfin, des lésions dysplasiques
et une aneuploidie (cellules qui ne possédent pas le bon nombre de chromosomes) peuvent conduire
au développement d'un cancer colorectal (S6derlund et al., 2011). Les MICI entrainent également des
|ésions extra-intestinales (Hendrickson et al., 2002). Par exemple, les enfants atteints par la MC
peuvent présenter un retard de croissance et de la maturation sexuelle, probablement a cause d'une
malnutrition et de I'utilisation de corticoides. Certains patients MICI développent également de
I'arthrite, des complications ophtalmologiques ou encore des maladies hépato-biliaires.

Avant de confirmer un diagnostic de MICI, il est important d'exclure une éventuelle infection
par un pathogene entérique qui provoque le méme type de symptémes comme Shigella, Salmonella
ou Clostridium difficile. Une fois les infections entériques exclues, différents tests sont mis en ceuvre
dans le but de diagnostiquer une MICI. Des tests hématologiques permettent d'analyser le nombre
de globules sanguins, de marqueurs d'inflammation ou d'établir un profil métabolique, notamment
en regardant les enzymes du foie. Une augmentation de ces marqueurs suggere généralement une
MICI, mais il est important de confirmer ces résultats avec une évaluation endoscopique
(Hendrickson et al., 2002). Celle-ci va permettre le diagnostic de lésions caractéristiques et la
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réalisation de biopsies qui vont permettre une analyse histologique plus approfondie, notamment du
SNE (Neunlist et al., 2011). Un score d'activité clinique (Crohn disease activity index - CDAI pour la
MC et Lichtiger pour la RCH) et endoscopique (CDEIS pour la MC et UCEIS pour la RCH) est également
établi lors du premier bilan de la maladie, et tout au long du suivi des patients. Dans le cas de la MC,
des évaluations radiologiques sont parfois nécessaires afin d'évaluer les atteintes des boucles de
I'intestin gréle. Enfin, de nouvelles techniques telles que I'endoscopie par vidéo-capsule ou
I'endomicroscopie confocale sont de plus en plus utilisées. Cette derniere technique permet, entre
autres, une analyse plus fine de I'état de la muqueuse intestinale (Musquer et al., 2013).

b- Epidémiologie

Les MICI se développent majoritairement chez les jeunes adultes, cependant environ 20%
des patients développent des symptémes durant I'enfance (Rogers et al., 1971). Le pic d'incidence
des MICI se situe entre 15 et 30 ans, mais le développement de la maladie peut se produire a tout
age (Hanauer, 2006). La RCH touche légeérement plus d'hommes, alors que la MC est plus fréquente
chez les femmes (ratio femmes/hommes 1,8:1).

Les taux les plus élevés ont été enregistrés en Amérique du nord, en Europe du nord, au
Royaume-Uni, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Figure 47). En effet, ces pays industrialisés
partagent les mémes facteurs génétiques et environnementaux, et on retrouve des taux d'incidence
d'environ 5 a plus de 10 pour 100000 habitants (Ng et al., 2013). Au cours des dernieres années, on
pensait que les MICI touchaient surtout la population caucasienne, mais on observe désormais une
incidence croissante dans les pays en voie d'occidentalisation comme la Chine ou I'Afrique du Nord
(Cosnes et al., 2011). De plus, les MICI ont tendance a se développer dans les groupes socio-
économiques plus élevés (Loftus and Sandborn, 2002).
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Figure 47 : Incidence des MICI dans le monde
Carte globale de l'incidence des MICI dans le monde. Rouge = incidence annuelle supérieure g 10/10°,
orange = 5-10/10°, vert = moins de 4/10°, jaune = faible incidence mais toujours en augmentation et
absence de couleur = absence de données. (Cosnes et al., 2011)

71



Etude bibliographique
c- Physiopathologie

Les MICI sont des maladies dont I'étiologie est encore mal connue. Il est toutefois admis que
ce sont des pathologies multifactorielles faisant intervenir des facteurs génétiques et
environnementaux qui pourraient interagir avec la flore commensale intestinale et seraient
responsables d'une sur-activation du systéme immunitaire (Dupaul-Chicoine et al., 2013 ; Frolkis et
al., 2013). Ainsi, chez ces patients, un grand nombre de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
sont relarguées dans la muqueuse intestinale, et on retrouve un nombre accru de lymphocytes T qui
apparaissent comme les effecteurs essentiels de la réponse inflammatoire.

> Facteurs génétiques :

De nombreuses observations basées sur les premieres données épidémiologiques, et surtout
sur la concordance entre les jumeaux, ont montré I'importance d'étudier les mécanismes génétiques
mis en jeu dans la physiopathologie des MICI. En effet, la concordance entre deux jumeaux
homozygotes est d'environ 50%, et il a également été montré que les apparentés au premier degré
avec un patient avaient un risque accru de développer une MICI (2-14% pour la MC, 7-11% pour la
RCH) (Halme, 2006). Grace a des études d'association pangénomiques (GWAS pour Genome Wide
Association Study) 7 loci de prédisposition aux MICI ont été identifiés, nommés IBD1 a 7 (Weersma et
al., 2007). Cette méthode permet de rechercher des petites variations appelées SNP (single
nucleotide polymorphisms) qui représentent la variation d'une seule paire de base du génome entre
deux individus d'une méme espéce. Ainsi, plus de 150 génes de prédisposition ont été mis en
évidence chez les patients MICI. Cependant, outre quelques rares cas, leur impact sur la survenue de
MICI est modéré, et le mécanisme impliqué est bien souvent inconnu.

Le premier gene de susceptibilité pour la MC a avoir été identifié en 2001 était le géne NOD2
(Nuclear-binding Oligomerization Domain containing protein 2), aussi appelé CARD15 (Caspase
Recrutment Domain containing protein 15) situé sur le chromosome 16q12 dans le locus IBD1 (Hugot
et al.,, 2001 ; Ogura et al., 2001). Ce gene code pour un récepteur PAMP (Pathogen-Associated
Molecular Pattern) qui reconnait les peptidoglycanes bactériens, et qui est exprimé par les
macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques et les cellules de Paneth (Ogura et al., 2001 ;
Ogura et al., 2003). Trois mutations associées a la MC ont été identifiées : deux mutation non-sens
R702W (ou SNP8) et G908R (ou SNP12) qui multiplient par 2 et 3 le risque de développer une MC,
respectivement, et une mutation d'insertion décalant le cadre de lecture L1007 (ou SNP13) qui
multiplie le risque par 4 (Economou et al., 2004). Cette derniére mutation induit la production d'une
protéine tronquée, suggérant qu'un défaut de la reconnaissance bactérienne pourrait étre impliqué
dans la MC. De plus, ces mutations de NOD2 sont associées a une activation de la voie NFkB, qui joue
un réle majeur dans les réponses inflammatoires déclenchées par des bactéries (Hampe et al., 2001).
Il a également été montré dans des modeles murins qu'une mutation de NOD2 augmentait I'activité
NFkB, la sécrétion d'IL-1B et était associée a une susceptibilité accrue a l'inflammation intestinale
induite par des bactéries (Maeda et al., 2005). De plus, des souris déficientes pour NOD2 présentent
un défaut de production d'a-defensines par les cellules de Paneth, un défaut également retrouvé
chez les patients MC et exacerbé par une mutation NOD2 (Wehkamp et al., 2004 and 2005). Ainsi, la
perte de fonction de NOD2 pourrait conduire a une augmentation de l'invasion de la muqueuse par
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des bactéries, résultant en un recrutement excessif de cellules immunitaires et donc en une
augmentation de la réponse inflammatoire.

Depuis l'identification du géne NOD2 dans la susceptibilité a la MC, de nombreuses autres
études de genes candidats ont été réalisées sur des génes impliqués dans l'immunité innée. Les
résultats les plus prometteurs, bien que les données ne soient pas solidement reproduites, suggérent
une association de NOD1 et de TLR4 avec le développement de MICI. NOD1 est exprimé par
|'épithélium intestinal et permet la reconnaissance des peptidoglycanes de bactéries Gram négatives
(Chamaillard et al., 2003). Tout comme NOD2, une activation de NOD1 active NFkB et augmente
également |'apoptose, et il a été montré que la délétion de son alléle était associée a un
développement précoce de MICI (McGovern et al., 2005). De méme, le TLR-4 reconnait le LPS qui
compose les parois des bactéries Gram négatives et a été montré pour étre régulé a la hausse durant
une inflammation intestinale (Hausmann et al., 2002). Lors de sa liaison avec le LPS il active NFkB et
la production de cytokines inflammatoires, et des mutations du géne codant pour le TLR4 ont été
retrouvées chez les patients MICI (Franchimont et al., 2004).

De méme, la région HLA (ou CMH) correspondant au locus de susceptibilité IBD3 abrite 224
génes hautement polymorphes qui, pour la plupart, semblent avoir des fonctions
immunorégulatrices (Weersma et al., 2007). Ces protéines CMH présentent les antigénes aux
récepteurs des lymphocytes T et il a été montré que ces genes déterminaient la susceptibilité a
I'inflammation colique a la fois dans la MC et la RCH (Yap et al., 2004). Ces études GWAS ont
également permis d'identifier de nombreux autres genes de susceptibilité associés aux MICI, résumés
Figure 48. On retrouve ainsi des genes essentiels aux fonctions gastro-intestinales telles que les
fonctions de barriére et de restitution, des génes impliqués dans lI'immunité innée et adaptative ou
encore des genes impliqués dans les réponses cellulaires comme l'autophagie ou le stress du
réticulum endoplasmique (Khor et al., 2011).

Enfin, une étude plus récente a réalisé une analyse génomique de la méthylation de I'ADN de
fibroblastes issus d'individus sains ou de patients atteints par la MC et présentant une fibrose (Sadler
et al., 2016). Les résultats ont montré chez les patients MC une hyper-méthylation des génes codant
pour les protéines WNT2B (impliquées dans la voie WNT qui régule la prolifération des CEl) et PTGIS
(enzyme de synthese de la PGI2), associée a une diminution de I'expression de leurs ARNm. A
I'inverse, le géne de la PGDS (enzyme de synthése de la PGD2) était hypo-méthylé, ce qui était
associé a une augmentation de I'expression de son transcrit.
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Figure 48 : Modeéle de développement des MICI basé sur des études GWAS
L'homéostasie intestinale implique une action coordonnée des cellules épithéliales et immunitaires
innées et adaptatives. Une augmentation de la perméabilité de la BEl permet une invasion
microbienne, détectée par le systéme immunitaire inné. Celui-ci orchestre les réponses tolérogénes,
inflammatoires et restitutives appropriées, en partie via la libération de médiateurs extracellulaires
qui recrutent d'autres composants cellulaires, y compris des cellules immunitaires adaptatrices. Les
variants génétiques, le microbiote et les facteurs immunitaires affectent I'équilibre de ces signaux. Les
geénes impliqués dans ces fonctions avec des SNP (single nucleotide polymorphisms) associés aux MICI
ont été classés selon leur(s) fonction(s) dans I'homéostasie intestinale et I'immunité. La couleur du
texte indique si les génes sont liés aux loci de risque associés a la MC (CD, noir), a la RCH (UC, bleu) ou
aux deux (rouge). L'astérisque indique les mutations codantes et les effets cis-eQTL (cis-expression
quantitative trait loci, correspond a des loci dont I'expression est associée a une variation des ARNm)
sont soulignés. G = cellule de goblet ; P = cellule de Paneth. (Khor et al., 2011)

> Facteurs environnementaux :

Si de nombreux génes de susceptibilité a développer une MICI ont été identifiés, ils sont
toutefois responsables de moins d'un tiers des MICI (Ananthakrishnan, 2013). En effet, le fait que le
taux de concordance de la maladie chez des jumeaux monozygotes soit, au mieux, de 50%, et que le
risque de MICI dans une population immigrante ressemble a celui du pays de résidence plutét que le
pays d'origine suggére un réle majeur de I'environnement sur la physiopathologie des MICI (Williams,
2008). Ainsi, de nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence une implication majeure

74



Etude bibliographique

des facteurs environnementaux dans le développement des MICI, les deux facteurs majeurs étant le
tabagisme et |'appendicectomie.

Tabagisme
Le role du tabac dans le développement des MICI a des effets inverses entre la MC et la RCH.

En effet, le fait de fumer agit comme un facteur protecteur sur le développement de la RCH et
diminue le taux de rechute et la nécessité de réaliser des colectomies (Cosnes, 2004 ; Lakatos et al.,
2007). Ainsi, chez ces patients, I'arrét de la cigarette est associé a un risque accru de développer une
RCH dans les 2 a 5 ans qui suivent, et ce jusqu'a 20 ans apres (Higuchi et al., 2012). A l'inverse, le
tabagisme double le risque de développer la MC, augmente le nombre de poussées de la maladie et
la nécessité d'utiliser des corticoides et est associé a un taux plus élevé de récidives post-opératoires,
chez les femmes en particulier (Birrenbach and Bécker, 2004 ; Cosnes, 2001 ; 2004a and 2008). Ainsi,
le sevrage tabagique fait partie intégrante du traitement de la MC, et s'avere efficace des la premiére
année. Malgré de nombreuses études épidémiologiques, le mécanisme selon lequel le tabagisme
affecte les MICI reste incertain, tout comme la raison de son effet protecteur sur la RCH mais néfaste
sur la MC. Un des composants de la fumée de cigarette hypothétiquement responsable de ces effets
pourrait étre la nicotine, puisqu'il a été montré que son administration augmentait l'inflammation du
jejunum mais diminuait celle du colon chez des rats (Eliakim et al., 2001). Cependant, les essais d'une
supplémentation nicotinique chez des patients RCH ont donné des résultats divergents mais
suggerent que le remplacement de la nicotine pourrait avoir un faible effet sur le cours de la maladie
(Nikfar et al., 2010). Une étude plus récente a également démontré que les cellules mononuclées de
fumeurs atteints par la MC sécrétaient moins de chimiokines et cytokines anti-inflammatoires (IL-10
par exemple) que les non-fumeurs, alors que les patients RCH n'étaient pas affectés. De plus, les
cellules de fumeurs MC étaient défectueuses pour la protection anti-inflammatoire et anti-oxydante,
notamment a cause d'une diminution de la production des protéines cytoprotectrices Hsp70
(Bergeron et al., 2012).

Appendicectomie

L'appendicectomie diminue d'environ 70% le risque de développer la RCH, en particulier chez
les patients qui ont subit une chirurgie avant leurs 20 ans (Andersson et al., 2001 ; Koutroubakis et
al., 2002 ; Koutroubakis and Vlachonikolis, 2000). A [l'inverse, l'association entre une
appendicectomie et la MC est moins claire, méme si une méta-analyse a démontré un risque
prématuré accru de développer la MC dans I'année qui suit la chirurgie, qui diminue par la suite
(Kaplan et al., 2008 ; Molodecky and Kaplan, 2010). Cependant, le fait que les patients atteints par la
MC avec une atteinte iléo-caecale ont plus souvent une appendicectomie dans les mois ou les années
précédant le diagnostic suggére que lindication chirurgicale pourrait en fait résulter d'une MC
naissante encore ignorée. Le mécanisme par lequel I'appendicectomie protege contre le
développement de la RCH n'est pas connu, mais plusieurs hypotheses ont été proposées (Molodecky
and Kaplan, 2010). En effet, I'appendice pourrait servir de réservoir de bactéries entériques et
pourrait étre impliqué dans I'échantillonnage antigénique qui régule la réponse immunologique a la
microflore intestinale. En outre, les MICI sont caractérisées par un décalage de I'équilibre vers une
réponse inflammatoire médiée par les lymphocytes Th1l dans la MC et une réponse Th2 dans la RCH.
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Une étude d'Andersson et al. suggére que |'appendicite serait médiée par les cellules Th1, ce qui peut
expliquer l'association inverse entre |'appendicite et la RCH (Andersson et al., 2003).

Hormones et AINS

Les contraceptifs oraux et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont les deux
principales classes de médicaments a avoir été intensément étudiées pour une possible relation de
cause a effet dans le développement des MICI.

Chez les femmes prenant des contraceptifs oraux, le risque de développer une MC est
environ deux a trois fois supérieur a celui des témoins, bien qu'il n'y ait aucune preuve directe d'une
relation causale (Godet et al., 1995 ; Khalili et al., 2013). Le réle néfaste des contraceptifs oraux sur le
développement de RCH a également été montré, méme s'il reste plus faible que pour la MC (Cornish
et al., 2008). Ainsi, Corrao et al. postulent que jusqu'a 7% des cas de RCH et 11% des cas de MC
pourraient étre attribués a I'utilisation de contraceptifs oraux (Corrao et al., 1998). L'hypothese pour
expliquer cet effet délétere repose sur la présence d'cestrogénes dans ces traitements puisqu'ils
agissent comme des amplificateurs immunitaires, notamment sur I'immunité humorale impliquant
les anticorps et le complément, ainsi que sur la prolifération des macrophages (Cutolo et al., 2006).
Les résultats concernant |'effet négatif de ces contraceptifs sur la sévérité de la maladie chez des
patientes atteintes de MICI sont controversés, toutefois leur utilisation a faible dose ne semble pas
affecter l'activité clinique de la maladie, au moins dans la MC (Danese et al.,, 2004). Cependant,
compte tenu de I'état d'hyper-coagulation présent dans les MICI actives, I'utilisation concomitante de
contraceptifs oraux pourrait aggraver le risque d'événements thromboemboliques (Alstead, 1999). A
I'inverse, les traitements hormonaux utilisés en période de post-ménopause sont associés a un risque
élevé de RCH, mais pas de MC (Khalili et al., 2012). Dans une étude de cohorte danoise, il a
également été montré une association entre les MICI et I'endométriose, soutenant la encore le réle
des facteurs hormonaux dans les MICI (Jess et al., 2012).

En ce qui concerne les AINS, leurs effets délétéres gastro-intestinaux sont bien reconnus. Les
AINS sont connus pour induire une rupture de la muqueuse de I'estomac, de l'intestin et du colon, et
augmentent également la perméabilité intestinale via une inhibition des cyclooxygénases, résultant
en une réduction de la production de prostaglandines (Ananthakrishnan, 2013 ; Cipolla et al., 2002).
Il a été montré chez des souris déficientes pour I'lL-10 qui développent spontanément une colite que
I'administration d'AINS entrainait une forme beaucoup plus rapide et sévere d'inflammation colique
associée au blocage des prostaglandines protectrices et a une modification de la réactivité
immunitaire dans la muqueuse (Berg et al.,, 2002). Ainsi, une étude cas-contréles a montré une
association positive entre I'utilisation d'AINS et le développement de MICI (Felder et al., 2000). Il a
également été montré que les patients MICI en rémission clinique pouvaient rechuter apres un
traitement aux AINS (Danese et al., 2004). De méme, la prise réguliére d'aspirine est associée a une
augmentation du risque de développer une MC environ six fois supérieure aux patients témoins,
mais pas pour les patients RCH (Chan et al., 2011). Le r6le néfaste des AINS sur le développement
d'une RCH a toutefois été mis en évidence dans d'autres études de cohortes (Ananthakrishnan et al.,
2012). De plus, l'augmentation du risque de maladie était plus fort chez les patients avec une
fréquence et une dose plus élevée, ainsi qu'une durée d'utilisation plus longue.
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Stress

La conviction selon laquelle le stress pourrait provoquer une MICI est populaire chez les
malades souffrant de MC et RCH, mais en réalité il est plus susceptible de moduler les manifestations
de la maladie plutot que d'étre un facteur initiateur. En effet, une augmentation de I'activité clinique
est observée durant un stress soutenu, mais pas a court terme (Levenstein et al., 2000). Les
mécanismes sous-jacents a cette exacerbation sont inconnus, mais impliquent probablement des
facteurs nerveux, endocriniens et immunitaires (Hart and Kamm, 2002).

Alimentation

Compte tenu de la localisation des MICI, une relation potentielle entre les composants du
régime alimentaire et la pathophysiologie de ces maladies a longtemps été prise en compte, et il a
été suggéré un lien par des mécanismes immunologiques entre les antigenes alimentaires et le
développement de l'inflammation intestinale (Danese et al., 2004). Cette explication logique et
attrayante est loin d'étre prouvée, et les études de ce lien sont peu nombreuses et non
convaincantes, principalement parce qu'elles ne fournissent que des preuves indirectes d'une
relation possible de cause a effet entre des facteurs diététiques spécifiques et les MICI. A titre
d'exemple, une étude récente évaluant le flux sanguin rectal et la prolifération des lymphocytes lors
de l'exposition a des aliments spécifiques (citron, lait, céréales...) a démontré une sensibilisation in
vivo et in vitro a certains antigenes alimentaires chez les patients atteints de MC (Van Den Bogaerde
et al., 2002). Les études visant a trouver une relation de causalité entre le régime alimentaire et les
MICI font face a d'importantes difficultés telles que la définition de la vraie composition de chaque
régime. Parmi les facteurs alimentaires analysés, certaines études suggérent que la consommation
de sucre raffiné pourrait étre un facteur de risque pour la MC, mais pas pour la RCH (Sonnenberg,
1988). L'apport en matiéres grasses a été associé positivement a la RCH, alors que les fruits, les
légumes et la consommation de fibres semblent diminuer le risque de MICI (Hou et al., 2011 ; Reif et
al.,, 1997). De méme, la consommation de curcumin aurait des effets bénéfiques sur les MICI, du a
son réle anti-inflammatoire et anti-oxydant (Vecchi Brumatti et al., 2014). L'allaitement a également
été montré pour avoir un role protecteur sur la survenue de MICI, notamment via l'acquisition d'une
tolérance orale a la microflore et aux antigeénes alimentaires (Klement et al., 2004). Enfin, de
nombreuses études se sont intéressées a la vitamine D, puisqu'elle est retrouvée diminuée chez les
patients MICI (Ardesia et al., 2015). De plus, des souris déficientes pour le récepteur a la vitamine D
présentent une expression accrue de cytokines inflammatoires dans le colon et sont plus sensibles
aux modeles expérimentaux de colite (Froicu et al., 2003 ; Froicu and Cantorna, 2007). Dans ce sens,
une étude a montré qu'une supplémentation en vitamine D chez des patients MC en rémission était
associée a un risque plus faible de rechute au cours des 12 mois suivants, en comparaison a ceux qui
avaient regu le placebo (Jgrgensen et al., 2010).

Concernant les oméga 3 et 6, leur impact a été étudié dans de nombreuses études dans le
but d'améliorer les symptomes des patients atteints de MICI, en raison de leurs réles pro- ou anti-
inflammatoires. La littérature suggere un réle bénéfique des oméga 3 via la production de molécules
anti-inflammatoires telles que les résolvines ou les protectines (Barbalho et al., 2016). Cependant, si
la supplémentation en oméga-3 entraine une diminution des parametres inflammatoires chez les
patients MICI, aucun effet n'a été reporté sur |'activité de la maladie ou les taux de rechute (Dixon et
al., 2015). A l'inverse, les oméga-6 sont plutdt associés a des effets pro-inflammatoires et sont
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corrélés avec un risque accru de développer une MICI (Hou et al., 2011 ; Shoda et al.,, 1996).
Cependant, I'existence de nombreux dérivés et leurs effets parfois opposés suggérent qu'il s'agirait
plutdt d'un équilibre efficace entre les oméga 3 et 6 qui permettrait le maintien de I'homéostasie
intestinale, d'ou I'importance d'étudier la production d'eicosanoides dans les MICI.

Mode de vie

Au cours des dernieres années il est devenu clair que le processus d'occidentalisation était
intimement lié a I'émergence des MICI, illustré par ce gradient Nord-Sud d'incidence des MICI, avec
une augmentation des cas de MC et RCH dans les pays les plus développés. Ces différences
s'expliqueraient notamment par une exposition plus faible a des pathogenes entériques durant
I'enfance, du fait d'une meilleure hygiéne de vie (eau potable, médication...) (Bernstein and
Shanahan, 2008 ; Shanahan and Bernstein, 2009). Cela conduirait alors a une plus grande
susceptibilité de développer une réponse immunologique inappropriée lors de |'exposition a de
nouveaux antigénes, plus tard dans la vie (Gent et al., 1994). Ainsi, il a par exemple été montré que
les MICI étaient plus répandues dans les pays développés ou l'infection a Helicobacter Pylori est
moins fréquente, une bactérie dont la colonisation est corrélée a des mauvaises installations
sanitaires (Feeney et al., 2002 ; Luther et al., 2010). Parmi les autres facteurs qui supportent cette
hypothése, on retrouve une diminution du risque de développer une MICI chez les patients vivant en
milieu rural, consommant du lait non pasteurisé ou encore vivant dans des logements avec une forte
densité de population (Bernstein et al., 2006 ; Lashner and Loftus, 2006). Il est également intéressant
de noter que les travailleurs en extérieur ont moins de risque de développer une MICI que les
travailleurs sédentaires ou ayant des occupations en intérieur (Danese et al., 2004). De nombreuses
théories ont été avancées pour expliquer ces différences, comme par exemple le retard de transit
chez les personnes les plus sédentaires associé a un temps de contact prolongé des antigénes
alimentaires avec la paroi intestinale qui pourrait entrainer une stimulation inappropriée et une
réaction inflammatoire. Enfin, certaines études se sont intéressées a l'impact de la pollution
atmosphérique des pays industrialisés sur l'incidence des MICI. Si, dans I'ensemble, I'exposition a la
pollution atmosphérique ne semblait pas avoir d'effet, il a toutefois été montré qu'une exposition au
dioxyde de souffre augmentait le risque de développer une RCH, et que le dioxyde d'azote
augmentait celui de développer une MC (Kaplan et al., 2010).

> Facteurs microbiens :

Les interactions entre le microbiote intestinal, le systeme immunitaire et les fonctions de
barriére intestinale jouent un réle clé dans la physiopathologie des MICI. Ainsi, une infection par des
agents pathogénes spécifiques et/ou une altération de la flore commensale, par exemple a la suite
d'un traitement antibiotique, pourraient entrainer une augmentation du risque de développer une
MICI (Figure 49).
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Figure 49 : Altérations des interactions héte-microbiote en conditions inflammatoires

(a) Chez les individus sains une barriére immunitaire efficace contient le microbiote dans la lumiére
intestinale et des mécanismes de 'feedback" évitent une activation excessive des réponses
immunitaires de I'héte. Les bactéries "saines" libérent des produits anti-inflammatoires et participent
a l'ajustement des réponses de I'héte et aident a prévenir les effets pro-inflammatoires de tous les
pathobiontes présents dans le microbiote. (b) Les patients immunodéficients développent
spontanément une inflammation intestinale lorsqu'ils sont exposés au microbiote. Dans la plupart des
cas, un fond génétique complexe en association avec des changements de style de vie ou des
pratiques médicales (antibiotiques, alimentation, stress, polluants, virus...) favorisent l'apparition
d'une inflammation intestinale en affectant I'équilibre immunitaire et celui du microbiote intestinal.
En particulier, le nombre d'agents pathogénes est augmenté chez ces patients, en association avec
une diminution des bactéries "saines". (Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010)

Infection par des agents pathogenes spécifiques

L'histoire des MICI est parsemée d'études rapportant l'isolement d'agents infectieux qui
pourraient étre responsables de la MC ou de la RCH. Ainsi, plusieurs microorganismes, tels que
Listeria monocytogenes, Chlamydia tracomatis, Escherichia coli, Cytomegalovirus, Saccharomyces
cerevisiae, et beaucoup d'autres, ont été proposés comme ayant un role étiologique potentiel
(Danese et al., 2004). Parmi eux, le réle de Mycobacterium paratuberculosis dans le développement
de la MC a été le centre d'une controverse majeure, puisque cette bactérie est responsable de la
maladie de Johne, une iléite granulomateuse chronique chez les ruminants qui ressemble beaucoup
a la MC. En effet, cette bactérie a initialement été retrouvée dans les tissus de patients MC, et
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pouvait étre cultivée a partir des cellules mononuclées périphériques de patients dans 50 a 100% des
cas (Chiodini et al., 1984 ; McNees et al., 2015). Cependant, les essais controlés n'ont pas montré
d'effet bénéfique de la thérapie antituberculeuse chez les patients atteints par la MC (Thomas et al.,
1998). Il a également été montré une augmentation du risque de développer une MICI trois fois
supérieure apres une gastro-entérite suite a l'infection par Salmonella ou Campylobacter, qui
s'atténue aprés la premiére année post-infection (Gradel et al., 2009).

Une étiologie virale a également été proposée comme cause des MICI, en particulier pour la
MC. La découverte de particules de type paramixovirus dans les granulomes endothéliaux de patients
atteints par la MC suggérait qu'elle pouvait étre due a une vascularite chronique provoquée par la
persistance du virus de la rougeole dans la muqueuse (Wakefield et al., 1993). Certaines données
épidémiologiques et sérologiques suggérent également une association entre l'infection périnatale
par le virus de la rougeole et la prédisposition a la MC (Ekbom et al., 1996). Cependant, il est
important de noter que le déclin progressif de I'infection par le virus de la rougeole au cours des
dernieres décennies avec |'augmentation concomitante de la MC pendant la méme période va a
I'encontre d'un réle étiologique de ce virus dans la MC. L'hypothése selon laquelle la vaccination
contre la rougeole, plutot que son infection, pourrait étre un facteur de risque de la MC a également
été soulevée, mais les études ultérieures n'ont pas confirmé cette association (Ghosh et al., 2001).

Dérégulation de la flore commensale intestinale

Au cours des vingt derniéres années, l'idée d'une étiologie microbienne due en réalité a une
altération de la flore commensale a été appuyée par de nombreuses études (Guarner and
Malagelada, 2003). Ainsi, il a été montré que I'utilisation d'antibiotiques durant les premiéres années
de la vie était plus fréquente chez les patients MICI (58%) que chez les contrdles (39%) (Shaw et al.,
2010). Cependant, il est difficile d'attribuer un roéle causal direct de I'utilisation précoce
d'antibiotiques car il est difficile d'identifier s'ils étaient utilisés pour traiter les symptomes avant le
diagnostic formel d'une MICI ou si une infection sous-jacente justifiait leur prescription, ce qui aurait
été le véritable déclencheur du développement de la maladie (Ananthakrishnan, 2013). A l'inverse, il
a été montré que l'utilisation d'antibiotiques durant la maladie améliorait I'état des patients MICI
(Wang et al., 2012). L'administration de prébiotiques (principalement des bactéries lactiques), définis
comme des aliments microbiens vivants ayant un role bénéfique en modulant I'équilibre du
microbiote intestinal, a également montré une amélioration chez les patients MICI et dans des
modeles expérimentaux de colites (Campieri and Gionchetti, 1999). De plus, il a été rapporté une
augmentation du nombre de bactéries qui composent le bio-film recouvrant I'épithélium chez les
patients MICI, et une perte de la tolérance immunitaire contre la flore entérique chez ces patients
(Duchmann et al., 1995 ; Swidsinski et al., 2002). Enfin, il a été montré dans de nombreux modéles
animaux que l'inflammation intestinale ne se développait pas lorsque les animaux étaient gardés en
conditions axéniques ("germ-free") (Peloquin and Nguyen, 2013 ; Taurog et al., 1994). L'hypothése
de l'implication d'un lien entre l'inflammation intestinale et la détection anormale de bactéries est
également appuyée par la découverte de certaines mutations génétiques dans le cas des MICI,
comme celle du gene NOD2 codant pour une protéine impliquée dans le reconnaissance bactérienne
(Girardin et al., 2003).
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d- Traitements

Le traitement des MICI se fait au cas par cas en fonction de la sévérité des symptdémes, du
site et de |'étendue des lésions ainsi que de la durée d'évolution de la maladie. Leur objectif est de
controler les poussées, de soulager la douleur et de prévenir les récidives afin d'éviter le recours a la
chirurgie.

» Traitements médicamenteux :

Les anti-inflammatoires

Les traitements anti-inflammatoires sont souvent les premiers a étre utilisés dans le
traitement des MICI : ils incluent les dérivés salicylés et les corticoides.

Les dérivés salicylés sont les plus anciens médicaments utilisés dans le traitement des MICI,
le premier étant la sulfasalazine qui consiste en 5-ASA (acide 5-aminosalicyclique ou mésalamine)
couplé a la sulfapyridine par une liaison azoique, mais de nombreux autres dérivés sont également
utilisés. Une fois dans le colon, cette liaison est clivée par les azoréductases bactériennes et libere le
5-ASA et la sulfapyridine, alors qu'il est rapidement absorbé dans le gréle et éliminé dans les selles ou
par voie hépatique. Ainsi ces dérivés sont majoritairement utilisés dans le cas de la RCH du a leur
effet thérapeutique local au niveau du colon, et constituent le traitement majeur pour le maintien en
rémission des formes quiescentes. Leur mécanisme d'action implique une inhibition de la production
des cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a, une inhibition de la voie des lipoxygénases, une
élimination des radicaux libres et des oxydants ainsi qu'une inhibition de la voie NFkB (Barnes and
Karin, 1997 ; Pithadia and Jain, 2011).

Les corticoides peuvent étre utilisés en association avec les dérivés salicylés et représentent
le traitement de référence durant les poussées inflammatoires d'intensité moyenne a sévere. lls
peuvent étre administrés oralement, sous forme de lavements ou par voie systémique. Les
corticoides suppriment I'inflammation en bloquant les premieres manifestations de I'inflammation, y
compris l'augmentation de la perméabilité vasculaire, la vasodilatation et l'infiltration par les
neutrophiles, ainsi que les conséquences ultérieures de l'inflammation telle que I'activation des
fibroblastes, la prolifération vasculaire et le dépdét de collagene. lls influencent également les
réponses immunologiques telles que les réponses des lymphocytes T aux antigenes, diminuent la
production de cytokines inflammatoires et interferent avec la production de NFkB, bloquant ainsi la
réaction inflammatoire (Ito et al., 2006 ; Triantafillidis, 2011). Les corticoides classiques induisent de
nombreux effets secondaires, mais la recherche a permis la mise au point d'un corticoide de
synthése, le budésonide, ayant des effets systémiques limités. Cependant, environ 1/3 des patients
ne répondent pas a ce traitement et sont considérés comme stéroides-résistants, méme si les
mécanismes impliqués sont encore flous (Pithadia and Jain, 2011).

Les immunosuppresseurs

Les immunosuppresseurs occupent aujourd'hui une place importante dans le traitement des
MICI, puisqu'on estime que prés de 56% des patients sont actuellement traités par ces molécules.
Ces médicaments réduisent également l'inflammation, mais plutét via un ciblage du systeme
immunitaire en inhibant par exemple la prolifération et I'activation des lymphocytes (Triantafillidis,
2011). On retrouve ainsi des molécules comme I'azathioprine et son dérivé la 6-mercaptopurine qui
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sont des analogues de purines inhibant la prolifération des lymphocytes ainsi que la synthése de
molécules pro-inflammatoires et d'anticorps. Les patients atteints par la MC qui ne répondent pas a
ces différents médicaments peuvent également étre traités par du metothrexate afin d'induire ou de
maintenir une rémission (Hendrickson et al., 2002). En effet, cet anti-métabolite induit une inhibition
de I'activation des lymphocytes T et de I'expression de molécules d'adhésion (Johnston et al., 2005).
Concernant la cyclosporine elle est majoritairement utilisée dans le cas de la RCH, principalement
lors de poussées inflammatoires séveres, et inhibe la transcription de génes codant pour des
cytokines inflammatoires dans les lymphocytes T activés (D’Haens et al., 2001 ; Matsuda and Koyasu,
2000).

Parmi les immunosuppresseurs on retrouve également les anti-TNFa tels que l'infliximab ou
I'adalimumab utilisés dans le traitement de la MC et de la RCH, ou encore le golimumab utilisé pour
traiter la RCH. En effet, une production accrue de TNFa est retrouvée chez les patients MICI, et une
inhibition de cette cytokine par ces anticorps monoclonaux s'est révélée étre une stratégie de
traitement efficace (Pithadia and Jain, 2011). Ainsi, leur utilisation limite les recours a la chirurgie,
permet une cicatrisation de la muqueuse et améliore la qualité de vie des patients en plus
d'entrainer une rémission de la maladie chez environ un tiers des patients apres un an de traitement.
Toutefois, il est important de noter que certains patients ne peuvent pas prendre ce type de thérapie
biologique, notamment ceux ayant eu la tuberculose, une infection fongique ou encore I'hépatite B,
a cause d'une possible réactivation.

Autres

Les antibiotiques a large spectre tel que le metronidazole sont notamment utilisés lors des
poussées d'intensité légére a modérée, en particulier chez les patients avec une atteinte péri-anale
et lors de complications infectieuses (Hendrickson et al., 2002). L'administration de probiotiques afin
d'améliorer I'équilibre microbien semble également prometteuse pour la prise en charge des
patients MICI. De nouveaux traitements émergents font aussi leur apparition, en partie du au fait que
certains patients ne répondent pas ou plus aux traitements existants (Triantafillidis, 2011). Parmi eux
on retrouve des molécules anti-adhésion (anti-intégrines) qui empéchent le recrutement de cellules
immunitaires depuis la circulation sanguine, ainsi que des anticorps bloquants le récepteur de I'lL-6
afin de bloquer les effets inflammatoires de cette cytokine. De méme, des facteurs stimulant les
réponses immunitaires innées ainsi que des facteurs de croissance peuvent étre utilisés afin de
moduler l'inflammation intestinale et la réparation de la muqueuse.

» Mesures hygiéno-diététiques :

Outre les traitements médicamenteux, un certain nombre de mesures diététiques et de
changements dans le mode de vie peuvent permettre une amélioration des symptomes et diminuer
le risque de rechutes. Ainsi, une alimentation pauvre en graisses et en sucres est associée a des effets
bénéfiques chez certains patients MICI. La consommation d'alcool, de plats épicés ou encore de
caféine peut également aggraver les symptomes. De plus, du fait des nombreuses carences
engendrées par une malabsorption chez ces patients, une supplémentation en fer, en calcium et en
vitamines B12 et D peut étre prescrite. Une nutrition parentérale peut également étre réalisée
durant les poussées inflammatoires aiglies afin de limiter les stimuli de la muqueuse tout en
permettant un apport en nutriments efficace (Rajendran, 2010). Les prébiotiques, des sucres non
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digestibles qui stimulent la croissance de bactéries particulieres de la microflore, ont montré leur
effet bénéfique sur les fonctions entériques (Damaskos and Kolios, 2008). Enfin, pour les patients
atteints d'une MC, le sevrage tabagique fait partie intégrante du traitement. De plus, l'activité
physique est conseillée et une réduction du stress, souvent a l'origine d'une exacerbation des
symptomes, permet une meilleure gestion de la maladie par les patients.

» Traitement chirurgical :

Malgré ces avancées thérapeutiques, 70 a 80% des patients avec une MC et 30 a 40% des
patients avec une RCH ont recours a la chirurgie durant leur vie (Hancock and Mortensen, 2008).
Pour les patients atteints par la RCH, la chirurgie est curative et est indiquée lors d'un échec de la
prise en charge médicale, de complications aiglies telles qu'une colite fulminante, de perforations, de
saignements séveres ou encore d'affections chroniques telles que le développement d'un cancer
(Ferrari et al., 2016). Dans ce cas, la chirurgie consiste le plus souvent en une colectomie abdominale
totale (ablation du colon et du rectum) avec une iléostomie terminale qui va permettre le raccord de
I'intestin gréle a la paroi abdominale afin de recueillir a I'extérieur le contenu du transit intestinal
(Cohen et al., 2005). Chez les patients atteints par la MC, la chirurgie n'est pas curative mais est
nécessaire lorsque la thérapie médicale est incapable de contréler les symptémes ou lors de
complications comme des fistules, des abcés ou des sténoses (Gardiner and Dasari, 2007). Elle
dépend de la localisation de la maladie mais conduit généralement a la résection du segment
intestinal malade suivie d'une anastomose afin de reconnecter les deux extrémités intestinales.
D'autres options sont également possibles telles qu'un contournement intestinal, la création d'une
iléostomie ou encore une stricturoplastie qui consiste en une plastie d'élargissement des sténoses
(Hwang, 2008).

e- Modéles expérimentaux

Schématiquement, les modeles animaux de MICI peuvent étre classés dans différentes
catégories selon le mode d'induction de l'inflammation intestinale (Neurath, 2012) (Figure 50). Ainsi,
on retrouve des modeles spontanés, comme le Cotton Top Tamarin qui est un primate de Nouvelle
Zélande développant spontanément une colite ulcéreuse trés proche des caractéristiques
histologiques de la RCH. De nombreuses études utilisent plutot des modeles de colites induits
chimiqguement avec des agents comme le DSS (Dextran Sodium Sulfate), le TNBS
(Trinitrobenzenesulfonic acid) ou encore I'acide acétique. Ces modeéles ont I'avantage de créer une
inflammation dans des souches de souris consanguines avec un systéme immunitaire normal. Il
existe également des modeles de transfert adoptif ou les cellules T CD4+ ou CD8+ sont transférées a
des souches de souris immunodéprimées telles que les souris KO RAG ou SCID. Le modele
prototypique de ce groupe est le modéle dit CD4+CD45RBhigh dans lequel des cellules T naives sont
transférées a des souris immunodéficientes. Ce modele a I'avantage d'avoir une grande
reproductibilité dans l'induction d'une inflammation chronique dépendante des lymphocytes T.
Enfin, il existe des modéles génétiqguement modifiés comprenant des souris transgéniques et des
souris avec un KO conditionnel ou avec une délétion générale. En exemple, on retrouve notamment
les souris transgéniques IL-7 et STAT4, les souris avec un KO conditionnel LysMCre STAT3 ou encore
les souris KO IL-10.
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Spontanecus models Genetically engineered (knockout mice)
Cotton-top tamarin STATS (LysMCre conditional KO
SAMPL/Yit TGFRE-1
C3H/HelBir mouse substrain ITE

Chemically-induced models IL-2/IL-2R
[DSS, AOM/S1SS IL-10
Oxazolone TNFDARE
THBS (DNEBES) TCRa/p
Peptidoglycan polysaccharide Caspase-8 (I1EC specific)

Immune complex FADD (1EC specific)
Indomtethacin NEMO (IEC specific)
Carrageenan i

Acetic acid Keratin-8
Cyclosporin A Mdrla

Crenetically engineered models (transgenic animals) CRF2-4
STAT4 transgenic (CMV promaoter) WASP
IL-7 transgenic (SR promoter) XEBP-1
HLA-B27/R;-microglobulin transgenic Tbet{={=)RAGH=/=TRUC)
HSV-thymidine kinase (GFAP astroglia-specific promoter) T cell transfer models
N-cadherin dominant negative CI45RB-high cells into RAGYSCID mice
Gp39 overexpression CD62L-high cells into RAG/SCID mice
TGF-RI dominant negative (villin [EC-specific promoter) CD45RE cells transfer into Tge26

Hepa0 CDE+ T cells

Figure 50 : Les principaux modéles animaux de MICI (D'aprés Neurath, 2012)

Bien qu'aucun de ces modeles ne refléte exactement tous les aspects des MICI chez 'Homme
(par exemple les poussées spontanées de la maladie), ils ont toutefois permis la découverte de la
plupart des principes clés de la pathogénese des MICI (Neurath, 2012). lls ont ainsi permis de mettre
en évidence que des modifications génétiques influencaient fortement le développement d'une
inflammation chronique intestinale. De plus, ils ont permis de mettre en évidence qu'une altération
de la BEI semblait concourir a I'inflammation, et plus particulierement des altérations des propriétés
de protection, de perméabilité et de réparation, détaillées ci-apres.

3) Altérations de la barriere épithéliale intestinale

Une des caractéristiques des MICI est un défaut des fonctions de la BEI qui peut affecter
différents mécanismes de protection. Une altération des mécanismes immunitaires innés pour la
défense de I'épithélium ainsi qu'une augmentation de la perméabilité intestinale en association avec
un défaut de réparation entrainent alors des réactions immunitaires excessives, conduisant a une
inflammation chronique chez ces patients.

a- Défaut de protection

Il est désormais admis que la communauté microbienne intestinale semble étre fortement
impliquée dans la pathogénése des MICI. Des études montrant une augmentation du marquage de
bactéries associées a la surface de la muqueuse et de bactéries intracellulaires chez ces patients
confirment une déficience dans les mécanismes de protection de I'épithélium (Kleessen et al., 2002 ;
Swidsinski et al., 2009). Ainsi, chez les patients MICI, une altération des mécanismes innés de
protection semblent étre impliquée dans le développement de I'inflammation chronique (Figure 51).
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Functional barrier T Mucus L Barrier defect

Tolerant Dysregulated
immune response immune response
Epithelium T TGF-B, IL-33, TSLP, BAFF, APRIL ! Epithelium TIL-8, IL-1
CD103"DCs T TGF-, retinoic acid : DCs TIL-12, IL-23
T”dg cells TIL-10, TGF-B : Tyt cells T IFN-y
RORyt* ILCs T IL-22 : T-bet” ILCs TIFN-y
Macrophages T IL-10 : T,17 cells TIL-17A
B cells T Commensal-specific 1gA : Macrophages TTNF, IL-12
! B cells T Commensal-specific 1gG

Figure 51 : Altérations des mécanismes innés de protection de la BEl conduisant a une
inflammation chronique

Lorsque la BEI est fonctionnelle on retrouve des quantités normales de mucus, de peptides anti-
microbiens (AMP), d'immunoglobulines (IgA) et de PRR (Pattern Recognition Receptor). Le systéme
immunitaire dirige une réponse tournée vers la tolérance du microbiote. Les PAMPs (Pathogens
Associated Molecular Patterns) stimulent la sécrétion épithéliale de TGFB, d'IL-33, de TSLP, de BAFF
ou encore d'APRIL afin d'améliorer la réponse immunitaire tolérogéne au microbiote. Les cellules
dendritiques CD103+ aident au développement de cellules Treg qui produisent de I'lL-10 et du TGF8.
Elles vont également promouvoir la sécrétion d'IgA spécifiques des bactéries commensales. L'intégrité
épithéliale est également augmentée par la sécrétion d'IL-22. En conditions inflammatoires comme
dans le cas des MICI, les mécanismes de protection innés sont altérés et entrainent une BEIl
défectueuse. Le systéme immunitaire dirige alors une réponse pro-inflammatoire afin d'éliminer les
bactéries envahissantes. En cas de dysbiose, I'épithélium sécrete de I'IL-6 et de I'IL-1. La sécrétion d'IL-
12 et d'IL-23 par les cellules dendritiques et les macrophages favorise les réponses Thl et Th17 qui
vont sécréter de forts taux d'IFNy. (Brown et al., 2013)

Des variations dans |'épaisseur, la continuité ou encore dans la composition de la couche de
mucus ont été rapportées chez les patients MICI, en particulier dans le cas de la RCH. Ainsi, il a été
montré que |'épaisseur de mucus était plus fine chez ces patients, et présentait un aspect discontinu
(Pullan et al., 1994). De plus, une diminution de la concentration en phosphatidylcholine et une
réduction d'une fraction spécifique de glycoprotéines de mucines dans la muqueuse colique ont
également été rapportées (Braun et al., 2009 ; Podolsky and Isselbacher, 1984 ; Tysk et al., 1991).
Une réduction de la sulfation des mucines est aussi observée, les sulfates conférant une charge
négative aux mucines et augmentant leur résistance contre la dégradation enzymatique par les
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bactéries (Raouf et al., 1992). La déplétion de mucine 2 dans un modele génétique de souris MUC2-/-
induit d'ailleurs une colite spontanée (Van der Sluis et al., 2006). Une dérégulation de la voie Notch
est également décrite dans le contexte de la RCH, conduisant a une déplétion des cellules de Goblet
productrices de mucus (Zheng et al., 2011).

Les patients MICI présentent une expression anormale de peptides anti-microbiens
(Wehkamp et al., 2007). En particulier, une réduction de l'activité anti-microbienne a été retrouvée
dans la muqueuse intestinale de patients MC avec une diminution de la production d'a-défensines
par les cellules de Paneth, en association avec des mutations du genes NOD2 (Wehkamp et al., 2004).
De nombreux autres peptides anti-microbiens ont été décrits pour étre réduits dans les MICI, tels
gue des B-défensines ou des cathélicidines (Fahlgren et al., 2004 ; Schauber et al., 2006 ; Wehkamp
et al., 2003). Chez ces patients, une augmentation de la production d'lgG plutét que d'IgA spécifiques
des bactéries commensales est également décrite (Macpherson et al., 1996).

Des altérations dans la reconnaissance des pathogenes par des PRR (Pathogen Recognition
Receptor) semblent également impliquées dans la pathogénése des MICI. En particulier, des
mutations du géne NOD2/CARD15 codant pour un PRR sont associées a une augmentation de la
susceptibilité a développer une MICI. De méme, les animaux NOD2-/- développent plus facilement
une infection bactérienne et ont une production diminuée d'a-défensines par les cellules de Paneth
(Kobayashi et al., 2005). De plus, une augmentation de I'expression des TLR2 et 4 est observée dans
la muqueuse enflammée de patients MICI, qui reconnaissent respectivement les peptidoglycanes et
le LPS bactérien (Szebeni et al., 2008). Ces altérations pourraient ainsi compromettre la capacité des
CEl a distinguer les bactéries commensales et pathogénes ou amplifier des réponses immunitaires
non appropriées. Enfin, il a été montré que la souche E coli invasive adhérente (AIEC) adhérait aux
entérocytes isolés de patients MC mais pas de patients contréles, grace a I'expression épithéliale de
la molécule d'adhésion CEACAMG6 (Barnich et al., 2007).

Plus récemment, I'implication dans les MICI du stress du réticulum endoplasmique (RE) et de
la réponse aux protéines mal repliées (UPR : unfolded protein response) a été le sujet de nombreuses
études. En particulier, des souris IRE1B -/-, déficientes pour un transducteur du stress du RE, sont
plus sensibles a l'induction d'une colite (Bertolotti et al., 2001). De méme, la délétion épithéliale de
XBP1, un facteur de transcription impliqué dans la réponse du stress du RE, augmente ce stress ainsi
gue l'inflammation intestinale spontanée mais aussi la sensibilité a l'induction d'une colite. Chez ces
souris, les cellules de Paneth sont absentes et le nombre de cellules de Goblet est réduit dans
I'intestin gréle, résultant en une diminution de la sécrétion de mucus et de peptides anti-microbiens
(Kaser et al., 2008). Il a également été montré qu'une protéine chaperonne de la réponse au stress
retrouvée dans le RE, la protéine Gp96, était surexprimée a la surface apicale des CEl chez les
patients MC, et était utilisée comme récepteur par la souche AIEC afin de permettre son invasion
(Rolhion et al., 2010).

Enfin, il a été montré une altération des processus d'autophagie, impliqués dans
I'homéostasie cellulaire mais aussi dans la protection anti-bactérienne en éliminant les pathogenes
intracellulaires (Noda and Yoshimori, 2009). Ainsi, plusieurs génes de susceptibilité ont été mis en
évidence dans les MICI, notamment ATG16L1 et IRGM, qui conduisent a des défaut d'exocytose des
granules des cellules de Paneth et sont associés a des défaut d'autophagie (Hampe et al., 2007 ;
Parkes et al., 2007). De plus, il a été montré que les PRR NOD1 et NOD2 induisaient I'autophagie de
bactéries invasives en recrutant ATG16L1 a la membrane plasmique au niveau du site d'entrée de la
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bactérie (Travassos et al., 2010). Le fait qu'une mutation des génes codant pour ces protéines soit
retrouvée chez certains patients MICI suggere ainsi une implication d'un défaut de reconnaissance et
d'élimination des bactéries dans la pathogénese des MICI.

b- Défaut de perméabilité

Outre le role central des CEl dans le maintien des fonctions de barriére grace a une activation
précoce des mécanismes immunitaires innés, I'épithélium constitue également une couche
imperméable empéchant le passage de pathogenes et de molécules nocives. Une perturbation de
cette barriére, entrainant une augmentation de la perméabilité intestinale, peut induire une hyper-
activation du systéme immunitaire et une inflammation intestinale chronique (Pastorelli et al., 2013).
Depuis 1972, il a été postulé qu'un défaut primaire de perméabilité intestinale pourrait conduire au
développement d'une inflammation persistante, comme c'est le cas dans les MICI (Shorter et al.,
1972). Ainsi, au début des années 80, il a été reporté une augmentation de la perméabilité intestinale
chez des enfants atteints d'une MC active (Pearson et al., 1982). Depuis, cette augmentation de
perméabilité a été observée chez de nombreux patients MC et RCH (Arslan et al., 2001 ; Meddings et
al.,, 1994 ; Welcker et al.,, 2004). De plus, plusieurs études ont rapporté une augmentation de
perméabilité pas seulement chez les patients MICI, mais également dans un sous-ensemble de leurs
parents au premier degré, suggérant que cette perméabilité accrue pourrait étre un facteur primaire
dans la pathogénése de la maladie, précédant le développement de l'inflammation (Hollander et al.,
1986 ; May et al, 1993). Des études animales supportent également une tendance au
développement de l'inflammation au niveau des zones intestinales ayant une perméabilité accrue,
avec une augmentation de cette perméabilité qui précederait le début de l'inflammation (Madsen et
al., 1999). Le fait qu'une augmentation de la perméabilité intestinale soit retrouvée chez les époux de
patients MC suggere également une implication de facteurs environnementaux sur ces altérations
(Breslin et al.,, 2001 ; Soderholm et al., 1999). Cette augmentation de perméabilité semble
majoritairement due a une altération des jonctions serrées ainsi qu'a une augmentation de
I'apoptose épithéliale (Figure 52).

In vitro, le traitement avec des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF ou I'IFNy est
connu pour induire une rupture des jonctions serrées, par exemple via une endocytose des protéines
occludine ou JAM-A (Bruewer et al.,, 2003 and 2005 ; Utech et al.,, 2005 ; Wang et al., 2005).
L'induction chimique d'une colite représente le modele animal le plus utilisé pour induire une
inflammation intestinale. Ainsi la colite au DSS (Dextran Sodium Sulfate) endommage directement
|'épithélium colique entrainant une perturbation de la continuité de la BEIl et augmentant ainsi la
translocation de bactéries ou d'antigenes luminaux qui seront reconnus par le systéme immunitaire
de la muqueuse intestinale (Okayasu et al., 1990). Les souris exposées au DSS développent une
augmentation de la perméabilité avant |'apparition de l'inflammation colique, et plusieurs
changements dans I'assemblage des protéines des jonctions serrées se produisent pendant le stade
pré-inflammatoire de ce modéle, comme la perte compléte de l'expression de ZO-1 ou encore
I'augmentation de l'expression de la claudine-1 (Poritz et al., 2007). De la méme maniere, une
délétion du géne codant pour la protéine transmembranaire JAM-A entraine une augmentation de la
perméabilité épithéliale colique due a une augmentation des claudines 10 et 15 capables former des
pores (Laukoetter et al., 2007). Chez les patients MC, une réduction de I'expression des protéines des
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jonctions serrées occludine et claudines 5 et 8 a été détectée (Zeissig et al., 2007). De plus, la
claudine-2 est capable de former des pores sélectifs, et son expression est retrouvée augmentée
chez ces patients, conduisant a une augmentation de la perméabilité paracellulaire. Cette
augmentation est d'ailleurs probablement impliquée dans les diarrhées chez ces patients, a cause
d'une augmentation du passage de cations (Amasheh et al., 2002). Dans la RCH, la claudine-2 est
également augmentée alors que l'occludine et les claudines 1 et 4 sont diminuées (Heller et al.,
2005). Une diminution de l'expression de la protéine JAM-A est également retrouvée chez les
patients MICI (Vetrano et al., 2008). De la méme maniere, I'lL-13 est retrouvée augmentée chez les
patients RCH et semble jouer un réle néfaste sur la BEl puisqu'elle diminue la résistance
transépithéliale et augmente l|'expression de claudine-2 (Heller et al., 2005). Enfin, la MLCK
phosphoryle la MLC et est impliquée dans l'ouverture des jonctions serrées en induisant une
contraction du cytosquelette d'actine et myosine. Il a été montré que le TNFa et I'lFNy augmentaient
|'expression de la MLCK, conduisant a une augmentation de la perméabilité paracellulaire in vitro
(Wang et al., 2005). Une étude a également montré qu'une activation de la MLCK augmentait la
perméabilité paracellulaire aux macromolécules non chargées, mais qu'elle pourrait aussi déclencher
la synthese d'IL-13 et I'augmentation de I'expression de claudine 2 associée (Weber et al., 2010). Or
I'activité de la MLCK est retrouvée augmentée chez les patients MICI (Blair et al., 2006).

De la méme maniere, des souris génétiquement modifiées pour exprimer une N-cadhérine
dominante négative spécifiquement dans les CEl de l'intestin gréle développent spontanément un
phénotype ressemblant a une MC (Hermiston and Gordon, 1995). Les cadhérines, associées aux
caténines, sont le principal constituant des jonctions adhérentes qui maintiennent les cellules entre
elles et sont associées au cytosquelette d'actine (Pastorelli et al., 2013). Chez ces souris, I'expression
modifiée de la N-cadhérine interfere avec I'E-cadhérine et conduit a des ruptures de la BEl et a la
génération de Ilésions inflammatoires. Les souris mutantes pour la N-cadhérine démontrent
également une prolifération et une migration épithéliale aberrante ainsi qu'une augmentation de la
mort cellulaire programmée dans les cryptes intestinales qui peuvent conduire a la formation
d'adénome. Des souris déficientes en p120-caténine épithéliale, un régulateur cytoplasmique direct
de I'expression et de la fonction de la E-cadherine, montrent également un phénotype similaire aux
souris N-cadhérine dominantes négatives (Smalley-Freed et al., 2010). Le gene codant pour la E-
cadhérine (CDH1) a d'ailleurs été identifié comme un géne de susceptibilité a développer une RCH
(UK IBD Genetics Consortium et al., 2009).

Une augmentation de l'apoptose épithéliale résulte également en une augmentation de la
perméabilité intestinale (Arrieta, 2006). Notamment, il a été montré chez des rats que I'induction de
I’apoptose des cellules épithéliales intestinales se produisait de facon simultanée a I'augmentation
de la perméabilité de la BEI (Sun et al., 1998). De la méme maniére, I'induction de la voie extrinseque
de I'apoptose sur une lignée cellulaire de CEl par un ligand du récepteur de mort Fas était associée a
une diminution de la résistance transépithéliale et a 'augmentation de la perméabilité aux petites
molécules (Abreu et al., 2000). Plusieurs études ont déja montré une augmentation de I'apoptose
des CEl chez les patients MICI, et suggerent un role central de sa dérégulation dans les altérations de
la muqueuse observées chez ces patients (Di Sabatino et al., 2003 ; Iwamoto et al., 1996 ; Ruemmele
et al., 2002 ; Sipos et al., 2005). A I'aide d'une endomicroscopie laser confocale il a également été
montré une augmentation du nombre de trous dans la muqueuse de patients atteints par la MC
(Goetz and Kiesslich, 2010 ; Kiesslich et al., 2007). Une étude avait montré que I'inflammation colique
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chez les patients MICI ou chez des souris avec une colite induite au DSS semblait induire I'apoptose
des CEIl via la voie intrinseque, puisque dans les deux cas on retrouvait une augmentation des
protéines p53 et PUMA (Dirisina et al.,, 2011). Enfin, I'lL-13 augmentée chez les patients RCH
augmente également |'apoptose des CEl (Heller et al., 2005).
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Figure 52 : Dérégulation du contréle de la perméabilité paracellulaire dans les MICI

c- Défaut de réparation

En condition physiologique, le renouvellement continu des CEl contribue au maintien des
fonctions de la BEIl en reconstituant la couche épithéliale avec de nouvelles cellules afin de permettre
une réparation rapide. Chez les patients MICI, des dommages épithéliaux sont fréqguemment
observés dans les Iésions de la muqueuse, et une rémission compléte nécessite a la fois la disparition
de l'inflammation et la réparation de I'épithélium endommagé (Fiorino et al., 2011 ; Okamoto and
Watanabe, 2005). De plus, des dysfonctions locales de la BEI identifiées par endomicroscopie laser
confocale sont prédictives de rechutes chez ces patients (Kiesslich et al., 2012).
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Ainsi I'inflammation semble jouer un role néfaste sur les processus de réparation, puisque le
TNFa, retrouvé augmenté chez ces patients, provoque une desquamation de la BEI (Watson and
Hughes, 2012). De méme, des niveaux supérieurs d'IL-13 sont retrouvés chez les patients RCH, et il a
été montré que cette cytokine diminuait la vitesse de restitution épithéliale (Heller et al., 2005). Les
études GWAS ont également permis de mettre en évidence de nombreux génes de susceptibilité
impliqués dans le développement des MICI. Parmi eux, on retrouve des génes codant pour des
protéines STAT et il a notamment été montré une diminution de I'activité de STATS dans les CEl de
colons enflammés de patients MC, connue pour diminuer l'activité inflammatoire de NFkB et
favoriser la réparation épithéliale (Gilbert et al., 2012).

Enfin, chez les patients MICI, il a été montré que la localisation de RhoA était déplacée vers le
cytosol des CEl et que l'inflammation entrainait une altération de la signalisation de RhoA qui n'était
alors plus activée. Une délétion épithéliale génétique de RhoA chez des souris provoquait des
altérations cytosquelettiques et une altération de I'élimination des cellules entrainant une perte
d'intégrité épithéliale conduisant a une inflammation intestinale (Lopez-Posadas et al., 2016). Il est
toutefois important de noter qu'une activation de RhoA est également rapportée dans de nombreux
cancers, tel que le cancer colorectal ou RhoA promeut l'invasion des ganglions et des vaisseaux
sanguins, associée a une diminution de la survie des patients (Jeong et al., 2016). Ainsi, I'utilisation a
long terme de statines, connues pour inhiber RhoA, permet de réduire le risque de développer un
cancer colorectal chez les patients MICI (Sebastian et al., 2014). Cependant deux rapports de cas ont
montré que l'utilisation de statines pouvait entrainer le développement d'une colite semblable a une
RCH, et le méme type de résultat a été observé dans des modeles expérimentaux (Jahovic et al., 2006
; Mukhopadhya et al., 2008 ; Rea, 2002). L'implication de RhoA dans I'noméostasie intestinale ne
semble donc pas aussi claire qu'on peut le penser, et suggere qu'un déséquilibre de sa régulation,
soit via une augmentation de son activité, soit via une diminution, pourrait entrainer des effets
néfastes conduisant a une inflammation.

Ainsi, une diminution des fonctions de protection assurées par les CEl en conditions
physiologiques, associée a des perturbations de l'intégrité des jonctions intercellulaires et a une
augmentation de l'apoptose épithéliale conduit a des altérations des mécanismes contrélant la
perméabilité et la réparation de la BEl. Chez les patients MICI, ces défauts contribuent au
développement et a l'entretien de l'inflammation et des stratégies visant a renforcer la BEI
représentent ainsi une piste thérapeutique majeure dans ces pathologies.

4) Altérations du systéme nerveux entérique

a- Altérations neuronales

Les patients MICI présentent des symptémes qui suggerent une perturbation des fonctions
intestinales, telles que des changements sensori-moteurs ou des altérations de sécrétion (Figure 53).
Ces anomalies illustrent I'impact de l'inflammation sur la signalisation neuronale. Schématiquement,
les modifications neuronales liées a lI'inflammation peuvent étre classées en deux groupes : celles qui
alterent la morphologie structurale et celles qui alterent la neurotransmission entérique (Lakhan and
Kirchgessner, 2010).
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Figure 53 : Neuroplasticité des neurones entériques pendant et apres une inflammation intestinale
L'inflammation entraine des altérations de motilité et de sécrétion intestinale, associées a des
modifications neuronales au niveau des plexus sous muqueux et myentérique. Au niveau du plexus
myentérique l'inflammation provoque une perte rapide des neurones entériques et des neurones
sensitifs viscéraux. Parmi les neurones restants, les neurones AH deviennent hyperexcitables et la
communication synaptique entre eux est facilitée. Ces altérations persistent méme apres la résolution
de l'inflammation. (Brierley and Linden, 2014)

> Altérations morphologiques et perte neuronale :

De nombreuses études ont décrit des changements structurels neuronaux chez les patients
MICI, avec une augmentation de la dégénérescence neuronale (De Giorgio et al., 2004 ; Geboes and
Collins, 1998). En particulier, une augmentation de la taille (hypertrophie) des faisceaux nerveux ainsi
gu'une augmentation de leur nombre (hyperplasie) est retrouvée chez ces patients (Villanacci et al.,
2008). L'hypertrophie et I'nyperplasie du tronc nerveux ont été principalement rapportées dans la
mugqueuse, la sous-muqueuse et le plexus myentérique dans l'iléon ou le colon de patients MC, et ces
anomalies structurelles semblent associées a I'étendue de l'infiltration inflammatoire. Des anomalies
de la muqueuse et de la sous-muqueuse sont retrouvées moins fréquemment chez les patients RCH.
Cette augmentation de la densité neuronale au niveau des zones enflammées pourrait contribuer a
I'intensité de l'inflammation, et il a été montré qu'une hyperplasie neuronale pouvait étre un facteur
de prédisposition au développement d'une inflammation de la muqueuse chez des nouveaux-nés
(Margolis et al., 2011 ; Mya et al., 1994).

Une dégénérescence et une nécrose des prolongements nerveux accompagnent
généralement ces changements structurels. En effet, chez les patients MICI, on retrouve des axones
enflés mais vides, remplis de grandes vacuoles liées a la membrane, avec des mitochondries enflées
et une augmentation de la concentration en neurofibrilles (Vasina et al., 2006). Ces altérations sont
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retrouvées a la fois dans les zones lésées et non lésées chez les patients MC (Oehmichen and
Reifferscheid, 1977 ; Villanacci et al.,, 2008). Des résultats similaires ont été observés dans des
modeles animaux d'inflammation intestinale. Par exemple, une diminution du nombre de neurones
myentériques par ganglion d'environ 20% est observée apreés l'induction d'une colite au TNBS chez le
cochon d'inde (Linden et al., 2005). Cette perte neuronale persiste jusqu'a 56 jours aprés que
I'inflammation soit résolue, mais aucun sous-type particulier de neurones ne semble majoritairement
affecté, suggérant une perte neuronale indiscriminée qui se produit en début de colite. Cependant,
une perte d'environ 80% des neurones sensitifs viscéraux (ayant leurs corps cellulaires dans les
plexus myentériques mais avec des prolongements vers le systéme nerveux extrinséque) est
également observée dans les zones inflammatoires dans ce modele (Linden, 2012). A l'inverse, une
fois l'injure neurotoxique terminée, une rapide régénérescence des axones des neurones survivants
est observée. Le méme type de résultat a été observé chez le rat aprés l'induction d'une colite, avec
une perte neuronale myentérique observée des 48h et qui persiste jusqu'a 35 jours (Sanovic et al.,
1999 ; Sarnelli et al., 2009).

Le mécanisme d'induction de la mort neuronale dans ces modeéles reste inconnu, mais la
perte neuronale est associée a |'apparition d'infiltrats d'éosinophiles et de neutrophiles dans les
ganglions myentériques, suggérant un role du systeme immunitaire. Des plexites, correspondant a
I'infiltrat de cellules inflammatoires, sont également retrouvées chez les patients MICI au niveau des
plexus sous-muqueux et myentérique (Brierley and Linden, 2014). Ces plexites sont également
retrouvées au niveau de segments intestinaux histologiquement sains, et sont prédictifs de rechutes
dans le cas de la MC (Ferrante et al., 2006 ; Sokol et al., 2009). Chez les patients MICI, les effets
bénéfiques des dérivés salicylés et des corticostéroides ont notamment été attribués a leur capacité
a inhiber la formation d'espéces réactives de I'oxygéne produites par les neutrophiles et a réduire
leur infiltration, respectivement (Cronstein et al., 1992 ; Yamada et al., 1990).

> Altérations fonctionnelles :

Outre les modifications morphologiques, l'inflammation induit également des changements
de I'expression de neurotransmetteurs et de leurs récepteurs au niveau des synapses. Les messagers
chimiques impliqués dans les MICI incluent des neuropeptides et des petites molécules comme la
sérotonine (5-HT) ou I'Ach (Margolis and Gershon, 2009). Au niveau de l'intestin des rongeurs,
I'inflammation affecte de facon majeure les neurones cholinergiques, entrainant une diminution de
la libération d'Ach (Collins et al., 1992). Cela pourrait étre du a des changements d'expression des
protéines des vésicules synaptiques qui sont nécessaires a la libération de neurotransmetteurs. La 5-
HT, un neurotransmetteur connu pour étre impliqué dans l'activité péristaltique, a été reconnu
comme un neurotransmetteur pro-inflammatoire et il a été montré que sa production par les cellules
entérochromaffine de patients RCH était diminuée (Coates et al., 2004). Des concentrations élevées
de SP, un neurotransmetteur pro-inflammatoire, ont été retrouvées dans le colon et le rectum de
patients MICI, avec une augmentation massive dans le plexus myentérique de colon de patients RCH
impliquant le passage d'une innervation majoritairement cholinergique a une innervation SP plus
étendue (Bernstein et al., 1993 ; Neunlist et al., 2003). La densité des terminaisons nerveuses SP est
corrélée a la sévérité de la maladie, et ces changements neurochimiques ont également été observés
dans les zones non enflammées de l'intestin. On retrouve également une augmentation des sites de
liaison de la SP dans la muqueuse enflammée des patients RCH ainsi qu'une augmentation de I'ARNm
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de son récepteur NK-1 (Goode et al., 2000 ; ter Beek et al., 2007). Le VIP semble également jouer un
role dans la physiopathologie des MICI, et il a été montré qu'une supplémentation réduisait les
signes cliniques et histologiques aprés l'induction d'une colite au TNBS (Arranz et al., 2008 ; Gross
and Pothoulakis, 2007). De la méme maniere, le GLP-2 (Glucagon Like Peptide 2) réduit
I'inflammation intestinale via une activation des neurones VIP du plexus sous-muqueux. Cependant,
les études s'intéressant a la production de VIP chez les patients MICI sont contradictoires, puisque
certaines trouvent une augmentation de la production de VIP en comparaison aux contréles, alors
que d'autres observent le contraire (Belai et al., 1997 ; Mazumdar and Das, 1992).

De nombreuses études électro-physiologiques ont également été réalisées dans des modeles
animaux de MICI afin d'élucider les mécanismes a |'origine des changements de motilité induits par
I'inflammation. Ainsi, quel que soit le modele utilisé pour induire une colite, les neurones entériques
les plus affectés par l'inflammation étaient les neurones AH. Dans l'intestin normal du cochon d'inde,
les neurones AH fonctionnent comme des neurones afférents primaires intrinséques dans le plexus
myentérique et sont impliqués dans le péristaltisme, la sécrétion et la vasodilatation. Ces neurones
recoivent trés rarement des entrées synaptiques rapides dans des conditions normales, mais dans le
cOlon distal du cochon d'inde plus de neurones AH recoivent des entrées synaptiques rapides suite a
I'induction de Il'inflammation (Linden et al., 2003). Les neurones AH dans l'iléon enflammé présentent
également une hyperexcitabilité prolongée aprés un bref stimulus qui dure jusqu'a trois heures
(Nurgali et al., 2009). L'excitation neuronale maintenue, observée uniquement dans les neurones de
I'intestin enflammé, pourrait contribuer a la dysmotilité, a la douleur et a l'inconfort associé a
I'inflammation intestinale dans les MICI. Les mécanismes responsables des changements
d'excitabilité ne sont pas encore compris, mais ils pourraient impliquer une altération persistante de
I'expression de canaux et/ou une libération continue de médiateurs inflammatoires en raison de
I'inflammation de bas grade (Lakhan and Kirchgessner, 2010). Les colites facilitent également la
transmission synaptique dans le plexus myentérique des cochons d'inde (Krauter et al., 2007).
L'hyperexcitabilité des neurones AH et la facilitation de la transmission synaptique, ici due a une
augmentation de la transmission cholinergique, est également retrouvée au niveau du plexus sous-
mugqueux chez ces animaux (Lomax et al., 2005). Enfin, le fait que I'hyperexcitabilité des neurones
AH, la facilitation de la transmission synaptique et les altérations de la motilité intestinale soient
encore présents dans les plexus sous-muqueux et myentérique pendant I'état post-inflammatoire
pourraient expliquer pourquoi les patients MICI en rémission continuent de présenter des troubles
de motilité (Krauter et al., 2007 ; Lomax et al., 2007). Ces résultats démontrent ainsi les effets a long
terme d'une seule insulte inflammatoire sur les neurones entériques.

b- Altérations gliales

En conditions pathologiques, l'inflammation induit également des altérations gliales. Ainsi, si
des modifications phénotypiques ont été décrites dans de nombreuses études, leur rdle sur les
fonctions gliales reste assez flou. Tout comme les astrocytes du SNC maintenant considérés comme
susceptibles de contribuer a certaines maladies neurologiques, les CGE pourraient également jouer
un role dans la physiopathologie des MICI, soit via la perte de fonctions normales, soit via le gain de
fonctions anormales (Hamby and Sofroniew, 2010 ; Ochoa-Cortes et al., 2016). Grace a l'utilisation de
modeles in vitro ou de modeles animaux de délétion gliale et d'induction de colite, plusieurs
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potentiels rdles dysfonctionnels des CGE ont été postulés pour étre impliqués dans la
physiopathologie de ces maladies (Cabarrocas et al., 2003).

> Altérations phénotypiques :

Chez les patients MICI, on retrouve une hyperplasie et une hypertrophie des CGE (Geboes
and Collins, 1998). Un double marquage BrdU-S1008 de ganglions myentériques a montré que
I'inflammation semblait induire la mitose des CGE dans I'iléon du cochon d'Inde (Bradley et al., 1997).
De méme, si I'lL-1B semblait diminuer la prolifération des CGE a faible dose, une dose élevée d'IL-10
(5-100 ng/mL) avait I'effet inverse (Rihl et al., 2001). De plus, dans les zones enflammées de patients
MICI, une augmentation de l'expression des marqueurs gliaux S100B et GFAP est observée en
comparaison aux patients contréles (Cornet et al., 2001 ; Villanacci et al., 2008). Cette augmentation
était plus marquée chez les patients RCH que chez les patients MC, suggérant que les altérations
gliales pourraient étre différentes entre ces deux pathologies (Bongioanni et al., 1996 ; von Boyen et
al., 2011). A l'inverse, une diminution de I'expression de ces marqueurs est observée dans la
muqueuse et la sous-muqueuse des zones non enflammées chez ces patients, probablement en
association avec une désorganisation du réseau glial moins réactif a I'inflammation. De méme, une
diminution de l'expression de S100B est retrouvée dans la lamina propria de patients MICI en
comparaison aux contréles (Kubota et al., 1992). Il a également été montré que la diminution de
I'expression de GFAP chez les patients MC était retrouvée a des niveaux comparables au niveau
d'expression de GFAP apres une ablation partielle des CGE chez des souris transgéniques, ce qui
entrafnait une inflammation intestinale fulminante (Cornet et al.,, 2001). Une étude a également
montré une diminution de 38% du nombre de CGE S100B+ dans la RCH, ainsi qu'une augmentation
du ratio CGE/neurones, suggérant qu'une altération ou une perte gliale pourrait étre associée a une
diminution majeure du nombre de neurones (Bernardini et al., 2012). L'ajout de cytokines pro-
inflammatoires ou du composant bactérien LPS peut également changer le phénotype des CGE. Ainsi,
les cytokines proinflammatoires TNFa et IL-1B et le LPS bactérien augmentent significativement
I'expression de GFAP et de S100 (Cirillo et al., 2009 ; von Boyen et al., 2004). Un traitement au TNFa
et IL1B augmente également la production d'endothéline 1 par les CGE, qui agit de fagon autocrine et
augmente l'expression de GFAP (von Boyen et al., 2010). De méme, dans un modeéle d'inflammation
intestinale in vivo aprés I'administration de LPS a des rats, une augmentation de |'expression de la
GFAP était retrouvée au niveau du plexus myentérique (Rosenbaum et al., 2016).

Prises ensemble, ces données suggerent une altération du nombre de CGE en conditions
inflammatoires, avec une diminution en zones non inflammatoires et une augmentation en zones
enflammées. Cependant, la diminution de la quantité de CGE dans les MICI est encore débattue
aujourd'hui, car si des études montrent une diminution de I'expression des marqueurs gliaux dans les
zones non enflammeées, aucune étude ne montre une diminution réelle du nombre de CGE.

> Altérations fonctionnelles :

Une étude a montré que I'lL-1B induisait I'expression de Fos par les CGE ex vivo sur des tissus
isolés de l'iléon et du cOlon provenant du cochon d'Inde, ce qui suggéere une activation des CGE dans
des conditions inflammatoires (Tjwa et al., 2003). L'activation des CGE dans les modeéles animaux
semble étre identique a ce qui est observé ex vivo. En effet, il a été démontré dans les modeles de
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colite que I'lL-1B induisait également |'expression de Fos par les CGE chez le rat et le cochon d'Inde
(Miampamba and Sharkey, 1999 ; Sharkey et al., 1999).

Il a été démontré dans le SNC que la surexpression de la protéine S100p était responsable de
la production de médiateurs proinflammatoires qui pourraient avoir des effets néfastes sur les
cellules voisines (Cirillo et al., 2009 ; Cirillo et al.,, 2011). Ainsi, en réponse a un stimulus
inflammatoire, les CGE produisaient de I'lL-6 de maniére similaire aux astrocytes, mais aussi de I'lL-1p
et du TNFa (Rihl et al., 2001 ; Van Wagoner and Benveniste, 1999). L'inflammation induit
également une augmentation de la sécrétion de facteurs neurotrophiques par les CGE comme le
GDNF et le NGF. Ces données suggerent que les CGE acquiérent des propriétés fonctionnelles pour
protéger les neurones entériques des Iésions inflammatoires (von Boyen and Steinkamp, 2006 ; von
Boyen et al., 2006). Le GDNF a également montré un réle sur les cellules épithéliales coliques et un
role autocrine sur les CGE en les protégeant de I'apoptose (Steinkamp et al., 2003 and 2012). Le
GDNF joue aussi un role important dans le mécanisme de protection de la BEI par les CGE aprés une
stimulation par ischémie/reperfusion (Xiao et al., 2014). De plus, il a été démontré dans un modele
de colite chez la souris que le GDNF diminuait la perméabilité intestinale et réduisait la réponse
inflammatoire (Zhang et al., 2010). Enfin, en présence de cytokines proinflammatoires (TNFa, IL-1pB,
IFNy), les CGE acquiérent de nouvelles propriétés fonctionnelles pour empécher I'augmentation de la
perméabilité de la BEI (Cheadle et al., 2013). La bradykinine, un médiateur inflammatoire, induisait
aussi une augmentation de la concentration en Ca2+ et augmentait la réponse neuronale observée
par une dépolarisation des neurones myentériques, associée a la production accrue de PGE2 par les
CGE (Murakami et al., 2007). Ensemble, ces données suggeérent que l'inflammation induit des
changements dans la production de cytokines et de facteurs neurotrophiques qui peuvent jouer un
role bénéfique a la fois sur la BEI et sur les neurones entériques.

Chez les patients MICI on retrouve une augmentation de la production de GDNF en zones
enflammées, mais une diminution en zones non enflammées (von Boyen et al., 2011). De méme, les
cytokines comme I'IL-1B et le TNFa sont des cytokines pro-inflammatoires fortement augmentées
dans les MICI (Noguchi et al., 1998 ; Reinecker et al., 1993 ; Schreiber et al., 1999). Une augmentation
de la production de PGD2 est également retrouvée dans les zones enflammées de patients MC, et il a
été montré in vitro qu'un traitement au LPS augmentait la production gliale de ce médiateur (Le
Loupp et al., 2015). Toutefois, un réle dysfonctionnel des CGE dans le contrdle des fonctions de la BEI
a été mis en évidence chez ces patients. En particulier, une étude lipidomique a montré une
diminution de la production de quatre médiateurs gliaux par les CGE de patients MC : le 15-HETE, le
18-HEPE, la 15dPGJ2 et le 11BPGF2a (Coquenlorge et al., 2016). Cette étude a également mis en
évidence la perte de fonction des CGE chez ces patients, qui étaient alors incapables de contréler la
réparation et |'étalement des CEl ou de diminuer la perméabilité comme des CGE controles. La
diminution de la production gliale de ces médiateurs par les CGE de patients MC semble concourir
aux dysfonctions observées, puisque le 11BPGF2a augmente la réparation et I'étalement des CEl,
ainsi que la résistance épithéliale. De méme, le 15dPGJ2 a un role protecteur sur les neurones
entériques en les protégeant du stress oxydatif et régule la prolifération et la différenciation des CEI
(Abdo et al., 2012 ; Bach-Ngohou et al., 2010). Dans le contexte de la maladie cceliaque et de la RCH,
la surexpression de S100B dans l'intestin pourrait également jouer un roéle délétére sur
I'inflammation, en particulier par la production de NO (Cirillo et al., 2009 ; Esposito et al., 2007). Ces
données sont soutenues par une étude montrant que dans le cas d'une colite induite chez la souris,
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des facteurs tels que le NO glial pourraient avoir des effets néfastes sur l'intégrité de la BEI et donc
sur la gravité de la colite (MacEachern et al., 2015).

Enfin, les CGE sont capables de répondre a des infections bactériennes par |'expression de
TLR, et si Coquenlorge et al. ont montré que |'addition de LPS a des CGE in vitro ne modifiait pas
|'expression de TLR4, il a été montré dans un modeéle murin de colite que I'expression de TLR4 par les
CGE était augmentée (Coquenlorge et al., 2014 ; Esposito et al., 2014). Chez les patients MICI, une
augmentation de l'expression gliale de CMH |l a également été retrouvée dans les plexus
myentériques et sous-muqueux (Geboes et al., 1992). In vitro, I'IFNy et le TNFa augmentent
I'expression gliale de CMH 1l et d'ICAM-1 (Hollenbach et al., 2000). Ces changements induisent une
augmentation de I'adhésion des lymphocytes T et les CGE deviennent des cellules présentatrices
d'antigénes, suggérant leur implication dans les réponses inflammatoires.

Ainsi, ces données suggerent que dans des conditions inflammatoires in vitro et in vivo, les
CGE acquierent de nouvelles propriétés phénotypiques et fonctionnelles, comme les astrocytes
réactifs dans le SNC. Une inflammation a court terme semble induire des CGE réactives avec de
nouvelles propriétés bénéfiques pour l'intégrité intestinale. Cependant, l'induction de telles
propriétés pourrait également avoir des effets néfastes a long terme lorsque l'inflammation est
maintenue et lorsque les Iésions ne sont pas réparées, comme dans les MICI.

5) Altérations du niveau de production d'eicosanoides

Le role des eicosanoides dans les processus inflammatoires intestinaux n'est pas clair. En
effet, si certaines études suggerent un role actif de ces dérivés dans l'inflammation intestinale,
certaines études montrent également qu'une altération de leur expression pourrait concourir aux
mécanismes physiopathologiques des MICI, soulignant leur importance dans le maintien de
I'intégrité intestinale. Ainsi, du fait de leurs réles anti- ou pro-inflammatoires, I'étude de la
production d'eicosanoides chez les patients MICI a fait I'objet de nombreuses études. Parce que les
taux urinaires ou sériques des eicosanoides ne refletent pas forcément leur production in situ,
I'étude de la synthése des eicosanoides intestinaux n'a pas été facile. La plupart des études sont
basées sur l'incubation de biopsies de muqueuses intestinales, méme si les résultats peuvent étre
biaisés par une stimulation mécanique pendant I'échantillonnage et que seuls les fragments
accessibles par endoscopie peuvent étre analysés (Stenson, 2014). Une perfusion intestinale permet
la quantification de la libération intraluminale d'eicosanoides in vivo dans l'intestin gréle et le colon.
Une dialyse rectale peut également étre réalisée.

a- Les eicosanoides comme médiateurs de I'inflammation

Les eicosanoides dérivés de l'acide arachidonique sont impliqués dans la régulation de
nombreuses fonctions, telles que I'augmentation du débit sanguin, de la perméabilité vasculaire ou
encore de la migration des neutrophiles (Eberhart and Dubois, 1995). Une augmentation de la
production de nombreux de ces dérivés est retrouvée chez les patients MICI et dans des modeles
animaux d'inflammation intestinale, suggérant une implication de ces molécules dans l'initiation
et/ou |'entretien de l'inflammation.
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Ainsi, une incubation in vitro de muqueuses coliques de patients MICI a montré une
augmentation de la production de PGE2, LTB4 et 5-HETE en comparaison aux mugueuses normales
(Baumeister et al., 1996 ; Sharon and Stenson, 1984). De méme, une augmentation de la production
de PGE2, 6-ketoPGF2a, TXB2, LTB4, 12-HETE et 15-HETE est retrouvée dans les muqueuses rectales
de patients MICI (Hawkey et al., 1983 ; Ligumsky et al., 1981 ; Sharon et al., 1978 ; Sharon and
Stenson, 1984). Plus récemment, une étude a également démontré un réle pro-inflammatoire de la
PGD2 retrouvée augmentée chez les patients RCH et corrélée avec |'activité de la maladie (Hokari et
al., 2011). Une augmentation de PGE2, PGD2, TXB2, 5-HETE, 11-HETE, 12-HETE et 15-HETE était
également retrouvée dans la muqueuse enflammée de patients RCH et corrélée avec la sévérité de
I'inflammation (Masoodi et al., 2013). De méme, une dialyse in vivo a également montré une
augmentation de la concentration de plusieurs eicosanoides corrélée positivement a l'activité de la
maladie chez des patients RCH et dans un modéle animal de colite (Lauritsen et al., 1986 ; Zipser et
al., 1987). Ainsi, les concentrations luminales de PGE2 et LTB4 sont augmentées chez les patients
présentant une maladie active, mais retrouvent des niveaux contréles durant les périodes de
rémission (Lauritsen et al., 1986). Durant I'inflammation active, des concentrations accrues de tous
les dérivés des cyclooxygénases, excepté le 6-ketoPGFla, sont retrouvées chez les patients MICI
(Lauritsen et al., 1988). L'expression de COX-2 est indétectable dans l'iléon ou le colon de patients
normaux, mais son expression apicale par les cellules épithéliale des zones enflammeées est induite
chez les patients MICI (Singer et al., 1998). De plus, les concentrations de PGE2 et TXB2 sont plus
hautes chez les patients RCH par rapport aux patients MC. La concentration de LTB4 est augmentée
seulement chez les patients RCH en comparaison aux controles. Chez les patients malades, cette
augmentation de la production d'eicosanoides semblait associée aux dommages épithéliaux observés
par endoscopie.

Le méme type d'observations est retrouvé dans des modeéles expérimentaux d'inflammation
intestinale. Ainsi une colite induite a l'acide acétique chez des rats entraine une augmentation de la
production de LTB4, LTC4, 12-HETE, 5-HETE et PGE2 par la muqueuse colique (Sharon and Stenson,
1985). Dans un modéle de colite au TNBS, une augmentation de la production de PGE2 et de LTB4,
mais une diminution de LTC4 est observée (Allgayer et al., 1989). Il a également été montré dans ce
modele qu'une inhibition de la 5-LOX entrainait une diminution des dommages histologiques
coliques et diminuait la synthese de LTB4 (Wallace et al., 1989). Dans un modele de colite au DSS, la
PGE2 aggrave la sévérité et l'inflammation colique en se liant aux récepteurs EP2 et EP4 des cellules
dendritiques et des lymphocytes T qui vont produire plus d'lL-23 et d'IL-17 (Boniface et al., 2009 ;
Sheibanie et al., 2007).

b- Les eicosanoides comme agents protecteurs

Outre leur rdle pro-inflammatoire, de nombreux dérivés de I'acide arachidonique pourraient
également jouer un réle anti-inflammatoire. En effet, un traitement avec des médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui inhibent les COX-1 et COX-2 et bloquent ainsi la synthése
de prostaglandines entraine une exacerbation de l'activité de la maladie chez les patients MICI
(Felder et al., 2000). IIs induisent également une rechute quelques jours apres leur ingestion chez 17
a 28% des patients asymptomatiques atteints d'une MICI (Takeuchi et al., 2006). D'autres études ont
également reporté un taux accru de rechutes ou de complications secondaires chez les patients MICI
ayant pris des AINS (Evans et al., 1997 ; Meyer et al., 2006). La PGD2 et son dérivé le 15dPGJ2 ont un
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effet anti-inflammatoire et sont associés a une résolution de l'inflammation (Ajuebor et al., 2000 ;
Rajakariar et al., 2007). Or la PGD2 est retrouvée augmentée chez les patients RCH en rémission
(Vong et al., 2010). La PGE2 favorise également la tolérance immunitaire ce qui diminue la gravité de
I'inflammation a des taux basaux (Chinen et al., 2011). De plus, dans un modele de colite au DSS, la
PGE2 produite par les cellules souches mésenchymateuses promeut la prolifération et la réparation
épithéliale et inhibe I'apoptose des CEl (Fukata et al., 2006). Une diminution de I'expression de la 15-
LOX-2 est également retrouvée dans la muqueuse colique de patients RCH (Mangino et al., 2006).

Il est important de noter que tous ces dérivés exercent leurs effets via des récepteurs
spécifiques dont I'expression peut également varier en condition inflammatoire ou pathologique. La
plupart de ces médiateurs ont une demi-vie assez courte et se lient donc aux récepteurs exprimés
par les cellules voisines. La compréhension de leur réle dans I'inflammation, en particulier dans les
MICI, nécessite donc une connaissance des cellules productrices et des cellules exprimant leurs
récepteurs (Stenson, 2014). La production accrue de ces nombreux eicosanoides dans les MICI est
principalement attribuée aux cellules de la muqueuse et aux neutrophiles, mais leur production
altérée par d'autres types cellulaires pourrait également concourir aux mécanismes
physiopathologiques. Il est difficile de trancher sur un réle pro- ou anti-inflammatoire de ces dérivés,
mais il semble toutefois clair qu'une dérégulation de leur production puisse conduire a des situations
pathologiques, soit via une activation de mécanismes pro-inflammatoires, soit via une diminution de
leurs effets protecteurs.
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Les données de la littérature mettent en évidence le réle majeur du SNE dans le contréle des
fonctions digestives, mais son implication dans la physiopathologie des MICI est encore peu connu.
En effet le SNE, en association avec le microbiote et le systeme immunitaire, est un régulateur clé de
I'noméostasie épithéliale intestinale. Ainsi, en conditions physiologiques, les neurones et les cellules
gliales entériques sécretent de nombreux médiateurs capables de moduler les fonctions de la BEI,
tels que des neurotransmetteurs, des cytokines ou encore des médiateurs lipidiques. En particulier,
les CGE sécretent de nombreux médiateurs gliaux tels que le GSNO, le TGFB ou encore le 15dPGJ2
qui régulent les propriétés de la BEI. Cependant, dans les MICI, on retrouve une altération de
I'intégrité de la BEI, notamment via une augmentation de la perméabilité intestinale et une
diminution des mécanismes de réparation. Ces modifications sont connues pour participer au
développement pathologique des MICI, et renforcer la BEl pourrait permettre de moduler
I'inflammation et/ou les atteintes digestives chez ces patients. De nombreuses études ont également
montré une altération gliale dans le contexte des MICI, mais le réle fonctionnel des CGE et leur
implication dans la physiopathologie des MICI reste tout de méme vague. Etudier la production de
médiateurs gliaux et leurs conséquences fonctionnelles dans le contexte des MICI pourrait ainsi
permettre de mieux comprendre les mécanismes pathologiques impliqués dans l'inflammation
intestinale chronique.

Ainsi, les objectifs de ce travail de thése étaient :

1) D'analyser si les CGE de patients MICI régulent les fonctions de la BEIl (et plus
particulierement la perméabilité) comme des CGE contrdles, ou si elles sont dysfonctionnelles

2) D'identifier des facteurs capables de renforcer la BEl ainsi que les mécanismes de
signalisation impliqués, qui pourraient représenter une approche thérapeutique ou permettre
d'identifier une cible thérapeutique d'intérét afin d'améliorer les symptomes et la qualité de vie des
patients MICI

Ce travail de these est présenté sous la forme de deux articles. Le premier a déja été publié
dans Gastroenterology en 2016 et le second est en préparation.

Dans le premier article, nous avons montré que les CGE de patients MC produisaient
significativement moins de 15-HETE, un médiateur lipidique qui diminue la perméabilité intestinale. Il
montre également que la perte de fonctions des CGE de patients MC pour la régulation de la
perméabilité de la BEI peut étre restaurée par l'ajout de 15-HETE, et I'étude des mécanismes
impliqués suggere une modulation de I'expression des protéines des jonctions serrées.

Dans le second article, nous avons montré qu'un autre médiateur lipidique, la PGI2, était
également retrouvé en quantité diminuée dans les biopsies de patients MICI. Cette étude met en
évidence un role majeur de la PGI2 dans la régulation de la perméabilité intestinale, capable de
protéger la BEl des conséquences déléteres d'une inflammation intestinale in vivo. Nous avons
également montré un réle bénéfique de la PGI2 sur l'apoptose épithéliale qui est retrouvée
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augmentée chez les patients MICI et pourrait concourir a I'augmentation de perméabilité retrouvée
chez ces patients.

Trois autres articles sont également présentés en annexe, deux en préparation et I'un qui
vient d'étre soumis a Movement disorders.

Le premier concerne l|'étude de l'implication de I'AMPK (AMP-activated protein kinase)
épithéliale dans la régulation de la perméabilité intestinale. Il fait suite a notre premiere étude qui
suggérait que I'effet bénéfique du 15-HETE sur la BEI pouvait étre du a une inhibition de I'AMPK. Une
collaboration avec Benoit Viollet (Institut Cochin, Paris) nous a ainsi permis d'analyser I'impact d'une
délétion épithéliale des deux sous-unités catalytiques de I'AMPK sur la perméabilité de la BEI in vivo
et ex vivo.

Le second élargit notre travail a I'étude de I'expression intestinale d'eicosanoides dans une
autre pathologie qui atteint également le tube digestif et le SNE : la maladie de Parkinson. En effet,
des troubles digestifs, en premier lieu la constipation, sont retrouvés chez ces patients et une
atteinte du SNE semblable a celle du SNC est observée chez les parkinsoniens. Le but de cette étude
était d'étudier si des mécanismes similaires a ceux que nous avons identifiés dans le contexte des
MICI pouvaient étre envisagés pour jouer un réle dans cette pathologie centrale.

Le troisieme est une revue se focalisant sur les preuves existantes d'une réactivité gliale au
cours de l'inflammation et son potentiel dysfonctionnement et impact dans les MICI, et plus
particulierement dans la MC.
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Article 1:

Défauts de production de 15-HETE et du contréle de |la
perméabilité intestinale par les cellules gliales
entériques de patients atteints par la maladie de Crohn
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Présentation de l'article 1:

L'implication des CGE dans le contrOle des propriétés et fonctions de la BElI en conditions
physiologiques a été mise en évidence grace a l'utilisation de modéles in vivo d'ablation gliale. En
effet, une ablation des CGE, réalisée par différentes méthodes, résulte en une augmentation de la
perméabilité intestinale précédant le développement de l'inflammation, et entraine une jéjuno-iléite
fulminante caractérisée par une rupture de la BEI (Aubé et al., 2006 ; Bush et al., 1998 ; Cornet et al.,
2001). De nombreuses études réalisées in vitro ont complété ces travaux et analysé le role bénéfique
des CGE sur la régulation de la BEl, notamment via une régulation de la perméabilité, de Ia
résistance, de la réparation, de la prolifération ou encore de la différenciation des CEl (Bach-Ngohou
et al., 2010 ; Cheadle et al., 2013 ; Coquenlorge et al., 2016 ; Neunlist et al., 2006 and 2013 ; Savidge
et al., 2007 ; Van Landeghem et al., 2011). Ces travaux ont permis d'identifier les médiateurs gliaux
qui modulent les fonctions de la BEI (Neunlist et al., 2013), parmis lesquels le 15dPGJ2 régule la
prolifération et la différenciation des CEl et le 11BPGF2a augmente la réparation et la résistance de
la BEI ainsi que I'étalement des CEl (Bach-Ngohou et al., 2010 ; Coquenlorge et al., 2016).

Dans le contexte des MICI, de nombreuses études rapportent une altération de la production
d'eicosanoides ou une modulation de I'expression de leurs enzymes de synthese (Stenson, 2014).
Parallelement, une altération de l'intégrité de la BEI est retrouvée chez les patients MICI, et il a été
montré que l'augmentation de perméabilité intestinale retrouvée chez ces patients précédait les
rechutes et le développement de l'inflammation (Hollander et al.,, 1986 ; Pearson et al., 1982).
Cependant, l'implication des CGE dans la production de ces eicosanoides et leur contribution aux
altérations de la BEI observées chez ces patients restent encore peu connues. Des études suggerent
tout de méme un role clé des CGE dans les mécanismes physiopathologiques des MICI, puisqu'une
altération gliale est retrouvée chez ces patients, notamment via une modification de I'expression des
marqueurs gliaux (Cornet et al., 2001 ; Villanacci et al., 2008). De plus, une étude plus récente du
laboratoire a mis en évidence une dysfonction des CGE de patients MC qui produisaient moins de
11BPGF2a et n'étaient alors plus capables de réguler la réparation de la BEI comme des CGE
controles (Coquenlorge et al., 2016).

Ainsi, le but de ce travail était de définir le profil lipidique de CGE de rat afin d'identifier en
partie le sécrétome de ces cellules. Il avait également pour but d'étudier la production de ces
médiateurs lipidiques par des CGE de patients contrbles ou atteints par la MC et d'identifier leur
impact fonctionnel sur la perméabilité de la BEI.

Dans ce but, nous avons dosé la production de médiateurs lipidiques dans les milieux
conditionnés de cultures primaires de CGE issues d'intestin de rats ou de pieéces opératoires en zones
non enflammées de patients contréles ou atteints par la MC. Le dosage de 29 médiateurs lipidiques a
été réalisé par Nicolas Cenac (IRSD, Toulouse) grace a une méthode de spectrométrie de masse
décrite par Le Faouder et al., 2013. Nos résultats ont montré que les CGE de rats produisaient de
nombreux médiateurs lipidiques, dont le 5- et le 15-HETE. L'étude de la production de ces dérivés par
les CGE humaines indique une diminution de la production de 15-HETE par les CGE de patients MC.
Grace a un modeéle de coculture indirecte de CEl avec des CGE humaines, cette étude a mis en
évidence un réle bénéfique du 15-HETE sur la perméabilité paracellulaire de la BEl in vitro. De méme,
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I'inhibition de la production de 15-HETE in vivo résultait en une augmentation de cette perméabilité.
Enfin, I'étude des mécanismes moléculaires impliqués analysée par Western Blot démontre que
|'effet bénéfique du 15-HETE sur la perméabilité paracellulaire est du a une augmentation de
I'expression de la protéine ZO-1 via une voie dépendante de I'AMPK.

Cette étude révele également un réle dysfonctionnel des CGE de patients MC, incapables de
diminuer la perméabilité comme des CGE contrdles. Toutefois, une supplémentation en 15-HETE
restaurait une perméabilité controle, suggérant que le défaut de production par les CGE de patients
MC pourrait concourir aux mécanismes physiopathologiques chez ces patients. Les CGE de patients
MC étant issues de zones non enflammées, nous montrons ainsi une altération fonctionnelle
intrinséque qui pourrait prédisposer et/ou participer directement au développement de la maladie.

Cet article a été publié dans Gastroenterology en Janvier 2016.
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Defects in 15-HETE Production and Control of Epithelial
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Permeability by Human Enteric Glial Cells From Patients With

Crohn’s Disease
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BACKGROUND & AIMS: Enteric glial cells [EGCs] produce
soluble mediators that regulate homeostasis and permea bility
of the intestinal epithelial barrier {IEE}. We investigated the
profile of polyunsaturated fatty acid [PUFA) metabolites
produced by EGCs from rats and from patients with Crohn's
disease [CD), compared with controls, along with the ahility
of one of these metabolites, 15-hydroxyeicosatetraencic acid
[15-HETE]. to regulate the permeability of the [EE
METHODS: We isolated EGCs from male Sprague-Dawley
rats, intestinal resecdons of & patients with CD, and unin-
flamed healthy areas of intestinal tissue from 6 patients who
underwent surgery for colorectal cancer (controls). EGC-
conditioned media was analyzed by high-sensitivity liquid-
chromatography tandem mass spectrometry to determine
PUFA signatures. We used immunostasining to identify 15-
HETE —producing enzymes in EGCs and tissues. The effects
of human EGCs and 15-HETE on permeability and trans-
epithelial electrical resistance of the IEE were measured us-
ing Caco-2 cells; effects on signal transducton proteins were
measured with immunohlots Levels of proteins were reduced
in Caco-2 cells using short-hairpin RNAs or proteins were
inhihited pharmacologically. Rats were given intrape ritoneal
injecdons of 15-HETE or an inhibitor of 15-lipoxygenase [the
enzyme that produces 15-HETE); colons were collected and
permeability was measured. RESULTS: EGOs expressed
15-lipoxygenase-2 and produced high levels of 15-HETE,
which inoeased | EB resistance and reduced |EB permeability.
15-HETE production was reduced in EGCs from patients with
[0 compared with controls. EGCs from patients with C0 were
unzble to reduce the permeability of the IEE; the addition of
15-HETE restored permeability to levels of control tissues
Inhibiting 15-HETE production in rats increased the perme-
ability of the IEBE in colon tissues. We found that 15-HETE
regulates [EE permesbility by inhibiing an adenosine
monophosphate—activated protein kinase and increasing
expression of zonula occludens-1. CONCLUSIONS: Enteric
glial cells from patients with CD have reduced production of
15-HETE, which controls 1EE permeahility by inhibiting
adenosine monophosphate—activated protein kinase and
inreasing expression of zonula occludens-1.

Keywords: Enteric Nervous  System;
Disease; [BDY Arachidonic Acid.

Inflammatory Bowel

coumulating data demonstrate that under physio

logical conditions, enteric glial cells (EGCs) posi-
tively regulate the intestinal epithelial barder (IEB). Prime
evidenoe for EGC requirement in maintaining [EBE homeo
stasis i5 the drastic phenotype of mouse models defective
for EGCs. In vivo, severe ablation of EGCs induces a fulmi-
nant jejunoileitis, characterized by disruption of [EB integ-
rity.'” Less severe shlstion of EGCs increases paracellular
permesbility in the shsence of gut inflammation” or before
development of intestina]l inflammation.* Additional argu-
ments are the studies demonstrating that EGCs mntrol the
major |EB properties of proliferation, differentiation, heal-
ing, resistance, and pl:rmeal:rilit}'.': EGCs inhibit intestinal
epithelial cell (IEC) proliferation via the release of tmns
forming growth factor-51% and regulete 1EC proliferstion
amnd differentiation via the 15-deoxy-A-prostaghandin 1.7
Both in vivo and in vitro experiments show that EGCs
enhance [EB repair after mechanim| or inflammatory injury
through the production of derived pro-epidermal growth
factor® BGCs also increase 1EB resistance and reduce par
amllular permeability, in part via S-nitrosoglutathione.”
EGCs have consistently been shown o increase |EB resis
tance evoked by stressors such as baderia, inflammatory
mediators, and skin burn injuries,'” " Altogether these
studies identify EGC a5 a source for soluble Boors able o
reinforce the [EB via paracrine signaling, but no broad glisl
secretome has been defined, and the production of gliome-
diators in pathologic contexts remaing to be determined.
This could be of paficular interest to uwoderstanding

* Macthors share oo- sl authorship,

Abbrowiafions wvsad dn this pape: AMPK, adonosine mono-
phosphaie —actvated kKnose; CD, Crohn's diseose DMEM, Dulbecoo’s
modified Eagle medivm; EGC, onteric glial ool ERK, extracedular signal-
regulsted kinose; 15-HETE; 15hydnox yoicosatebraenoic acid; 1EB, intes-
tinal epithelial barier; 1EC, intestinal epithalinl call; UG, rot emtec glial
coll e LOO, Bpoxypenass; PRS, phosplute-bufferod saline; PGE,
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Z0-1, zomla cocludens- 1.
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pathologic medanisms of inflammatory bowel disease
Indeed, EGCs present abnormalities in Crohn's disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). First, glial-derived neurotrophic
factor expression i significanty higher in the mocosae of
patients with UC as compared with those of controls.” In
contrast to UC, & reduced number of glial Ghrillany addic
protein—positive EGC are present in noninflamed  gut
specimens of patients with CD*" However, none of the
currently available data provide evidence of EGC dysfunc-
tien in inflammatory bowel disease that could be respon-
sible for gut dysfunction and/or pathologic symptom
peneration

Polyunsurated Fatty acid (PUFA)
bioactive compounds that play an important role in the
induction and resolution of inflammation, and dhader-
ization of their mle in inflammatory bowel disease is
currently in progress. The major PUFA in the diet islinoleic
acid, which is a precursor of araschidonic acid. Arachidonic
acid is metabolized vis 3 major biochemical pathways as
follows: the cydooxygenase pathway leading v prosta-
glanding, prostacydin, and thromboxane; the lipooygenase
[LOX) pathway giving rise to vardous hydroperoxy and hy-
droxyl fatty acids and leulotdenes; the P450-dependent
epoxygenase pathway genemting epoxyeicomnoids Previ-
ous studies have shown up-regulation of cyclomygenase
and LOX in active UC'* and elevation of thromboxane B2,
leukotriene B4'S and prostaglandin E; (PGE;)'7 in UC and
. However, their production is attdbuted to the
Y17 gr, more spedfically, to neutrophils.'® The
contribution of EGCs s unknown, but these cells have been
reported to produce PGE;® and 15-demcy-A™'*prosta-
glandin |+

In this study, we wanted to defline a part of the EGC
secretome, that is, the EGC lipidome, by performing PUFA
profiling of EGC-conditioned media. Inaddifon, we assessed
the functional impact of 2 PUFA metbolites produced by
EGC, and studied the role of 15-hydroxyeicosatetrsenoic
acid [15-HETE) in the repulation of IEB permeshility in
the CD pathologic context.

metabolibes ame

Materials and Methods

Human and Rat Enteric Glial Call Cultures

Coltures of human and adult rat EGCs were obtained
according to the procedure described by Soret et 2l°7 Briefly,
human EGC originated from noninflamed  maooscopically
healthy areas of intestinal resections from control patients
{having undergone surgery for colorectal cancer] and those
with a diagnosis of CD estzblished according to international
criteria Sk control [aged 1974 years; sex ratio 1:1; 3 colons
and 3 ilea) and 6 CD [Tahle 1) patients were included in this
study.

Patients gave their informed consent to take part in the
study and all procedures were performed zocording @ the
guidelines of the French Ethics Committee for Research on
Humans and registered under the no. DC-2008-402 Adult rat
enteric glial cells [ROG) were obtained from entire small
intestines of Sprague-Dawley rats. Human EGC and ROG were
maintained for 3 to 5 passages in Dulbecco's modified Eagle
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Table 1.Main Clinical Features o Patients With Crohn's
Dizease jn = 6)
Explant use Duration Treatment at
Age at for EGC of the the time ol
Sex surgery,y culture  diseasa, y SLIETY
Famalz 48 Colon 24 Aunti-THF 2 antibody
Famals 63 lleum 21 Naons
hzie 24 Colon T Hans
izl 17 lleum 1 Humira
Famala 28 liewumn 11 Imarel + corficoid
Famals 25 llzum 13 I

THE, tumor necrosis factor.

medium [DMEM, 45 g/L Glc] supplemented with 10%
heat-imactivated fetal @lf serum, 2 mmaol/L glutamine, 100
[0/ mL penicillin, and 100 ggfml streptomycin. The purity of
the cellular population was verified regularty by immunooyto-
chemistry [see Immunocytochemistry). EGC cultures pre-
senting >80% glial fibrillary addic protein—, Sox10-, and
51008-positive cells were used for experiments The rat
embryonic cell line [JUG) was obtained az described by Bach-
Mgohou et al.” and was studied between passages 18 o 30

Polyunsaturated Fatty Acid Dosage

The PUFA dosage was performed as desoibed by Le
Faouder et a’' and i detailed in the Supplementary Material

The PUFA profile was established in EGC-conditioned
media Five thousand JUG, ROG, or human EGC were plated in
12-well plates and after 1 day placed in 2 mL defined DMEM
supplemented with 100 [U/mL penidllin and 100 ug/mL
strepromycin, without any serum After 3 days, conditoned
media were centrifuged at 14000 rpm for 5 minutes at 4°C, 1
mL was used for znalysis of permeahbility and transepithelial
electrical resistance [TEER) on Caco-2 filters, and 500 ul
frozen at —80°C until analysis.

intestinal Epithelial Cell Culture

The human [EC line, Caco-2, was cultured in DMEM [4.5g/L
Gle) supplemented with 10% heat-inactvated fetal @lf serum,
2 mmol/L glutamine, 100 [U/mL penidllin and 100 ug mL
streptomycin

Stmhle Caco-2 cell lines expressing short-hairpin BENA
sequences targeting ronula occludens-1 [Z20-1] or degenerated
sequences [oontrol] were established to assess the role of Z0-1.
Lentviral partides [s5c-29829-V] were purchased and used
acoording t manufachirer’s instructions (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA). Stable cell lines were selected in 1 mg/
mlL puromycin dihydrochloride 2 weels before use, and
maintained under selection during the experimental period.
Antbiotic-resistant cell lines were saeened by immunoblot-
ting. TEER and permeahility were measured as explined for
the parental Caco-2 cell line

Spreading and Froliferation Assessment

For spreading and proliferation experiments, 60,000 Caco-
2 cells: were seeded on 12-well Transwell filters (pore size
040 pm; Corning, Avon, France). The 5-HETE (100 pg/mL| or
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15-HETE (100 pg/mL] was added or not the following day for
an additional 2 days. The [EC size was measured by anti—Z0-1
immunostzining. After the 2 days of the experiment [EC
Transwell filters were fixed. separated from the Transwell, and
incubated for 30 minutes at room temperature with
phosphate-buffered saline (PES) containing 0.5% Triton X-100
and 1084 horse serum. Filters were then incubated with a
mouse monoclonal antibody, anti-Z0-1 [1:500; [nvitrogen),
diluted in PES 0.5% Triton X-100 and 10% horse serum
overnight at 4= After washing with PES, filters were incu-
hated with an anti-mouse CY-3 (1:500; Jackson Imirmuno-
Research, West Grove, PA)} for 45 mimites at room
temperature. Filters were mounted on slides for fuorescence
microscopy znalysi. Images were acquired with a digital
@mmera [Olympus DPF 50; Olympus, Tolyo, [apan) ooupled to a
flucrescence miroscope [Olympus [X 50 Cell surface area
was measured with Image| software. A mean of45.3 7.3 [ECs
were analyzed for each experimental condition. The pralifer-
ation rate was evaluated by counting 4 .6-diamidino-2-
phenylindole nudear staining.

Measurement of Transepithelial Electrical
Resistance and Permeability

For TEER and permeahility experiments, 100,000 Caoo-2
cells were seeded on 24-well Transwell filters coated with
collagen L To determine the effect of EGC-conditioned media
ar 5- or 15-HETE on [EB resistznce, the TEER was measured 1
day after treatment with an EVOM epithelial voltohmmeter
[{Warld Precision Instruments, Inc. Sarasota, FL). To deter-
mine the effect of EGC-conditoned media or 5- or 15-HETE
on [EE permeability, 50 ul apical medium were replaced
with 50 ul fluorescein—5.6 sulfonic acid (1 mg/mL; Tnvi-
wogen, Carlshad, CA). The fAuorescence level of basolaterzl
aliquots (150 pl) was measured every 30 minutes for a
period of 180 minutes using a fluorimeter (Varioslkan,
Thermo 5A, France]. Paracellular permeability was deter-
mined by the mean of the gradient of change in fluorescence
intensity over tme, using a linear regression fit model
measured in the spedmens.

immunocytochemistry and
Immunaohistochemistry

Human and rat EGC seeded in 48-well plates were fixed in
PES/4% paraformaldehyde for 15 minutes. Immunostaining
was performed as desaribed in the Supplementary Material

Western Blotting

After different time periods of 15-HETE stimulation, the
Caco-2 filters were washed with ice-cold PES and placed into
ice-cold radioimmunoprecipitation assay [(RIPA) buffer con-
taiming with protease inhibitor codimil (Roche Diagnostic,
Indianapolis, IN] and serine—threonine phosphatase inhibitor
oocktail [Sigma, 5t Lowis, MO). Nudei and unlysed cells were
removed and samples were processed for electrophoresis
using the NuPAGE MES SDS buffer kit (Invitrogen) and sepa-
rated on 4%—12% bis-Tris or 3% —8% Tris-acetate gels
[MuPAGE, Life Technologies Carlshad, CA). Proteins were
transferred to nitrocelilose membranes with the iBlot System
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[Life Technologies]). After blocking, blots were incubated
overnight at 4 C with primary antibodies dilited in Tris-
buffered saline/5% nonfat dry milk for mouse ant—Z0-1
(Thermo Sdentific, Logan, UT; 1:200), mouse anti—Z0-2 (Life
Technologies: 1:200], rabbit anti-oocludin (Abcm, Cambridge,
MA; 1:250), rabbit ani—|AM-A [Bethyl Laboratories, Mont-
gomery, TX; 1:500], rabbit anti—daudin 1 {[nvitrogen; 1:250],
mouse anti—claudin 2 [Life Technologies; 1:200), rabhit
anti—phospho-Thr172 adenosine monophosphate —activated
kinase [P-AMPE], rabbit anG-AMPE rabbit anti- phospho-
p44/p42  (P-ERK), rabbit antipd4/p4Z. rabbit  anti-
phospho¥416Src. rabbit anti-Src (Cell Signaling, Damvers,
MA], anti-phosphotyrosine  4G10Platinium, mouse anti-—
f-actin [Sigma Aldrich, 1:10,000), and mouse anti— f-glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase [1:1000; Santa Cruz).
Immunohblots were probed with the appropriate horseradish
permidase—conjugated secondary antbodies [Life Technolo-
gies) and visuzlized by chemiluminescence [Clarity Western
ECL Suhstrate; Bio-Rad Heroules, CA) using a Gel-Doc imager
and the Image Lab Software [Bio-Rad). The value of phos-
phorylated or total protein immunoreactivity was normalized
to the unphosphorylated form or glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogena se immunoreactivity, respectively, and ex pressed
at fold inoease relative to the mean of control values
taken as 1.

Real-Time Quantitative Polymerase Chain
Reaction Analysis

Human controls or CD EGC were lysed in RA1 buffer
[Macherey-Nagel, Duren, Germany] in order to shady
messenger RMA expression as described in the Supplementary
Material

Animal Procedure

For in vivo assessment of 15-HETE in |EE permesahility,
15-HETE (2 mL of 400 ng/mL in PBS) or 15-lipoxygenase in-
hihitor 1 [2 mL of 4 pL/mL in PBS; Cayman Chemiml, Ann
Arbor, MI] were given to male Sprague-Dawley rats {250 @
Janvier, Saint Berthevin Cedex, France] by 2 intraperitoneal
injections of 1 mL at a 2-hour nterval. Four hours after the first
inraperitoneal, animals were saorificed and the entire oolon
was removed, opened, and washed 3 tmes in cold Krebs's
solution (0.167 g/L NaH:P0O.2H:0, 6.84 g/L NaCl, 0.35 g/L KC,
2.10 g/L NaHCOs 198 g/L glucose, 0.368 g/L CaCl.2H:0,
0244 g/l MgClL.6H,0). Four pieces of each colon were
mounted in Ussing chambers (003 om® exposed surface area)
[Physiological Instruments, San Diego, CA) as desoribed previ-
ously.™® Each chamber contmined 2 mL Ham's Nutrient Micture
{HAM/F12 Invitrogen, Courtaboeuf, France). The medium was
maintzined at 37-C under an atmosphere of 95% 0, and 5%
C0o. After 30 minutes of equilibrium, 200 uyl apical medium
was replaced with 200 pL fluorescein—5.6 sulfonic add (1 mg/
ml; Invitrogen). The flusrescence level of hasolateral aliquots
(150 uL) was measured every 30 mimutes for a period of 180
minutes using a fluorimeter [Varioskan Thermo SA, France].
Paracellular permezbility was determined by the mean of the
gradient of change in fluorescence intensity over time, using a
linear regression fit model measured in the spedmens
[GraphPad Software, La Jolla, CA). Four rats were induded in
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each group. Twn rats of the control group were treated with the
15-HETE exdpient ethanol, and Z other control rats were
treated with the 15-LOX inhibitor excipient, chloroform, at the
same dilution a5 the dmgs.

Drugs

The 5 or 15-HETE were purchased from Cayman Chemical.
U126 [MEK1/2 inhibitor, 10 uM; Calbiochem, La [olla, CA] or
AICAR [AMPEK actieator, 10 gM: Calbiochem] were added, or
not, 30 minutes before the addition of 15-HETE

Statistical Analysis

All graphics were drawn and analyzed with GraphPad Prism
Software (GraphPad Software] using a  HKmskal-Wallis
nonparametric analysis of variance test followed by Dunn’s
post test. Values of P < 05 were considered statistically
significant.
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Results
Rat Enteric Glial Cells Produce 5- and
15-Hydroxyeicosatetraenoic Acid
To  wncover molecules  potentially  implicted  in

glizl— epithelial commu nlztion, we charscterized the profile
of 29 n6 [eicosanoids)/n-3 (docosanoids] PUFA-derved
metsbolites in mnditioned media of primary coltures of
ROG or JUG. The 5 and 15-HETE levels were signifimntly
higher in conditioned media of ROG and UG compared with
defined DMEM ciiltire media (Flgure 1), The 8-HETE, 18-
HEPE, BisoPGA2, 14-HDoHE, leukotriens A4, PGEZ, and
thromboxane B2 levels were also significantdy higher in
ROG-conditioned media, but not in those condiioned with
JUG [(Fipure 1). Among the 29 lipidic medistors analyzed, 5
were undetected, and 15 others did not shew any significant
differences compared to defined DMEM colture media
(Supplementary Material). This analysis showed that rat
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Figure 1. Rat EGCs mostly produce 5 and 15-HETE. Production of elcosanoids by EGCs was measured using high-sensit ivity
ligudd ¢ hromat ograply landem mass spaciomatry in the cullure medium ol JUG or pamary cultures of BOG. Nine compounds
wara differantially present in cultune medium alone {mediom) or after 3 days of JUG or ROG cultum. Fifteen compounds weams
presant at the samea leval in these 3 media, and 5 compounds were undetected (Supplemeantary Material). Data represent

musans + SEM of 4 independant cultures, P < .05,
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=

EGC cell line or primary cultures can produce 5
15-HETE.

and

15-Hydroxyeicosatetraenoic Add Increases
Intestinal Epithelial Barrer Spreading and
Resistance and Decreases Intestinal Epithalial
Barrier Permeability

In a first set of experiments, we determined if these 2
mediators could regulate [EB properties by directly tresting
Caco-2 with 5- or 15-HETE. Compared with untreated cells,
15-HETE significantly increased the TEER [Flgure 247 and
decreased the permeability (Flgure 28} of Caco-2 mono-
layers, whereas 5-HETE had no significant effect Both me-
diators increased Caco-2 spreading (Flgure 20) compared
with untrested cells. The 5- or 15-HETE did not modify
Caco-2 cell numbers in these conditions (Figure 20). These
first functional data demonsirate that 5 or 15-HETE could
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regulate [EB properties, and that 15-HETE had & broader
effect than 5-HETE, regulating spreading and also resistance
and permesbility of an 1EC monolaver. We [ocised oor
study on the effects of 15-HETE.

Human and Rat Entenc Glial Cells Express the
15-Lipoxygenase-2

To better understand 15-HETE producton by EGLC
we wsed immunostaining to analyze the expression of
the 2 enzymes, 15dipoxypenase-1 ([15-L0X-1) and
15-lipoxygenase-2 (15-LOX-2), responsible for its produc
tion in ROG, and also in human EGC and human submucosal
plexus, The immunoreactivity of 15-LOX-2 appeared as a
cytoplasmic staining for 100% of ROG (Fgure 34) and hu
man EGC [(Figure 38). The immunoreactivity of 15-LOX-1
way undetedable. Costaining of human enteric submucosal
plexus with 15-LOX-2 and 51008 glial marker showed that

sy

- 2D
c‘..—\.
R
=
::-.2'51:’_
=0
- T *
Ega
¥ E=
o o £ o0s-
_;:
28
= QoD -
& & &
g & &
& o 'ﬁb

o

£
= =
o B
250
EL
35
= E
23 .
n':‘:ﬂ'E
o
=2
0.0 i
T e
ﬁgg ng‘ Q@ﬂf“’
% o o

N

Figure 2. 15-HETE increases |EB spreading and resistance and decreases |[EB permeability. 5- or 15-HETE functicnal impact
on |EB was assessad by TEER, pamaability, spreading, and proliferation measurements. (4) TEER was measured on a Caco-2
monolayer after 1 day of 5- or 15-HETE (100 pg/ml) in the basolateral chamber. (8] Permeability was measured by sulfonic
acid flux through the same Caco-2 monolayer. (C) Spreading was measured using Z20-1 staining on Caco-2 after 2 days of
treatments, (0] Call proliferation was estimated by direct counting of & ,6-diamidino-2-phenylindole staining. These 4 pa-
ramalers are represanted as fold to the control mean Data represant meaans + SEM of 4 1o 6 independent expedments. P <
A5, LeAd, leukolrdens A2: TxB2, thromboxane B3,
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15-LOK-2

15-LOX-2

15-LOK-2
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Merge

Figure 3. Muman and rat EGC express the 15-lipooygenase-2(15-L0X-2). {4} ROG and B} human EGC immunastaining for
15-L0OX-2. Scake bar = 50 um. {€) Submucosal immunohistochemistry was parformed wing anti—1500X-2 and -51005
glial madked) antibodias. RBapresontative pictures. dapd, 4 6-diamidine-2-phenviindola. Scale bar = 100 am.

15-L0H-2 is expressed in sita in EGC, and also in newrens

[Figure 30)

Defect of 15-Hydroxyeicosatetraenaic Acid
Production by Crohn's Disease Enteric Giial Cells
is Responsible for Increased Intestinal Epithelial
Bamer Permeability

['o analyze the importance of glial 15-HETE production
and ity impact on [EB in a pathologic context, we studied
EGC from CI patients compared with control patients. The
15-Lox-2 messenper RNA  [ALox158] expression  was
measured in control and CD EGCs and 15-HETE production
was measured in mnrrol and CD BEGC-cond idoned media
Althoupgh ALox158 was expressed ab comparable levels in
control and CD EGC (Fipure 44), the 15-HETE level was
significantdy lower in CD compared with control BGC-
condiboned media (Flgure 48] To study the [unchonsl
impact of control and CD EGCs on [EB we replaced Caco-2

basolateral culure media with BEGC-omonditioned media.
Control EGC-condiioned medis induced a significant
decrease in [EB permeability, but CD EGCronditioned me-
dia had no effect [ Figure #0). The 15-HETE su pplementation
in CD EGCconditioned media significantly decreased [EB
permeability, but had no additional effect when added to
control  EGC-monditioned media (Figure £C). These data
show that the functional defect presented by CD EGCs could
be fxed by addition of 15-HETE.

in Vive Inhibition of 15-Hydroxyeicosatetraenoic
Acid Production induces Intestinal Epitheiial
Bamier Permeability

I'o evaluste the mnge of impact of 15-HETE on IEB
permeability in vivo, rats were injected intraperitoneally
with 15-HETE or 15-LX inhibitor 1, and the permeability of
colon pieces was measured in Ussing chambers. The
15-HETE injection had no significant effect and 15-L0X
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Figure 4. EGCs from CD patients ame functionally abnormal: they misproduce 15-HETE and fail to reduce [EB parmeability. {4)
Alox 158 messenger RNA (coding for 15-LOX-2) expression was measuned in human EGC from control {(control) or CD {CD)
patients. (8) 15-HETE production was measurad by liquid chromatography tandam mass spectromaetry in the cultume meadium
of human EGCs from contral or CD pabents, or in the culture medium alone (WO, Data represent means + SEM of § inde-
pandent control and 5 CD EGC cultures. *P < 05, {C) Permeability was measured by sulfonic acid flux through the Caco-2
manolayer incubated without (WO or with contral (eont) or CD BEGC-conditioned media, with supplementation of 15-HETE
{+15-HETE) or not. Data represent means + SEM of fold to the control mean of 3 to 6 indapendent axpedments. “F < .05,
D) 15-HETE functional impact in vivo was evaluated by the measuement of colon permaability of mts 4 hours after inta-
paritcneal injections with 15-HETE (15-HETE) or 15-lipoxygenasa inhibiter 1 {15-lox INH). Data represent means + SEM of 2
independant experdments, 4 animals per group for sach expadment; *P < 05,

inhibitor 1 injedion induced an increase inlEB permesbility
(Figure «0). This indicated that 15-HETE production
constantly maintains IEB permeability in vivo.

T5-Hydroxyeicosatetraenoic Acid Induces
Zonula Occludens-1 Expression in intestinal
Epnithelial Cells

To lurther wnderstand the mechanisms of 15-HETE
regulation of [EE permeability, we anzlyzed the expression
of tight junction proteins on Caco-2 cells trested with
15-HETE for 5 minutes, 15 minttes, or 24 hours. Expression

of Z20-1 was incressed after 15 mindtes and 24 hours of
15-HETE treatment, and dawdin 1, claudin 2, ocduding [AM-A,
and £20-2 expression were unchanged (Figure 54 and B).
This indicated that 15-HETE could decrease IEB perme-
ability through a rise in 20-1 expression

Fonula Occludens-1 Is Necessary to Regulate
Epithelial Resistance and Permeability in
Response to 15-Hydroxyeicosatetraenaic Acid

To assess the role of £0-1 in the effects of 15-HETE, we
generated a Caco-2 cell line that down-regulates Z0-1
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Figure 5. 15-HETE induces Z0-1 exprassion in |EC. () Claudin-1, daudin-2, occluding, JAM-A, Z0-1, and Z0-2 axpression
were measured by Western blotting from Caco-2 monolayers stimulated for 5 minutes, 15 minutes, or 24 hours with 15-HETE
{100 po/mL) at the basclateml side. {B) Quantification of Westem blot analysis. Data represent means of fold to control mean +

SEM of 3 to 4 indepanden! expadments. *P < .05,

expression. We stably expressed Z0-1 short-hairpin RNA
and isolated a stable cell line on the basis of puromyclin
resistance. This cell line showed a signifeant reduction of
around B0% of Z0-1 protein levels when compared with

control, and no more induction of 20-1 expression after

treatment with 15-HETE (Figure &4). The 15
HETE —induced increase in TEER and decrease In perme-
ability observed in control Caco-2 were absent in the
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sh-20-1 cell line (Flgure 68 and C). Compared with control
cells, sh-20-1 cells presented significantly decreased TEER
[Figure 68) and increased permeability (Figure 6C). These
data demonstrate that the regulation of [EB properties by
15-HETE is mediated by 20-1.

15-Hydroxyeicosatetraenoic Acid inhibits
Adenosine Monophosphate -Activated Kinase to
Increase Intastingl Epithedial Bamer Resistance

To refine the signaling involved in the control of IEB
permeability by 15-HETE, we analyzed the transduction
pathways that could be actbvated by 15-HETE in 1ECs.
The 15-HETE repgulates several cellulsr functions through
tyrosine  phosphorylation, Src,  exracellular  signal-
regulated kinase (ERK), or AMPK activation,™ 7% Global
tyrosing phosphorylation did not vary with the time period
of 15-HETE stimulation (Figure 74 and £). Quantification
of specific major signals of tyrosine phosphorylation at 22,
40, or 110 kba did not show further variations [quantifi-
cation not shown). ERK phosphorylation was significantly
inreased after 15 minutes and 24 hours of 15-HETE
trestment, and Src phosphorylation remained stable
(Flpure 74 and £). On the contrary, AMPK phosphorylation
was significantdy reduced after 15 minutes of 15-HETE
treatment (Figure 74 and H). To study the implication of
ERK adivation or AMPK inhibition on 15-HETE—induced
reduction of permeability, we pretreated Cace 2 cells with
the ERK pathway inhibitor, U0126, or the AMPE adivator,
AICAR. U01 26 treatment alone decreased 1EB permeability,
and 15-HETE had no additonal effect (Figure 7C). The
AICAR compound entirely blocked the 15-HETE—induced
decrease in [EB permeability and, despite 2 trend, had no
signifiant effect alone (Figure 70). These data demon-
strated that ERK activation by 15-HETE was not respon-
sible for the inhibition of 1EB permeability by 15-HETE,
and AMPK inhibition was.

Discussion

Whereas several studies have described phenotypic
abnormalities of EGC from CD patients, no funcional stdy
i available to define whether these cells present dysfunc
tions, Our work demonstrates that CD EGCs ane d efective for
IEB permeability control a defect that could be due to their
low 15-HETE production. At the same time, we describe
how EGCs express 15-L0X-Z, but not 15-LOX-1, to produce
15-HETE and repulate |EC spreading, |EB resistance, and
permeability. In addition, 15-HETE controls [EB perme-
ability through AMPE and 20-1 tarpeting.

The profile of PUFA derivatives produced by EGC
indicates that a few metzbolites are present in EGC-
conditioned mediom, and that LOYX metzbolites such as
5- amd 15-HETE are highly produced, independently of the
source of rat EGC, primary cultures or cell lines. Considering
the low stability of these compounds, we cannot draw
conclusions about the absence of production of the other
PUFA by EGC. but we could ensure the production of 5-and
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Figura 7. 15-HETE inhibits AMPK to dacrease |ER permaability. (4) Total phospho-tyrosine (P-Tyr), ERK phos pharylation [P-
ERK), S phosphorylation (P-Srcj, and AMPK phosphorylation (P-AMPE) levels were measured by Westem blotting from
Caco-2 monolayers stimulated for 5 minutes, 15 minutes, or 24 hours with 15-HETE (100 pg/ml) al the basolateral side.
{8} CQuantification of Wastern blot analysis. Data mpresent means of fold 1o control mean + SEM of 4 indepandent ax peri-
ments. P < .05 {C) Impact of ERK inhibition on [EB pameability was assessed by pretreatment of Caco-2 monclayer with the
MEK inthibstor (U026, 10 o M) 30 minutes bafore 15-HETE stimulation. Data represent means of fold Lo cortrol mean + SEM of
Jindependent expenments. “P < .05, (D) Impact of AMPK activation on |[EB permeability was assessed by treatment of Caco-2
monolayver with the AMPE activator (AICAR, 10 M), Data reprasant means ol fold to control mean + SEM of 3 independeant

experimants. *P < 08 vs control; 5P = 05 vs 15-HETE.

15-HETE. In addition, this study shows for the frst time
the expression of 15-LOX-2 in human EGC and ganglion-
ated submucosal plexus of the enteric nervous system.
Among the 18 LOX sequences published, the 15-LOX-2,
originally identfied in hair follicles, has been found in
skin, prostate, and cornea’” and later in lung, esophageal
epithelial cells, znd ovarian tissue™ " The hiologic
functions of 15-L0OX-2 in different cell types are diverse.

Until nowe, it has mainly been studied in relation to cancer
and atherosclerosis. The 15-LOX-2 negatively regulates
the proliferation of prostate epithelial cells™" and has a
tumaor-suppressing role™ Concerning atherosclerosis,
the beneficial role of 15-L0X has been guestioned for a
long time regarding the anti-inflammatory effect of
15-LOX thmugh lipid medistor production and  the
proinfammatory and atherogenic effects through oxLDL
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formation®® Mevertheless, recent studies have focused on
a proatherogenic role of 15:-LOX-2°° 7 in particular by
increasing inflammation. In Gct, 15-LOX-2 exerts biologic
activities via the formation of bicactive lipids, mainly
15-HETE. that could exhibit numemus pro- or anti
inflammatory properties. The 15-HETE increases platelet
appregation,”  and  induces endothelial cell barrer
dysfunction,  angiogenesis,”**"** and vascular and
pulmonary smooth muscle rum-ud.eli.rg.za’ﬁ'" * Con
cerning effects on the epithelium, 15-HETE has been
shown to induce cell growth of preconfiuent non-
differentiated 1ECs™ We did not find an efect of 15-HETE
on Caco-2 cell numbers, aml could only explzin this dif-
ference by the confluence and the [EC culture on flters.
Cnly one other study has reported that 15(5])-HETE can
increase Caco-2 TEER and decrease permﬂabil'tty.sl We
confirmed these results and have additionally shown that
15-HETE induces Caco-2 spreading and omntrols the
permeability in vivo, This enlarges the spectrum of the
effects of 15-HETE on IEH, and because these are benefi-
cial, we could consider them to reinforce the [EB, espe-
cially in a pathologic context presenting [EB defects.

Due to their anti- or proinflammatory propertes, some
PUFAs have already been messured in the mumsa of
inflam matory bowel disease pattenbi.lﬁ" " More recently, it
was shown that levels of PGE;, PGD,, thromboxane B2, 5-
HETE, 11-HETE 12-HETE, and 15-HETE were significantly
elevated in inflamed mucosa and correlated with the
severity of inflammation in UC patients”* The production of
15-HETE was also induced after ischemia in mouse jejunal
tissue ™ Our work provides evidence for a protective role of
15-HETE, prompting a reinfordng of the [EB by diminishing
ity permeability.

This study additionally shows that, in Caco-2 cell;
15-HETE did not activate Src or induce tyrosine phosphor-
ylation as desoribed Flﬂ!'.‘i.uLL'i].!p'.zﬁ'“ but activated the ERK
and inhibited the AMPE pathways Whereas ERK adivation
was nol responsible for the redudion in permesbility
ohserved, the AMPK inhibition was The energy sensor,
AMPE, i5 generally activated in response to cellular stress,
as oeours during inflammation, and to our knowledge few
data link 15-LOX activity or 15-HETE production with
AMPE. Nevertheless, the nordihydroguasiaretic acid inhibitor
of 15-L0X induced phosphorylation and  acivation of
AMPE.* confirming the relation we are describing between
15-HETE and AMFPE. In addition, if the expression of AMPK
was necessary for an ameliorstion of the epithelial bar-
rer, "% AMPK activation has been linked to intestinal
barder dysfunction.™ ™ AMPHE activation has also been
shown o decrease 20-1 Mpr&isluu..’_" Further work s
necessary to define if, as described, inhibition of the AMPE
a? isoform, but not inhibition of al, can reinforce the
epithelial barrer®?

Nevertheless, we have shown that the impact of
15-HETE on permeability requires £0-1 expression, con-
firming that this tight junction protein is a ey mediator of
the EGC control of epithelial permeability and resis-
tance.™""'**" Taking into account the impact of nutrients
aml microbiots on the phenotype and function of the
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enteric nervous system,”' we might wonder whether
nutritional status can influence gut wall integrity through
the ENS5?

Dur work defines the novel protedive role of 15-HETE
on the IEB, and shows that 15-HETE medistes its effect
through AMPE inhibition and £0-1 expression. In addition,
this work brings the first evidence of human EGC dysfunc-
tion in CD. Overall, our ex vivo functional studies indicate
that primary coltures of EGCs isolated from noninflamed
intestine of CO patients exhibit loss of function as compared
with EGCs isolated from control patents. These Andings
sugpest that CD EGCs have an altered intrinsic functional
phenotype. It is temptng to speculate that impaired
intrinsic functions of EGCs from CD patients predispose to
and/or directly participste in the disease onset, supporting
the idea that CD oould be a “gliopathy”

Supplementary Material

Mote: To amess the supplementary material accompanying
this article, visit the online version of Gostroenterology at
www gastrojournatorg, and at hitpy /dedolorg/ 10,1053/
jgastro.2015.09.038,
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EKPGF1a PGE3 LxB4 RvDx LIBS PGA1 LiB4 150PGJ2
medivm {pa/mi} 11582 1250.16 2092.93 1521.20 0.00 0.00 41042 43365
$0 200,60 578,57 124622 566,70 0.00 000 246,50 195,76
UG (pafmi) 0.00 592.59 1Ha17 2099.77 0.00 000 389,04 45711
S0 000 105.39 114182 848,34 0.00 0,00 25229 112.16
ROG (pg/mi) 1569.05 561.0¢ 356.61 100427 138.80 48347 361.75 386.27
<D 2013.47 727.60 797.18 285.23 310.34 1035.34 11024 4916
17.-HDoME  12.HETE 1416.EET 6.oxoETE 11,12.EET  B9.EET  68.EET NG
medium {pgimi} 0.00 202.21 24421 2863408 106808 0.00 8254 PGF2a
S0 0.00 506.13 42208 2408221 183268 0.00 142,95 RvD1
Jus {po/mi} 0.00 1106.24 0.00 3283513 150371 0.00 81712 TMaR1
S0 000 142477 0.00 3444721 150794 0.00 1519.21 PO1
ROG {pg/mi} 460,90 243402 87364 3822342 35985 136,07 38146 56-DIHETE
S0 654,16 1368 65 90652  30814.11 854,08 304,26 364.22

SUPPL MAT 1. Rat EGC mostly produce 5- and 15-HETE.

The PUFA dosage was performed as described by Le Faouder et al..?! This innovative method
allows the simultaneous measurement of 29 lipids: 6-keto-prostaglandin Fla (6kPGF,,);
thromboxan B2 (TXB,); prostaglandin E2 (PGE,); prostaglandin E3 (PGE,); prostaglandin Al
(PGA,); 8-iso prostaglandin A2 (8-isoPGA,); 15-Deoxy-Deltal2,14-Prostaglandin J2 (15d-

PGJ,). lipoxin A4 (LxA,); resolvin D1 (RvD,); leukotrien B4 (LTB,); leukotrien BS (LTB;); 10(S);
17(S)-protectin (PDx); 18-hydroxyeicosapentaenoic acid (18-HEPE); 15-hydroxyeicosatetraenoic
acid (15-HETE), and 12-HETE, 8-HETE, 5-HETE; 17-hydroxy-docosahexaenoic acid (17-HDoHE),
and 14-HDoHE; 14,15-epoxyeicosatrienoic acid (14,15-EET), and 11,12-EET, 8,9-EET, 5,6- EET; 5-
oxoeicosatetraenoic acid (5-oxo-ETE). Briefly, the 29 lipids of interest and 3 deuterated internal
standards (LxA,-d5, LTB,-d4, 5-HETE-d8) were separated by LC-MS/MS analysis on an HPLC
system (Agilent LC1290 Infinity) coupled to Agilent 6460 triple quadrupole MS (Agilent
Technologies) equipped with electrospray ionization operating in negative mode. Reverse-
phase HPLC was performed using a ZorBAX SB-C18 column (2.1 mm;50 mm;1.8 um) (Agilent
Technologies) with a gradient elution. Mobile phase A consisted of water, ACN and FA
(75/25/0.1); Solvent B: ACN, FA (100/0.1). Compounds were separated with a linear gradient to
85% B from 0 to 8.5 min and 100% B to 9 min. Isocratic elution continued for 1 min at 100% B
then 100% A was reached at 11 min and maintained to 12 min. The flow rate was 0.35 mL/min.
The autosampler was set at 5°C and the injection volume was 5 pL. Data were acquired in MRM
mode with optimized conditions (fragmentors and collision energy). Peak detection, integration
and quantitative analyses were performed using MassHunter Quantitative Analysis software
(Agilent Technologies).

Production of eicosanoids by EGC was measured using high sensitivity liquid chromatography
tandem mass spectrometry in the culture medium of a rat EGC cell line (JUG) or primary
cultures of rat EGC (ROG). Nine compounds were differentially present in culture medium alone
(medium) or after 3 days of JUG or ROG culture (Figure 1). Fifteen compounds were present at
the same level in these three media, and five compounds were undetected (ND) (Suppl Mat 1).
Data represent means * SEM of 4 independent cultures, p<0.05.
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SUPPL MAT 2. EGC from CD patients are comparable to EGC from control patients.

(A) Main clinical features of patients with Crohn’s discase (CD) and control. 5-
aminosalicylique acid (5-ASA): corticoids (CCT); immunosuppressive treatment (IS); anti-
Tumor Necrosis Factor alpha antibodics (anti-TNF). (B) GFAP mRNA was quantified in
biopsies from control (CTRL) or CD patients in inflamed (CDI) or non inflamed (CD NI) areca.
(C) Cells expressing the glial markers GFAP, S1006 or Sox10 are expressed as percentage of the
total cells in cach culture used.
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SUPPL MAT 3. Human EGC from control patients (cont EGC) or Crohn's disease patients (CD EGC)
express the 15-lipoxygenase-2.

F'o compare 15-lipoxygenase-2 (15-LOX-2) expression in control (cont EGC) versus CD EGC, we have observed
1 5-lox2- immunostaining in culture or in situ.

Immunostaining was performed using the 15-Lipoxygenase-2 Polyclonal Antibody (1:500; Cayman) or the 15-
Lipoxygenase-1 Polyclonal Antibody (1:500; Cayman) and a secondary anti-sheep or anti-rabbit 488 (713-095-147;
1:1000; Jackson Immunoresearch or FluoProbes®488; 1:1000; Interchim). Submucosal plexuses of contro
patients were also analyzed for lipoxygenase immunoreactivity with slight modification of time and buffer
composition from the protocol described above. Tissues were fixed for 4 h in PAF and incubated in NH,CI (100
mM) for 15 min before incubation in PBS-0.5% Triton X-100-1% saponine for 1 h and a blocking procedure for 2 h
in PBS-0.5% triton X-100-1% saponin and 10% horse serum. Primary antibodies were incubated for 2 days, and
secondary antibodies overnight. S100b (mouse monoclonal antibody, Abcam) immunoreactivity allows the
dentification of EGC. Images were acquired with an Olympus IX 50 fluorescence microscope coupled to a digital
camera (model DP71, Olympus) and analyzed with Cell B software (Soft Imaging System, Olympus).

(A) human EGC immunostaining for 15-LOX-2 or Sox-10 glial marker. Scale bare 50pum. (B)
Immunohistochemistry of submocosal plexus from control (cont) or CD patients (CD) was performed using

anti-15LOX-2 and -S100p (glial marker) antibodies. Representative pictures. Scale bare 100um
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SUPPL MAT 4. ALox15B is expressed all along the gut.

ALox15B mRNA (coding for 15-LOX-2) expression was measured in human small intestine (n=4),
colon (n=4) or rectum (n=3).

Following the manufacturer’s recommendations, total RNA extraction from cells or tissues was
performed with the Nucleospin RNAII kit (Macherey-Nagel) and 1 ug purified RNA was denatured
and processed for reverse transcription using Superscript |l reverse transcriptase (Invitrogen).
PCR amplifications were performed using the Tagman Gene Expression Assay (Life Technologies)
and run on a StepOnePlus system (Life Technologies). The following primers were used: b-actin
Control kit Yakima (Eurogentec) and Alox15B (Hs00153988 ml, Life Technologies). Relative
quantification of gene expression was determined using the standard curve method and

endogenous control b-actin mRNA.
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SUPPL MAT 5. Z0-1 is necessary to regulate epithelial resistance and permeability in MDCK
As opposed to ZO-2, ZO-1 regulates TEER and limits solute permeability. To assess th

Z0-1 and ZO-2 on TEER and permeability to sulfonic acid, we studied stable Madin-Darby canine
kidney (MDCK) II cell lines expressing short hairpin RNA (shRNA) sequences targeting both ZO-1
(ZO-1 KD), ZO-2 (Z0O-2 KD) or both ZO-1 and ZO-2 (DBL KD. (A) TEER was measured on
parent or KD MDCK monolayer (B) Permeability was measured by sulfonic acid flux through the
same MDCK monolayer. These two parameters arc represented as fold to the medium parent
average. Data represent means = SEM of 3 independent experiments in duplicates.*p<0.035

¢ role of

compared to control; §p<0.05 compared to control or compared to ZO-2 KD.
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Article 2 :

La prostacycline prévient la colite et diminue la
perméabilité intestinale via une régulation de
I'occludine et de la Caspase-3
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Présentation de l'article 2 :

Dans l'article précédent, nous avons montré qu'un nouveau médiateur lipidique produit par
les CGE, le 15-HETE, controlait la perméabilité épithéliale intestinale. De plus, nous avons mis en
évidence qu'il était sous-produit par les CGE de patients MC, suggérant que le défaut de perméabilité
observé chez ces patients pourrait venir du défaut de production de ce glio-médiateur.

Pour poursuivre ce travail, nous avons replacé les CGE dans un environnement inflammatoire
semblable a celui gu’elles ont lors des MICI. Ainsi nous avons dosé les médiateurs lipidiques de CGE
humaines, non pas dans des conditions de culture contréles comme lors de la premiere étude, mais
apres 4 jours de traitement avec un cocktail inflammatoire représenté par le TNFa et I'll-13. Ces
nouvelles expériences nous ont permis de montrer que la production de PGE2, PGI2 et de 8isoPGA2
par les CGE humaines est augmentée en réponse a I'inflammation, ce qui n’est pas le cas du 15-HETE.
De plus les CGE de patients MC ont perdu cette réponse a I'inflammation, ce qui pose a nouveau la
question de l'effet bénéfique ou non de la réponse inflammatoire gliale. Par ailleurs, si nous
confrontons ces données au dosage lipidique réalisé sur des surnageants de biopsies de patients
controles ou MICI, parmis les 3 nouveaux médiateurs lipidique d’intérét identifiés, seule la
production de PGI2 est significativement diminuée en zone saine de patients RCH et dans les biopsies
en zones enflammées de patients MC. Ainsi, nous nous sommes demandé si la PGI2 retrouvée en
qguantité diminuée chez les patients MICI pouvait avoir un réle physiologique protecteur sur les
fonctions de la BEI qui pourrait expliquer les altérations retrouvées chez ces patients.

Ce deuxiéme travail est la caractérisation de l'impact fonctionnel de la PGI2 sur les
propriétés de la BEI in vivo dans un modele d'inflammation intestinale. Pour cela, des souris traitées
ou non au DSS ont regu des injections de PBS ou d'Epoprostenol, un analogue stable de la PGI2.
L'impact de la PGI2 sur la colite induite au DSS a été analysé en mesurant différents parameétres
morphologiques tels que la perte de poids des animaux ou la longueur des colons, et un score
histologique plus détaillé du remodelage colique a également été mis en place. Un score d'activité de
la maladie a été établit en se basant sur la consistance des féces et sur la présence de sang ou non, et
la perméabilité intestinale a été mesurée in vivo. L'inflammation de nos différents groupes d'animaux
a également été estimée en quantifiant I'expression de différentes cytokines pro-inflammatoires. Nos
résultats ont montré un réle bénéfique de la PGI2 qui protégeait des dommages induits par une
inflammation intestinale. En effet, le traitement au DSS entrainait un remodelage morphologique et
une augmentation du score d'activité de la maladie et de la perméabilité in vivo, mais une
supplémentation en PGI2 prévenait ces changements. De maniéere intéressante la PGI2 ne réduisait
que trés partiellement l'inflammation induite par la colite au DSS via une diminution de I'expression
de certaines cytokines pro-inflammatoires, mais avait un effet majeur sur la BEI. En effet I'étude des
mécanismes moléculaires impliqués nous a montré que la PGI2 avait un effet direct sur la BEI,
augmentant l'expression de la protéine Occludine et diminuant I'apoptose et I'expression de la
Caspase-3 clivée. Le role bénéfique de la PGI2 a été validé dans un modele de culture d'explants
murins et humains ex vivo traités ou non avec un inducteur d'apoptose, la staurosporine. Nous avons
également retrouvé une augmentation de I'expression de la Caspase-3 clivée et de |'apoptose au
niveau de la muqueuse des patients MICI en comparaison aux patients contrbles. Enfin, un
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prétraitement de biopsies de patients MICI avec de la PGI2 entrainait une diminution de la

perméabilité ex vivo.

Cette étude nous a non seulement permis d'identifier la PGI2 comme un nouveau médiateur
lipidique capable de renforcer les propriétés de la BEI, mais elle met aussi en évidence que le défaut
fonctionnel de production de PGI2 par les muqueuses de patients MICI peut étre amélioré par une

supplémentation avec un analogue stable.

Cet article est actuellement en préparation.
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ABSTRACT

BACKGROUND & AIMS: Whereas a decrease of the prostacyclin synthesis enzyme
expression has been described in Crohn’s disease patients, the prostacyclin PGI, effect on
intestinal epithelial barrier (IEB) properties remains sparse. This work intended to study PGI,
effect on colitis development and IEB permeability in vivo in mice and ex vivo on human
samples.

METHODS: Iloprost or Epoprostenol PGI, analog supplementation was used to analyze
PGI, effects on IEB but also to counter colitis development in the mice model of DSS-
induced colitis. PGI; levels were measured on human biopsies from control and inflammatory
bowel disease (IBD) patients using high sensitivity liquid chromatography tandem mass
spectrometry and PGI, effects on permeability of human samples was assessed. Molecular
signaling were analyzed using pharmacological approaches, quantitative PCR and western
blot analyzes.

RESULTS: PGI, analog prevented colitis development, reduced inflammation, increased the
expression of the tight junction protein occludin, inhibited the expression of the cleaved
Caspase-3 and abrogated DSS-induced increase in permeability in vivo. The permeability of
human and mice explants induced by the apoptosis-inducer staurosporine was also entirely
blocked by PGI, treatment. Finally we have shown that PGI, levels were decreased in the
mucosa of IBD patients that presented higher apoptotic level. The permeability of biopsies
from IBD patients was also significantly lowered by treatment with PGI2 analog.
CONCLUSIONS: This study not only presents the first evidence for PGI, regulation of IEB
properties, but also reveals that the functional defect of PGI, mucosal production by IBD

patients could be fixed by addition of PGI, analog.
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KEYWORDS: Intestinal Epithelial Cells; Inflammatory Bowel Disease; epoprostenol;

iloprost; apoptosis
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INTRODUCTION

The inflammatory bowel diseases (IBD) that encompass both ulcerative colitis (UC)
and Crohn's disease (CD), are complex chronic inflammatory disorders which incidence
varies between different countries but overall has increased greatly in recent years '. IBD is
characterized by chronic or relapsing immune activation and inflammation within the
gastrointestinal (GI) tract that severely alters GI function. Common IBD symptoms are
bleeding, severe diarrhea, cramping, abdominal pain, fever, and weight loss. In CD as well as
UC, the inflammation of the gut goes along with breakdown of intestinal barrier function,
abnormal secretion and changes of the patterns of motility. Several lines of evidence suggest
that alterations of intestinal epithelial barrier (IEB) permeability play an important role in IBD
%, An increase in intestinal permeability occurs in asymptomatic first-degree relatives of CD
patients > and is often observed prior to relapse of CD *.

The etiologies of IBD have not been fully elucidated. However, there are compelling
evidence suggesting that IBD pathogenesis is sustained by aberrant immune response
associated with changes in microbiota as well as environmental and genetic factors °
Currently genome-wide association studies appear to explain only a minority of the risk
associated with development of CD °. A recent study of genome-wide analysis of DNA
methylation identified that two eicosanoid synthesis pathway enzymes, the prostaglandin D,
(PGD;) synthase PTGDS and the prostacyclin (PGI,) synthase PTGIS, were differentially
expressed in CD fibrotic colons '. The observed increase in PTGDS mRNA levels confirmed
previous works describing that the level of L-PGDS mRNA expression was increased in CD
inflamed area ® or in UC patients in parallel with disease activity °. But overall the role of its

major product PGD, remains debated concerning its pro- or anti-inflammatory role in IBD *-

12
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Concerning PGI; a few is known about its role in gut or IBD and the down-regulation
of PTGIS expression in IBD patients was described in Sadler at al. paper for the first time. In
the 80’s, a set of works analyzed some prostaglandin content in rectal mucosa from IBD
patients 1318 The PGI, content of rectal mucosa presented no difference in CD patients B or
an increase in UC patients > compared to control patients. In the same time a defect in PGI,
content was observed in mucosa of patient suffering from duodenal ulcer disease " and a
capacity for PGI, to prevent the development of ASA-induced ulcers 20-21 PG, effect on
mucosa is unknown excepted its inhibition of the transport of water and solute through human

23,24

jejunum ** and its potential synergy with PGE, or PGE; to reinforce the IEB . In addition

to its well known anti-thrombotic and vasodilatory actions, the PGI, pathway has been also

25. 26 - . .
326 in other chronic disorders

described as an important mediator of inflammation and pain
such as arthritis and is thereby very interesting to decipher in IBD.
This work aims to determine the level of PGI, in human biopsies from IBD or control

patients, and using PGI, analog to assess the impact of PGI, on human IEB permeability and

more broadly on colitis development in vivo.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

Human tissues originated from control, Crohn’s disease (CD) or ulcerative colitis (UC)
patients were used for explants (Table 1) mucosa molecular analyzes (Table 2) biopsy
supernatant analyzes (Table 3) and biopsy permeability analyzes (Table 4). Briefly surgical
resections (used for explants and mucosa molecular analyzes) were collected from
macroscopically and microscopically unaffected fragment from patients undergoing surgery.
The control patients were patients undergoing surgery for colon cancer except two patients
undergoing surgery for stenosis or Hartmann's procedure that were used for explants. The
samples were always taken at least 10cm away from the tumor. Concerning biopsies they
were taken in inflamed and/or healthy areas. The location of the samples and the main clinical
features of the patients are represented in Tables 1-4 (Suppl Table). Patients gave their
written informed consent to take part in the study and all procedures were performed
according to the guidelines of the French Ethics Committee for Research on Humans and
registered under the no. DC-2008-402.

Human Explants

Human explants were obtained from human colon samples (Table 1) washed with cold
Krebs's solution and from which the muscle layer and the submucosa were removed. Explants
were mucosal pieces of 30-40 mg maintained in culture in RPMI/HamF12 (v/v) supplemented
with 0.01% BSA, 100IU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and fungizone (1%) at 37°C
with 95% O, and 5% CO; under gently agitation. They were incubated with PGI, analog
(Iloprost 10uM) 4 hours prior the addition of staurosporine (1uM). After 18hours explants
were placed in Ussing chambers for permeability measurement.

Mucosa molecular analyzes
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Human surgical resections (Table 2) were washed with cold Krebs's solution and the mucosa
removed and fixed lhour in paraformaldehyde solution (4% in PBS) or snap frozen for further
analyzes.

Biopsy supernatants

Biopsy supernatants were prepared as previously described 7,

Biopsy permeability
Upon removal biopsies were placed in Ussing chambers and incubated with PGI, analog

(Iloprost 10uM) 1 hour prior for permeability measurement.

Ex vivo permeability assessment in Ussing chambers

Human biopsies and human or mice explants were mounted in Ussing chambers (0.011 or
0.03 cm?2 exposed surface area, respectively) (Physiological instruments) as previously
described ** measuring the slope of fluorescein—5.6 sulfonic acid (1 mg/mL) diffusion for a

period of 180 min to evaluate paracellular permeability.

Mice Explants

Colons from C57BL/6NRJ were removed and washed three times in cold Krebs's solution. 8
pieces of each colon were incubated with Biopsies media (DMEM 4.5g/L. Glc, FBS 2.5%,
100IU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 20 pg/mL Gentamycin, 1.1 pg/mL AmphoB)
with PGI, analog (Iloprost 10uM) at 37°C with 95%0, and 5% CO,. After 4 hours,
staurosporine (1uM, Promocell) was added to colon segments and incubated overnight.
24hours after the beginning of incubation, pieces of colons were mounted in Ussing chambers

and paracellular permeability was measured as detailed above.

DSS-induced colitis and in vivo permeability assessment
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Colitis was induced by 4% (w/v) of Dextran Sulfate Sodium (DSS, MP Biomedicals) in
drinking water renewed every day for 4 days to male C57BL/6NRIJ (8 weeks, Janvier). For in
vivo assessment of PGI, Epoprostenol (1pg/ml in PBS) or vehicle (PBS) were given by three
intraperitoneal injections of 100uL distanced of 4 hours per day. Four mice per cages were
housed on a 12:12-hours light/dark cycle with free access to food (UAR) and water. Animals
were weighted daily and the last day animals received by gavage 120uL of solution (300mg
Red Carmin, 50 mg fluorescein—5.6 sulfonic acid, 50 mg Horse Radish Peroxydase — HRP
Sigma Aldrich, SmL 0.5% carboxymethylcellulose) and placed in individual cage. The
Disease Activity Index (DAI) was calculated based on stool consistency observed during the 4
hours post gavage (0= hard stool ; 1= soft or liquid stool) and gross bleading (0= no blood ;
1= blood) and was comprised from O to 2. After 4 hours, blood was collected from the tail
vein and paracellular permeability was evaluated in plasma. Transepithelial permeability to
HRP was measured by an enzymatic activity assay with 3,3°,5,5’-tetramethylbenzidine
reagent (BD Bioscience). Mice were euthanized and colon fragments withdrawn to be fixed
lhour in paraformaldehyde solution (4% in PBS) or snap frozen for further analyzes. All
experiments were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of Pays de

la Loire (study n°® 01953.01).

Real-time quantitative PCR analysis

Mucosal fragments from control and IBD patients or colon samples from mice were lyzed in
RAT buffer and total RNA extraction was performed with Nucleospin RNAII kit according to
the manufacturer’s recommendations (Macherey-Nagel).Purified mRNA was processed for
reverse transcription using Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). PCR

amplifications were performed using the Absolute Blue SYBR green fluorescein kit (Roche)
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or the Tagman Gene Expression Assay (Life Technologies) and run on a StepOnePlus system

(Life Technologies). The primers used are mentioned in Suppl Material 1.

Western blotting

Mucosal fragments from control and IBD patients or colon samples from mice were lyzed in
RA1 buffer and total protein extraction was performed according to the manufacturer’s
recommendations (Macherey-Nagel). For Caco-2 filters, cell lyzates were prepared as
previously described *. Samples were processed for WB analyzes as previously described *°.

The primary antibodies used are mentioned in Suppl Material 2.

6-ketoPGF;, dosage
The 6-ketoPGF;, dosage was performed as described Le Faouder et al. 0 from biopsy

supernatants.

Immunohistochemistry and histopathology

Fixed human and mice tissues were included in paraffin using a coating station (LEICA
EG1150C) and sections (3um) were performed using a microtome (LEICA RM2255).
Fluorescence

The slides were dewaxed and epitopes retrieval was performed before permeabilization and
blocking 2 hours in 10 % horse serum in PBS-0.5% triton X-100 and. Primary antibody for
cleaved Caspase-3 (rabbit polyclonal antibody, 9661 Cell Signaling Technology 1:100) or
occludin (rabbit polyclonal antibody, Abcam, 1:100) was incubated overnight at 4°C, and
secondary antibody 2 hours at room temperature. Images were acquired with an Axio

Zoom.V16 stereomicroscope (Zeiss) and analyzed with Zen software (Zeiss). The
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fluorescence was reported to mucosal area to estimate the cleaved Caspase-3 expression using
ImagelJ software (National Institute of Health).

Histological score

HPS coloration (Hematein Phloxin Safran) allowed the visualization of tissues morphology.
Tissue damage was scored in a blinded manner by quantifying destruction of mucosal
architecture, cellular infiltration, muscle thickening and loss of goblet cells (details in Suppl

Material 3).

Caco-2 culture, Transepithelial Electrical Resistance and Permeability measurement in
vitro

The human IEC line Caco-2 was cultured, TEER and permeability measured as previously
described *° The 6-ketoPGF,, (10uM, Cayman Chemical Company) or PGI, analog (Iloprost
10 uM, Cayman Chemical Company) were added or not the following day in the basolateral

compartment.

Statistics

All graphics were drawn and analyzed using GraphPad Prism 5.00 Software (GraphPad
Software). Values are expressed as means + standard error of the mean (SEM). The
significance of differences was determined using either the two-way ANOVA followed by
Bonferroni posttests or the non parametric Mann—Whitney test using GraphPad Prism 5.00.

Differences were considered statistically significant when p<0.05.
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RESULTS
PGI; analog blocks DSS-induced colitis.
To study the role of PGI, supplementation in vivo we analyzed the damages observed in DSS-
induced colitis model of mice co-treated or not with the PGI, analog Epoprostenol. Caecal
remodeling observed after DSS treatment was decreased when DSS-treated mice
simultaneously received Epoprostenol (Figure 1A). The reduction of colon length and the
loss of weight observed in DSS-treated mice were both abrogated in Epoprostenol-co-treated
mice (Figure 1B and 1C). Epoprostenol injections alone did not modify the observed
parameters (Figure 1A, 1B and 1C). To get more into details we measured the Disease
Activity Index (DAI) that take into account the stool consistency and the gross bleeding. DAI
was significantly increased in DSS-treated mice compared to control animals, and
significantly reduced in Epoprostenol-co-treated mice compared to DSS-treated mice (Figure
1D). The changes in distal colon morphology induced by DSS were also inhibited by
Epoprostenol co-treatment (Figure 1E). Quantification of this remodeling showed that
Epoprostenol co-treatment did not prevented muscle thickening (Figure 1F) or cellular
infiltration (Figure 1G) but prevented mucosal architecture destruction (Figure 1H). Goblet
cells depletion was significantly increased by DSS treatment compared to control mice
whereas it was not significantly increased by DSS in presence of Epoprostenol (Figure 1I).
All together these data showed a beneficial role of PGI, analog supplementation that lowered

clinical and morphological damages observed in colitis induced by DSS.

PGI; analog prevents DSS-induced permeability in vivo.
To assess the impact of PGI, supplementation on IEB failure in vivo we measured
permeability in DSS-treated mice with or without Epoprostenol co-treatment. Paracellular

permeability was increased in DSS-treated mice compared to control animals. Epoprostenol
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treatment had no basal effects and Epoprostenol co-treatment with DSS inhibited the DSS-
induced permeability and normalized it to control level (Figure 2A). Additionally we
measured transcellular permeability to HRP in these mice. Transcellular permeability was
unchanged between all four animal groups (Suppl Figure 1). These data show that PGI,
could prevent the increase of IEB paracellular permeability observed in vivo in mice under

DSS treatment.

PGI; analog partially reduces inflammation observed in DSS-induced colitis.

To investigate the effect of PGI, on the inflammatory reaction of mice treated or not with
DSS to develop colitis with or without Epoprostenol co-treatment, we measured the mRNA
expression of key cytokines in the colon of these mice. The DSS-induced increase of TNF-a
(Figure 2B), IL-6 (Figure 2C) and IL-17A (Figure 2D) mRNA expression was not affected
by Epoprostenol co-treatment. In contrast the increase in IL-22 (Figure 2E) and IL-1B
(Figure 2G) mRNA induced by DSS was not anymore significant when animals were co-
treated with Epoprostenol. Despite a trend the expression of IFN-y (Figure 2F ) and 1L-4
(Figure 2H) mRNA was not significantly modified by DSS or Epoprostenol. These data
suggested a partial regulation of inflammatory process by PGI, via a down regulation of some

cytokines such as IL-22 and IL-1.

PGI; analog decreases Caco-2 monolayer permeability.

To begin the investigation of PGI, effect on IEB we assessed whether PGI, analog Iloprost
can directly modulate the paracellular permeability of a Caco-2 intestinal epithelial cell (IEC)
monolayer in vitro. In comparison to untreated cells, Iloprost significantly increased the
TEER (Figure 3A) and decreased paracellular permeability of Caco-2 monolayers (Figure

3B). To ensure that the PGI, effects observed could not have been mediated by its inactive
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degradation product 6-ketoPGF,,, we have also measured TEER and permeability on Caco-2
cells treated with 6-ketoPGF,. It did neither modify the TEER (Suppl Figure 2A) nor the

permeability (Suppl Figure 2B). These data demonstrated that PGI, could directly regulate

the IEB resistance and permeability.

PGI; analog increases occludin and decreases claudin-2 expression in vitro.

To investigate the mechanisms of PGI, regulation of IEB permeability we made a screening
of the expression of tight junction proteins or regulator of paracellular permeability in this
Caco-2 model treated or not with Iloprost. ZO-1 and claudin-2 expression were significantly
decreased in presence of Iloprost (Figure 3C, 3D and 3F). In contrast occludin expression
was significantly increased by Iloprost treatment (Figure 3C and 3E). JAM-A, cingulin and
P-MLC20 expression were not changed by Iloprost treatment (Figure 3C, 3G, 3H and 3I).

These data showed that PGI, analog treatment could modify tight junction protein expression.

PGI; analog prevents the DSS-induced decrease of apical occludin expression in vivo.

We then went back to the DSS-induced colitis model to analyze IEB occludin and claudin-2
expression, the two tight junction proteins that could explain the prevention of DSS-induced
permeability by Epoprostenol. Occludin immunostaining showed a clear apical border
staining unchanged by Epoprostenol supplementation. DSS treatment decreased Occludin
apical staining that was restored by Epoprostenol co-treatment (Figure 3J). We failed to
obtain any clear claudin-2 immunostaining (not shown). These results showed that the
decrease of apical expression of occludin observed in colon of DSS-treated mice was

prevented by PGI, analog supplementation.

PGI; analog decreases apoptosis observed in the colon of DSS-treated mice.
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Because modifications of IEB permeability can be sustained by changes in tight junction
protein expression but also modulation of IEC apoptosis or proliferation we measured cleaved
Caspase-3 expression, PCNA expression and Akt phosphorylation in colon from DSS-treated
mice injected or not with PGI, analog Epoprostenol. Immunofluorescence staining revealed a
higher level of cleaved Caspase-3 expression in colon of DSS-treated mice compared to
control mice, mice injected with Epoprostenol or to DSS-mice injected with Epoprostenol
(Figure 4A and 4B). Additionally we showed that Akt phosphorylation was increased in
Epoprostenol+DSS treated mice in comparison to Epoprostenol-treated animals (Figure 4E).
PCNA expression was not modified (Figure 4D). These data suggested an additional

protective role for PGI, analog that could decrease apoptosis and promote IEC survival.

PGI; analog reverses mouse and human IEB breakdown ex vivo

To validate PGI, implication in regulating apoptosis and thereby IEB permeability we added
an apoptosis inducer, the staurosporine, to colon samples from control mice or mucosal
explants from control patients maintained in culture for 24h and supplemented or not with
PGI, analog. The paracellular permeability was measured in Ussing chambers after these
treatments. As expected the staurosporine treatment increased paracellular permeability of
mice or human explants and Iloprost supplementation entirely inhibited it, leading to a
normalization of permeability values (Figure SA and 5B). These data showed that PGI,
analog was able to prevent the increase of permeability induced by the apoptosis inducer

Staurosporine.

Cleaved Caspase-3 expression and apoptosis are increased in mucosa from CD or UC

patients.
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Before continuing our investigation of PGl on human samples, we wanted to analyze the
apoptotic processes in mucosa of IBD vs control patients. Therefore we have measured
cleaved Caspase-3 expression by western blotting and Bax and Bcl2 mRNA expression by
quantitative PCR in mucosa of control, CD or UC patients. Whereas the expression of cleaved
Caspase-3 was increased in CD as well as UC patients compared to control patients (Figure
6A), Bcl2 and Bax mRNA were unchanged (Figure 6C and 6D). We have completed these
analyzes by immunohistochemistry of cleaved Caspase-3 and epithelial apoptosis
measurement using the cytodeath M30 antibody. No cleaved Caspase-3 or M30 staining were
the most frequent pattern observed in mucosa from control patients. In contrat strong cleaved
Caspase-3 and M30 staining were the pattern mostly observed in CD or UC patients (Figure
6B). These data showed that epithelial apoptosis was increased in CD as well as UC patient

mucosa compared to control patient mucosa.

PGI; production is decreased in biopsy supernatants of IBD patients.

To analyze the PGI, content in gut mucosa of IBD patients, we analyzed PGI, production by
measuring its inactive by-product, the 6-ketoPGF,,, in control or IBD biopsy supernatants.
The 6-ketoPGF) level was significantly decreased in biopsy supernatant from healthy areas
but not inflamed areas of UC patients. In contrast 6-ketoPGF;, level was significantly
decreased in biopsies from inflamed areas but not healthy areas of CD patients (Figure 7A).
To complete the analysis of PGI2 dependent pathway functionality, we then measured the
expression of the PGI, receptor IP (PTGIR) in the mucosa of IBD patients. PTGIR mRNA
level was not significantly different in CD or UC vs control mucosa (Suppl Figure 3)
suggesting that the pathway could be functional. These data showed that IBD patients did not

present a defect in PGI, signaling, but a lack of PGI, content in healthy or inflamed areas.
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PGI, analog reduces permeability of biopsies from IBD patients.

To assess whether PGI, treatment could reduce the permeability observed in IBD patients, we
pre-treated with Iloprost biopsies from CD or UC patients one hour before paracellular
permeability measurement in Ussing-chambers. Iloprost treatment significantly decreased
IBD biopsies permeability (Figure 7B). The differences observed in the amplitude of
permeability responses to Iloprost were not explained by the type of IBD (UC or CD), the
biopsy location (ileum or right colon) or the inflammation of the mucosa (inflamed and non
inflamed area). This showed that Iloprost could reduce the permeability of IBD biopsy,
suggesting that the functional defect of PGI, mucosal production by IBD patients could be

fixed by addition of PGI, analog.
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DISCUSSION

Our work describes a novel PGl,-mediated protective mechanism of IEB. We have
demonstrated that PGI, stable analog supplementation inhibits IEC apoptosis, the decreased
Occludin expression, the increased IEB permeability and the colitis development observed in
vivo in a mice model. We have additionally shown that apoptosis-induced permeability of
mice or human mucosa explants was blocked by PGI, analog ex vivo. Eventually we have
showed that PGI, production was lacking in biopsies from CD and UC patients which mucosa
presented higher apoptotic epithelial cells. PGI, analog again reduced IBD biopsy
permeability suggesting that the functional defect of PGI, mucosal production by IBD
patients could be fixed by addition of PGI, analog.

Eicosanoids include prostaglandins (PGs among which the PGD,, PGE, or PGI,) and
thromboxanes (Tx) that are termed prostanoids, as well as leukotrienes, lipoxins,
hydroperoxyeicosatetraenoic acids, hydroxyeicosatetraenoic acids (among which the 15-
HETE) and epoxyeicosatetraenoic acids. Their production or the expression of their synthesis
enzymes is generally described to be are increased in IBD. 12-LOX expression is increased in
mucosa from CD and UC patients ' and 5-LOX activity and LTB, production is elevated in
mucosa from UC patients 32, PGE,, and LTB, synthesis are enhanced in the inflamed colonic
mucosa in active UC and CD with rectal ulcerations > and PGE, in experimental ileitis >*.
PTGDS expression is increased in CD fibrotic colons ’, the level of L-PGDS mRNA
expression is increased in UC patients in parallel with disease activity ° or in CD inflamed
area °. Levels of PGE,, PGD,, TXB,, 5-HETE, 11-HETE, 12-HETE and 15-HETE are
significantly elevated in inflamed mucosa and correlate with severity of inflammation in UC
patients *. But overall the role of their products such as PGD, in IBD remains unknown or
debated concerning their pro-inflammatory or anti-inflammatory properties °'> ***’. A lot of

works described PGE, effects in the gastrointestinal tract, driving the idea that PGE,
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specificity depends on its receptor and could provide mucosal protection to colitis trough
EP4/2 receptors 3839 but that PGE,-dependent pathway could also lead to tumor formation 40,

The literature is ambivalent concerning PGI, potential effects on IEB permeability as
well as on gut inflammation. In one hand PGI; could act as a mediator of pain, inflammation
and consequent damages in IBD patients. Indeed PGI, pathway is enhanced in experimental
ileitis ** and it was also suggested that the mechanisms responsible for the therapeutic effects
of steroids and sulphasalazine in IBD may be related to the inhibition of prostanoid synthesis
1516 Byt in another hand PGI, defect has been involved in duodenal ulcer 19 and a PTGIS
downregulation has been shown in fibrotic CD patients '. The decrease in PGI, content that
we observed in biopsy supernatants from IBD patients could argue for an involvement of
PGI, defect in pathological development, and thereby a protective role for PGI, upon IEB.
This idea is also supported by the association and common mechanisms underlying IBD and
chronic airway diseases *' and the currently widely use of stable PGI, analogs beraprost and
iloprost as treatment of pulmonary hypertension. They showed potent anti-inflammatory and
endothelium-dependent anti-edemagenic effects in several models of acute lung injury. In
addition the use of PGI, analog beraprost has been shown to enhance the endothelial barrier **
that is consistent with the decreased permeability that we observed in IEB in response to
Epoprostenol or iloprost treatments.

The mechanisms of the IEB reinforcement observed in our study involved regulation
of the tight junction protein expression as well as apoptotic inhibition. In IBD the decrease of
permeability has been explained by tight junction defect or IEC renewal defect. Indeed in CD
as well as in UC claudin-2 upregulation, MLCK activation or occludin downregulation have
already been observed *. As PG, can regulate tight junction protein expression and increase
ZO-1, occludin and claudin-5 expression to reverse endothelial damage *, we could have

expected an up regulation of these tight junction proteins by iloprost treatment in vitro or
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Epoprostenol supplementation in vivo. This was not the case for ZO-1 which expression was
decreased in Caco-2 treated by Iloprost, but we indeed observed that occludin expression was
increased in this cellular model. More interestingly the down regulation of the apical
expression of occludin observed in colon of mice treated with DSS to develop colitis, was
inhibited by Epoprostenol supplementation, that could explain the PGI, analog effect on IEB
45

In addition to this regulation of tight junction, we have shown that can PGI, analog
can also inhibit apoptosis to regulate IEB permeability. When the epithelium is intact,
intestinal barrier function is largely defined by permeability characteristics of the epithelial
tight junction. However, epithelial cell death also causes barrier loss, regardless of tight
junction function *°. After 4 days of DSS we observed an increase in the expression of
cleaved-Caspase-3 in the colon of our colitis-mice model. This cleavage is consistent with the
increase in cleaved-Caspase-3 that we observed in tissues from IBD patients that also
presented higher epithelial apoptosis. It has already been shown that LPS-induction of
apoptosis induced increase in IEB paracellular permeability *’ and that cleaved-Caspase-3 was
associated with increased permeability already observed in other colitis model **. As we did
not observed change in Bcl2 or Bax mRNA expression in mucosa from CD or UC patients,
we could suppose that the transduction pathway leading to apoptosis is mainly the extrinsic
one concerning IEC death receptor pathway activation. PGI, has been involved in apoptosis
regulation of different cell type and in particular has anti-apoptotic effect to colonic epithelial
cells *° but no pathway was identified. As occludin mislocalization as been shown to trigger
Cacpase-3-dependent apoptosis °, we could suppose that our observations of occludin and
Caspase-3 regulation by PGI, analog are linked.

Whereas the data concerning PGI, regulation of the gastrointestinal tract were sparse,

our work clearly shows that PGI, can directly target the IEB to decrease IEB permeability and
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apoptosis induces during colitis. As we observed in vivo in DSS-induced colitis model that
PGI, analog supplementation decreased cellular infiltration and IL-22 and II-1J3 expression in
colon, we could suppose a more global effect of PGI, that the one on IEB studied in this
paper. Finally the PGI, defect observed in IBD patient mucosa could not only explain the IEC
apoptosis but also the increased IEB permeability observed in CD and UC patients. PGI,
supplementation can reduce apoptosis and fixe the permeability suggesting that strategic
therapy using permeability pro-reducing agents could be added to the classical anti-

inflammatory ones to improve clinical outcomes.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. PGI, analog prevents DSS-induced damages in vivo. PGI, impact on colon
remodeling and animal weight loss induced by DSS in vivo was measured 3 days after the end
of the 4 days of DSS treatment in control or DSS-treated mice that received PBS or
Epoprostenol during the 4 first days. (A) Caecal remodeling; scale=1cm (B) Colon length (C)
Animal weight. Data represent means + SEM of 4 to 6 mice per group. PGI, impact on
damages induced by DSS in vivo was measured at the end of the 4 day treatment in control or
DSS-treated mice that received PBS or Epoprostenol every day.(D) Disease Activity Index
(DAI). (E) HPS coloration of distal colon sections of control (cont) DSS-treated (DSS)
Epoprostenol-treated (EPO) or Epoprostenol and DSS (EPO+DSS)-treated mice
(magnification*20). Histological score was evaluated from these HPS staining by quantifying
(F) muscle thickening, (G) destruction of mucosal architecture, (H) cellular infiltration, and
(D loss of goblet cells. Data represent means + SEM of 12 to 20mice per group. *p< 0.05,
*#%p < 0.001 (for DSS factor effects) and #p < 0.05, ###p < 0.001 (for EPO factor effects),
two way ANOVA followed by Bonferroni posttests.

Figure 2. PGI; analog prevents DSS-induced permeability in vivo and partially prevents
inflammation induced by DSS. PGI, impact on permeability was measured in vivo at the end
of the 4 days treatment in control or DSS-treated mice that received PBS or Epoprostenol
every day. (A) Paracellular permeability was evaluated by the measurement of sulfonic acid
in animal plasma 4 hours after mice gavage. Data represent means + SEM of 16 to 20 mice
per group. Messenger RNA expression for (B) TNF-a, (C) IL-6, (D) IL-17A, (E) IL-22, (F)
IFN-y (G) IL-1B and (H) IL-4 was measured at the end of the 4 days treatment in colon
fragments of control or DSS-treated mice that received PBS or Epoprostenol every day. Data
represent means = SEM of 12 mice per group. *p< 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001(for
DSS factor effects) and #p < 0.05 (for EPO factor effects),two way ANOVA followed by

Bonferroni posttests.

Figure 3. PGI, analog reduces permeability, increases occludin expression in vitro and
prevents the DSS-induced decrease of apical occludin expression in vivo. PGI, impact on
transelectrical resistance (TEER) and permeability was measured in vitro on a Caco-2
monolayer after one day of treatment with Iloprost (10 uM) or not (Cont) in the basolateral

compartment.(A) TEER (B) Paracellular permeability. Data represent means = SEM of 13 to
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16 Caco-2 filters per condition. (C) Representative Western Blot from Caco-2 lyzates. (D)
Z0-1, (E) occludin, (F) claudin-2, (G) JAM-A, (H) cingulin and (I) P-MLC20 expression
quantification related to B-actin expression from western blotting analyzes. Data represent
means + SEM of 7 to 12 Caco-2 filters per condition. *p< 0.05, *** p<0.001 non parametric
Mann—Whitney test.PGI, impact on occludin expression was measured in vivo at the end of
the 4 day treatment in control or DSS-treated mice that received PBS or Epoprostenol every
day. (J) Representative occludin staining of distal colon sections of control (Cont) DSS-
treated (DSS) Epoprostenol-treated (EPO) or Epoprostenol and DSS (EPO+DSS)-treated

mice (magnification*100). n=3 mice per group.

Figure 4. PGI, analog decreases DSS-induced apoptosis in vivo. PGI, impact on apoptosis
was measured at the end of the 4 day treatment in colon of control or DSS-treated mice that
received PBS or Epoprostenol every day. (A) Representative pictures of mice colon
immunostaining for cleavedCaspase-3 (magnification®*100). (B) Quantification of cleaved
Caspase-3 staining relative to mucosal area. (C) Representative Western Blot analyzes of
PCNA and P-Akt/Akt expression from colon fragments of the four groups of mice.(D)
Quantification of PCNA expression (E) Quantification of P-Akt/Akt expression. Data
represent means + SEM of 12 mice per group. * (for DSS factor effects) or # (for EPO factor
effects) p < 0.05 two way ANOVA followed by Bonferroni posttests.

Figure 5. PGI; analog prevents mice or human IEB breakdown ex vivo. Potential of PGI,
to block IEB breakdown induced by apoptosis was assessed by measuring paracellular
permeability of colon explants treated or not one day with epithelial apoptosis inducer
staurosporine (Stauro, 1uM) without (NT) or with a 4h pretreatment with Iloprost (10uM).
Paracellular permeability was measured by sulfonic acid flux through tissues in Ussing
chambers after the mentioned treatment. (A) Explants from proximal colon of Swiss mice.
Data represent means + SEM of 16 explants per group.(B) Human mucosal colonic explants
from control patients. Data represent means + SEM of 4 patients with 6 explants per condition
and per patient. ***p< 0.001 (for DSS factor effects) or #p < 0.05 (for EPO factor effects)
two way ANOVA followed by Bonferroni posttests.

Figure 6. Mucosa from IBD patients presents an increase in cleaved Caspase-3
expression and apoptosis. Expression of cleaved Caspase-3 and epithelial apoptosis were

evaluated in mucosa from control, CD or UC patients by Western blot analyzes,
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immunostaining or real time PCR. (A) Quantification of cleaved Caspase-3 normalized to [3-
actin expression observed by Western Blotting. Data represent means = SEM of signals from
mucosa lyzates from control (n=20), CD (n=20) and UC (n=16) patients. p indicated on the
figure, non parametric Mann—Whitney test. (B) Representative immunostaining of cleaved
Caspase-3 or M30 cytodeath epithelial apoptosis marker from control (n=10), CD (n=10) and
UC (n=7) patients. (C) Measurement of Bax and (D) Bcl2 mRNA expression from control
(n=20), CD (n=20) and UC (n=16) patients. p>0,05 non parametric Mann—Whitney test.

Figure 7. PGI; production is decreased in biopsy supernatants from IBD patients, and
PGI, analog treatment reduces permeability of biopsies from IBD patients. (A)
PGLproduction was measured in biopsy supernatants from IBD patients through
quantification of 6-ketoPGF,,using high-sensitivity liquid chromatography tandem mass
spectrometry. Data represent means + SEM of control (cont), CD healthy area (CDha) and
inflamed area (CDia) or UC healthy area (UCha) and inflamed area (UCia) (n=12 per group).
pindicated on the figure, non parametric Mann—Whitney test. (B) Paracellular permeability of
biopsies from IBD patients (n=9) was measured by sulfonic acid (SA) flux in Ussing
chambers, after a 1 hour pretreatment with Iloprost (10uM) or not (Cont). Data represent the

mean SA flux of 2 biopsies per condition per patient. *p< 0.05 paired t test.

Supplemental S1. PGI, analog does not affect transcellular permeability in control or
DSS treated mice.PGI, impact on transcellular permeability was measured in vivo at the end
of the 4 day treatment in control or DSS-treated mice that received PBS or Epoprostenol
every day. Transcellular permeability was measured by calculating HRP activity in animal
serum 4 hours after mice gavage. Data represent means + SEM of 16 to 20 mice per group.

p>0,05 two way ANOVA followed by Bonferroni posttests.

Supplemental S2. 6-ketoPGF,, inactive PGI, degradation product does not change
Caco-2 TEER or permeability. (A) TEER was measured on a Caco-2 monolayer after one
day of 6-ketoPGF;, (10 uM) in basolateral compartment. (B) Paracellular permeability was
measured by sulfonic acid (SA) flux through the same Caco-2 monolayer. Data represent

means + SEM of 3 independent experiments. p>0,05 non parametric Mann—Whitney test.
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Supplemental S3. PGI, receptor mRNA expression is unchanged in CD or UC patient
mucosa compared to control patient mucosa. PGI, receptor (PTGIR) mRNA expression
was measured by real time PCR in mucosa from control (Cont, n=20), CD (n=20) and UC

(n=16) patients. p>0,05 non parametric Mann—Whitney test.
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Discussion

Ces travaux de thése ont permis de mettre en évidence un nouveau réle des eicosanoides
dérivés de la voie des oméga 6 dans le controle des propriétés de la BEI. En effet, nous avons montré
que le 15-HETE et la PGI2 diminuaient la perméabilité épithéliale et I'apoptose des CEIl. Nos résultats
suggérent qu'une production altérée de ces composés lipidiques pourrait participer a la
physiopathologie des MICI, puisqu'ils étaient tous deux retrouvés en quantité diminuée chez ces
patients parralléelement a des altérations de la BEl. Une meilleure compréhension de leur
métabolisme au niveau de la paroi digestive ainsi que de la régulation de I'expression et de l'activité
de leurs enzymes de production permettrait ainsi de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques impliqués. De plus, une supplémentation ou l'identification des cibles
épithéliales de ces composés lipidiques pourrait représenter une cible thérapeutique prometteuse
pour la prise en charge des patients MICI, mais également pour toutes les autres pathologies qui
présentent des défauts de BEI.

De plus, nous avons montré qu'en conditions physiologiques les CGE représentaient une
source de ces médiateurs lipidiques, et pourraient ainsi permettre de renforcer la BEl. De méme, en
conditions inflammatoires aiglies, un réle protecteur des CGE a déja été suggéré via l'acquisition de
nouvelles propriétés bénéfiques. A l'inverse, dans le cas des MICI caractérisées par une inflammation
chronique, notre travail suggere une dysfonction gliale qui pourrait participer au développement
et/ou a l'entretien de ces pathologies. En effet, si des altérations gliales phénotypiques avaient déja
été observées chez ces patients, nos résultats démontrent une altération fonctionnelle intrinseque
des CGE de patients MC qui ne sont plus capables de réguler la perméabilité épithéliale comme des
CGE controéles.

L'importance d'une balance oméga 3/oméga 6 efficace

Le role bénéfique des oméga 3 et 6 a été décrit pour la premiére fois en 1929 par Georges
Burr et sa femme qui ont montré que des rats nourris avec un régime dépourvu en acides gras
polyinsaturés présentaient une faible croissance et une inflammation de la peau (Burr and Burr, 1973
and 1981). Une supplémentation en acide alpha-linolénique (oméga 3) ou linoléique (oméga 6)
permettait alors de corriger ces problemes, ce qui leur a valu I'appellation d'acides gras essentiels.
L'intérét pour ces dérivés lipidiques a repris toute son importance en 1978 lorsqu'il a été découvert
que les Esquimaux du Groenland, présentant des taux d'incidence trés faibles d'infarctus de
myocarde, avaient des taux plasmatiques élevés en oméga 3 mais faibles en oméga 6 (Dyerberg and
Bang, 1978). De nombreuses études ont ensuite démontré le réle bénéfique des oméga 3 et de leurs
dérivés dans les mécanismes de cardioprotection, notamment via leur effet anti-arythmique, anti-
thrombotique, vasodilatateur ou encore inhibiteur de la formation de plaque d'athérosclérose (De
Caterina et al., 2000 ; Goodnight et al., 1981 ; Jain et al., 2015 ; Leaf et al., 1999 ; Simopoulos, 2003).

Plus récemment, le réle des oméga 3 et 6 et de leurs dérivés dans les phénomeénes
inflammatoires a connu un essor majeur, en particulier dans les cas des MICI. Il est en effet connu
gue les régimes alimentaires affectent le tractus gastro-intestinal, et de nombreuses études se sont
ainsi intéressées au role potentiel des oméga 3 et 6 dans le traitement des MICI. Les oméga 3 sont
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connus pour leur réle bénéfique via la production de molécules anti-inflammatoires, telles que les
résolvines ou les protectines, régulant les réponses immunitaires et favorisant les mécanismes de
cicatrisation de la muqueuse intestinale (Barbalho et al., 2016 ; Stulnig, 2003 ; Whiting et al., 2005).
Cependant, si une supplémentation en oméga 3 entraine une diminution des parametres
inflammatoires chez les patients MICI, aucun effet n'a été rapporté sur l'activité de la maladie ou sur
les taux de rechutes (Dixon et al., 2015). A l'inverse, un régime alimentaire riche en oméga 6 est
plutot associé a des effets pro-inflammatoires et corrélé a un risque plus grand de développer une
MICI (Hou et al., 2011 ; IBD in EPIC Study Investigators et al., 2009 ; Shoda et al., 1996). En effet, une
augmentation de l'incidence des MICI est observée dans les pays avec un régime occidental
caractérisé par un ratio déséquilibré entre oméga 3 et 6, du a une forte augmentation de la
consommation d'acide linolénique (oméga 6) qui a quasiment triplé durant le 20° siécle (Blasbalg et
al.,, 2011). Ainsi, I'apport idéal recommandé actuellement en oméga 6 et 3 serait une balance
comprise entre 1:1 et 1:4. Il est toutefois important de noter que différents autres parametres
pourraient bien slr expliquer I'augmentation de cette incidence dans les pays développés. En
particulier, une diminution de I'exercice et I'amélioration de I'hygiéne dans ces pays et les
changements de vie qui en découle (médicaments, eau chaude, réfrigérateur, brosse a dent,
nourriture stérilisée...) pourraient également contribuer a des changements physiologiques ou a des
infections particuliéres qui pourraient modifier le microbiote et participer a I'étiologie des MICI
(Koloski, 2008 ; Korzenik, 2005).

Des études suggerent tout de méme que le schéma "oméga 3 = anti-inflammatoires vs
oméga 6 = pro-inflammatoires" n'est pas aussi clair qu'on peut le penser. En effet, il a été montré
qgue I'huile de poisson, trés riche en oméga 3, pouvait avoir un role pro-inflammatoire puisqu'elle
exacerbait I'inflammation dans des modeles murins génétiques de colite ou induits par Helicobacter
hepaticus (Hegazi et al., 2006 ; Woodworth et al., 2010). De méme, dans un modéle murin de colite
induite au DSS, la consommation d'un régime riche en oméga 6 n'avait pas d'effet sur lI'inflammation
colique alors que les souris ayant recu un régime riche en oméga 3 présentaient une colite exacerbée
(Matsunaga et al., 2008). Un régime riche en oméga 6 (acide linolénique) était également plus
efficace qu'un régime riche en acide oléique pour induire une rémission chez des patients MC
(Gassull et al., 2002). De la méme maniére, un régime riche en acide arachidonique administré a des
souris avec une colite n'a pas montré d'effets pro-inflammatoires, mais avait un réle bénéfique en
réduisant le stress du réticulum endoplasmique et en diminuant le stress oxydatif des colonocytes
(Knoch et al., 2010). Plusieurs études ont également démontré le role bénéfique d'eicosanoides
dérivés des oméga 6 sur les fonctions de la BEI (Bach-Ngohou et al., 2010 ; Coquenlorge et al., 2016 ;
Moeser et al.,, 2006). Enfin, la lipoxine A4 dérivée des oméga 6 a démontré son role anti-
inflammatoire in vitro via la diminution de I'expression de genes pro-inflammatoires et in vivo en
réduisant la sévérité d'une colite induite au DSS (Gewirtz et al.,, 2002). In vivo, son taux était
également augmenté dans les tissus intestinaux de souris nourries avec un régime riche en oméga 6,
et protégeait des dommages inflammatoires induits par une ischémie/reperfusion en diminuant
I'atteinte de la muqueuse, le recrutement de granulocytes et I'expression de chimiokines (Gobbetti et
al., 2015). Ainsi, I'existence de nombreux dérivés et leurs effets parfois opposés suggérent qu'une
balance efficace entre oméga 3 et oméga 6 serait la clé pour maintenir I'noméostasie intestinale.

Il semble de plus en plus clair que le role des oméga 6 et de leurs dérivés ne peut pas étre
simplement considéré comme pro-inflammatoire, puisque de nombreuses études ont également
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démontré leur roéle bénéfique durant I'inflammation. L'inflammation est un phénomene
physiologique qui va permettre a I'organisme de lutter contre une aggression en activant le systéme
immunitaire et de réparer les lésions tissulaires qui en résultent. Mais lorsque celle-ci devient
chronique, on observe généralement des complications dues a une difficulté des organes a réparer
les Iésions tissulaires et a assurer correctement leurs fonctions. Une stratégie thérapeutique pourrait
ainsi reposer sur l'identification des médiateurs capables d'induire une résolution de l'inflammation.
Ainsi, il a notamment été montré dans le cas d'une ischémie/reperfusion intestinale que les dérivés
des oméga 6 pouvaient a la fois étre des médiateurs pro-inflammatoires, mais aussi anti-
inflammatoires et pro-résolutifs (Figure 54). Par exemple, parmi les eicosanoides dérivés des COX, la
PGE2 semble impliquée dans l'induction de la réponse inflammatoire durant l'ischémie, alors que le
15dPGJ2 semble participer a la résolution de l'inflammation suivant la reperfusion (Gobbetti et al.,
2013). Mieux comprendre la cinétique et les voies enzymatiques impliquées dans les phénomeénes
inflammatoires retrouvés chez les patients MICI, en particulier durant les poussées, pourrait alors
permettre d'imaginer de nouvelles stratégies afin d'induire une résolution de l'inflammation, par
exemple via une supplémentation en médiateurs pro-résolutifs.

INDUCTION PEAK RESOLUTION
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Figure 54 : Production temporelle des eicosanoides durant une ischémie/reperfusion intestinale
Durant l'ischémie (induction de la réponse inflammatoire) on observe une augmentation de la
production de LTB4 attractif des neutrophiles et de LxA4 protectrice vasculaire. Entre 2h et 5h apres la
reperfusion, les dérivés des COX (PGE2 ici) sont augmentés, avec des pics correspondants aux dégats
de la muqueuse (2h) et au recrutement des cellules immunitaires (5h). Le LTB4 et la LxA4 sont de
nouveau retrouvés augmentés a 5h, probablement a cause d'une production des dérivés des LOX par
les cellules immunitaires nouvellement recrutées. 24h aprés la reperfusion, tous les eicosanoides sont
diminués pour atteindre des niveaux basaux aprés 48h, a I'exception des médiateurs participant a la
résolution de I'inflammation comme le 18-HEPE ou la 15dPGJ2. D'aprés Gobbetti et al., 2013.
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Outre l'influence environnementale que pourrait avoir une alimentation déséquilibrée en
oméga 3 et 6 sur le développement et/ou I'évolution des MICI, une altération de I'expression des
enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides est également retrouvée chez ces patients. En
particulier, une diminution de I'expression de la Fatty Acid Synthase a été observée dans l'iléon et le
colon de patients RCH (Heimerl et al., 2006). De la méme maniére, une augmentation de I'activité de
COX-2 est retrouvée au niveau des cellules épithéliales des patients MICI (Singer et al., 1998). Le
méme type de résultat a été observé chez des patients MC, ainsi qu'une augmentation de
I'expression de la L-PGDS (Le Loupp et al., 2015). Au niveau des sites enflammés, une augmentation
de I'expression de la 12-LOX chez les patients MICI et de |'activité de la 5-LOX chez les patients RCH a
également été rapportée (lkehata et al., 1995 ; Shannon et al., 1993). A l'inverse, une diminution de
I'expression de la L-PGDS et de AKR1C3 a été retrouvée dans les CGE de patients MC, associée a une
diminution de la production de 11BPGF2a (Coquenlorge et al., 2016). Une altération de I'expression
des métabolites de ces enzymes est également retrouvée chez les patients MICI (Figure 55). On
retrouve ainsi une augmentation de la concentration des dérivés des oméga 6 dans les membranes
cellulaires chez ces patients au niveau de la muqueuse colique et dans les globules rouges (Nishida et
al., 1987 ; Ueda et al., 2008). Une augmentation de plusieurs eicosanoides dérivés des oméga 6 tels
que le LTB4, le TXB2, la PGE2 ou encore la PGD2 a aussi été rapportée dans les muqueuses de
patients MICI (Masoodi et al., 2013 ; Sharon and Stenson, 1984). Nos résultats ont également
démontré que les CGE de patients MC produisaient moins de 15-HETE, et que la PGI2 était retrouvée
en quantité diminuée dans les biopsies de patients MICI. Toutefois, il reste encore a déterminer a
quoi sont dues ces altérations du métabolisme des lipides chez ces patients. Il a été montré qu'une
hyperméthylation du promoteur codant pour la PTGIS était retrouvée chez les patients MC, associée
a une diminution de son expression (Sadler et al., 2016). Cependant, si on peut penser que
I'inflammation chronique pourrait étre responsable de ces modifications épigénétiques, il n'est pas
exclu qu'une altération de I'expression de ces enzymes pourrait elle-méme étre responsable du
développement de I'inflammation.

Muqueuses CGE
Acide arachidonique Acide arachidonique
COX-1 12-LOX COX-1 12-LOX
cox-/ s-Lo\‘\l 12-HETE COX-2 5-Lo\A 12-HETE
15-LOX 15-LOX
PGH2 5- et 15-HPETE PGH2 5- et 15-HPETE

L-PGDS ‘/\4\A j \ L-PGDS /\\‘ /
5-HETE 5-HETE
LTA4 LTA4
PGD2 PGE2 PGI2 TXA2 : 15-HETE PGD2 PGE2 PGI2 TXA2 : 15-HETE
l AKR1C3 l l l AKR1C3 l l
v v

15dPGJ2 6kPGF TXB2 LTB4 15dPGJ2 6kPGF TXB2 LTB4
LTE4 LTE4

11BPGF2a 11BPGF2a

Augmentés chez les patients MICI
Diminués chez les patients MICI

Figure 55 : Altération du métabolisme des dérivés des oméga 6 chez les patients MICI
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Dans notre travail, nous avons également montré un nouveau role bénéfique de deux dérivés
des oméga 6 sur la régulation des propriétés de la BEI a la fois in vitro et in vivo. Ainsi, le 15-HETE et
la PGI2 diminuent la perméabilité épithéliale en modulant I'expression des protéines des jonctions
serrées, et la PGI2 régule également |'apoptose épithéliale en inhibant le clivage de la Caspase-3. A
I'inverse, leur production est retrouvée diminuée chez les patients MICI, parallelement a des
altérations de la BEI. Actuellement il n'existe pas de modeéles génétiques d'animaux invalidés pour la
production de ces deux composés, mais leur étude aurait pu permettre d'analyser si leur délétion
pourrait conduire au développement d'une pathologie semblable aux MICI.

Plusieurs données sont toutefois a prendre en compte avant d'envisager une quelconque
stratégie thérapeutique. Tout d'abord, il est important de souligner que I'effet bénéfique de ces
eicosanoides que nous décrivons ici est spécifique aux cellules épithéliales intestinales, mais leur role
sur d'autres types cellulaires pourrait étre bien différent. Le 15-HETE a par exemple été décrit pour
augmenter la perméabilité endothéliale et la PGI2 pour jouer un réle néfaste sur la progression de
I'arthrite rhumatoide (Lundqvist et al., 2016 ; Stitham et al., 2011). Une supplémentation avec ces
composés pourrait ainsi avoir des effets délétéres non voulus, notamment si ces composés sont
absorbés et diffusent vers d'autres organes. De plus, il a par exemple été montré que la PGE2 pouvait
avoir des effets inverses en fonction du récepteur (EP1 a EP4) auquel elle se fixait (Sugimoto and
Narumiya, 2007). Il parait ainsi primordial d'identifier les récepteurs spécifiques de ces composés
lipidiques, et d'identifier les cellules cibles afin de pallier a d'éventuels effets secondaires. La PGI2
posséde un récepteur spécifique (IP receptor) mais en ce qui concerne le 15-HETE, aucun récepteur
spécifique n'a encore été mis en évidence méme si des études suggerent qu'il pourrait se lier a la
membrane plasmique (Vonakis and Vanderhoek, 1993). De plus, nos résultats ont montré que |'effet
bénéfique de ces eicosanoides sur la BEI n'était possible que lorsqu'ils étaient ajoutés en basolatéral,
mais pas en apical. De ce fait, la localisation des récepteurs sur les cellules cibles en fonction de la
localisation des cellules productrices (CGE par exemple) est également a prendre en compte pour de
futures stratégies thérapeutiques. Enfin, ces composés sont des agonistes des récepteurs nucléaires
PPAR et leurs différences d'action pourraient ainsi étre expliquées en fonction du sous-type ciblé
(PPARa, PPARB/S ou PPARYy). Il serait donc intéressant d'analyser I'expression de ces différents
récepteurs par les cellules de la BEI et celles de son microenvironnement. De plus, des études ont
montré que différents génotypes peuvent étre associés a des réponses différentes aux acides gras.
Par exemple, des polymorphismes génétiques pour TNFa et PPARa sont associés a une réponse
altérée aux interventions nutritionnelles avec des acides gras (Fontaine-Bisson et al., 2007 ; Paradis
et al., 2005). Il a également été montré que différents types de consommation de graisse
interagissent avec le polymorphisme de I'lL-6, le TNFa et PPARy pour moduler I'activité de la MC
(Ferreira et al., 2010 ; Guerreiro et al., 2009). Ainsi, il serait intéressant de caractériser le génotype
des patients avant d'envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques nutritionnelles.

Les CEl, une cible thérapeutique

Les MICI sont caractérisées par une rupture de lintégrité de la BEl entrainant une
augmentation de la perméabilité et de l'infiltration de pathogénes. Plusieurs études ont également
montré une augmentation de I'apoptose des CEl chez les patients MICI, et suggérent un réle central
de sa dérégulation dans les altérations de la muqueuse observées chez ces patients (Di Sabatino et
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al., 2003 ; lwamoto et al., 1996 ; Ruemmele et al., 2002). Renforcer la BEI représente ainsi un enjeu
majeur dans ces pathologies.

Actuellement, les thérapies utilisées dans le contexte des MICI visent principalement a
réduire l'inflammation, mais elles sont associées a de nombreux effets secondaires (nausées, fiévre,
sensibilité accrue aux infections voir des conséquences plus graves comme une augmentation de la
fréquence des lymphomes ou de troubles auto-immuns) et ne sont pas efficaces chez tous les
patients. Plus qu'un effet bénéfique sur l'inflammation, il a été montré que ces traitements ciblaient
également la BEI. En particulier, il a été montré in vitro sur des lignées cellulaires épithéliales qu'un
traitement anti-TNFa prévenait I'augmentation de la phosphorylation de la MLC et empéchait la
diminution de I'expression des claudines 1 et 4 induite par l'inflammation (Fischer et al., 2013). Dans
un modele expérimental de colite les anti-TNFa empéchaient la diminution d'expression de ZO-1 et
de I'Occludine, ainsi que I'augmentation de I'expression de la claudine 2 (Fries et al., 2008). Il en est
de méme concernant les phénomenes d'apoptose : un traitement avec des anti-TNFa induisait la
encore une diminution de I'apoptose épithéliale dans le cas d'une MC active (Zeissig et al., 2004). De
méme, il améliorait la sévérité d'une iléite semblable a la maladie de Crohn en abrogeant |'apoptose
épithéliale (Marini et al., 2003). Cibler directement la BEIl représenterait ainsi une approche
thérapeutique prometteuse pour la prise en charge des patients MICI, par exemple en modulant
|'expression des protéines jonctionnelles qui régulent la perméabilité épithéliale ou les phénomeénes
de renouvellement et d'apoptose.

Cibler les jonctions serrées des CEl ?

Plusieurs études ont démontré le réle de certains dérivés lipidiques sur la modulation des
protéines jonctionnelles épithéliales. Il a été montré que les acides gras a chaines courtes tels que le
butyrate sont capables d'améliorer les fonctions de la BEI, notamment via une augmentation de
|'expression de la claudine 1 (Wang et al., 2012). Mais malgré des effets prometteurs observés dans
des études non controlées, plusieurs essais randomisés n'ont pas confirmé l'intérét thérapeutique du
butyrate au cours des MICI (Cook and Sellin, 1998). Dans un modele expérimental de colite, les
oméga 3 augmentaient I'expression de ZO-1 et des claudine 1, 5 et 8 (Li et al., 2008 bis). Sur des
lignées cellulaires épithéliales, les oméga 3 prévenaient également la redistribution des protéines des
jonctions serrées Z0O-1 et Occludine induite par I'inflammation (Amasheh et al., 2009 ; Li et al., 2008).
Mais la encore, les oméga 3 n'ont pas démontré leur efficacité sur I'activité et les taux de rechute des
MICI (Dixon et al., 2015). Dans ce travail, nous démontrons un réle bénéfique de dérivés des oméga 6
sur la régulation des protéines des jonctions serrées. Nous avons ainsi montré que le 15-HETE et la
PGI2 diminuaient la perméabilité paracellulaire de la BEIl via une augmentation de I'expression des
protéines des jonctions serrées ZO-1 et Occludine, respectivement. Il parait toutefois trés probable
gu'une supplémentation globale en oméga 6 ne serait en réalité pas bénéfique pour tout
I'organisme. Ainsi, identifier les mécanismes d'action de ces composés lipidiques et leurs cibles
épithéliales permettrait de moduler directement les propriétés de la BEl, en limitant leurs effets sur
les cellules de son microenvironnement. En ce sens, il serait par exemple intéressant d'identifier les
voies de signalisation impliquées dans ces modifications d'expression des protéines jonctionnelles
afin d'envisager des approches pharmacologiques plus spécifiques des acteurs moléculaires des
jonctions serrées des CEl.
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Cibler le renouvellement/apoptose des CEl ?

Dans nos travaux, nous avons mis en évidence un role bénéfique de la PGI2 sur la régulation
de l'apoptose via une inhibition du clivage de la Caspase-3, qui pourrait expliquer son role sur la
perméabilité épithéliale. Plusieurs études ont d'ailleurs montré le lien étroit qu’il existe entre
apoptose et perméabilité intestinale. Notamment, il a été montré chez des rats que I'induction de
I"'apoptose des cellules épithéliales intestinales se produisait de facon simultanée a I'augmentation
de la perméabilité de la BEI (Sun et al., 1998). De la méme maniére, I'induction de I'apoptose sur une
lignée cellulaire de CEl était associée a une diminution de la résistance transépithéliale et a
I’augmentation de la perméabilité aux petites molécules (Abreu et al., 2000). Afin de valider le lien
entre apoptose et perméabilité dans notre étude, nous avons donc utilisé un inducteur d’apoptose,
la staurosporine, et nous avons pu montrer que son effet sur I'augmentation de la perméabilité ex
vivo sur des explants de souris ou de muqueuses humaines pouvait également étre contré par un
prétraitement a la PGI2. La capacité de la PGI2 a réguler les phénomenes d’apoptose a déja été
démontrée sur différents types cellulaires tels que les cellules musculaires lisses et les cellules
endothéliales vasculaires ainsi que les cellules pancréatiques et les cellules rénales (Chen et al., 2012
; Chen et al., 2013 ; Goto et al., 2014 ; Ochiai et al., 1997). Au niveau de l'intestin, le role de la PGI2
sur |'apoptose est peu décrit mais une étude a toutefois mis en évidence un role bénéfique de la PGI2
sur l'inhibition de I'apoptose des cellules épithéliales du colon, observé notamment via la diminution
du marqueur M30 (Cutler et al., 2003).

Cependant, le mécanisme selon lequel la PGI2 est capable de réguler les phénomeénes
d’apoptose via la Caspase-3 reste encore inconnu. Nos résultats suggérent que des modifications de
prolifération des CEl ne semblent pas étre impliquées puisque I’expression du marqueur PCNA restait
inchangée entre nos différents groupes d’animaux. Toutefois, la PGI2 pourrait entrainer une
augmentation de la survie des CEl, comme nous avons pu l'observer avec l'augmentation de
I’expression de P-Akt chez les animaux DSS traités avec |'analogue stable de la PGI2. Ainsi, il faut
rester prudent sur l'effet que pourrait avoir une supplémentation en PGI2, car l'inhibition de
I'apoptose et la promotion de la survie épithéliale pourrait en réalité conduire au développement de
cancer in vivo. En effet, si la PGI2 semble associée a un effet protecteur contre le cancer du poumon,
il a été montré une augmentation de I'expression de la PTGIS dans les cellules tumorales de cancer
du sein (Klein et al., 2015 ; Tennis et al., 2010). De plus, une étude a également montré que la PGI2
activait les récepteurs PPARS dont |'expression est retrouvée augmentée dans les CEl des cancers
colo-rectaux, et pourrait ainsi participer au développement tumoral (Gupta et al., 2000). Ainsi, une
supplémentation a long terme pourrait avoir un effet néfaste et des études expérimentales sur le
pouvoir tumorigénique intestinal de la PGI2 semblent nécessaires avant d'envisager toute approche
thérapeutique chez les patients MICI.

Cibler 'AMPK épithéliale ?

Hormis les protéines des jonctions serrées et/ou l'apoptose, une cible moléculaire
intéressante pour réguler I'homéostasie de la BEI serait I'AMPK. En effet, nos résultats ont montré
que le 15-HETE inhibait I'AMPK épithéliale in vitro, concourant a la diminution de perméabilité
observée via une régulation de I'expression de la protéine ZO-1. De maniere cohérente, une
activation de I'AMPK par I'AICAR résultait en une augmentation de la perméabilité paracellulaire in
vitro. Mais les données actuelles concernant la régulation de la BEI par I'AMPK sont contradictoires. Il
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a déja été démontré qu'une inhibition de I'AMPK entrainait une diminution de la perméabilité (Scharl
et al.,, 2009). A l'inverse, d'autres papiers suggerent qu'une activation de I'AMPK aurait un réle
bénéfique sur les fonctions de la BEI, notamment en améliorant la localisation et I'expression des
protéines des jonctions serrées (Elamin et al., 2013 ; Park et al., 2015). Il a d'ailleurs été montré que
I'association des jonctions serrées aux microtubules du cytosquelette était médiée par une
phosphorylation de la cinguline par I'AMPK, démontrant son réle central dans la morphogénese
épithéliale (Yano et al., 2013). Durant l'inflammation, les niveaux d'énergie de la cellule diminuent ce
qui augmente l'activité de I'AMPK, et il a été montré que I'IFNy activait 'AMPK qui participait alors a
la protection de I'épithélium intestinal (Scharl et al., 2009 bis). Enfin, la Metformine, un activateur de
I'AMPK, supprime l'inflammation et augmente la différenciation épithéliale chez des souris
développant des colites spontanées (Xue et al., 2016). Mais la limite de ces études repose sur la
spécificité des agents pharmacologiques utilisés, capables d'activer d'autres protéines que I'AMPK, et
qui ne sont pas spécifiques d'une sous-unité particuliére de I'AMPK. En effet, 'AMPK posséde deux
isoformes de la sous-unité catalytique : al et a2. Il a récemment été montré qu'une délétion
épithéliale de I'AMPKal in vivo avait un role délétéere sur les fonctions de la BEI, en augmentant la
perméabilité et la prolifération épithéliale, aggravant les effets d'une colite induite au DSS (Sun et al.,
2017). Mais des phénomenes de compensation pourraient exister entre les deux sous-unités, et il
parait donc primordial d'étudier I'implication d'une inhibition ou d'une activation des deux sous-
unités al et a2 de I'AMPK sur les fonctions intestinales. Ainsi, nous avons étudié la perméabilité in
vivo et ex vivo de souris invalidées pour les génes des deux sous-unités catalytiques de I"’AMPK
épithéliale, en collaboration avec Benoit Viollet (Institut Cochin, Paris). Nos résultats ont montré que la
perméabilité était augmentée chez les animaux KO par rapport aux animaux WT, a la fois in vivo et ex
vivo. Ces résultats, présentés en Annexe 1, semblent contredire nos résultats obtenus in vitro mais
valident I'implication de I'AMPK dans le contréle de la perméabilité de la BEI.

En plus de la spécificité des sous-unités, il reste a définir comment les oméga 3 et 6 régulent
I'activité de I'AMPK. Ainsi, il a été montré qu'un traitement avec des oméga 3 protégeait des lésions
intestinales suite a une ischémie/reperfusion via une activation de I'AMPK (Jing et al., 2014). De
maniére similaire, une supplémentation en oméga 3 restaurait les mécanismes maintenant
I'homéostasie cérébrale aprés une lésion traumatique, toujours en activant I'AMPK (Wu et al., 2007).
Nos travaux suggerent que les oméga 6 pourraient également moduler les fonctions de la BEI par une
voie dépendante de I'AMPK. Ces travaux nous permettraient de déterminer si cibler directement
I'AMPK épithéliale pourrait représenter une nouvelle stratégie thérapeutique dans le cas des MICI. I
est ainsi possible d'envisager qu'un traitement avec des activateurs pharmacologiques de I'AMPK tels
gue la Metformine ou I'AICAR pourrait renforcer la BEl en diminuant sa perméabilité, en conditions
physiologiques mais aussi et surtout lors d'une inflammation intestinale.

Renforcer la BEI grace aux CGE

Le réole crucial des CGE dans le maintien de I'homéostasie épithéliale a été démontré dans de
nombreux modeéles d'ablation gliale entrainant une rupture de l'intégrité de la BEl et une
augmentation de la perméabilité pouvant conduire au développement d'une inflammation
intestinale (Aubé et al., 2006 ; Bush et al., 1998 ; Cornet et al., 2001 ; Savidge et al., 2007). En
conditions physiologiques, les CGE sont capables de produire de nombreux médiateurs capables de
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renforcer la BEI. Ainsi, elles produisent du GSNO, du pro-EGF ou encore du TGFB1 qui vont réguler les
propriétés de la BEl telles que sa résistance, sa perméabilité, sa réparation et |Ia
prolifération/différenciation des CEl (Neunlist et al., 2013). Les CGE sont également capables de
produire des médiateurs lipidiques dérivés des oméga 6. Une étude précédente du laboratoire avait
ainsi montré une production par les CGE humaines de patients controles de 21 médiateurs lipidiques,
dont le 6-ketoPGF1a, TXB2, 11BPGF2a, PGE2, PGD2, 15dPGJ2, LTB4, 5-HETE, 15-HETE, 8-HETE et 12-
HETE. Le role de certains de ces dérivés sur les fonctions de la BEl a déja été étudié, comme le
15dPGJ2 qui induisait la différenciation et inhibait la prolifération des CEl (Bach-Ngohou et al., 2010)
et le 11BPGF2a qui augmentait la réparation de la BEI ainsi que I'étalement des CEl (Coquenlorge et
al.,, 2016). Dans ce travail de these, nous avons mis en évidence que les CGE de rats produisaient
également de nombreux eicosanoides dérivés des oméga 6, dont le 5-HETE, 15-HETE, 8-HETE, LTA4,
PGE2 et TXB2 (Pochard et al.,, 2016). Nous avons également montré que le 15-HETE régulait la
perméabilité de la BEI, tout comme la PGI2 qui régulait aussi I'apoptose des CEl.

Ainsi, les CGE représentent une source de facteurs capables de renforcer la BEI, et
I'identification de ces médiateurs ainsi que leurs mécanismes d'action pourrait permettre
I'émergence de nouveaux traitement pour toutes les pathologies caractérisées par une altération de
la BEI. En effet, outre les MICI caractérisées par une augmentation de la perméabilité intestinale,
d'autres pathologies présentent des altérations similaires (Konig et al., 2016). Ainsi, les patients
atteints du syndrome de l'intestin irritable (IBS) présentent également une perméabilité intestinale
accrue in vivo, corrélée a l'index d'activité de la maladie (Zhou et al., 2009). Ex vivo, les biopsies de
patients IBS ont aussi une perméabilité augmentée, de maniére concomitante a une diminution de
I'expression des ARNm de ZO-1 (Piche et al., 2009). De méme, une augmentation de la perméabilité
intestinale et une structure anormale des jonctions serrées est retrouvée dans la maladie coeliaque
(Bjarnason et al., 1983 ; Duerksen et al., 2005 ; Schulzke et al., 1998). Dans le cas de maladies
métaboliques comme I'obésité et le diabete de type 2, on considére qu'une augmentation de la
perméabilité intestinale entrainerait une augmentation du passage de LPS dans le sang qui
participerait au développement de l'inflammation systémique, elle-méme participant aux altérations
du métabolisme énergétique (Teixeira et al., 2012). Enfin, une augmentation de la perméabilité
corrélée avec la sévérité des symptomes est retrouvée dans l'allergie alimentaire, qui persiste méme
lorsque les patients suivent un régime sans allergene (Jarvinen et al., 2013 ; Perrier and Corthésy,
2011).

Toutefois, le controle des fonctions de la BEI in vivo par les CGE en conditions physiologiques
a tres récemment été remis en cause. En effet les précédentes études d'ablation gliale avaient été
réalisées en utilisant le marqueur glial GFAP comme cible et donc en délétant les CGE exprimant la
GFAP. Certains modeles d'ablation gliale ont été réalisés chez des souris exprimant la Thymidine
kinase du virus Herpes simplex sous le contréle du promoteur GFAP : un traitement avec du
gancyclovir entrainait alors la délétion des CGE GFAP+ (Bush et al.,, 1998 ; Savidge et al., 2007).
D'autres étaient basés sur un ciblage auto-immun des cellules GFAP+ exprimant un antigéne viral
reconnu par les lymphocytes T CD8+ spécifiques de cet antigéne (Aubé et al., 2006 ; Cornet et al.,
2001). Or il est désormais admis que, physiologiquement, de nombreuses CGE n'expriment pas la
GFAP (plus de la moitié des CGE de la muqueuse et sous-muqueuse), alors qu'elles expriment
guasiment toutes PLP1 (Rao et al., 2015). Ainsi, une ablation gliale des CGE exprimant PLP1 dans le
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but d'éliminer au maximum tous les types de CGE dans l'intestin a été réalisée (Rao et al., 2017).
Dans cette étude, aucune inflammation intestinale et aucune modification de la perméabilité de la
BEI n'étaient retrouvées. Afin d'expliquer les altérations épithéliales retrouvées dans les précédents
modeles, Rao et al. suggéerent une toxicité du gancyclovir qui pourrait s'étendre aux cellules voisines
et donc affecter les CEl. lls ont d'ailleurs noté la présence d'un marqueur de rupture des doubles
brins d'ADN (une étape précoce de la cascade apoptotique) au niveau des cryptes épithéliales. A
I'inverse, Savidge et al. n'ont reporté aucune toxicité épithéliale du gancyclovir lorsqu'il était injecté
seul a des souris non transgéniques (Savidge et al., 2007). De plus, les cellules de Schwann du
systéme nerveux périphérique et les oligodendrocytes du SNC expriment aussi PLP1, et les auteurs
ont d'ailleurs rapporté une faiblesse des membres postérieurs et un déficit de coordination 14 jours
apres l'induction de la délétion. Ainsi, méme si |'étude se limite a I'analyse des altérations gastro-
intestinales pendant les 10 premiers jours, on peut toutefois supposer qu'une altération des
mécanismes de régulation centrale du SNE et des fonctions intestinales pourraient constituer un biais
majeur dans cette étude. Enfin, dans le modeéle ciblant les CGE PLP1+, toutes les CGE ne sont pas
déplétées (66% des CGE S100B+ dans l'intestin gréle et 74% dans le colon) : on peut ainsi se
demander si les CGE restantes pourraient étre GFAP+, puisqu'on sait qu'il en existe en réalité assez
peu physiologiguement. On pourrait donc imaginer que |'absence d'atteinte épithéliale retrouvée
apres une ablation gliale des CGE PLP1+ serait due a un controle efficace des propriétés de la BEI par
les CGE GFAP+ par exemple. Actuellement, I'expression de PLP1 par les CGE a été décrite uniquement
chez la souris, mais il reste encore a déterminer s'il en est de méme pour les CGE humaines, et si son
expression est modifiée en conditions pathologiques. Il serait bien s(r intéressant de voir si une
altération de son expression est retrouvée en paralléle des modifications de I'expression de GFAP et
S100B chez les patients MICI, et si I'étude de cette population cellulaire représente ainsi un intérét
dans ce contexte pathologique. De plus, les expériences in vitro présentées dans nos travaux ont été
réalisées sur des CGE GFAP+, ce qui suggere que c'est cette sous-population particuliere qui
présenterait des altérations phénotypiques et fonctionnelles dans le cas des MICI. Toutefois, il reste
encore a déterminer si les autres sous-populations de CGE présentent le méme type d'altérations, et
on peut également se demander si ces différents sous-types ne pourraient pas étre impliqués dans la
régulation de fonctions biologiques autres que les propriétés épithéliales, telle que la motricité
comme il a été montré pour les CGE PLP1+.

Par conséquent, si le réle des CGE sur le contrdle des fonctions de la BEI peut étre discuté en
conditions physiologiques in vivo, il apparait tout de méme évident que les CGE produisent des
médiateurs gliaux qui renforcent les propriétés épithéliales. L'impact bénéfique des CGE GFAP+ in
vitro n'est pas remis en cause, mais il serait toutefois intéressant d'étudier l'impact des autres sous-
populations de CGE sur les fonctions de la BEl. Cependant, en I'absence de glie in vivo, de
nombreuses autres populations cellulaires pourraient également produire ces médiateurs qui
renforcent la BEI, ce qui pourrait expliquer pourquoi dans certains modeles d'ablation gliale on ne
retrouve pas d'altérations épithéliales. Le fait que les CGE puissent intéragir avec le systéme
immunitaire et le microbiote suggére également qu'elles pourraient influencer la BEI lorsqu'elles sont
activées (on parle alors de glie réactive) par certaines conditions infectieuses ou immunologiques.

172



Discussion
Les CGE réactives, un remodelage qui se veut bénéfique

En réponse a des lésions, un stress ou a l'inflammation, les astrocytes du SNC acquierent de
nouvelles propriétés et sont alors qualifiés de "glie réactive" (Pekny and Pekna, 2014). L'induction de
ces astrocytes réactifs, caractérisés notamment par une augmentation de I'expression du marqueur
glial GFAP et par une augmentation de la prolifération et de la sécrétion de cytokines, peut avoir des
effets bénéfiques sur la cicatrisation des tissus cérébraux (Lomax et al., 2005 ; Sofroniew, 2015). En
effet, il a été démontré que les astrocytes réactifs étaient impliqués dans la réparation de la barriere
hémato-encéphalique et étaient bénéfiques pour les neurones notamment en augmentant la
croissance des axones (Eddleston and Mucke, 1993). Ainsi, les similarités qui existent entre les CGE et
les astrocytes servent de base pour étendre a I'intestin le concept de glie réactive.

Aussi bien dans le SNC que dans le SNE, le phénotype de glie réactive est notamment
caractérisé par une augmentation de |'expression des marqueurs gliaux GFAP, S100B et Sox10. La
protéine S100B est connue pour avoir une activité neurotrophique, en modulant la croissance et la
différenciation neuronale a des concentrations de I'ordre du nanomolaire (Huttunen et al., 2000). De
plus, l'inflammation entraine la production gliale de facteurs neurotrophiques tels que le GDNF, le
BDNF et le NGF (Coelho-Aguiar et al., 2015 ; von Boyen et al., 2006). Le GDNF a également démontré
son effet bénéfique sur les CEl en les protégeant de I|'apoptose, et sur les CGE elles-mémes en
fonctionnant comme une boucle rétroactive protectrice (Steinkamp et al., 2003 and 2012). Tout
comme le GDNF, le BDNF peut protéger les CGE de l'apoptose induite par des cytokines pro-
inflammatoires (Steinkamp et al., 2012 bis). /n vitro, un traitement avec du LPS et de I'lFNy augmente
la prolifération des CGE (Cirillo et al., 2011). De méme, une inflammation in vivo stimule la
prolifération des CGE myentériques (Bradley et al., 1997). Enfin, un traitement de CGE par des
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IFNy) in vitro semblait induire un phénotype réactif
entrainant une diminution de la perméabilité épithéliale. Cet effet bénéfique était du a la production
gliale de GSNO, qui modulait I'expression des protéines des jonctions serrées Occludine et ZO-1
(Cheadle et al., 2013). Ainsi, une inflammation a court terme induit un phénotype de glie réactive qui
semble bénéfique pour la survie neuronale et épithéliale.

Mais si l'induction d'une glie réactive semble étre bénéfique pour la récupération des
fonctions cérébrales, il a été démontré que si elle n'était pas résolue dans le temps elle pourrait
empécher la récupération complete des fonctions du SNC (Faulkner et al.,, 2004 ; Hamby and
Sofroniew, 2010). Il a ainsi été montré qu'en réponse a un traumatisme léger ou a distance de
blessures plus sévéres, les astrocytes réactifs présentaient une hypertrophie et des changements
moléculaires et fonctionnels modérés qui leur conféraient un potentiel résolutif bénéfique
(Sofroniew, 2009). A l'inverse, au niveau des zones enflammées et endommagées, on observe une
astrogliose sévere avec la formation d'une glie cicatricielle pouvant avoir des effets néfastes. Celle-ci
a pour but premier de protéger les tissus sains en empéchant le passage des cellules inflammatoires,
mais elle va également empécher la régénération des axones et peut persister pendant de longues
périodes, contribuant ainsi aux mécanismes pathologiques de maladies neurologiques. Un tel
paradigme pourrait exister pour les CGE dans l'intestin, et contribuer aux altérations observées dans
de nombreuses pathologies faisant intervenir des mécanismes inflammatoires. Ainsi, une exposition
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prolongée et/ou plus intense a des bactéries ou virus ou a des médiateurs inflammatoires induit un
phénotype de glie réactive qui peut produire des facteurs protecteurs, mais aussi des facteurs
destructeurs, altérer leur mécanosensitivité et altérer la signalisation calcique et purinergique
(Figures 56 et 57). Les MICI étant caractérisées par une inflammation chronique il est légitime de
penser que l'induction de CGE réactives, probablement bénéfiques au départ, pourrait finalement
s'avérer délétere dans le temps et participer aux mécanismes physiopathologiques de ces maladies.
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Figure 56 : Le phénotype de "glie réactive" en conditions pathologiques peut s'avérer délétére
De nombreux glio ou neurotransmetteurs peuvent activer les CGE tels que le 5-HT, I'Ach, le GABA, le
glutamate, I'ATP ou encore certains lipides. De méme, une infection intestinale par des bactéries ou
virus et des médiateurs inflammatoires retrouvés notamment dans les MICI peuvent également
induire un phénotype de glie réactive. Les CGE réactives relarguent des facteurs protecteurs tels que
la neurotrophine-3 ou le GDNF, mais aussi des facteurs destructeurs comme des médiateurs pro-
inflammatoires (IL-16, IL-6, TNFa, MCP-1), activer la voie de transcription pro-inflammatoire NFkB,
augmenter l'expression de CMHIl et activer les TLR. Certaines insultes peuvent altérer la
mécanosensitivité des CGE ainsi que leur signalisation calcique et purinergique. (Ochoa-Cortes et al.,
2016)

Considérer la Maladie de Crohn comme une gliopathie ?

Différentes études ont permis de mettre en évidence des changements phénotypiques et
fonctionnels des CGE au cours des MICI. Chez ces patients on retrouve une hyperplasie et une
hypertrophie des CGE, ainsi qu'une augmentation de I'expression des marqueurs gliaux GFAP et
S100B en zones inflammatoires (Cornet et al.,, 2001 ; Geboes and Collins, 1998 ; Villanacci et al.,

2008). A l'inverse, une diminution de I'expression de ces marqueurs est retrouvée en zones non
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inflammatoires chez les patients MC. Parallelement, une augmentation de la production de GDNF est
retrouvée en zones enflammeées, mais on retrouve une diminution en zones non enflammées (von
Boyen et al., 2011). Ces données suggerent une activation des CGE dans le contexte des MICI vers un
phénotype de glie réactive, mais il reste encore a déterminer si c'est une réactivité modérée avec un
effet bénéfique ou plutdét un phénotype de glie cicatricielle néfaste. De plus, la diminution de
I'expression des marqueurs/facteurs gliaux en zones saines a été interprétée comme une perte gliale,
mais on ne sait pas s'il s'agit réellement de cela ou d'une dédifférenciation de la glie.

Les altérations de la BEIl observées au cours des MICI, notamment l'augmentation de
perméabilité, pourraient étre expliquées par des altérations fonctionnelles et/ou une altération du
nombre de CGE qui ne seraient alors plus capables de réguler les propriétés de la BEl comme en
conditions physiologiques. En effet, bien que les cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNFa
et I'IFNy, activent les CGE, elles peuvent également entrainer leur apoptose lorsqu'elles sont
présentes trop longtemps (Coelho-Aguiar et al.,, 2015). Une comparaison avec les défauts
fonctionnels observés dans des modeles d'ablation gliale appuie cette notion. Selon la sévérité de
I'ablation, on observe ainsi une inflammation intestinale avec des altérations épithéliales, une
neurodégénérescence voire une modification du codage neurochimique (Aubé et al., 2006 ; Bush et
al., 1998 ; Cornet et al., 2001 ; Nasser et al., 2006). Deux études de notre laboratoire suggerent tout
de méme un rdle dysfonctionnel des CGE, dans le cas de la MC tout du moins (Coquenlorge et al.,
2016 ; Pochard et al., 2016). En effet, si les médiateurs connus pour réguler les fonctions de la BEI
n'ont pas été retrouvés en quantité différente chez les patients MICI, une analyse lipidomique a mis
en évidence une sous-production gliale de plusieurs eicosanoides (15-HETE, 18-HEPE, 15dPGJ2 et
11BPGF2a) chez les patients MC. Cette étude a également mis en évidence la perte de fonction des
CGE dans la MC, qui étaient alors incapables de controler la réparation et I'étalement des CEl ou
d'augmenter la résistance transépithéliale comme des CGE contréles (Coquenlorge et al., 2016). La
diminution de la production gliale de ces médiateurs par les CGE de patients MC semble concourir
aux dysfonctions observées, puisque le 11BPGF2a augmentait la réparation et I'étalement des CEl,
ainsi que la résistance épithéliale.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence une dysfonction gliale dans le contexte des
MICI, et plus particulierement dans le cas de la MC. Les CGE semblent acquérir de nouvelles
propriétés semblables aux CGE réactives, mais démontrent également des changements
phénotypiques et fonctionnels qui pourraient étre responsables d'une altération de I'homéostasie
intestinale. Ainsi, nous avons montré que les CGE de patients MC auraient plutét un phénotype de
"glie réactive défectueuse" (Figure 57). Contrairement a des CGE de patients controles, les CGE de
patients MC n'étaient plus capables de réguler la perméabilité épithéliale. De méme, nous avons
montré que les CGE de patients MC produisaient moins de 15-HETE en comparaison aux patients
contrdles. Nous disposons également de résultats non publiés démontrant que si la production de
PGI2 est diminuée dans les biopsies de patients MICI, cela pourrait étre du a un défaut de production
gliale puisque les CGE pathologiques produisent moins de ce médiateur lipidique en comparaison aux
patients contrdles (Figure 58). Une altération de la production gliale de ces deux eicosanoides
capables de réguler les fonctions de la BEIl pourrait ainsi participer aux altérations épithéliales
retrouvées chez ces patients et concourir a l'initiation et/ou a I|'évolution de ces pathologies
inflammatoires chroniques.
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Figure 57 : Les CGE pourraient participer a la physiopathologie des MICI

(A) En conditions physiologiques, les CGE régulent I'homéostasie de la BEI via la libération de
nombreux facteurs tels que le GSNO, le 15dPGJ2, le TGF-8 ou encore le pro-EGF. En particulier, elles
augmentent la résistance/réparation de la BEI et diminuent sa perméabilité, et régulent également la
différenciation et la prolifération des CEl. Les CGE régulent aussi les fonctions neuronales comme la
neuroprotection, I'expression de neuromédiateurs ou encore le renouvellement neuronal. (B) Sous
influence de stresseurs environnementaux comme des médiateurs inflammatoires ou une
stimulation bactérienne, les CGE acquiérent un phénotype de glie réactive caractérisé par une
augmentation de la prolifération et de I'expression des marqueurs gliaux. Ces CGE réactives
pourraient participer au développement de I'inflammation mais elles ont également un réle dans la
protection et la réparation des Iésions neuronales et épithéliales. (C) Dans le cas d'une inflammation
chronique, on retrouve plutét un phénotype de "glie réactive défectueuse", avec une augmentation de
la mort des CGE ou une altération de leurs fonctions qui pourraient contribuer a la dégénération
neuronale et aux dysfonctions de la BEIl observées par exemple dans le cas des MICI. (Neunlist et al.,
2014)
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Figure 58 : Les CGE de patients MICI produisent moins de PGI2 que les patients contréles
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Cependant, des résultats préliminaires de notre laboratoire suggérent que les CGE de
patients RCH ne présenteraient pas les mémes altérations que les CGE de patients MC, puisqu'elles
produiraient des quantités de 15-HETE similaires aux CGE controles. De plus, méme si nous disposons
de peu de patients, nos résultats laissent penser que les CGE de patients RCH seraient capables de
réguler la perméabilité de la BEl comme des CGE contrdles. Ces données pourraient par exemple
expliquer pourquoi dans la MC les atteintes du tube digestif sont transmurales, alors qu'elles ne
touchent que la muqueuse dans la RCH. De plus, ces deux pathologies ont un profil inflammatoire
différent, de type Thl pour la MC et Th2 pour la RCH. On peut ainsi imaginer que seule une
inflammation chronique de type Th1l serait capable d'induire une altération fonctionnelle des CGE.

Il est important de noter que notre travail a été réalisé sur des CGE isolées a partir du plexus
myentérique, et méme si aucune donnée ne nous permet d'affirmer que ces CGE seraient différentes
de celles retrouvées dans le plexus sous-muqueux, nous pouvons tout de méme nous poser la
guestion d'une spécificité fonctionnelle. En particulier, comme nous nous intéressons au contréle
glial des fonctions de la BElI, il serait intéressant d'isoler les CGE du plexus sous-muqueux afin de les
comparer d'un point de vue fonctionnel aux CGE du plexus myentérique. De plus, nous nous sommes
concentrés sur l'impact dysfonctionnel des CGE de patients MICI sur les fonctions de la BEI, mais il
serait intéressant d'étudier leur impact sur les autres composants cellulaires de leur
microenvironnement tels que les neurones, les cellules endothéliales ou encore les cellules
immunitaires. En particulier, il a été montré dans le cadre des MICI que les CGE pourraient participer
aux réponses immunitaires et entretenir la réponse inflammatoire. Par exemple, I'expression gliale
du CMHII est augmentée chez les patients MICI, faisant des CGE des cellules présentatrices
d'antigénes (Geboes et al., 1992). De méme, I'augmentation de l'expression de S100B en zones
enflammées chez les patients RCH conduit a I'augmentation de la production de NO qui pourrait
contribuer a l'inflammation de la muqueuse (Cirillo et al., 2009). En conditions inflammatoires, les
CGE sont également capables de produire des médiateurs inflammatoires comme I'IL-6, I'IL-1 ou la
PGE2 (Murakami et al., 2009 ; Rihl et al.,, 2001). De fagon intéressante, I'activation in vivo du
récepteur de I'lL-1 exprimé par les CGE a été suggéré pour étre responsable de la réponse
inflammatoire dans un modéle murin d'iléus post-opératoire (Stoffels et al., 2014). Des souris
déficientes pour les récepteurs TLR2 et 4 exprimés par les CGE présentaient également une
sensibilité réduite a une colite induite au DSS (Brun et al., 2013 ; Esposito et al., 2014). Enfin, il a été
montré que la production par les CGE de facteurs de la famille du GDNF contrdlait la production d'IL-
22 par des cellules immunitaires particulieéres : les ILC3 (Innate Lymphoid Cells), des régulateurs
majeurs de l'inflammation et des infections des barrieres muqueuses (lbiza et al., 2016).

On peut donc se demander si les altérations gliales observées au cours des MICI sont
constitutives et sont donc le résultat d'une prédisposition (génétique par exemple), ou si c'est
I'inflammation chronique qui a rendu ces CGE dysfonctionnelles. De nombreuses études suggérent
également que les CGE de patients MICI pourraient elles-mémes participer aux réponses
inflammatoires, mais il reste encore a déterminer si elles en sont a l'origine ou si c'est une réponse
face a une inflammation déja présente. Le fait que nos expériences aient été réalisées avec des CGE
isolées a partir de zones non inflammatoires nous pousse tout de méme a penser que les altérations
gliales retrouvées chez ces patients sont constitutives et ne dépendent pas de |'environnement
inflammatoire des cellules.
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Conclusion

Nos travaux ont mis en évidence l'implication de nouveaux médiateurs dans le contréle des
propriétés de la BEI en conditions physiologiques. Ainsi, le 15-HETE diminue la perméabilité de la BEI
via une augmentation de I'expression de ZO-1 et une inhibition de I'AMPK. De méme, la PGI2 diminue
la perméabilité via une augmentation de I'expression de I'Occludine et régule I'apoptose épithéliale
en inhibant le clivage de la Caspase-3. De plus, ces médiateurs et les mécanismes qu’ils contrélent
font défaut dans les MICI. Ainsi, ces résultats nous permettent d'envisager de nouvelles stratégies
thérapeutiques afin de renforcer la BElI dans le cas de MICI mais aussi dans les pathologies
caractérisées notamment par une altération de la perméabilité épithéliale. Ces médiateurs sont des
eicosanoides dérivés des oméga 6, et il semblerait donc logique d'imaginer qu'une supplémentation
en oméga 6 pourrait permettre de moduler les propriétés de la BEI. Toutefois, I'importance d’une
balance équilibrée entre oméga 3/oméga 6 pour la santé de I'organisme suggére qu'un traitement a
long terme avec ces composés pourrait avoir des conséquences néfastes, sur le systéme
cardiovasculaire par exemple. De plus, les dérivés des oméga 6 sont nombreux, leurs effets parfois
opposés, et I'expression des enzymes permettant la synthése de ces dérivés est parfois défaillante,
ce qui rendrait la supplémentation en oméga 6 inopérante. Cela nous pousse plutdt a croire qu’un
apport direct de ces composés serait plus efficace. Nous avons commencé a tester cette stratégie
dans des modeéles murins et il nous faut poursuivre cette approche dans d’autres modeles, avec une
analyse plus poussée et peut-étre ne pas tester qu’un seul médiateur, mais définir un cocktail de
médiateurs (15-HETE + PGI2 + 11 PGF2@) qui ciblerait plusieurs propriétés de la BEl. En effet
I'impact de ces eicosanoides sur la BEl a été étudié séparément, mais in vivo la diminution de
production de ces médiateurs lipidiques peut étre retrouvée de facon concomitante. Il serait donc
intéressant d'étudier I'effet d'une supplémentation avec ces composés sur les fonctions de la BEI, en
conditions physiologiques ou inflammatoires, car on peut imaginer un effet synergique comme cela a
déja été démontré pour la PGI2 et la PGE2 (Blikslager et al., 1997). L'administration d'analogues
stables de ces composés par voie orale, par injections intrapéritonéales ou méme coatés sur des
endoprothéses pourrait ainsi constituer une approche prometteuse pour la prise en charge des
patients souffrant d'altérations de la muqueuse intestinale. Il parait par ailleurs primordial
d'identifier les cibles moléculaires épithéliales impliquées dans I'effet de ces eicosanoides, ce qui
nous permettrait d'envisager des approches thérapeutiques visant plus spécifiquement la BEI. Dans
ce contexte, nous avons commencé |'étude de I'AMPK épithéliale et devons poursuivre nos
recherches pour déterminer si des agents pharmacologiques modulant ['activité de I'AMPK
pourraient étre utilisés afin de renforcer la BEI.

Dans ce travail de thése, nous avons également mis en évidence I'implication d'un composant
majeur du SNE, les CGE, dans la physiopathologie des MICI. Le laboratoire avait déja démontré que
les CGE de patients MC produisaient moins de 11BPGF2a et qu'elles étaient alors incapables
d'augmenter la réparation de la BEI comme des CGE contréles (Coquenlorge et al.,, 2016). Mes
travaux ont mis en évidence que les CGE de patients MC produisaient moins de 15-HETE et PGI2 et
ne pouvaient alors plus réguler la perméabilité de la BEI, autre propriété majeure de I’homéostasie
intestinale (Pochard et al.,, 2016 ; Pochard et al, en préparation). Ces travaux sont les premieres
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études fonctionnelles de CGE humaines et si elles ont le défaut d’étre basées sur des expériences
réalisées in vitro, elles ont la qualité de montrer une différence entre des CGE de patients contréles,
atteints de MC ou atteints de RCH en dehors de leur environnement pathologique. Ainsi, méme si
notre travail suggére que des altérations gliales pourraient concourir aux dysfonctions de la BEI
observées chez ces patients et participer a I'initiation et/ou a I'évolution de ces pathologies, il reste
beaucoup de questions en suspens : Est-ce I'inflammation chronique qui a modifié durablement les
CGE de patients MC ? Comment réagissent les CGE in vivo a I'inflammation aiglie ou chronique ? Est-
ce qu’un défaut glial en PTGIS et/ou 15-LOX-2 serait suffisant pour induire une colite ? Les CGE du
plexus myentérique sont-elles comparables aux CGE de la muqueuse ou de la sous-muqueuse ? Et de
maniere plus large : Comment se comportent les CGE dans d’autres pathologies inflammatoires ?
Comment les CGE régulent-elles les autres types cellulaires voisins ? Des progrés supplémentaires
sont attendus dans un proche avenir avec le développement de techniques d'imagerie in vivo,
I'optogénétique et des méthodes de tracage de lignées cellulaires pour mieux caractériser le role des
CGE et, en particulier, déterminer si des sous-classes fonctionnellement distinctes existent. L’ere de
la gliogastroentérologie ne fait que commencer !

Acide arachidonique
(oméga 6)
Conditions

physiologiques

Patients
MICI

CGE saine ~/ = CGE pathologique
15-HETE PGI2 | s
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Annexe 1 : Maintien de la barriere intestinale : quelle
contribution pour la protéine kinase activée par I'AMP
(AMPK) dans I’épithélium intestinal ?

Dans notre étude sur le réle du 15-HETE dans le contrOle de la perméabilité de la BEI, nous
avons identifié une nouvelle cible épithéliale : 'AMPK. En effet, nous avons montré que le 15-HETE
diminuait la perméabilité paracellulaire in vitro via une inhibition de I'AMPK. Afin de valider
I'implication de cette protéine dans le maintien de I'homéostasie intestinale nous avons mis en place
une collaboration avec Benoit Viollet (Institut Cochin, Paris). Ce spécialiste de 'AMPK a créé des
animaux génétiquement modifiés pour pouvoir déléter les sous-unités catalytiques al ou/et a2 de
I’AMPK dans différents tissus d’intérét, dont I'épithélium. Cette collaboration a pour but d'étudier le
réle des deux sous-unités al et a2 de I'AMPK dans I’homéostasie de la BEI et plus particulierement le
controle de la perméabilité intestinale et de l'inflammation chez ces animaux, avec de plus une
analyse de l'activité de I'AMPK dans des biopsies de patients MC.

Une publication de Sun et al., en mai 2017 décrivant une étude des knock-out épitheliaux
d’al nous pousse a poursuivre notre analyse du double knock-out dans un contexte pathologique de
MICI mais également d’obésité. Cette annexe est une ébauche de publication regoupant nos
premiers résultats.

The epithelial AMP-activated protein kinase regulates
intestinal permeability

3,4,5 3,45 34,5
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Abstract

The intestinal epithelial barrier (IEB) prevents passage of luminal substances and antigens
throught the paracellular space and rupture of its integrity is associated with a variety of
gastrointestinal disorders and diseases. In particular IEB permeability is increased in infammatory
bowel disease or obesity and strengthening of the IEB has been associated with better clinical
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outcomes. One of our last works has identified the AMP-activated protein kinase (AMPK) as an
epithelial target of permeability regulator, but data concerning its role in the IEB regulation remain
sparse. Using animal lacking the two a1l and a2 AMPK catalytic subunits in epithelial cells (AMPKalﬂ/ﬂ/aZf'/ﬂ—
Villin-Cre) this work aims at determining the involvement of AMPK in IEB permeability control. AMPK
al and a2 expressions were detected in the duodenum, jejunum, ileum as well as in the colon and
their deletions were efficient in all intestinal segments. No differences were observed in animal
weight, intestine length, total transit time or fecal weight between AMPKalﬂ/ﬂ/OtZﬂ/ﬂ-ViIIin-Cre and
wild type animals. In contrast the paracellular permeability measured in vivo by sulfonic acid flux was
significantly increased in AMPKalﬂ/ﬂ/azﬂ/ﬂ-ViIIin—Cre animals. Ex vivo permeability assays realized in
Ussing chambers to distinguish the different intestinal segments revealed that the increased
permeability only occurred at the jejunal and distal colonic levels. The transcellular permeability
measured by horse-radish-peroxydase passage measurement in Ussing chambers was only increased
in the distal colon of AMPKa1""/a2"-villin-Cre. Quantification of the junctional protein expression
in these different segments revealed an increased Claudin 3 mRNA expression in the distal colon of
AMPKa1""/a2"-villin-Cre mice, whereas ZO-1 and -2, Occludin, Claudin 1 and 2 were unchanged.
The inflammatory status of the gut was also modified in these mice, as observed by an augmented
tumor necrosis factor-a (TNF-a) mRNA expression in the distal colon of AMPKa 1" /a2 villin-Cre
mice. All together our data show that AMPK a1 and a2 are necessary to maintain the IEB homeostasis, and

its defect could be involved in distal colon IEB rupture and inflammation.

Keywords : AMPK, intestinal permeability, Claudin 3, TNF-a.

Introduction

The intestinal epithelial barrier (IEB) is a single-cell layer that constitutes the largest and most
important barrier against the external environment. It acts as a selectively permeable barrier,
permitting the absorption of nutrients, electrolytes, and water while maintaining an effective
defense against intraluminal toxins, antigens, and enteric flora. Over the past decade, there has been
increasing recognition of an association between disrupted IEB function and the development of
autoimmune and inflammatory diseases. Increased intestinal permeability is even increasingly
recognized to be an underlying pathogenic factor, not only in inflammatory bowel disease (IBD) but
also in other gastrointestinal (irritable bowel syndrome) and non-gastrointestinal (allergy and type |
diabetes) diseases [1]. An increase in intestinal permeability is often observed prior the relapse [2]
and has been associated with ongoing symptoms (abdominal pain and altered bowel habit) in IBD
patients [3]. Interestingly, if barrier disruption is not enough to induce the disease [4] reducing
barrier permeability prevents the development of inflammation in a genetic model of IBD [5] and
strategies of IEB restoration should be considered in the treatment of “leaky gut symptom” patients.

To develop strategies of IEB restoration, advances should be made in understanding the
cellular mechanisms of intestinal barrier loss in disease.The IEB function of permeability control is
primarily determined by the integrity of the epithelium and the tight junction that seals the
paracellular space. The protein network composing tight junctions consists of transmembrane
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proteins that interact extracellularly with adjacent cells and intracellularly with adaptor proteins that
link to the cytoskeleton. Study of transgenic or knock-out models of some of them (Claudin 6, JAM-A,
MLCK) have shown that they are necessary to maintain low permeability [6], and alteration of their
expression (Claudin 2, Occludin) or activity (MLCK) has been observed in IBD patients [7]. We have
recently shown that AMP-activated protein kinase (AMPK) inhibition is correlated with a decrease of
IEB permeability [8], but the literature is controversial concerning its role in maintaining tight
junctions [9].

The AMPK is an evolutionarily-conserved fuel-sensitive serine/threonine protein kinase and
cellular nutrient sensor implicated in the regulation of energy homeostasis [10, 11]. Once activated,
AMPK initiates metabolic changes to reprogram metabolism by inhibiting nonessential anabolic ATP-
consuming process while stimulating ATP-delivering catabolic pathways. AMPK exists as a
heterotrimeric complex comprising a catalytic a (2 isoforms al or a2 encoded by Prkaal and Prkaa2)
subunit, a scaffold B (2 isoforms Bl or P2 encoded by Prkabl and Prkab2) subunit and a
regulatory y (three isoforms y1, y2 or y3 encoded by Prkagl, Prkag2 and Prkag3) subunit [12], which
are uniquely distributed across different cell types. AMPK monitors energy balance at the cellular
level by sensing intracellular AMP:ATP [13] and ADP:ATP ratios [14]. AMPK is normally only
significantly active after phosphorylation of a conserved threonine residue (Thrl72) within the
activation loop of the kinase domain on a subunits. The upstream AMPK kinases are the tumor
suppressor kinase LKB1 and the CaMKKp [15]. AMPK could be activated by pathological stimuli, such
as oxidative damage, osmotic shock, hypoxia and glucose deprivation, as well as by physiological
stimuli such as exercise and muscle contraction, and by hormones including leptin and adiponectin
[13].

Given its key role in controlling energy homeostasis, AMPK has attracted widespread interest
as a potential therapeutic target for metabolic diseases. However, recent data have expanded the
paradigm of AMPK as a metabolic sensor and to the more global concept that AMPK has broad
effects on cellular function. A surprising role of AMPK in the maintenance of epithelial cell barrier
functions has been established and pharmacological activation of AMPK has been shown to reinforce
epithelial tight junctions during adverse environmental changes. At the gut level, AMPK has already
been involved in several processes, helping the enteroendocrine L-cells in their sensing role[16] and
ameliorating the epithelial barrier [17, 18] through the modification of junctional protein expression
[19] or phosphorylation [20, 21]. However, AMPK activation has been paradoxically linked to
intestinal barrier dysfunction in chronic intestinal inflammatory conditions [9, 22] by decreasing ZO-1
expression [9]. Thus, there is evidence to suggest that, depending on context, engaging AMPK
activation may exert either a positive or negative effect on IEB.

To precise the control exert by AMPK on IEB properties we will study IEB permeability,
junctional protein expression and gut inflammation in animals lacking the two a1 and a2 AMPK catalytic
subunits in epithelial cells (AMPKal1™"/a2"™-villin-Cre) and analyse AMPK activation in biopsies of
Crohn’s disease patients.
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Material and Methods
Animals and measurement of in vivo parameters

The experiments were carried out on 19-22 weeks old male and female C57BL6 mice in
agreement with the ethics committee for animal experimentation of Paris Descartes (referral 12-
193). KO AMPK mice specifically deleted in the intestinal epithelial cells were obtained by crossing
Villin-Cre mice with AMPKa1™"/a2™" mice.

The total transit time corresponds to the appearance of the first red faeces after gavage of
the animals with a solution containing red carmine. The number and weight of the faeces were
evaluated by placing the mice in individual cages for one hour. The humidity of the faeces was
estimated by comparing the faeces wet weight to the dry weight (overnight in an incubator at 37 °C).
Once the animals were sacrificed, the intestines were measured and segments were frozen for
molecular analysis or further use for Ussing chambers permeability measurement as describes below.

Measurement of intestinal permeability in vivo and ex vivo

The animals were gavaged with 120 uL of gavage solution (300 mg red carmine, 50 mg
sulfonic acid coupled with fluorescein - SA Thermo Fisher Scientific, 50 mg Horse Radish Peroxidase -
HRP Sigma Aldrich, 5 mL solution 0.5% carboxymethylcellulose) and placed in individual cages. After
one hour, blood was collected from the tail vein and plasma used for permeability measurement. The
plasma fluorescence reflecting sulfonic acid passage and thereby paracellular permeability was
measured with an automatic microplate reader (Varioskan, Thermo Fisher Scientific). The
transepithelial permeability to HRP was also measured in plasma by an enzyme activity assay with
the reagent 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, BD Bioscience).

Ex vivo paracellular permeability of intestinal segments (jejunum, ileum, proximal colon, and
distal colon) was analyzed by mounting the tissues in Ussing chambers (Physiological Instruments) as
described previously [23]. Each chamber contains 2 mL of Ham (HAM/F12; Invitrogen) nutrient
mixture maintained at 37 °C and continuously gazified with 95% O, and 5% CO,. After 30 minutes of
equilibration, 200 puL of apical medium are replaced by 200 pL of 0.4 kD sulfonic acid coupled with
fluorescein (1 mg/mL). The fluorescence level of the basolateral aliquots (150 pL) was measured
every 30 minutes over a period of 180 minutes using an automatic microplate reader (Varioskan,
Thermo Fisher Scientific). Transcellular permeability was measured by calculating the activity of HRP
in the basolateral medium after 3 h of Ussing.

Quantitative real-time PCR analysis

Fragments of the different intestinal segments were lysed in RA1 buffer (Machery-Nagel) and
total RNA extraction was performed with the Nucleospin RNAII kit according to the manufacturer's
recommandations (Machery-Nagel). One pg of purified mRNA was denatured and retro-transcribed
using Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen). PCR amplifications were performed using the
Absolute Blue SYBR green fluorescein kit (Roche) and analyzed on the StepOnePlus system (Life
Technologies). The following primers (Sigma Aldrich) were used:

- Tumor necrosis factor alpha (TNFa) # NM_013693.3

Forward Primer : 5’-GAACTTCGGGGTGATCGGTCC-3'
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Reverse Primer : 5'-GCCACTCCAGCTGCTCCTCC-3'
- Interleukin 1 beta (IL-1B) # NM_008361.4
Forward Primer : 5'-GCCTCGTGCTGTCGGACCCATA-3'
Reverse Primer : 5’-TTGAGGCCCAAGGCCACAGGT-3'
- Interleukin 6 (IL-6) # NM_031168.2
Forward Primer : 5'-TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC-3'
Reverse Primer : 5-AGTCTCCTCTCCGGACTTGT-3'
- Tight junction protein 1 (ZO-1) # NM_009386.2
Forward Primer : 5'-AAGAATATGGTCTTCGATTGG-3'
Reverse Primer : 5’-ATTTTCTGTCACAGTACCATTTATCTTC-3'
- Tight junction protein 2 (ZO-2) # NM_001198985.1
Forward Primer : 5’'-CTAGACCCCCAGAGCCCCAGAAA-3'
Reverse Primer : 5-TCGCAGGAGTCCACGCATACAAG-3'
- Occludin # NM_008756.2
Forward Primer : 5'-GGTTAAAAATGTGTCTGCAGGCAC-3'
Reverse Primer : 5'-GAGGCTGCCTGAAGTCATCCAC-3'
-Claudin 1 # NM_016674.4
Forward Primer : 5’-AATTTCAGGTCTGGCGACAT-3'
Reverse Primer : 5'-GGCCAAATTCATACCTGGCA-3'
-Claudin 2 # NM_016675.4
Forward Primer : 5’-GAAAGGACGGCTCCGTTTTC-3'
Reverse Primer : 5’-TCTTCGGAGCCTGTTTGCTT-3'
-Claudin 3 # NM_009902.4
Forward Primer : 5’-GCCCCAGGAGAGGAGCCGTTAA-3'
Reverse Primer : 5'-GCCGATGAAGGCCGAAACGC-3'
- Ribosomal protein S6 (RPS6) # NM_001010.2
Forward Primer : 5'-CCAAGCTTATTCAGCGTCTTGTTACTCC-3'
Reverse Primer : 5-CCCTCGAGTCCTTCATTCTCTTGGC-3'

Western Blot

For the validation of the epithelial deletion of AMPK al and o 2 in our murine model,
enterocytes were extracted from the duodenum, jejunum, ileum and colon by placing the intestinal
fragments under rotation on wheel in PBS containing 1.5 mM EDTA (+ anti-protease cocktail) for 30
minutes at 4 °C. The cells were then recovered by centrifugation after removal of the tissue
fragment. For the expression of the tight junctions proteins, the entire fragments of intestinal
segments were used. Finally, the activity of AMPK was analyzed by measuring its phosphorylation on
Thrl72 in biopsies of control or Crohn's disease patients in quiescent or active phase (healthy or
inflamed areas).

The samples were lysed in RA1 buffer (Machery-Nagel) and the protein extraction was
carried out with the Nucleospin RNAIl kit according to the manufacturer's recommendations
(Machery-Nagel). All samples were separated on 4-12% Bis-Tris or 3-8% Tris-Acetate gels (Life
Technologies). The proteins were transferred to nitrocellulose membranes with the iBlot ™ system
(Life Technologies). After blocking with TBS/0.1% Tween20/5% nonfat dry milk for 30 minutes, the
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blots were incubated overnight at 4 °C with the following primary antibodies diluted in TBS/0.1%
Tween20/5% nonfat dry milk : sheep anti-AMPKal or a2 (obtained from Grahame Hardie, University
of Dundee, UK), mouse anti-Phospho-AMPK (Cell Signaling Technology 1: 500), mouse anti-Z0-1
(Thermo Fisher Scientific 1: ), rabbit anti-Occludin (Abcam 1: 500), mouse anti-P-MLC or MLC (Cell
Signaling Technology 1:200) and mouse anti-B-actin (Sigma Aldrich 1: 10000). The blots were then
incubated with the appropriate secondary antibodies coupled to HRP (Life Technologies) and
visualized by chemiluminescence (ECL, Bio-Rad) using the Gel-Doc imager and the Image Lab

software (Bio-Rad ).

Human biopsies of control and CD patients

quiescent active CD control

CD n=15 n=18 n=15
48 (29-

Mean age at the time of biopsy (min-max) 30 (16-55) 35(18-52) 59)
Sex M/F 9/6 10/8 9/6
Time course of the disease at the time of biopsy (min-max) 18 (13-28) 26 (13-48)
History of surgical resection 1/15 3/18
Treatment at the time of biopsy :
5 ASA 2/15 2/18
cT 2/15 2/18
IS 9/15 11/18
Anti-TNFalpha 5/15 12/18
Anti-TNFalpha + IS 3/15 6/18
Results

Expression of the AMPK a1 and a2 catalytic subunits along the gut and validation of their epithelial
deletion in AMPKalf'/ﬂ/a YA_Villin-Cre animals.

To analyse the expression of the al and a2 subunits in different segments of the epithelial
gut we have studied their expression by Western blot after extraction of the enterocytes of the
different segments. The AMPK al and a2 were detected in duodenal, jejunal, ileal and colonic
fragments, with an increased AMPK a2 expression in the colon when compared to the other
fragments (Figure 1). In order to validate the specific deletion of the two catalytic subunits of AMPK
at the epithelial level, we compared their expression in enterocytes from wild type (WT) and
AMPKa1""/a2"-villin-Cre (KO) to expression in the liver and in squeletal muscle. Expression of the
AMPK al and a2 were not anymore detected in enterocytes extracted from KO mice when compared
to WT mice, except in the colon where al and a2 were still slightly present in KO, even if greatly less
than in the WT animals. Their expression in liver and muscles were comparable between the two

lineages allowing us to confirm a specific deletion of intestinal epithelial cells.

AMPKa 1" fa2"/_Villin-Cre animals had an increased paracellular permeability.
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In order to study the impact of an epithelial deletion of AMPK al and a2 on gut functions,
different parameters were measured in WT and KO animals. The survival of the animals and their
dietary intake were not impacted (Results not shown). No changes in animal weight, length of the
intestines, total transit time, and number and weight of faeces were observed (Figure 2A, B, C, D, E,
F). However, KO mice have shown a significant increase in paracellular permeability measured by
sulfonic acid flux in vivo compared to WT animals (Figure 2G). No changes in transcellular
permeability (HRP flux) were observed in vivo (Figure 2H).

Increased permeability of AMPKa1™' /a2"/-Villin-Cre animals mainly affected the distal colon.

To refine our analyzis of gut permeability in WT and KO mice, we compared the permeability
of different intestinal segments ex vivo using Ussing chamber. The paracellular permeability was
increased in the jejunum and distal colon of KO mice when compared to WT mice, but not in the ileal
or proximal colon fragments (Figure 3A). The transcellular permeability was comparable between WT
and KO jejunum, ileum or proximal colon, but was increased in the distal colon of KO animals (Figure
3B).

Changes in expression of tight junction proteins did not explain the observed changes in
permeability.

In order to identify the molecular mechanism behind the observed changes in permeability,
we analyzed the expression of tight junction protein between our two groups of animals. Analysis of
MRNA expression showed an increase in claudin 3 expression in the distal colon of KO mice (Figure
4F) but no other changes in the expression of ZO-1, ZO- 2, Occludin, claudin 1 and claudin 2 were
detected (Figure 4A, B, C, D, E). We also analyzed the protein expression of some of these proteins,
and our results showed a decrease in the amount of ZO-1 in the ileum of KO mice (Figure 5A). No
change in the amount of Occludin protein or MLC phosphorylation was found (Figure 5B and C).

The epithelial deletion of a1l and a2 AMPK partially increased the inflammatory status of animals.

In order to investigate whether the increase in permeability observed in KO animals is
accompanied by an increase in gut inflammation, the expressions of the messenger RNAs coding for
several pro-inflammatory cytokines were analyzed. No changes in the expression of mRNAs encoding
for IL-1B or IL-6 were observed (Figure 6A and B). However, an increase in the amount of mRNA
encoding TNF-a was found in the distal colon of KO mice when compared to WT animals (Figure 6C),
showing that al and a2 AMPK deletion presented inflammation.

AMPK phosphorylation was decreased in biopsies from quiescent CD patients.

To analyze whether AMPK epithelial activity could be modulated in pathological and
inflammatory condition, we have analyzed AMPK Thr172 phosphorylation in biopsies from CD
patients by Western blot. AMPK phosphorylation levels were comparable between biopsies from
control and active CD patients, in healthy or inflammaed area. However the AMPK phosphorylation
were significantly decreased in quiescent CD patient biopsies when compared to control or active CD
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patient biopsies (Figure 7) suggesting than more than inflammation, the CD pathological condition
downregulated AMPK activity.

Discussion

This work has demonstrated that an epithelial deletion of the two catalytic subunits of AMPK
directly affects intestinal homeostasis. An increase in paracellular permeability was observed in KO
animals in vivo, without modification of the other measured parameters such as intestine length and
total transit time. The increased permeability was mainly observed in the distal colon and got along
with an increase in TNF-a expression. Observed changes in the expression of the tight junction
proteins did not correlate with the changes in permeability showing that other mechanisms should
be involved in this dysregulation. Eventually we have observed a decrease in AMPK phosphorylation
in quiescent CD patient biopsies. Thus, our results suggest that AMPK participates in the control of
the intestinal permeability and that its inhibition could lead to increase in permeability as well as
intestinal inflammation observed in human pathological context.

If we have shown in a previous work that AMPK inhibition was correlated with a decrease of
IEB permeability, and that AMPK activation by the AICA-riboside-5'-phosphate (AICAR) increased
Caco-2 monolayer permeability [8], the present study suggests an opposite regulation. This
demonstrate that the IEB regulation by AMPK is more complexe that what we thought, and that we
have to reconcider the data produced using AMPK pharmacological activator and inhibitor, the
involvement of al or 2 subunits and the regulation of IEB function by epithelial or non-epithelial
AMPK. The antidiabetic drug metformin or AICAR, activators of AMPK, and the C compound (CC),
inhibitor of AMPK are currently used to study AMPK, whereas they are not specific but partially
selective for AMPK activity regulation. The same year, Scharl et al., published that INF-y-activated
AMPK induced Occludin and ZO-1 down regulation to increase T84 monolayer permeability using
AMPK knockdown with siRNA [9] whereas they demonstrated that INF-y-activated AMPK induced
PTPN2 expression to decrease Claudin 2 expression and T84 monolayer permeability using CC [22].
Metformin has been shown to improve IEB function [24] and we have preliminary data showing that
orally given merformin decrease intestinal permeability and more particularly jenunal permeability
(data not shown), but whether this effect involves the AMPK remains to be determined. In the same
manner whether metformin effects depend on epithelial or non epithelial AMPK activation should be
tested using tissue specific knock-out animals. For exemple Xue et al. used IL-10 knock-out mice to
demonstrate the beneficial effect of metformin, but they do not show if this effect depends on the
AMPK expressed on macrophages that invade the intestinal mucosa [24]. Using AMPK al epithelial
specific knock-out mice combined with in vitro use of AICAR on intestinal epithelial cells, the recent
study of Sun et al., has elegantly shown that epithelial AMPK could decrease IEB permeability by
improving epithelial differenciation [25]. Our present study confirmes this work showing that
epithelial AMPK knock-out animals present an increase in epithelial permeability. It also raises the
question of a2 involvment in this regulation as double a1l and a2 knock-out as well as single al
knock-out shown an increase in permeability of around 50%. Whereas in retinal pigmented
epithelial it has been shown that the a2 but not he a1l AMPK catalytic subunit was responsible for
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retinal epithelial permeability [26], we could wonder whether at the intestinal epithelial level, a2
poorly control permeability or inversely can increase it in some other pathological conditions.

Concerning the molecular mechanisms laying downstream of AMPK and responsible of
epithelial cell control, scattered data is currently available. AMPK is involved in the establishment and
maintenance of intestinal polarity and in the localization of glucose carriers [27] and in intestinal
epithelial differentiation through Cdx2 expression regulation [25]. The permeability regulated by
AMPK has mostly been described to depend on the assembly and localization of the tight junction
protein ZO-1 in renal epithelial cells [28, 29] or on ZO-1, Occludin or Claudin 2 or 5 expression in
epithelial or endothelial cells [8, 9, 22, 30]. We have shown an increase in the expression of the
mMRNA encoding Claudin 3 in the distal colon and a decrease in the ZO-1 protein expression in the
ileum of the KO AMPK mice. But AMPK could also induce Claudin 4 phosphorylation and membrane
location [31] and a substrate fishing work has identified ZO-2 and Cingulin as potential substrate for
AMPK [20]. The precise molecular mechanisms responsible for AMPK dependent permeability control
in mice or human intestinal epithelium, in healthy or pathological conditions remain to be studied.

Another interesting finding was that KO AMPK animals exhibited an increase in TNFa
expression at the distal colon level, but we could wonder whether this is a direct effect of the
deletion or a consequence of the increased permeability. Indeed it has been shown in a colitis model
that the increase in intestinal permeability preceded the development of Inflammation [5]. This
association of AMPK inhibition concomitant to inflammation could be compared to obesity where
the AMPK inhibition and low-grade intestinal and systemic inflammation are observed [32]. It is also
interesting to note that our first results concerning AMPK in IBD is a decreased AMPK
phosphorylation in biopsies from quiescent CD patients compared to biopsies from control or active
CD patients, and the abscence of difference between healthy and inflamed area. As AMPK could also
be activated by stressors and inflammation [9], we would have expected an increase in AMPK
phosphorylation in active and/or inflamed area. But more interenstingly, the decrease of AMPK
phosphorylation observed in biopsies from quiescent CD patients questions about AMPK inhibition
role in CD pathogenesis. AMPK pathway activity (more than only AMPK phosphotylation), the cell
type presenting phosphorylated/dephosphorylated AMPK in human biopsies and the analyzis of
AMPK KO reaction to colitis induction must be studied before any further conclusion.

More broadly we could wonder whether intestinal AMPK is involved in gastrointestinal
symptoms observed in low grade inflammatory diseases such as type 2 diabetes or obesity where an
increased permeability is observed and AMPK deregulation involved. It has been shown, for example,
that in obese or type 2 diabetic patients or rats fed with a high-fat diet, AMPK activity is decreased in
skeletal muscle [33, 34]. Thus, inhibition of AMPK may contribute to the pathophysiological
mechanisms of these diseases, and therapeutic strategies to activate AMPK thus seem promising.
Indeed, it has been shown that the beneficial effects of physical exercise were partly due to the
activation of AMPK, which increases the recapture of glucose and fatty acids by the muscles and
decreases their production by the liver [35]. Metformin, another AMPK activator, has also
demonstrated its clinically beneficial effect in the treatment of patients with type 2 diabetes [35, 36].
In this study, our experiments were carried out on animals fed with standard diet, but it would of
course be interesting to study the effect of an intestinal epithelial deletion of AMPK in animals fed
with a fat diet in order to analyze its impact on the development of obesity and the resulting
metabolic disorders.
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Our work shows that intestinal epithelial deletion of the two subunits of AMPK appears to be
associated with an alteration of the IEB, observed by an increase in the intestinal permeability itself
associated with an increase in intestinal inflammation. The activity of AMPK seems to be decreased
in CD pathological conditions as it is in obesity or type 2 diabetes, diseases with alterations of the
epithelial barrier functions. Thus, AMPK could represent a target of interest to improve intestinal
health.

References

1 Odenwald MA, Turner JR. Intestinal permeability defects: is it time to treat? Clin
Gastroenterol Hepatol 2013;11:1075-83.

2 Wyatt J, Vogelsang H, Hubl W, et al. Intestinal permeability and the prediction of relapse in
Crohn's disease. Lancet 1993;341:1437-9.

3 Chang J, Leong RW, Wasinger V, et al. Impaired Intestinal Permeability Contributes to

Ongoing Bowel Symptoms in Patients With Inflammatory Bowel Disease and Mucosal Healing.
Gastroenterology 2017.

4 Su L, Shen L, Clayburgh DR, et al. Targeted epithelial tight junction dysfunction causes
immune activation and contributes to development of experimental colitis. Gastroenterology
2009;136:551-63.

5 Arrieta MC, Madsen K, Doyle J, et al. Reducing small intestinal permeability attenuates colitis
in the IL10 gene-deficient mouse. Gut 2009;58:41-8.

6 Groschwitz KR, Hogan SP. Intestinal barrier function: molecular regulation and disease
pathogenesis. The Journal of allergy and clinical immunology 2009;124:3-20; quiz 1-2.

7 Turner JR. Intestinal mucosal barrier function in health and disease. Nature reviews
Immunology 2009;9:799-809.

8 Pochard C, Coquenlorge S, Jaulin J, et al. Defects in 15-HETE Production and Control of
Epithelial Permeability by Human Enteric Glial Cells from Patients With Crohn's disease.
Gastroenterology 2016.

9 Scharl M, Paul G, Barrett KE, et al. AMP-activated protein kinase mediates the interferon-

gamma-induced decrease in intestinal epithelial barrier function. The Journal of biological chemistry
2009;284:27952-63.

10 Kahn BB, Alquier T, Carling D, et al. AMP-activated protein kinase: ancient energy gauge
provides clues to modern understanding of metabolism. Cell metabolism 2005;1:15-25.

11 Shaw RJ, Lamia KA, Vasquez D, et al. The kinase LKB1 mediates glucose homeostasis in liver
and therapeutic effects of metformin. Science (New York, NY 2005;310:1642-6.

12 Kemp BE, Stapleton D, Campbell DJ, et al. AMP-activated protein kinase, super metabolic
regulator. Biochemical Society transactions 2003;31:162-8.

13 Hardie DG, Scott JW, Pan DA, et al. Management of cellular energy by the AMP-activated
protein kinase system. FEBS letters 2003;546:113-20.

14 Xiao B, Sanders MJ, Underwood E, et al. Structure of mammalian AMPK and its regulation by
ADP. Nature 2011;472:230-3.

15 Carling D, Sanders MJ, Woods A. The regulation of AMP-activated protein kinase by upstream
kinases. International journal of obesity (2005) 2008;32 Suppl 4:555-9.

16 Sayers SR, Reimann F, Gribble FM, et al. Proglucagon Promoter Cre-Mediated AMPK Deletion
in Mice Increases Circulating GLP-1 Levels and Oral Glucose Tolerance. PloS one 2016;11:e0149549.
17 Elamin EE, Masclee AA, Dekker J, et al. Short-chain fatty acids activate AMP-activated protein
kinase and ameliorate ethanol-induced intestinal barrier dysfunction in Caco-2 cell monolayers. The
Journal of nutrition 2013;143:1872-81.

189



Annexes

18 Jing H, Yao J, Liu X, et al. Fish-oil emulsion (omega-3 polyunsaturated fatty acids) attenuates
acute lung injury induced by intestinal ischemia-reperfusion through Adenosine 5'-monophosphate-
activated protein kinase-sirtuinl pathway. The Journal of surgical research 2014;187:252-61.

19 Wang B, Wu Z, Ji Y, et al. I-Glutamine Enhances Tight Junction Integrity by Activating CaMK
Kinase 2-AMP-Activated Protein Kinase Signaling in Intestinal Porcine Epithelial Cells. The Journal of
nutrition 2016;146:501-8.

20 Ducommun S, Deak M, Sumpton D, et al. Motif affinity and mass spectrometry proteomic
approach for the discovery of cellular AMPK targets: identification of mitochondrial fission factor as a
new AMPK substrate. Cellular signalling 2015;27:978-88.

21 Yano T, Matsui T, Tamura A, et al. The association of microtubules with tight junctions is
promoted by cingulin phosphorylation by AMPK. The Journal of cell biology 2013;203:605-14.

22 Scharl M, Paul G, Weber A, et al. Protection of epithelial barrier function by the Crohn's
disease associated gene protein tyrosine phosphatase n2. Gastroenterology 2009;137:2030-40 e5.

23 De Quelen F, Chevalier J, Rolli-Derkinderen M, et al. n-3 polyunsaturated fatty acids in the
maternal diet modify the postnatal development of nervous regulation of intestinal permeability in
piglets. The Journal of physiology 2011;589:4341-52.

24 Xue Y, Zhang H, Sun X, et al. Metformin Improves lleal Epithelial Barrier Function in
Interleukin-10 Deficient Mice. PloS one 2016;11:e0168670.

25 Sun X, Yang Q, Rogers CJ, et al. AMPK improves gut epithelial differentiation and barrier
function via regulating Cdx2 expression. Cell death and differentiation 2017.

26 Qin S, Rodrigues GA. Differential roles of AMPKalphal and AMPKalpha2 in regulating 4-HNE-
induced RPE cell death and permeability. Experimental eye research 2010;91:818-24.

27 Walker J, Jijon HB, Diaz H, et al. 5-aminoimidazole-4-carboxamide riboside (AICAR) enhances
GLUT2-dependent jejunal glucose transport: a possible role for AMPK. The Biochemical journal
2005;385:485-91.

28 Zhang L, Jouret F, Rinehart J, et al. AMP-activated protein kinase (AMPK) activation and
glycogen synthase kinase-3beta (GSK-3beta) inhibition induce Ca2+-independent deposition of tight
junction components at the plasma membrane. The Journal of biological chemistry 2011;286:16879-
90.

29 Zhang L, Li J, Young LH, et al. AMP-activated protein kinase regulates the assembly of
epithelial tight junctions. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 2006;103:17272-7.

30 Zhao Z, Hu J, Gao X, et al. Activation of AMPK attenuates lipopolysaccharide-impaired
integrity and function of blood-brain barrier in human brain microvascular endothelial cells.
Experimental and molecular pathology 2014;97:386-92.

31 Xiang RL, Mei M, Cong X, et al. Claudin-4 is required for AMPK-modulated paracellular
permeability in submandibular gland cells. Journal of molecular cell biology 2014;6:486-97.

32 Verdam FJ, Fuentes S, de Jonge C, et al. Human intestinal microbiota composition is
associated with local and systemic inflammation in obesity. Obesity (Silver Spring, Md 2013;21:E607-
15.

33 Bandyopadhyay GK, Yu JG, Ofrecio J, et al. Increased malonyl-CoA levels in muscle from
obese and type 2 diabetic subjects lead to decreased fatty acid oxidation and increased lipogenesis;
thiazolidinedione treatment reverses these defects. Diabetes 2006;55:2277-85.

34 Liu Y, Wan Q, Guan Q, et al. High-fat diet feeding impairs both the expression and activity of
AMPKa in rats' skeletal muscle. Biochemical and biophysical research communications 2006;339:701-
7.

35 Hardie DG. AMP-activated protein kinase: a master switch in glucose and lipid metabolism.
Reviews in endocrine & metabolic disorders 2004;5:119-25.

36 Hawley SA, Gadalla AE, Olsen GS, et al. The antidiabetic drug metformin activates the AMP-
activated protein kinase cascade via an adenine nucleotide-independent mechanism. Diabetes
2002;51:2420-5.

190



Annexes

Duo Jeju lleum Colon Liver Muscle

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

— pr— p— p— S ss S < AMPK a1
-— .
i i c—— R — w——_ — < Actin
—— —— —— -_— - e e = an o — | €= AMPK o2
N | —— — —————— (—Actln

Figure 1: Characterization of epithelial deletion model of AMPK al and a2

Expression of the catalytic subunits of AMPK al and a2 in control mice (WT) or deleted for AMPK
specifically at the epithelial level (KO). Representative Western blot of protein lysates from
enterocytes (Duodenum, jejunum, ileum, colon), liver or muscle.
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Figure 2: Epithelial deletion of AMPK increases paracellular permeability in vivo

The impact of epithelial deletion of the two AMPK subunits on different parameters was measured
both in vivo and ex vivo in KO AMPK animals compared to WT. (A) Weight in grams, (B) intestines
length in centimeters, (C) total transit time in minutes, (D) number of faeces in one hour, (E) faeces
weight in grams, (F) faeces humidity in water percentage, (G) paracellular permeability evaluated
by measuring the amount of sulfonic acid in the plasma one hour after gavage of the mice and (H)
transcellular permeability evaluated by measuring the activity of HRP in this same plasma. Data
represent means +/- SEM of 6 to 8 mice per group. * P <0.05 non-parametric Mann-Whitney test.
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Figure 3: Epithelial deletion of AMPK increases paracellular permeability ex vivo

The para and transcellular permeability of intestinal segments (jejunum, ileum, proximal colon, and
distal colon) was evaluated ex vivo. (A) Paracellular permeability measured by calculating sulfonic
acid flux through pieces of intestinal segments in Ussing chamber. (B) Transcellular permeability
measured by calculating the activity of HRP in the basolateral medium after 3 h of Ussing. Data
represent means +/- SEM of 8 mice per group. * P <0.05 non-parametric Mann-Whitney test.
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Figure 4: Epithelial deletion of AMPK modifies the mRNA expression of the tight junctions
proteins

The expression of ZO-1 (A), ZO-2 (B), Occludin (C), Claudin 1 (D), Claudin 2 (E) and Claudin 3 (F)
messenger RNAs was measured in different intestinal segments of WT mice compared to the KO
AMPK mice by qPCR. Data represent means +/- SEM of 8 mice per group. * P <0.05 non-parametric
Mann-Whitney test.
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Figure 5: Epithelial deletion of AMPK modifies the protein expression of the tight junctions

proteins

Protein expression of ZO-1 (A) and Occludin (B) as well as the phosphorylation levels of MLC (C) was
measured in different intestinal segments of WT mice compared to AMPK KO mice by Western Blot.
Data represent means +/- SEM of 8 mice per group. * P <0.05 non-parametric Mann-Whitney test.
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Figure 6: Epithelial deletion of AMPK increases the inflammatory status of animals

The expression of messenger RNAs encoding IL-1B (A), IL-6 (B) and TNFa (C) was measured in
different intestinal segments of WT mice compared to the KO AMPK mice by qPCR. Data represent
means +/- SEM of 8 mice per group. * P <0.05 non-parametric Mann-Whitney test.
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Figure 7: AMPK phosphorylation is decreased in biopsies from quiescent CD patients
AMPK phosphorylation level was measured in biopsies from control or CD patients with quiescent

or active disease in healthy (HA) or inflamed (IA) area by Western Blot. Data represent means +/-
SEM of 15 control, 15 quiescent CD, 18 active CD (HA and IA) patients. * P<0.05 non-parametric

Kruskal-Wallis test.
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Annexe 2 : La cyclooxygénase 2 est augmentée dans le
tractus gastrointestinal dans la maladie de Parkinson

Dans le but d'étudier I'expression intestinale d'eicosanoides dans la maladie de Parkinson,
une autre pathologie qui atteint également le tube digestif, nous avons analysé |'expression de
différentes enzymes de synthése de la voie des eicosanoides dérivés de I'acide arachidonique. Nos
résultats, discutés dans la lettre qui suit, démontrent une modification de I'expression de COX-2 chez
les parkinsoniens qui pourrait contribuer a la neuroinflammation retrouvée chez ces patients.

Ce papier a été soumis a Movements Disorders en Septembre 2017.

Cyclooxygenase 2 is upregulated in the gastrointestinal
tract in Parkinson's disease
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Bince its discovery in the early 1990s, cyvclooxygenase-2 {COX-2] has emerged as a major
piayer in inflammatory reactions In newrodegenerative disorders and especially in
Parkinson's disease [PDY). COX-2 is up-regulated in dopaminergic neurons of the
substantio nigra in both PD patients and cxperimental parkinsonism.? Furthermaore,
non-steroidal anti-inflammatory drugs that inhibit CON-2 activity protect against
dopamine degeneration In animal models of PD2 It i5 now well established that PD is
not only a neurodegenerative condition of the central nervous system but also a
disorder of the gastrointestinal (GI) tract In lne with these observations, we have
recently shown that similarly to the brain, the main pro-inflammatory cytokines were up
regulated in the colon of PD patients? In the current study, we propose to extend these
resulls by determining ITC0X-2 is also upregulated in the GI tract in PD.

A total of 28 subjects participated in this study, I3 PD patients (mean age 4
standard deviation: 6047 years) and 15 healthy controls (56.4413 years). Controls were
healthy subjects who had a normal colonoscopy for colorectal cancer screening. None of
the patients or controls received any corticosterold and/or nonsteroidal ant-
inflammatory treatment six months prier to enrollment. The study protocol was
approved by the local Committee on Ethics and Human Research (Comitd de Protection
des Personnes Ouest VT, and registered on ClindcalTrialsgov (identifier NCTOT353183).
Written informed consent was obtained from each patient and from cach normal
volunteer before the endoscopic procedure. Two Gl biopsies per subjects were taken at
the junction between the sigmoid and descending colon during the course of a
rectosigmoidoscopy for PD patients and colonoscopy for controls. Total RNA and protein
wire [solated from the two-pooled biopsies using the NucleoSpin Triprep Kit
[(Macherey-Nagel, Hoerdt, France]. RT-PCR and Western Blot analyses were performed
as previously described* For primers and antibodies details, see supplementary file 1

A significant 3.4-fold increase in the expression levels of COX-2 mBNA was
observed in biopsies from PD patients when compared to control subjects (Figure 14).
In contrast no significant change in the expression level of COX-1 was observed [p=020;
Figure 1A). The results were confirmed at the protein level (Figure 1B),

The current findings extend our prior results’ and demonstrate that Gi
inflammation occours (n PD patents. They support a growing body of rescarch that

suggests the participation of a neuroinflammatory process in PD pathogenesis, involving

John Wiley & Sons 2
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not only the central nervous system but also the peripheral autonomic networks along
the so-called gut-brain axis.® ln large prospective studies, the use of ibuprofen, a potent
COX-2 inhibitor was associated with a lower risk of future PD.* The most common
explanation for these effects is that (buprofen-induced COX-2 inhibition may mitigate
the progression of neuredegeneration through diminishing the production of toxic free
radicals in the brain® Our results may suppest that the possible protective effects of
ibuprofen in PD are not limited to the central nervous system but also involve the Gl

fract
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Legend to figure

Figure 1: Expression of COX-2 in colonic biopsies from PD patients and controls.
Total RNA and proteins were isolated from colonic Biopsies (2 pocled-biopsies per
subject) of 13 PD patients and 15 control subjects, {A) The mENA expression levels of
COX-2 and COX-1 were determined by real-time PCR. A significant increase in the
expression levels of COX-2 but not of COX-1 was observed in colonic biopsies from PD
patients when compared to controls (B) Protein extracts were subjected to Immunoblot
analysis using antibodies against COX-2 and B-actinn The optical densities of COX-2
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the same samples, and expressed as percentages of controls. Data correspond to
meantSEM, Patients versus control, ®;: p<0.05; **: p<0.01 non-parametric Mann-Whithey
test.
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Annexe 3 : Revue "Définir la Maladie de Crohn comme
une gliopathie ?"
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Abstract

Far far away is the time where enteric glial cells (EGC) were only considered as satellites of
enteric neurons. EGC undoubtedly contribute to neuroprotection and neuron regulation, but similar
to their central counterpart astrocytes, compelling data indicate that enteric glia may in fact
correspond to different cell sub-populations with several distinct functions upon their neighboring
cells. To sense their environment such as nutrients or neuromediators, EGC express various receptors
of a wide range of ligands. They produce different soluble factors and regulate nearby cells that are
neurons, smooth muscle, immune and intestinal epithelial cells. Better understanding EGC response
to an inflammatory environment is of particular interest in inflammatory bowel diseases (IBD) that
are Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Indeed in IBD EGC exhibit abnormal phenotype
and their neighboring cells are dysfunctional. In particular one of their favorite crosstalk partners, the
intestinal epithelial cells have lost their abilities to constitute an efficient intestinal barrier. However
whether EGC are naive bystanders or active players of IBD etiology remains to be demonstrated. In
the same manner whether CD EGC are comparable to UC EGC should be considered. Here we review
existing evidence on EGC reactivity during inflammation and EGC putative dysfunction and difference
in CD and UC.

Introduction

The inflammatory bowel diseases (IBD) that encompass both ulcerative colitis (UC) and
Crohn's disease (CD) are complex chronic inflammatory disorders of largely unknown cause in a
genetically predisposed host. The incidence of these diseases varies between different countries but
overall has increased greatly in recent years and IBD is now a major public health problem that
affects approximately 3.6 million people in the United States and Europe (1).

IBD is characterized by chronic or relapsing immune activation and inflammation within the
gastrointestinal (Gl) tract that severely alters Gl function. In CD all layers of the gut can be involved,
and normal healthy gut may be found between sections of diseased bowel. In contrast, UC causes
inflammation and ulcers in the top layer lining the large intestine. Despite these differences, common
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IBD symptoms are alterations in gut function that accompany the inflammation and give rise to
bleeding, severe diarrhea, cramping (+/-abdominal pain), fever, and weight loss. In CD as well as UC,
inflammation of the gut is incidental to breakdown of intestinal barrier function, abnormal secretion,
changes in the patterns of motility, and visceral sensation that all together contribute to symptom
generation. They are associated with an increased risk of developing colorectal cancer, with a
cumulative probability of about 18% for UC patients and 8% in Crohn patients, after 30 years of
disease (2).

The etiologies of IBD have not been fully elucidated. However, there are compelling
evidences suggesting that (i) T cell and T cell trafficking to the gut and its associated lymphoid tissues
are important components in disease pathogenesis (3) (ii) the intestinal bacteria are critical for the
onset of IBD and (iii) genetic factors play an important role in susceptibility to the disease. Indeed
several genetic factors (mutations in Card15/Nod2, DLG5 or OCTN1 genes) are identified and
associated with a dysregulation of the immune response. This is the few we know, and constitute the
base of the main actual (anti-TNF-o, -B4 integrin antibodies) and in development (anti-IL12, -IL23, -
IL17, -MADCAM, -CCR9) therapeutics (4). Despite an optimized use of immunosuppressive drugs and
the new biologic agents, preventing disease outcome remains a challenge and the need for intestinal
resection in CD and UC has remained stable. Primary and secondary failure to respond to approved
therapies, and in some cases inability to provide a surgical solution to a particular patient due to
extension and/or location of lesions, represents unmet needs in the treatment of IBD. Without
further research in the pathogenesis of IBD, the discovery of lasting, effective forms of treatment is
impossible.

In addition to study of the intestinal immune system and microbiota, interest has been
focused on neighboring component that is the intestinal epithelial barrier (IEB) (5). The IEB is a single-
cell layer that constitutes the largest and most important barrier against the external environment. It
acts as a selectively permeable barrier, permitting the absorption of nutrients, electrolytes, and
water while maintaining an effective defense against intraluminal toxins, antigens, and enteric flora
(6). The epithelium maintains its selective barrier function through the formation of complex protein-
protein networks that mechanically link adjacent cells and seal the intercellular space. The protein
networks connecting epithelial cells form 3 adhesive complexes: desmosomes, adherent junctions,
and tight junctions. These complexes consist of transmembrane proteins that interact extracellularly
with adjacent cells and intracellularly with adaptor proteins that link to the cytoskeleton (7). The
continual renewal of the surface epithelium, which requires cell shedding, represents a potential site
of barrier loss. Although barrier function is maintained during physiologic cell shedding, the risk of
gross barrier loss is present in inflammatory disease, where epithelial proliferation and turnover are
accelerated. Consistent with this, increased tight junction permeability is associated with intestinal
disease and electrical conductance is enhanced directly over sites of epithelial apoptosis. A failing
regulation of the IEB properties could therefore contribute to the development of IBD and
hyperpermeability and defective healing of the IEB has been observed in IBD, and more particularly
in CD (8, 9). A good healing is associated with a better evolution of the pathology prognosis and it has
been shown in a genetic model of IBD that a reduction in the IEB permeability protects against the
development of inflammation (10). Moreover, it was shown that in subject with familial risk, the
increased of the permeability precedes the onset of CD, suggesting that this increased of intestinal
permeability could be a cause and not a consequence of inflammation (11).
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The IEB is regulated by its microenvironment, which include the enteric nervous system
(ENS). The ENS is an integrative autonomic nervous system which is extended from the lower 2/3 of
the esophagus to the anus and is organized in two major ganglionic plexus composed of neurons and
enteric glial cells (EGC) : the myenteric plexus (or Auerbach plexus) that controls the digestive
motility, and the submucosal plexus (or Meissner plexus) that controls the functions of the IEB (12,
13). It has been shown that the activation of the ENS via the vagus nerve stimulation can modulate
the integrity of the IEB by blocking the breakdown of tight junctions (14). A lot of studies have first
focused on the involvement of neurons in the intestinal dysfunction because it has been shown that
neurons undergo morphological changes in IBD and that the number of neurons was decreased in
colitis models. More precisely, nerve fiber hypertrophy and hyperplasia and alteration of the
neuronal cell bodies were observed in IBD (15) and colitis development was associated with a loss of
20% of the myenteric neurons in guinea pigs and 50% in rats, that was accompanied by the
appearance of immune cells like neutrophils into myenteric ganglia (16-18). But evidence is now
accumulating regarding the role of the other ENS component, EGC, in gut diseases. In addition to
modified EGC properties under inflammation, EGC phenotype and functions are altered in IBD, and in
a different way between CD and UC. Whether these abnormal EGC could participate in the
pathogenesis of IBD or in particular CD should be considered.

EGC, regulators of the intestinal integrity?

Observed by Dogiel as nucleated satellites cells closed to enteric neurons in 1899, EGC were
better characterized in 1971 by Gabella (19). They are often now described as gut counterpart of
astrocytes of the central nervous system (CNS) expressing the same glial markers GFAP and S1008,
and having comparable functions, among which their neuroprotective role (20). GFAP (glial fibrillary
acidic protein) is an intermediate filament protein mostly involved in the cytoskeletal structure. Nine
splice variants of GFAP have been described in the CNS, but Clairembault et al. show that GFAP«k
isoform, which is the more recently discovered, is the isoform mainly expressed by the EGC (21).
S100B is a neurotrophin enhancing neurite outgrowth and survival of neurons, and participating in
the regulation of intracellular Ca2+ homeostasis (18, 22). The transcription factor Sox-10, which is a
central factor required for peripheral glial fate acquisition and probably also for EGC differentiation is
the third marker of mature EGC.

For a long time relegated to an “architectural support”, glial cells are undeniably recognized
as active and major component of the physiology of nervous systems. At the gut level, emerging
evidences suggest that EGC are key regulators of intestinal functions, modulating enteric neuronal
activity but also directly regulating the IEB. Indeed if enteric glia-neuron cross talk significantly
contributes to neuronal maintenance (23) survival and function (24), EGC are genuinely considered
as strong regulators of intestinal barrier functions. From animal studies we know that EGC ablation
leads to intestinal inflammation associated with an alteration of the mucosal integrity. No matter the
experimental models, EGC ablation induces an increase in intestinal vascular permeability and an
increase in IEB paracellular permeability prior to signs of inflammation (24-27). In addition in vitro
studies using rat EGC have demonstrated that EGC can reinforce IEB barrier (28), enhance epithelial
healing (29) inhibit epithelial cell proliferation (30, 31) and can even have a broader effect on
epithelium by modifying its transcriptome (32). All these works show that EGC regulates IEB
properties through the production and release of soluble factors. The recently identified glial factor,
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GSNO (S-nitrosoglutathione) reinforces the IEB by decreasing its permeability (27) and increasing its
resistance against Shigella Flexneri infection (28). EGC also speed up wound healing through the
production of pro-EGF (pro-epithelial growth factor)(29) and are able to strongly inhibit intestinal
epithelial cell proliferation through the release of transforming growth factor $1 (31) or through the
main PPARy ligand, 15-deoxy-(12,14)-prostaglandin J, (15dPGJ,) that could also regulate intestinal
epithelial cell differentiation (30). However a very interesting recent work of Rao et al., tempers if not
discredits the physiological in vivo role of EGC on IEB control. Using the recently describe PLP1 glial
marker (33), they analyzed mice depleted for PLP1 positive cells and have shown no requirement of
these cells for the maintenance of gastrointestinal epithelium (34). Indeed in their mice model where
around 80% of S100p positive cells are depleted in the myenteric as well as in the submucosal plexus,
they observed no change in epithelial renewal or permeability, and no sensitivity to DSS induced
colitis development. They conclude that the IEB failure observed in the other models using GFAP
positive EGC was mostly due to non-glial toxicity, but their arguments are not entirely convincing.
Neither the ganciclovir toxicity on neighboring cells (25, 35) nor the GFAP expression in epithelium
has been described while they were looked for. In addition Rao and al. did not analyze if the 20%
remaining EGC cells were GFAP positive in the mucosa. Better than erasing all the previous findings,
we should perhaps (i) propose a minor contribution of the majority of EGC in maintaining IEB
homeostasis, that could also easily be explained by the soluble factors produced by glial that are not
specific to EGC but can also be produced by other neiboring cells, and (ii) focus our research on
different EGC sub-population, and in particular the GFAP positive cells. Indeed Boesmans et al., more
than defining different EGC morphology according to their localization, described different EGC sub-
population that differentially express GFAP, S100p and Sox10 glial markers or none of them (36, 37).
As GFAP is a marker of glial reactivity to inflammation, the study of EGC in IBD is again more
interesting.

EGC and inflammation

It has been shown that in response to injury, stress or inflammation, astrocytes of the CNS
acquire new properties and are then called "reactive glia" (38). Induction of these reactive
astrocytes, characterized in particular by an increased expression of the glial marker GFAP and an
increased proliferation and cytokine secretion, can have both beneficial and deleterious effects on
the healing of brain tissue (39, 40). Indeed, it has been shown that reactive astrocytes were involved
in repairing the blood-brain barrier, but it has also been shown that if these "reactive glia" are not
resolved in time, it could prevent complete recovery of CNS functions (39, 41). Thus, it is possible
that such a paradigm exists in conditions of intestinal inflammation, for the control of the IEB by the
EGC (42). For now, we have very little data on the functional impact of reactive enteric glia on the
integrity of the IEB. Similarly, it was shown that reactive astrocytes had beneficial effects on neurons
particularly through the axon grows, but very little data link the EGC in inflammatory conditions with
neurons, except a sensitization of myenteric neurons to bradikynin response (43).

Nevertheless changes in EGC phenotype and soluble mediator production have been
observed when EGC were stimulated by proinflammatory cytokines or the bacterial component. A
study shows that the IL-1B induces c-Fos expression by EGC ex vivo on isolated tissues of ileum and
colon from guinea pig, suggesting an activation of EGC in inflammatory conditions (44). Moreover, it
has been shown that the proinflammatory cytokines TNFa and IL-1B and the bacterial component
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LPS increased significantly the expression of GFAP and S100pB by the EGC (45, 46). Similarly, a double-
labeling BrdU-S100B of myenteric ganglia showed that inflammation appeared to induce mitosis of
EGC in the ileum of guinea pig (47). Ruhl et al. also showed that if the IL-1p seemed to decrease the
proliferation of EGC, high-dose of IL-10 (5-100 ng/mL) had the opposite effect (48). In addition, it was
shown that in response to an inflammatory stimulus, EGC began to produce IL-6 similarly to the
astrocytes, but also IL-1B and TNFa (49). Thus, in response to inflammation EGC begin to produce
proinflammatory cytokines, suggesting an involvement of these cells in the regulation of immune
responses. The inflammation also induces an increase in secretion of neurotrophic factor by EGC, like
GDNF and NGF (50, 51). GDNF not only regulate neurons but have also a role on barrier-protective
mechanism of EGC after ischemia/reperfusion (52) and an autocrine role on EGC by protecting them
from apoptosis (53, 54). Taken together, these data suggest that inflammation induces changes in
the expression of glial markers and changes in cytokine production and neurotrophic factors that
may play a beneficial role on the IEB. This is supported by a study in which in the presence of
proinflammatory cytokines (TNFa, IL-1B, IFNy), EGC acquired new functional properties in preventing
the increase of the permeability of the IEB (55). Examination of glial reactivity in vivo in different mice
model shows that the activation of EGC in animal models appears to be identical to what is observed
in vitro. Indeed, it was shown in colitis models that IL-1PB induces Fos expression by EGC in rats and
guinea pigs (56, 57). Moreover, it was shown that in a colitis model in mice, GDNF decreased
intestinal permeability and reduced the inflammatory response (58). Finally, EGC are able to respond
to bacterial insults via expression of toll like receptor (TLR), and it has been shown in a model of DSS-
induced colitis in mice that the expression of TLR4 by EGC was increased (59).

Taken together, these data suggest that in inflammatory conditions in vitro and in vivo, EGC
could acquire new phenotypic and functional properties, as reactive astrocytes in the CNS. Thus,
short-term inflammation appears to induce reactive EGC with new beneficial properties for intestinal
integrity. However, induction of such properties could also have long term deleterious effects when
the inflammation is maintained and when the lesions are not repaired, like in IBD.

EGC and IBD

Phenotypic characterization of EGC from patients with IBD shows that they differently
express glial markers. Indeed, several studies show that in mucosal inflamed areas, there is an
increase of the expression of GFAP and S100B and an increased glial production of GDNF when
compared to non inflamed area, in UC as well as in CD patients (26, 60) and S100B has also been
detected as overexpressed in UC (61). A decreased in GFAP expression and GDNF production was
also observed in uninflamed area of CD compared to control patients, but not UC patients (26, 60).
These results are often interpretated as a loss of glial cells, but no study shows a real decrease of EGC
number. An analyzis of Sox10 expression indicated that sox10 mRNA is overexpressed in patients
with CD, in inflamed or non inflamed area (Figure 1A). The same profile has been obtained with
s100B8 mRNA expression measurment (Figure 1B). This confirmes S1003 upregulation in CD (61) and
shows a novel difference between CD and UC, the Sox10 expression.

To study EGC functions, we have developed a method to isolate and characterize human EGC
(62). Using this method and a non contact co-culture model of intestinal epithelial cells (IEC), we
have demonstrated that human EGC can also enhance IEC spreading, speed up IEB repair (63) and
decrease |IEB permeability (64). In addition we have identified that human EGC can produce some
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others n-6 PUFA derivatives (n-6 PUFAd), the 15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE) and the
11B-Prostaglandin F,, (11—PGF,,) to regulate IEB permeability (64) and healing (63) respectively. All
these properties were lost by CD EGC (63,64). Analyzes of n-6 PUFAd production have further shown
that they were not regulate in the same manner in CD and UC EGC. Whereas 15-HETE production is
decreased in CD EGC compared to control EGC, it is increased in UC EGC compared to CD EGC (Figure
2). Functional analyzes of IEB regulation by these EGC have shown that UC EGC have lost the
reinforcement of the resistance operated by control EGC, whereas CD EGC even induced a decrease
in these resistance (Figure 3). Thus, these data suggest that in CD more than in UC, EGC are
phenotypically altered but could also undergo functional changes that may contribute to the
pathophysiology of these diseases.

Conclusion/Perspectives

IBD are diseases which symptoms are well known but which etiology remains poorly
understood. In this context, EGC represent a new interesting actor since their role in maintaining
intestinal integrity is increasingly studied. In this review, we focused on the impact of EGC on
intestinal epithelial cells of the IEB, but the EGC may also act on other neighboring cells from
enteroendocrine cells (65) to smooth muscle (66) immune cells (67, 68) and neurons (15, 69). EGC
could also be a sensor of microbiota or nutrition and can thereby be a key regulator of gut
properties. A better characterization of EGC in the context of IBD and other inflammatory
pathologies should allow better understanding of the pathophysiological processes. Further progress
is expected in the near future with the development of in vivo imaging techniques, optogenetic and
cell lineage tracing methods to better characterize EGC role, and, in particular, whether functionally
distinct subclasses of EGC exist.
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Figure 1 : The expression of Sox10
and S100b glial markers mRNA is
increased in CD patients.
Quantification of S1008 and Sox10
mRNA on biopsies from controls
patients (ctrl, n=15), inflamed area of
CD patients (CD-l, n=15), non-
inflamed area of CD patients (CD NI,
n=15), inflamed area of UC patients
(UC I, n=9), non-inflamed area of UC
patients (UC NI, n=9). Statistical test
used was a Kruskal Wallis and a
Dunn's post-test, p value<0.0001.

Figure 2 : 15-HETE production is decreased in CD but
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Identification and functional study of glial mediators involved in the pathophysiology of
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Résumé

Les maladies inflammatoires chroniques de [lintestin
(MICI) telles que la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique sont des maladies chroniques dans
lesquelles interviennent des facteurs environnementaux,
immunologiques et génétiques. Récemment, il a été
montré que la barriere épithéliale intestinale (BEI) était
impliqguée dans la physiopathologie des MICI, et des
approches visant a améliorer la résistance et la
réparation de cette BEI représentent de nouvelles pistes
thérapeutiques prometteuses. Notre laboratoire a
largement contribué ces dernieres années a identifier
les cellules gliales entérigues (CGE), comme un
nouveau composant clé du microenvironnement de

la BEI, renforcant la protection de la BEIl et sa
cicatrisation. A linverse, chez les patients MICI, les
CGE sont altérées a la fois d'un point de vue
phénotypique et fonctionnel. Dans ce contexte, outre
une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques, le but de ce projet visait a
identifier les CGE comme une nouvelle cible d’intérét
thérapeutique dans les MICI. Grace a une analyse
lipidomique, nous avons mis en évidence une sous-
production de différents médiateurs lipidiques par les
CGE de patients MICI. Parmi eux, le 15-HETE et la
PGI2 étaient capables de réguler la perméabilité de la
BEI, a la fois in vitro et in vivo. De plus, ils semblaient
capables de restaurer les fonctions perdues chez les
patients MICI. Ainsi, nos travaux suggérent qu'une
sous-production des ces médiateurs lipidiques par les
CGE de patients MICI pourraient concourir aux
mécanismes physiopathologiques, et représentent une
nouvelle piste thérapeutique majeure.

Mots clés
Maladies inflammatoires chroniques de lintestin ;
Cellules gliales entériqgues ; Barriere épithéliale

intestinale ; Perméabilité ; Apoptose ; Inflammation ; 15-
HETE ; Prostacycline PGI2

Abstract

Chronic inflammatory bowel disease (IBD) such as
Crohn's disease and ulcerative colitis are chronic
diseases involving environmental, immunological and
genetic factors. Recently, the intestinal epithelial barrier
(IEB) has been shown to be involved in the
pathophysiology of IBD, and approaches to improve the
resistance and repair of this IEB represent promising
new therapeutic pathways. Our laboratory has made a
significant contribution in recent years to identifying
enteric glial cells (EGC) as a key new component of the
IEB microenvironment, enhancing |IEB protection and
healing. Conversely, in IBD patients, EGC are altered
both phenotypically and functionally. In this context, in
addition to a better understanding of physiopathological
mechanisms, the aim of this project was to identify EGC
as a new therapeutic target in IBD. Using a lipidomic
analysis, we have demonstrated the underproduction of
various lipid mediators by the EGC from IBD patients.
Among them, 15-HETE and PGI2 were able to regulate
the permeability of the IEB, both in vitro and in vivo. In
addition, they appeared to be able to restore functions
lost in IBD patients. Thus, our work suggests that
underproduction of these lipid mediators by EGC from
IBD patients could contribute to pathophysiological
mechanisms and represent a new major therapeutic
target.
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