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d’histocompatibilité

CSH : Cellule souche hématopoiétique

DAMP : Damaged-associated molecular
patterns

DSS : Dextran sodium sulfate

ECCO : European crohn’s and colitis
organisation

EGF : Epithelial growth factor
ENCC : Enteric neural crest derived cell
GCV : Ganciclovir

GDNF : Glial cell line-derived neutrophic
factor

GFAP : Glial fibrillary acidic protein
GSNO : S-Nitrosoglutathione

ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule-
1

IFN : Interféron
ILC : Innate lymphoid cell
LB : Lymphocyte B

LFA-1 : Lymphocyte function-associated
antigen-1

LPL : Lamina propria lymphocyte

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

LTI : Lymphoid tissue-inducer
MC : Maladie de Crohn

M-CSF : Macrophage colony stimulator
factor

MICI : Maladie inflammatoire chronique
de I’intestin

NCC : Neural crest cell
NK : Natural killer
NLR : Nod-like receptor
NO : Nitric oxide

PAMP : Pathogen-associated molecular
patterns

PP : Plaque de Peyer

PRR : Pattern-recognition receptor
RLR : Rig like receptor

SI : Systéme immunitaire

SMAC : Supra molecular activation
cluster

SNE : Systéme nerveux entérique

SP : Substance P

TCR : T cell receptor

TGFp : Transofrming growth factor 3
TLR : Toll-like receptor

TNBS : Trinitrobenzenesulfonic acid
TNF : Tumor necrosis factor

Treg : Lymphocyte T régulateur

VIP : Vasoactive intestinal peptide



Introduction générale

Le maintien de I’homéostasie nécessite des interactions coordonnées et efficaces entre de
multiples types cellulaires. A cet égard, la paroi intestinale a une double particularité. C’est la
partie de I’organisme ou se coOtoie la plus grande diversité cellulaire, et c’est en particulier
I’environnement le plus favorable aux interactions neuro-immunes. Dans ce micro-
environnement, les cellules du systéme nerveux entérique (SNE) et du systéme immunitaire ont
des roles essentiels. Alors que le SNE est le régulateur des fonctions digestives, le systéme
immunitaire assure la surveillance antigénique en ajustant sa balance tolérogénique et ses
capacités de défense. Des ¢études de plus en plus nombreuses rapportent la communication
bidirectionnelle et I’influence mutuelle de ces deux systémes dans le maintien et la rupture de
I’homéostasie digestive. De plus, I’infiltration aberrante de cellules immunes dans les ganglions
myentériques de patients atteints par la maladie de Crohn nous ont conduits a étudier les

interactions entre les cellules du SNE et des cellules du systéeme immunitaire.

En effet, une meilleure connaissance des interactions neuro-immunes au sein de la paroi
intestinale est importante pour comprendre certains des mécanismes mis en jeu dans les
maladies inflammatoires chroniques intestinales comme la maladie de Crohn (MC). Cette
pathologie aujourd’hui encore incurable, se caractérise par des poussées inflammatoires
chroniques qui aboutissent a la destruction progressive de la paroi intestinale et qui par
conséquent nécessite une ou plusieurs interventions chirurgicales. Les causes de ces
déreglements immunitaires ne sont toujours pas entierement connues mais des altérations dans
les communications intercellulaires ont été suggérées. La présence excessive de cellules
immunitaires au sein ou en périphérie des ganglions myentériques, appelé plexites entériques,
est une illustration de ces altérations. En outre, depuis 2017, les plexites myentériques sont
considérées comme des indicateurs prédictifs de récurrence post-opératoire précoce de la

maladie de Crohn, quand elles sont localisées en marge proximale des résections intestinales.

Dans ce contexte, ce projet de thése s’est focalisé sur les interactions entre les cellules immunes
et les cellules neurales entériques. En particulier, j’ai étudié 1’adhésion des lymphocytes T aux
cellules entériques gliales grace a des co-cultures préparées a partir de cellules humaines ou
murines. Ces travaux descriptifs ont conduit a une collaboration internationale avec le Dr
Nurgali afin d’évaluer une stratégie pré-clinique sur le développement de plexites myentériques

et de colites dans un modele murin d’inflammation colique chronique spontanée.



Etude bibliographique

I. Le Systeme Nerveux Entérique
Le systéme nerveux entérique (SNE), surnommé le « second cerveau », est une branche intégrée
et individualisée du systéme nerveux autonome spécialisée dans I’innervation du tractus gastro-

intestinal.

1. Historique
Au cours de la seconde moitié du 19™ siécle, ont été rapportées les premiéres descriptions des
cellules neurales entériques organisées en plexus au sein de la paroi digestive (Mesisner-1857,
Billroth-1858 et Auerbach-1864). En 1899, le professeur russe Dogiel a proposé une premiere
classification tripartite des neurones entériques sur des critéres morphologiques et évoquait une
¢ventuelle relation entre leurs morphologies et leurs fonctions (Brehmer et al., 1999; Furness,
2012). C’est aussi en 1899, que les britanniques Bayliss et Starling ont observé la contraction
spontanée ex vivo d’un segment d’intestin gréle canin preuve qu’il existe un systéme nerveux
intrinséque capable de contrdler la contractilité des muscles lisses intestinaux (Bayliss and
Starling, 1899). Les cellules gliales entériques (CGE), initialement évoquées par le Pr Dogiel,
ont véritablement été décrites par le professeur d’histologie Gabella en 1972, puis précisées en
1981 (Gabella, 1972, 1981). 1l les a notamment comparées aux cellules gliales du systéme
nerveux central observant une similarité particuliére avec les astrocytes. Au cours du 201m®
siecle, le codage neurochimique et la connectivité neuronale ont été largement recherchées
(Brehmer et al., 1999). Finalement, c’est en 1921 que le Dr Langley a proposé la dénomination

spécifique de « systeme nerveux entérique » pour désigner ce systeme nerveux autonome

unique (Gershon, 1999; Spencer and Hu, 2020).

2. Embryogénese et maturation post-natale
A la naissance, neurones et cellules gliales sont d¢ja organisés selon le réseau architectural
adulte mais ils subissent une maturation fonctionnelle indispensable aux activités optimales du

tractus intestinal lors de la période post-natale (Roberts et al., 2007).

a. Développement in utero
Les recherches sur le développement embryonnaire ont principalement été réalisées sur des

embryons de poulet et de souris, complétées par des études sur le poisson-zébre et ’Homme

(Goldstein et al., 2013).



Les neurones entériques et les CGE dérivent de progéniteurs multipotents communs, les cellules
de la créte neurale (NCC), majoritairement d’origine vagale (Yntema and Hammond, 1954;
Goldstein et al., 2013). Leur migration précoce se fait selon un gradient rostro-caudal avec un
développement initial du plexus myentérique (Nagy and Goldstein, 2017). Dés leur entrée au
sein du mésenchyme intestinal, les NCC acquiérent un phénotype entérique (ENCC) avant de
se différencier en neurones ou CGE (Figure 1) (Wallace and Burns, 2005; Heanue and Pachnis,

2007; Goldstein et al., 2013).
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Figure 1 : Différenciation progressive des NCC en ENCC puis en neurones entériques ou
cellules gliales entériques au cours de [’embryogenése. Crée sur biorender.com a partir
d’Heanue et Pachnis (Heanue and Pachnis, 2007).

Plusieurs voies de signalisation sont indispensables a la mise en place du réseau nerveux
entérique, notamment la voie du GDNF-GFRal-Ret. Le GDNF est un facteur neurotrophique
aux fonctions pléiotropiques primordiales au développement et fonctionnement du SNE. Son
récepteur GFRal s’hétérodimerise avec la chaine Ret qui transduit le signal via des activités
tyrosine kinase. Les modéles murins présentant une délétion des génes codants pour le GDNF,
le GFRal ou le Ret, naissent avec un tractus gastro-intestinal aganglionic et meurent tres
rapidement (Schuchardt et al., 1994; Moore et al., 1996; Enomoto et al., 1998). Des études
complémentaires ont démontré qu’au cours des différentes étapes du développement le GDNF
limitait I’apoptose des ENCC, favorisait leur auto-renouvellement (Taraviras et al., 1999;
Mwizerwa et al., 2011), contribuait a leur migration au sein de la paroi intestinale (Young et
al., 2001; Natarajan et al., 2002) et stimulait leur différenciation en neurones (Mwizerwa et al.,

2011).



b. Maturation extra-utérine
A la naissance, les neurones entériques des souriceaux sont déja connectés par des synapses
fonctionnelles et produisent différents neurotransmetteurs. Toutefois, il faudra encore environ
onze jours pour aboutir & un réseau nerveux entérique fonctionnellement mature. Durant cette
période de maturation, [’arborisation axonale se complexifie et les propriétés
¢électrophysiologiques se développent (Jp et al., 2012; Hao et al., 2013). De récentes études
suggerent un role important de la communauté microbiotique lors de cette étape de maturation
(Kabouridis and Pachnis, 2015; Obata and Pachnis, 2016). Les mod¢les murins dépourvus de
microbiote, les souris axéniques, ainsi que les souris conventionnelles traitées aux antibiotiques,
ont une réduction de 1’excitabilité des neurones myentériques de 1’iléum, (McVey Neufeld et
al., 2013) et une diminution de la densité gliale (Kabouridis et al., 2015) et nerveuse au niveau
des segments jéjunum et iléum associé¢ a une réduction de la fréquence et de ’amplitude des
contractions jéjunales (Collins et al., 2014). L’impact des bactéries sur les cellules nerveuses
entériques serait en partie médié par les TLR. Par exemple, la liaison de lipopolysaccharides
(LPS) présents dans la paroi des bactéries Gram négatives, au TLR4 neuronal favorise leur
survie (Anitha et al., 2012). Par ailleurs, la délétion génétique du TLR2 réduit le nombre de
neurones et de CGE de fagon similaire aux observations dans les souris traitées aux
antibiotiques (Brun et al., 2013). L’action du microbiote sur le développement nerveux
entérique pourrait également se faire a travers des dérivés de la fermentation des fibres
alimentaires, comme le butyrate qui favorise la proportion de neurones myentériques

producteurs d’acétylcholine (Soret et al., 2010).

3. Architecture du réseau nerveux entérique
La paroi du tractus gastro-intestinal est innervée par le SNE dont les corps neuronaux sont
localisés au sein méme de la paroi digestive (innervation intrinséque), mais également par le
réseau nerveux autonome extrinseque dont les corps neuronaux sont localisés dans le tronc
cérébral, la moelle épiniere ou les relais ganglionnaires (Figure 2) (Schemann and Neunlist,

2004; Spencer and Hu, 2020).

a. Innervation intrinseque
Le SNE est présent dans la paroi du tube digestif a partir du tiers inférieur de I’cesophage jusqu’a
I’anus. Son organisation fonctionnelle est remarquable. Les corps cellulaires des neurones et

des CGE sont agrégés en amas de différentes densités pour former les ganglions nerveux.



La connexion entre les ganglions d’un méme plan est assurée par les fibres inter-ganglionnaires

constituées de prolongements neuronaux et gliaux ainsi que des CGE.

L’ensemble des ganglions et des fibres inter-ganglionnaires d’un méme plan est appelé plexus.
Chaque ganglion est de taille relativement modeste mais I’ensemble des plexus constitue un
vaste réseau parfaitement structuré (Wattchow et al., 1995; Furness, 2012; Spencer and Hu,
2020). Une étude rapporte jusqu’a huit plexus dans le colon humain (Wedel et al., 1999) mais
I’on admet le plexus sous-muqueux ,ou de Meisner, et le plexus myentérique, ou d’ Auerbach,

comme les deux principaux plexus.

Le plexus sous-muqueux est localisé sous la muqueuse. Il est subdivisé en une partie interne,
proche de la lumiere digestive correspondant au plexus initialement décrit par Meisner, et en
une partie externe décrite comme le plexus de Schabdasch ou de Henle (Brehmer et al., 2010).
Pour d’autres auteurs, il existe un plexus intermédiaire décrit chez le cochon et chez I’homme
(Hoyle and Burnstock, 1989). Le plexus sous-muqueux est le plus développé dans I’intestin
gréle ou les fonctions d’absorption et sécrétion sont les plus actives. Les cellules nerveuses de
ce plexus sous-muqueux sont principalement impliquées dans le contrdle de la barriére

épithéliale (Brehmer, 2006; Brehmer et al., 2010).

Le plexus myentérique est localisé dans la musculeuse entre les deux couches de cellules
musculaires lisses. Ses ganglions sont de taille plus imposante et ses neurones innervent
principalement les cellules musculaires lisses qui I’encerclent mais des projections dans la
muqueuse ont également été observées (Goyal and Hirano, 1996; Hens et al., 2001). Dans
I’intestin gréle et le colon, le plexus myentérique est le principal régulateur de I’activité motrice
qui assure la segmentation pour un meélange efficace du bolus, le péristaltisme pour la
propulsion, ainsi que la propulsion lente associée au réflexe moteur. C’est a son niveau que se
font les principales connexions avec le réseau nerveux extrinséque (Furness, 2012; Gulbransen
and Sharkey, 2012). Enfin, grace a la coopération entre les deux plexus, le SNE peut induire
une réponse réflexe rapide d’éviction aux toxiques en induisant la diarrhée et/ou le vomissement

(Furness et al., 2013).
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b. Innervation extrinseque
Les fonctions digestives sont également sous I’influence des voies autonomes extrinseques
sympathiques et parasympathiques. Cette innervation assure également un rdle dans 1’axe

intestin-cerveau (Schemann, 2005; van de Wouw et al., 2017).

«» Voie sympathique

La voie sympathique est principalement activée en cas de stress, de fuite et/ou de défense. Son
activation entraine une réduction des activités digestives. Les fibres nerveuses impliquées sont
principalement des projections efférentes transportant les informations du cerveau vers le
tractus gastro-intestinal (Capurso et al., 1968). Le principal neuromédiateur post-ganglionnaire

est la noradrénaline, aussi appellée norépinephrine (Costes et al., 2013).

+» Voie parasympathique

La voie parasympathique est principalement active lors du repos et de la digestion. Le nerf
vague innerve le tractus gastro-intestinal selon un gradient proximo-distal avec une forte densité
de fibres dans le duodénum et I’intestin gréle proximal. Les fibres, en majorité¢ afférentes,
relayent les informations en provenance de la paroi intestinale vers le systeme nerveux central
(Forsythe et al., 2014; Willemze et al., 2015). Le principal neuromédiateur post-ganglionnaire
est ’acétylcholine. Cette voie parasympathique a également été identifiée comme un acteur
immunosuppresseur et désigné sous le terme de réflexe cholinergique anti-inflammatoire

(Ordovas-Montanes et al., 2015; Willemze et al., 2015).
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Figure 2 : Représentation circulaire et transverse de l’'innervation intrinséque et extrinseque
de la paroi intestinale. La paroi intestinale est stratifiéce de la lumiere vers les couches
profondes par la barriere épithéliale, la muqueuse, la sous-muqueuse ou se situe le plexus
nerveux sous-muqueux, la couche musculaire circulaire, le plexus myentérique, les fibres
musculaires longitudinales et la séreuse ou adventice (Jakob et al., 2020).

4. Les cellules du SNE

Le SNE est exclusivement composé de neurones et de cellules gliales entériques. Les neurones
entériques représentent une réelle hétérogénéité associée a des fonctions bien caractérisées et
individualisées. La diversité des cellules gliales entériques semble plutdt étre I’expression d’une

plasticité cellulaire liées aux diverses stimulations environnementales.

a. Les neurones enteriques
Le corps cellulaire des neurones entériques est localisé dans les plexus d’ou ils projettent leurs
prolongements, les axones et les dendrites, dans I’ensemble des couches de la paroi digestive.
IIs expriment des marqueurs pan-neuronaux comme PGP9.5 et HuC/D. Certains produisent des
neurotransmetteurs communs aux neurones centraux, comme l’acétylcholine, ou spécifique du
tractus gastro-intestinal, comme le neuropeptide vasointestinale (VIP). Si ’acétylcholine est
considéré un neurotransmetteur excitateur au sein de la paroi intestinale, le VIP a une activité

secrétomotrice inhibitrice (Spencer and Hu, 2020).
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La classification tripartite historique des neurones entériques s’est complexifiée, et I’hypothese
d’un lien structure/fonction s’est confirmée. Aujourd’hui, on estime le nombre de neurones
entériques entre 400 et 600 millions classés en 16 sous-types fonctionnels selon les critéres
morphologiques, I’expression de neuromédiateurs et les propriétés électrophysiologiques. Trois

principaux groupes sont distingués selon leurs fonctions (Furness, 2000, 2012) :

- Les neurones sensitifs sont des neurones intrinséques afférents primaires.
Caractérisés par de larges corps cellulaires et de nombreux prolongements innervant
la muqueuse et les couches musculaires, ils détectent les changements
environnementaux (chimio et mécano-senseur) et initient la réponse nerveuse

(Bertrand et al., 1997; Furness, 2006; Furness et al., 2004).

- Les neurones moteurs, sont subdivisés en cinq sous-types : les neurones excitateurs,
les neurones inhibiteurs, les neurones secrétomoteurs/vasodilatateurs, les neurones
secrétomoteurs non vasodilateurs et les neurones reliés aux cellules entero-
endocrines. Ils innervent 1’ensemble des cellules musculaires lisses intestinales,
I’épithélium, les glandes sécrétrices, ainsi que les vaisseaux sanguins et

lymphatiques pour adapter leurs activités contractiles.

- Les interneurones sont des cellules qui assurent la connexion entre les neurones

sensitifs et moteurs.

Des études sont actuellement menées pour comprendre les mécanismes d’intégration des
signaux entre ces différents types de neurones et leur relation avec les cellules de leur

microenvironnement (Spencer and Hu, 2020).

b. Les cellules gliales entériques
Les cellules gliales entériques, €galement appelée glie entérique, ont été étudiées plus
tardivement que les neurones entériques mais se sont révélées indispensable a ’homéostasie
digestive. C’est une population cellulaire unique, plastique, présentant des caractéristiques
phénotypiques hétérogenes. Les CGE sont impliquées dans des échanges bidirectionnels avec
de nombreuses cellules du micro-environnement. Pour reprendre le terme d’Ibiza, les CGE
constituent une « plaque tournante » du tractus gastro-intestinal, intégrant rapidement les
stimuli luminaux et endogénes, adaptant leur réponses et modulant I’activité des cellules

avoisinantes (Ibiza et al., 2016).
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¢ Marqueurs

Les CGE expriment des protéines communes aux autres populations gliales identifiées a ce jour
(Figure 3 & 4). L’expression de ces protéines varie en fonction de I’environnement et de leur
localisation (Jessen and Mirsky, 1980; Ferri et al., 1982; Hoff et al., 2008; Laranjeira and
Pachnis, 2009; Grubisi¢ and Gulbransen, 2017).

La protéine GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) est le composant principal des gliofilaments.
Parmi ses neuf variants d’épissages, GFAPxk est le variant majoritairement exprimé par la glie
entérique (Clairembault et al., 2014). Son expression varie au cours du temps et en fonction du
microenvironnement (Boesmans et al., 2015). Ce marqueur du cytosquelete glial est
généralement utilisé comme indicateur de réactivité gliale (von Boyen, 2004; Rosenbaum et al.,

2016; da Cunha Franceschi et al., 2017).

La protéine S100p est un isoforme de la famille des protéines de liaison au calcium S100. Elle
appartient a la superfamille EF-hand. Dans les cellules gliales, la protéine S1008 est impliquée
dans le métabolisme protéique, I’agencement du cytosquelette, la régulation des récepteurs, la
prolifération cellulaire, la différenciation et I’homéostasie calcique (Heizmann, 2002; Donato

et al., 2009).

Le facteur de transcription SOX10 est exclusivement exprimé dans le noyau. Il est

principalement utilis¢é comme marqueur pour dénombrer les cellules gliales (Hoff et al., 2008).

Plus récemment identifiée comme marqueur glio-entérique, la protéine protéolipide-1 (PLP-1)
est un isoforme de la famille des protéolipides qui composent la gaine de myéline. Cette

protéine cytoplasmique est majoritairement co-exprimée par les CGE S1008" (Rao et al., 2015).

Marqueur Avantages Inconvénients Références
Expression
S100p Marqueur de variable, Ferri et al., 1982 ; Liu et al., 2013 ;
surface marquage plus ou Stenkamp-Strahm et al., 2013
moins diffus
Expression
GFAP Marqueur de variable, Jessen and Mirsky, 1980; Stenkamp-
réactivité gliale marquage Strahm et al., 2013
fibrillaire
Marqueur du Aucune Hoff et al., 2008; Stenkamp-Strahm
S0X10 noyau indication etal., 2013

(dénombrement)  morphologique

Figure 3 : Avantages et inconvénients des trois principaux marqueurs gliaux utilisés pour les
analyses immunohistochimiques.
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Les CGE ont principalement été associées aux astrocytes, de par 1’expression de la GFAP,
cependant de récentes analyses transcriptomiques ont révélé une proximité génétique majeure
des CGE avec les cellules de Schwann, puis avec les oligodendrocytes et enfin, avec les
astrocytes. L.’étude a également rapporté I’expression de géne commun avec les neurones. Au-
dela de ces similarités, la glie entérique est véritablement reconnue comme une population

unique au profil transcriptomique spécifique (Rao et al., 2017).
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Figure 4 : Les CGE constituent une population gliale unique co-exprimant des marqueurs
gliaux centraux (astrocytes, oligodendrocytes) et périphériques (cellules de Schwann) ainsi que
des margeurs neuronaux (A-B). Les marqueurs gliaux GFAP, S100p et PLP1 sont plus ou moins
co-exprimés séelectivement par les CGE. Leur expression varie en fonction des types gliaux
selon lors localisation (C) ainsi que selon les segments intestinaux (D) (Boesmans et al., 2015,
Grubisi¢ and Gulbransen, 2017, Rao et al., 2017).
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+» Classification & plasticité

Les CGE constituent la population majoritaire du SNE. Selon le plexus et 1’espéce, elles
peuvent étre jusqu’a sept fois plus nombreuses que les neurones (Hoff et al., 2008). Elles sont
présentes dans 1’ensemble des strates de la paroi digestive, notamment dans les plexus mais
¢galement dans la lamina propria et les couches musculaires (Gabella, 1981, 1972; Gershon
and Rothman, 1991; Gulbransen and Sharkey, 2012). De morphologie hétérogene, les CGE
possédent plusieurs prolongements qui, chez I’homme, peuvent atteindre cent micromeétres (Liu

etal., 2013).

Dans les années 80, une classification des différentes CGE a été élaborée en fonction de leur
localisation et de leurs caractéristiques morphologiques (Komuro et al., 1982; Hanani and
Reichenbach, 1994). Cette classification a été complétée et validée en 2012 puis en 2015
(Figure 5) (Gulbransen and Sharkey, 2012; Boesmans et al., 2015).

- Le Type I correspond aux cellules gliales intra-ganglionnaires. Ces CGE sont les plus

proches morphologiquement des astrocytes.

- Le Type Il est observé aux jonctions ganglionnaires et dans les fibres

interganglionnaires. Ce sont les CGE inter-ganglionnaires.

- Le Type III est subdivisé entre les types IIISM quand les CGE sont localisées dans les
plexus sous-muqueux et les types IlIm lorsque les CGE sont observées dans la
muqueuse. Le réseau glial sous-muqueux est particulierement dense. Il s’organise
verticalement et horizontalement le long des villosités intestinales ou il est en étroite
proximité avec I’épithélium ainsi qu’avec les vaisseaux sanguins (CD34+) et

lymphatiques (D2-40+) (Liu et al., 2013).

- Le Type IV est localisé au niveau des fibres musculaires circulaires et longitudinales

généralement le long des prolongements neuronaux. Ce sont les CGE intra-musculaires.
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type Il %ﬁ fmﬁ* = s
Type-1 Type-1l Type -111 Type-IV One-way ANOVA

Cell body volume (le’{‘l 3354 £ 360 2419 = 154 2757 £ 188 2776 £ 445 P =0.0869

Total cell volume (pm?) 6770 £97.2  699.5 = 1444 7917 2604 4900 £330 P =057

Average process length (im) 309 = 14 33:9' 6.1 87653 1240 £ 114 P < 0.0001

Maximal process length (um) 425 = 2.5 77697 118.1 £ 82 138.1 = 155 P < 0.0001

Largest cell axis (um) 529 + 42 88.0 £ 11.7 1447 £ 108 229.0 £ 244 P < 0.0001

Figure 5 : Les quatre types de CGE identifiés selon leur localisation et des criteres
morphologiques associés (Boesmans et al., 2015).

A ce jour, aucune corrélation n’a été mis en évidence entre ces quatre sous-types et des fonctions
spécifiques, mais des différences dans I’expression des canaux potassiques voltage-dépendant
(Costagliola et al., 2009) et dans la réponse a I’ATP (Boesmans et al., 2015) ont été rapportées.
Cette classification est en pratique peu utilisée car aucun lien structure-fonction n’a été
démontré. De plus, les CGE sont incroyablement plastiques avec une expression dynamique
des différents marqueurs en fonction de leur localisation et selon les stimulations environnantes

(Vales et al., 2018).

¢ Modé¢le de délétion et d’altération des CGE

Les CGE forment un syncytium fonctionnel qui assure une communication rapide a travers les
gap jonctions, notamment la transmission des flux calciques (Hanani et al., 1989; Maudlej and
Hanani, 1992; Hanani et al., 2000; Zhang et al., 2003; Boesmans et al., 2013; Ochoa-Cortes et
al., 2016). Par ailleurs, les CGE ont la propriété de détecter une grande variabilité de stimuli
d’origine luminal, comme des dérivés du microbiote (Turco et al., 2014), ou les composés
nutritionnels (Neunlist and Schemann, 2014). Elles expriment également des récepteurs aux
neurotransmetteurs (Georg B. T. von Boyen et al., 2006; Boesmans et al., 2013) et aux
cytokines (Riihl et al., 2001b, 2001a; G. B. T. von Boyen et al., 2006; von Boyen et al., 2004).
En réponse a ces stimuli, les CGE modifient notamment leur production de facteurs
neurotrophiques, de cytokines, de dérivés lipidiques et des protéines intervenant dans la
régulation calcique (Cabarrocas et al., 2003; Neunlist et al., 2013; Pochard et al., 2018).

Pour étudier in vivo les fonctions gliales entériques, différents modeles de délétion ou
d’altération ont été développés chez la souris en ciblant principalement les populations GFAP+

(Figure 6).
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= [ es modéles de délétion gliale

Un premier modele développé par Bush et ses collaborateurs était basé sur la destruction des
CGE par injection de ganciclovir (GCV) a des souris exprimant la protéine HSV sous le
promoteur GFAP. Dans ce modéle, la délétion des cellules gliales ganglionnaires et muqueuses
avait majoritairement lieu dans les segments de I’intestin gréle terminal. Chez ces souris ont été
observées une nécrose fulgurante de la paroi intestinale, une prolifération sanguine de bactérie
a Gram negative, une perte et une atrophie neuronale, des désordres épithéliaux et une
hyperactivité immunitaire (Bush et al., 1998). En 2007, Savidge et al. ont reproduit ce modé¢le
de délétion GFAP-HSV-GCV et ont confirmé une destruction massive des CGE GFAP+ au
niveau des parties terminales de l’intestin gréle. La premiere altération observée est une
augmentation de la perméabilité de la barriére épithéliale intestinale (BEI), suivi 7 jours plus
tard, de manifestations inflammatoires digestives et de signes cliniques. Cette observation
suggérait un role majeur des CGE dans le contrdle de la perméabilité de la barricre épithéliale.
Ils ont ensuite démontré la sécrétion gliale de GSNO comme inducteur de 1’expression de

protéines de jonctions serrées au niveau des cellules de la BEI (Savidge et al., 2007).

Dans un second modele, les CGE ont été éliminées grace a I’activité cytolytique des LTCD8+
selon un mécanisme d’autoantigene basé sur 1’expression de la protéine HA sous le promoteur
GFAP et sur la production de LTCD8+ avec un TCR spécifique de la protéine HA. Ce modele
n’est pas viable et les souriceaux survivaient a peine une semaine. De ce fait, les analyses ont
été réalisées sur des fragments intestinaux présentant un SNE immature. Associés a une
suppression gliale majoritairement sous-muqueuse, les analyses ont révélé des Iésions
inflammatoires iléales et coliques sans impact des populations neuronales PGP9.5+ (Cornet et
al., 2001). Pour pallier aux problemes de létalité précoce, Aube et al. ont effectué un transfert
adoptif de LT CD8+ aux TCR anti-HA chez des souris adultes. Les analyses ont révélé une
altération du codage neurochimique variable selon le plexus, une réduction de la motricité
intestinale et une augmentation de la perméabilit¢ paracellulaire sans manifestation

inflammatoire (Aube, 2006).

Un troisiéme modele récement développé par Rao et al. est basé sur 1’ablation des cellules
gliales PLP1+ présentes dans les plexus, les couches musculaires et la muqueuse. Les analyses
de ce modele n’ont pas rapporté de signe d’inflammation, ni d’altérations neuronales ni de
dysfonctions de la BEIL. Seule, une augmentation du réflexe moteur colique a été observée chez
les souris femelles. Pour évaluer I’impact de cette délétion gliale dans un contexte pathologique,

du Dextran Sodium Sulfate (DSS) a ét¢ ajoutée a 1’eau de boisson des souris pour induire une

18



colite. Suite a ce traitement, les souris controles et les souris sans CGE développaient une colite
similaire. D¢s lors, Rao et al. ont conclu que les CGE PLP1+ n’ont pas de rdle dans le controle
des fonctions de la BEIL IIs suggeérent que I’inflammation précédemment observée dans le
modele GFAP-HSV-GCYV serait probablement due a I’action toxique parasite associée a la
réaction de lyse GCV-HSV sur les cellules avoisinantes, notamment les cellules épithéliales

(Rao et al., 2017).

= [ es modéles d’altération gliale

Des modeles affectant les fonctions gliales sans provoquer leur mort ont également été utilisés.
Nasser et al. ont généré un de ces modele en administrant du fluorocitrate, un poison
métabolique qui inhibe une enzyme gliale. Dans ce modele, des altérations motrices intestinales
ont été observées sans modification du réseau neuronal, des fonctions de la BEI, ni de la réponse
inflammatoire (Nasser et al., 2006). Gulbransen et Grubisic ont quant a eux, généré des souris
transgéniques connexine-43 chez lesquelles la formation de gap-jonction peut étre bloquée,
empéchant la communication gliale. Dans ce modéle inductible, aucun changement de la
perméabilité de la BEI n’a été observé, mais les analyses ont révélé une diminution du transport
ionique par les neurones et une réduction de la motricité intestinale (Grubisi¢ and Parpura,

2017).

Pour conclure, les modeles de suppression et d’altération gliales entériques ont rapporté des
données contradictoires qui suggerent toutefois 1’implication des interactions entre les CGE et
les cellules du microenvironnement. Ces observations vont également dans le sens d’une

hétérogénéité et d’une plasticité gliale pour adapter des réponses.
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Population Principe Altération Altération Altération  Inflammation

gliale BEI neurones motrice
Transgene - . . .
GFAP+ HSV + GCV Oui Oui NA Oui
Transgene —
GFAP+ HA + LT anti- NA Non NA Oui
HA (létal)
Transgene —
+
GFAP+ . HA Oui Oui Oui Non
mjection LT
anti-HA
Transgene - Oui
PLP-1+ Tamoxifen Non NA (femelle) Non
Toutes Ghotox.me: Non Non Oui Non
Fluorocitrate
Toutes Transgene- Non Oui Oui NA
Connexine43

Figure 6 : Tableau récapitulatif des effets observés dans les modeles de délétion ou d’altération
gliale chez la souris. NA = Non Analysé.

«» La coopération glio-neuronale

La proximité anatomique entre les CGE et les neurones entériques a été rapportée des les
premicres descriptions du réseau nerveux entérique (Gabella, 1981, 1972; Komuro et al., 1982)
et la coopération entre ces deux types cellulaires a été largement décrite (De Giorgio et al.,
2012). Les CGE assurent un soutien structurel aux neurones et participent également a leur
survie en secrétant des facteurs neurotrophiques (Anitha et al., 2006; G. B. T. von Boyen et al.,
2006), en ¢liminant des cations K+ présent en exces dans 1’espace extracellulaire (Hanani et al.,
2000), en dégradant les radicaux libres oxygénés (Abdo et al., 2010, 2012) ou en détoxifiant
des produits du catabolisme du glutamate (Fletcher et al., 2002). Elles sont également
impliquées dans la neurotransmission en contribuant a la synthése de neurotransmetteurs
comme le glutamate, le GABA (Galligan et al., 2000) et le NO (Nagahama et al., 2001), en
facilitant I’arborisation axonale et la densité synaptique physiologique (Le Berre-Scoul et al.,
2017) et en favorisant la transmission d’informations sensitives des cellules entéroendocrines
de la BEI vers les neurones entériques (Bohorquez et al., 2014). Une implication des CGE dans
I’activité des synapses neuronales a également été rapportée (Gulbransen and Sharkey, 2009;
Fung et al., 2017). Enfin, de récentes expériences réalisées in vitro ont mis en évidence une
communication paracrine entre les neurones et les CGE a travers I’ATP, les purines

(Gulbransen and Sharkey, 2009) et la voie de signalisation calcique (Boesmans et al., 2019).

20



R/

«» La coopération glio-épithéliale

Le role indispensable des CGE sur la perméabilité de la BEI a été remis en question par Rao et
al. (Rao et al., 2017), cependant le modele de délétion gliale au ganciclovir avait rapporté une
augmentation de la perméabilité de la barriere comme cause premiére des manifestations
inflammatoires digestives et de signes cliniques (Savidge et al., 2007). De plus, de nombreuses
¢tudes ont démontré une implication des cellules gliales dans la différentiation, I’adhésion, la
migration et la prolifération des cellules de la BEI (Neunlist et al., 2013). Ces actions paracrines
sont renforcées par la proximité anatomique entre les cellules de la BEI et les CGE de la
mugqueuse ou les prolongements gliaux en provenance des plexus (Mestres et al., 1992). En
effet, le réseau glial muqueux est dense, s’étendant de la base des cryptes jusqu’aux villosités
(Liu et al., 2013). Des études réalisées in vitro ont également rapporté une action protectrice de
GSNO gliale sur des portions de colon humain préstimulées par la souche pathogéne Shigella
flexneri (Flamant et al., 2011) ainsi que son rdle inducteur dans 1’expression de protéines de
jonctions serrées sur la lignée épithéliale humaine Caco-2 préalablement stimulée par un
cocktail de cytokines pro-inflammatoires (Cheadle et al., 2013). Enfin, grace a la sécrétion de
pro-EGF et la stimulation de kinases d’adhésion focale, la glie entérique facilite la réparation

de la BEI en favorisant la mobilité des cellules épithéliales (Van Landeghem et al., 2011).

«»» La coopération glio-musculaire

Les CGE et leurs prolongements sont présents dans les couches musculaires profondes de la
paroi intestinale (Komuro, 1988; Hanani and Reichenbach, 1994; Boesmans et al., 2015). De
plus, les modeles d’altération ou de délétion gliale suggerent un rdle prépondérant de la glie
dans la motricité intestinale. Grace aux jonctions gap, le syncytium glial serait impliqué dans
le controle de la motricité (McClain et al., 2014). Le mode d’action exact reste a étre déterminé.
Un effet indirect via les neurones serait ¢galement possible (Nasser et al., 2006; Rao et al.,

2017).
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II. Le Systéme Immunitaire

Le systéme immunitaire (SI) assure la défense de 1’organisme face aux agressions extérieures
(virus, bactéries, champignons, lésions) et intérieures (cancers). Alors que le systéme
immunitaire inné intervient immédiatement et de maniére non spécifique, la réponse
immunitaire adaptative intervient dans un second temps grace a des mécanismes de
reconnaissance spécifique. Chez les individus sains, en absence de stress pathogénique, le
systéeme immunitaire est dans un état tolérogénique ; alors que chez des individus souffrant de
maladies auto-immunes et/ou de maladies inflammatoires chroniques, les réponses
immunitaires sont aberrantes et/ou incontrélées aboutissant a la destruction des tissus (Parkin

and Cohen, 2001).

1. Embryogenése et maturation post-natale
Les cellules immunes dérivent d’un précurseur commun appelé cellule souche hématopoiétique

(CSH) et se différencient au cours de I’hématopoicse.

a. Développement in utero
In utero, I’hématopoiese a lieu principalement dans le foie primitif (Cumano et al., 2019).
Certaines cellules souches hématopoiétiques se différencient en progéniteurs hématopoiétiques
circulants, les cellules initiatrices des tissus lymphoides (LTI), au phénotype
CD45+IL7Ro+CD4+CD3-. Les LTI sont a l’origine du développement des ganglions
lymphatiques ainsi que des plaques de Peyer (PP) (Drayton et al., 2006).

Comme pour le développement du réseau nerveux entérique, la voie de signalisation Ret est
¢galement impliquée dans I’hématopoiese en favorisant notamment la survie et la prolifération
des CSH (Fonseca-Pereira et al., 2014) ainsi que la mise en place des PP. En effet, chez la
souris, la suppression du gene Ret, ou de son co-récepteur GFRa3, diminue le nombre de PP
dans I’intestin adulte. Une premicre ¢tude a démontré le role précoce et spécifique de la
signalisation Ret/GFRa3/artémine dans 1’attraction et I’agrégation des LTI (Veiga-Fernandes
et al., 2007). Ces observations ont été confirmées par Patel et al. qui ont montré par vidéo-
microscopie le ralentissement et 1’aggrégation des LTI a proximité de billes chargées en
artémine. Ils ont également démontré que ces agrégats se formaient plus efficacement lors de
I’addition des co-récepteurs GFRa3 suggérant une activité optimale a travers une signalisation

trans (Patel et al., 2012).
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b. Maturation extra-utérine
Le microbiote intestinal influence la maturation des cellules neurales entériques mais également
celle des cellules immunitaires entériques (Pronovost and Hsiao, 2019). En effet, les souris
axéniques, ou traitées par antibiotique, présentent des altérations de I’immunité digestive. Par
exemple, il a été rapporté une diminution des neutrophiles associée a un défaut de réponse face
a des agressions bactériennes pathogénes (Deshmukh et al., 2014) ainsi qu’une réduction du
nombre des cellules T régulatrices coliques CD4+CD25+FOXp3+ (Russell et al., 2012). A ce
propos, il est a noter que les souches bactériennes Clostridium et Bacteroides fragilis stimulent
les fonctions immunosuppressives et le nombre de LT régulateurs FoxP3+ (Round and
Mazmanian, 2010; Atarashi et al., 2011, 2013). De plus, aprés avoir mis en évidence une
augmentation du nombre de cellules i-NKT, une hausse de la concentration sanguine et colique
en chémokine CXCL16 ainsi qu’une sensibilité accrue a la colite chez les souris axéniques,
Olszak et al. ont montré que ces effets sont abrogés par le transfert de microbiote conventionnel
chez les souriceaux (Olszak et al., 2012). Enfin, Gomez de Agiiero et al. ont mis en évidence
que le transfert de microbiote dans des souris axéniques gestantes modifiait les populations
colique de cellules immunitaires innées de type 3 et de macrophages F4/80+CDI11c+ des
nouveaux-nés. L’effet pourrait étre médié par les anticorps maternel produits en réponse aux
antigenes du microbiote intestinal et transmis lors de 1’allaitement (Gomez de Agiiero et al.,

2016).

2. Les organes lymphoides
Les cellules immunes sont produites, stockées et activées dans des formations tissulaires
spécialisées appelées organes lymphoides caractérisés par le regroupement de cellules
hématopoiétiques spécifiques et de composants stromals (Boehm et al., 2012). La néogénese
des cellules immunitaires s’effectue dans les organes lymphoides primaires alors que les
organes lymphoides secondaires assurent le stockage et 1’activation des lymphocytes. En cas
d’inflammation chronique, des organes lymphoides tertiaires peuvent se former n’importe ou

dans I’organisme de facon éphémeére (Drayton et al., 2006).
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a. Les organes lymphoides primaires
Chez les mammiféres adultes, la moelle osseuse est 1’organe lymphoide primaire ou se
développe la majorité des cellules immunitaires incluant les lymphocytes B et le thymus est
I’organe lymphoide primaire ou se développent les lymphocytes T (LT). C’est dans ces organes
lymphoides primaires que les précurseurs lymphocytaires subissent des processus de
réarrangement génétique complexe, ou recombinaison somatique, afin de générer le récepteur
spécifique d’un unique antigéne, appelé BCR pour les lymphocytes B, et le TCR pour les
lymphocytes T. Dans le thymus, les LT traversent également une étape de sélection positive au
cours duquel les LT qui expriment les co-récepteurs CD4 et CDS8, n’exprimeront plus que le
CD4 ou le CDS8 en fonction de leur interaction avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de type I ou de type II. Ces LT subissent ensuite une sélection
négative durant laquelle les LT auto-réactifs aux antigénes du soi sont éliminés par apoptose

(Kumar et al., 2018; Luckheeram et al., 2012).

b. Les organes lymphoides secondaires
Nombreux et disséminés dans ’ensemble de ’organisme, les organes lymphoides secondaires
ont un role essentiel dans la réponse adaptative en assurant la survie, la prolifération,
’activation, et la maturation des lymphocytes. Les organes lymphoides secondaires sont la rate,
les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés aux muqueuses qui incluent le
tissu lymphoide associé a I’intestin. Ils ont une architecture générale similaire avec une partie
externe encapsulée et des zones internes divisées en zone B, zone T et parfois en zone mixte.
IIs ont également chacun leurs spécificités, notamment dans 1’origine des antigénes qui y sont

drainés et présentés aux lymphocytes.

La rate est le plus ancien organe lymphoide secondaire. C’est un filtre sanguin qui permet
I’¢limination des globules rouges endommaggs. Elle est également dédiée a la surveillance de
I’ensemble des antigénes du réseau vasculaire. Localisée dans la partie haute des visceres
digestifs, elle ne fait pas a proprement partie du tissu lymphoide associé a 1’intestin. Toutefois
les lymphocytes qui y circulent peuvent rejoindre le tractus gastro-intestinal. Des macrophages
et des cellules dendritiques y sont également présents en nombre (Brendolan et al., 2007,

Boehm et al., 2012).
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Les ganglions lymphatiques disséminés en chaines ou en relais ganglionnaires dans I’ensemble
de I’organisme, drainent les antigénes circulants dans le réseau lymphatique. En particulier, les
ganglions mésentériques sont des relais ganglionnaires lymphatiques localisés dans le

mésentere intestinal. Ils sont dédiés a la surveillance locale des antigénes luminaux intestinaux.

Le tissu lymphoide associé¢ a I’intestin est considéré comme le principal organe lymphoide
secondaire de par son étendue. Toutes les cellules immunitaires y sont représentées au sein de
multiples structures immunitaires caractéristiques disséminées dans la lamina propria (Figure
7). Dans Dl’intestin gréle des mammiferes, on observe en particulier les plaques de Peyer qui
correspondent a des amas de lymphocytes organisés en follicules de lymphocytes B et de
lymphocytes T entremélés de cellules dendritiques. Dans l’intestin gréle et le colon sont
présents des follicules isolés définis comme des amas lymphocytaires de taille modeste, et des
cryptopatches ou se regroupent les cellules dendritiques et les cellules lymphoides innées (ILC).
On y distingue également les lymphocytes résidant dans la lamina propria (LPL), des
macrophages, des €osinophiles, et des cellules dendritiques. De plus, dans la barri¢re épithéliale
intestinale sont localisés des lymphocytes T intra-épithéliaux ainsi que des cellules Microfold
situées au-dessus des PP, qui favorisent le transfert d’antigenes luminaux (Ishikawa et al., 2007;

Olivares-Villagomez and Van Kaer, 2017).

@, Lymphocytes (T et B) ® Macrophage &  Cellules lymphoides innées Cellule épithéliale
% Cellules dendritiques %' Eosinophile &5 Lymphocyte intra-épithéliale | ; Cellule épithéliale endomagée
Homéostasie Inflammation

Follicule isolé ———§@ {
@®
Cryptopatches

Plaques de Peyer

Ganglions

mésentériques Meésentere

Figure 7 : Représentation des structures lymphoides dédiées a la surveillance immunitaire du
tractus gastro-intestinal en condition d ’homéostasie et lors d 'une réponse inflammatoire. Dans
la lamina propria sont représentés les cryptopatches, les follicules isolés, les PP ainsi que les
différentes cellules isolées comme les macrophages, les cellules dendritiques ou les LPL. La
chaine ganglionnaire lymphatique mésentérique est située dans le mésentere externe et assure
un recrutement rapide de lymphocyte dans la lamina propria en cas d’inflammation. Crée sur
biorender.com a partir de Pearson (Pearson et al., 2012).
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3. Les cellules immunitaires
Les cellules immunitaires sont particuliecrement nombreuses et diversifiées. Elles sont classées
selon leur mode d’action en cellules de I’immunité innée, pour la plupart issue de la lignée

my¢loide, ou en cellules de I’immunité adaptative exclusivement dérivé de la lignée lymphoide.

a. Les cellules de |'immunité innée
L’immunité innée assure la premicre défense de 1’organisme grace a diverses cellules
immunitaires aux activités principalement phagocytaires ou cytotoxiques. Elles assurent une
immuno-surveillance constante des tissus afin d’initier rapidement une réponse inflammatoire
et coordonner le recrutement des cellules de I'immunité adaptative. Les cellules de I’immunité
innée sont activées grace aux récepteurs PRR capables de reconnaitre des antigénes non
spécifiques d’origine exogene qualifiés de PAMP et/ou endogene qualifiés de DAMP. On

distingue plusieurs types de cellules de I’immunité innée.

Principalement présentes dans la circulation sanguine, les neutrophiles et les éosinophiles ont
des activités cytotoxiques vis-a-vis des agents infectieux. Premieres cellules a étre recrutées sur
le site inflammatoire, les neutrophiles sont impliqués dans le contrdle des infections
bactériennes en secrétant des granules cytotoxiques, et des cytokines/chémokines qui assurent
le recrutement lymphocytaire (Ley et al., 2018). Les €osinophiles secrétent également des
granules avec des médiateurs cytotoxiques, comme 1’€osinophile peroxydase, ainsi que des
cytokines impliquées dans les fonctions lymphocytaires (Parkin and Cohen, 2001; Rothenberg
etal., 2001).

Représentant 2 a 3% des cellules de la lamina propria, les mastocytes intestinaux participent a
la contraction musculaire et au controle des fonctions immunitaires innées et adaptatives
(Parkin and Cohen, 2001; Bischoff, 2016). Ils sont particulierement impliqués dans les réponses

allergiques.

Dérivées de cellules myéloides ou lymphoides, les cellules dendritiques ont un rdle
indispensable dans la coordination des réponses immunitaires innées et adaptatives. Ce sont les
principales cellules professionnelles présentatrices d’antigene. Grace a leur activité de
phagocytose, elles dégradent puis présentent un vaste panel antigénique aux LT. Selon leur
localisation et 1’environnement, leur phénotype est variable. Généralement immature en
conditions physiologiques, elles acquiérent un phénotype mature en réaction aux signaux de

danger. Elles expriment alors des cytokines pro-inflammatoires, surexpriment des molécules de
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co-stimulation et migrent vers I’organe lymphoide secondaire le plus proche (Rossi and Young,

2005; Caér and Wick, 2020).

Dérivés des monocytes circulants, les macrophages sont particulierement importants dans les
réponses immunitaires digestives. Ils acquicrent sur site de fagon réversible, un phénotype pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire en fonction du microenvironnement local (Muller et al.,
2020). Une population de macrophages intestinaux « auto-entretenus », non-dérivés des
monocytes circulant, a été décrit comme protecteur des neurones entériques (De Schepper et
al., 2018). Les macrophages assurent différentes fonctions, principalement la phagocytose qui
assure un microenvironnement sain aux cellules avoisinantes. Dans un contexte pro-
inflammatoire, ils secrétent de multiples cytokines et sont capables de présenter des antigénes

aux LT (Bain and Mowat, 2014; De Schepper et al., 2018).

Les cellules lymphocytaires innées (ILC) sont également importantes dans 1’immunité
digestive. Apres la découverte des cellules Natural Killer (NK) en 1975, trois sous-populations
ont ét¢ identifiées entre 2008 et 2011 et rapidement qualifiées d’ILC non cytotoxiques (Figure
8) (Artis and Spits, 2015; Bernink et al., 2015; Bogunovic, 2016; van der Gracht et al., 2016).
Les NK, ILC1, ILC2 et ILC3 partagent certaines caractéristiques des lymphocytes mais ils sont
dépourvus des récepteurs spécifiques d’un unique antigéne. Les ILC2 sont principalement
impliquées dans les allergies respiratoires et dans la surveillance des infections aux vers. Quant
aux ILC3, principalement présentes dans les cryptopatches intestinaux, elles sont impliquées

dans la surveillance bactérienne et le maintien de ’intégrité de la BEI (Diefenbach et al., 2014).

Cytotoxic ILCs Non-cytotoxic ILCs
NK cells T-bet* ILC1s GATA3* ILC2s RORyt* ILC3s
CD127- CcD127+ LTi cells CCR6* T-bet CR6 T-bet*
( NK ( Jict ILC1 ﬁ\f ILc2 CD4* QQCDA NCR-
x\§</ C
IL-12 IL-12 IL-12 &gg AHR | IL-1B
IL-15 IL-15 IL-18 X ligands IL-23 .
IL-18 IL-18 ‘ TSLP Q NCR
TL1A
9 9 ® 9 ® ® ® DD arr Y IL-1p
Perforin and IFNy TNF TNF  IFNy IFNy IL-4 IL-5 IL-9 IL-17A  IL-22 GM-CSF ligands IL-23
granzyme
® ® ® D 9
IL-13 Areg TNF  IFNy IL-22 GM-CSF
Immunity to viruses Immunity to intracellular Immunity to helminths Lymphoid tissue development
and cancer bacteria and protozoa Asthma and allergic diseases Intestinal homeostasis
Chronic inflammation Chronic inflammation Metabolic homeostasis Immunity to extracellular bacteria

Chronic inflammation

Figure 8 : Différenciation et fonctions des cellules lymphocytaires innées (ILC). Chaque type
d’ILC est activé par un cocktail particulier de cytokines (fleche rose) pour générer une cellule

présentant un profil de sécrétion moléculaire et des fonctions bien spécifiques (Artis and Spits,
2015).
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b. Les cellules de | 'immunité adaptative
L’immunité adaptative est assurée par les lymphocytes B (LB) et T (LT) aprés la reconnaissance
spécifique d’un antigéne par leur récepteur unique (Kumar et al., 2018). Les LB activés,
plasmocytes, sont responsables de la réponse a médiation humorale tandis que les LT CD4+

auxiliaires et CD8+ cytotoxiques médient la réponse a médiation cellulaire.

La réponse a médiation humorale se caractérise par les fonctions des plasmocytes dont la
principale est la production d’anticorps capables de neutraliser les toxines, d’assurer
I’opsonisation et/ou P’activation des protéines de compléments. Ils existent divers isotypes
d’anticorps (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD) aux structures et modes d’action différents (Cyster and
Allen, 2019).

La réponse a médiation cellulaire est assurée par les LT effecteurs activés lors de la présentation
antigénique. A la sortie du thymus, les LT sont naifs, autrement dit fonctionnels mais inactifs.
IIs ne secrétent pas de cytokines spécifiques et ne peuvent accéder uniquement qu’aux réseaux
vasculaires et lymphatiques qui les transportent jusqu’aux organes lymphoides secondaires.
Lors de la présentation antigénique les LT évoluent vers un phénotype effecteur selon
I’association du co-recepteur et du CMH. Une présentation antigénique par les molécules du
CMH-I, exprim¢ de facon ubiquitaire, engage les LTCD8+ vers un profil cytotoxique. Ces
LTCD8+ cytotoxique agissent par lyse cellulaire grace a ’exocytose de granules cytotoxiques
composés de perforine, de granzyme B et/ou par induction d’apoptose a travers des mécanismes
de contact cellulaire dépendant des voies FAS/FASL. Ils sont majoritairement impliqués dans
la surveillance tumorale et des infections virales (Russell and Ley, 2002; Zhang and Bevan,
2011). Une présentation antigénique par les molécules du CMH-II, inductibles ou
constitutivement exprimées par les cellules professionnelles présentatrice d’antigéne, entraine
I’activation des LT CD4+ et initie leur polarisation en profil auxiliaire. La polarisation vers un
phénotype particulier se fait selon les signaux environnementaux, notamment cytokiniques.
Différents phénotypes ont été répertoriés selon les cytokines et les facteurs de transcription
exprimés par les LT auxiliaires. Les principales sous-populations sont les Th1, Th2, Th9, Th22,
et les Th17. Les LT auxiliaires exercent différentes fonctions, notamment dans 1’activation et
la commutation isotopique des LB ou I’élimination des bactéries, des virus, des champignons
et des vers (de Souza and Fiocchi, 2016). Les LT régulateurs (Treg) sont des populations a part
particulierement importante pour limiter 1’auto-immunité et assurer le retour a I’état basal apres

un épisode inflammatoire (Harrison and Powrie, 2013).
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On distingue les nTreg produits au cours du processus de sélection négative thymique, et les
iTreg générés lors de I’orientation périphérique des LTCD4+ (Murphy and Stockinger, 2010;
Luckheeram et al., 2012). Ils sont responsables de la tolérance aux antigénes du soi, au

microbiote commensal et aux nutriments.
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Figure 9 : (4) Génération, différenciation et activation des LT. Les thymocytes générés a partir
des CSH subissent des sélections positives et négatives dans le thymus avant de migrer en
périphérie vers les organes lymphoides secondaires ou s ’effectue la présentation antigénique.
Une fois activés, les LT effecteurs proliferent et se différencient en fonction des co-récepteurs
exprimés et des signaux environnementaux. (B) Exemple des profils présentés par les LTCD4+
auxiliaires. Les cytokines inductrices du profil sont indiquées le long des fleches. Le facteur de
transcription principal est inscrit au centre de la cellule. Les principales cytokines secrétées
sont indiquées en périphérie des cellules. (C) Evolution des fonctions principales des LT au
cours de la vie de [’homme (Geginat et al., 2013; Kumar et al., 2018).

4. La réponse inflammatoire
La réaction inflammatoire est un processus essentiel a la défense de I’organisme. Elle se
déclenche dés I’apparition de signaux de dangers exogenes et/ou endogenes. Ses manifestations
sont a la fois locales et systémiques. Les différentes étapes du processus inflammatoire sont
étroitement régulées de 1’initiation jusqu’a sa résolution, mais dans plusieurs cas pathologiques,
I’inflammation devient chronique altérant parfois de fagon irréversible les tissus (Medzhitov,

2010).
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a. Généralités
La réponse inflammatoire se déclenche en réaction a un danger a travers des signaux inducteurs.
Ces signaux peuvent étre d’origine exogene, les PAMPs, généralement conservés entre les
microorganismes, ou d’origine endogene, les DAMPs, relargués dans le micro-environnement
par les cellules hotes endommagées ou mortes. Ces signaux inducteurs sont détectés par des
cellules senseurs grace aux récepteurs PRR, classés selon leur mode de réponse en PRR
d’endocytose, PRR de signalisation (incluant les TLR, les NLR, et les RLR) et PRR secrétés
(associés a la réponse du complément). Par exemple, 1’activation des PRR de signalisation
induit la formation de I'inflammasome et/ou des voies de signalisation pro-inflammatoire
comme la voie NF-k-B, stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires comme I’IL1-
B, le TNFa ou I’IL-6 qui agissent localement sur les cellules du micro-environnement, mais
¢galement a distance sur des organes cibles comme le foie ou les organes lymphoides
secondaires. Ces médiateurs stimulent le recrutement des cellules et des composés nécessaires
a I’¢limination des sources du danger. Une fois le danger éliminé, la réaction inflammatoire

s’arréte et la réparation tissulaire se met en place (Takeuchi and Akira, 2010).

La réponse inflammatoire aigiie, en réponse a un pathogene ou a une Iésion, est indispensable
a la défense et la survie de I’organisme. En revanche, la réponse inflammatoire chronique peut
devenir néfaste en maintenant un taux ¢élevé des molécules pro-inflammatoires. C’est le cas de
nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies neurodégénératives ou les maladies
inflammatoires de Dl’intestin. L’inflammation s’inscrit alors comme un cercle vicieux en

contribuant activement aux dommages cellulaires (Medzhitov, 2010).
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Figure 10 : Exemple des étapes de la réponse inflammatoire. En présence des signaux
inducteurs (invasion bactérienne, lésion, etc), les cellules senseurs (cellules dendritiques,
macrophages, mastocytes, etc) sont activées. Elles vont secréter des médiateurs de
l’inflammation qui vont agir sur les tissus cibles (organes lymphoides secondaires, vaisseaux

sanguins,etc) pour recruter tous les effecteurs nécessaires a la suppression du danger
(Medzhitov, 2010).
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b. Meédiateurs moléculaires
Les médiateurs de la réponse inflammatoire favorisent le recrutement et ’activité de cellules
effectrices, notamment les cellules immunitaires adaptatives, sur le site inflammatoire. Les
médiateurs peuvent €tre d’origine plasmatique comme les molécules du complément, des
protéines de coagulation, mais également des protéines kinines aux propriétés vaso-actives et
parfois algésiques telle que la bradykinine. Les médiateurs peuvent également étre secrétés par

les cellules senseurs comme les prostaglandines, les leucotriénes ou les cytokines.

Les cytokines sont des protéines majoritairement solubles aux actions pléiotropiques parfois
redondantes. Elles ont essentiellement une action paracrine (sur les cellules avoisinantes) ou
autocrine (sur elle-méme) et plus rarement endocrine (2 distance grace au réseau sanguin). On
distingue les interleukines produites par les lymphocytes, les chémokines aux fonctions chémo-
attractives, et les molécules particulieéres comme les interférons (IFN) ou les facteurs de nécrose
tumorale (TNF). Les effets sont variables en fonction de leurs combinaisons, des doses, et des
cellules cibles. Elles peuvent par exemple, participer a la régulation de 1’activation, de la
division, de I’apoptose ou des mouvements cellulaires (Parkin and Cohen, 2001). Au début
d’une réponse inflammatoire, diverses cytokines pro-inflammatoires peuvent étre produites
selon la pathologie, mais il existe des signatures communes comme I’IL-6, le TNFa et I’IFNy
(Atreya et al., 2000; Yamamoto et al., 2000; Gabay, 2006). Parmi les cytokines produites au
cours de la réponse inflammatoire, les chémokines sont indispensables au recrutement des
cellules immunitaires. Selon la position de 1I’acide aminé cystéine par rapport aux autres acides
aminés, on distingue les CXC ou a-chémokines et les CC ou B-chémokines (Parkin and Cohen,
2001; Charo and Ransohoff, 2006). Enfin, lors de la résolution de 1’inflammation, ce sont des
cytokines anti-inflammatoires qui sont produites comme I’IL-10 ou le TGFp, ainsi que des

résolvines, dérivés des oméga-3.

c. Migration des lymphocytes
Les lymphocytes sont des cellules particulierement mobiles grace aux réseaux vasculaires et
lymphatiques. Leur recrutement sur le site inflammatoire nécessite leur sortie des réseaux au
cours d’un processus d’extravasion durant lequel les lymphocytes traversent la paroi vasculaire
constituée de cellules endothéliales et de péricytes. Ce processus fait intervenir de fagon

coordonnée des chémokines et des molécules d’adhésion inter-cellulaires (Figure 11).
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Apres sa capture, le lymphocyte roule le long des cellules endothéliales en interagissant avec
les sélectines endothéliales assurant une premicre adhésion relativement faible. Il s’ensuit un
arrét grace a une adhésion forte permise par I’interaction entre ’intégrine LFA-1, exprimée au
niveau de la membrane des lymphocytes, et ICAM-1 produit par les cellules endothéliales.
L’intégrine LFA-1 est un hétérodimere transmembranaire composé des chaines ol (CD11a) et
B2 (CD18), dont la conformation change sous I’influence cytokinique, favorisant son affinité
de liaison a ICAM-1 (Smith et al., 2007; Park et al., 2010). Cette étape précede le processus de
diapédése finale (von Andrian and Mempel, 2003).
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Figure 11 : Diapedese des leucocytes en réaction a la réponse inflammatoire (Nourshargh and
Alon, 2014).

D’autre part, certaines molécules d’adhésion sont associées a 1’organotropisme des LT.
L’expression de ces molécules est induite lors de ’activation antigénique par les cellules
dendritiques et les cytokines environnantes. Le couple de molécules d’adhésion le plus
largement décrit dans la migration des LT au sein de la paroi intestinale est ’intégrine a4-B7 et
son récepteur MaDCAM-1. L’intégrine aE-B7 et son récepteur E-cadhérine, ainsi que la
chémokine CCL25 produite par les cellules épithéliales et son récepteur CCRY interviennent
¢galement (Agace, 2008). A priori, seules les cellules dendritiques CD103+ des ganglions
mésentériques et des PP seraient capable d’induire I’expression de I’intégrine a4p7 et du
récepteur CCRY par les LT au cours de la présentation antigénique. Les cellules dendritiques
locales sont donc essentielles au recrutement spécifique des LT vers I’intestin (Stagg et al.,

2002; Mora et al., 2003; Knight, 2016).
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III. Interactions neuro-immunes dans la paroi intestinale
La paroi intestinale est un lieu de rencontre neuro-immune privilégié (Figure 12). Ces dernicres

années, plusieurs études y ont mis en lumiére des interactions neuro-immunes primordiales pour

I’homéostasie digestive (Godinho-Silva et al., 2019).

1. Proximité anatomique

a. Proximité et interactions neuro-immunes dans la paroi intestinale
La paroi intestinale est organisée en strates avec la barriére épithéliale intestinale comme
frontiere physique entre le milieu intérieur et le milieu extérieur. Sous la monocouche
épithéliale de la BEI se trouve la lamina propria ou se cdtoient de nombreuses cellules
notamment des cellules immunitaires. La BEI et la lamina propria représente la couche
mugqueuse, sous laquelle se situe la couche sous-muqueuse qui contient le plexus nerveux sous-
muqueux. Puis ’on observe la couche musculeuse qui regroupe les faisceaux musculaires

circulaires et longitudinux entre lesquels se déploie le plexus myentérique.

En condition physiologique, la lamina propria est la strate ou les CGE de la muqueuse ainsi que
les prolongements gliaux et neuronaux sont le plus a proximité des cellules immunitaires
résidentes. Chez les personnes souffrant des pathologies intestinales inflammatoires
chroniques, ou du syndrome de I’intestin irritable, la densit¢ des cellules immunitaires
augmente dans la paroi intestinale et par conséquent, la proximité avec les structures nerveuses
augmente également. Des contacts cellulaires entre la membrane des axones entériques et de
mastocytes (Dvorak and Silen, 1985; Barbara et al., 2004) ou de lymphocytes (Dvorak and
Silen, 1985; Geboes and Collins, 1998) ont d’ailleurs été rapportés grace a des observations par
microscope €lectronique. De fagon intéressante, il a ét€ montré que le nombre de mastocytes a
proximité (moins de Sum) d’un nerf entérique était corrélé a la fréquence et I’intensité des
douleurs ressenties par les patients atteints par le syndrome de ’intestin irritable (Barbara et al.,
2004). De plus, soumis a un environnement pro-inflammatoire, les cellules du SNE expriment
des molécules membranaires indispensables a I’activation lymphocytaire comme des molécules
du CMH-II (Geboes et al., 1992; Turco et al., 2014), des molécules de co-stimulation (Geboes
et al., 1992; da Silveira et al., 2011) ou encore la molécule d’adhésion ICAM-1 (Smyth et al.,
2013).
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Cependant, a ce jour, le role de ces adhésions neuro-immunes a été tres peu €tudié, excepté une
¢tude de notre groupe qui rapporte un contrdle partiel de la prolifération de LT humains par des

mécanismes de contact avec les CGE (Kermarrec et al., 2016).
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Figure 12 : Organisation cellulaire au sein de la paroi intestinale mettant en avant les
interactions neuro-immunes entériques. Au sein de la lamina propria, se cotoient diverses
cellules immunitaires, comme des macrophages, des lymphocytes et des ILC3, avec des cellules
neurales. La proximité neuro-immune est également présente au niveau de la musculeuse. Crée
sur biorender.com a partir de Margolis (Margolis et al., 2016).
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b. Innervation des organes lymphoides
Les organes lymphoides sont richement vascularisés par les réseaux sanguins et lymphatiques
mais ils sont également innervés. Les analyses immunohistochimiques réalisées par Felten et
al. sur des tissus murins et humains ont montré une innervation sympathique noradrénergique
et peptidergique, souvent a proximité des réseaux vasculaires, dans les organes lymphoides
primaires et secondaires (Felten et al., 1985). Par ailleurs, une innervation des PP par des fibres
en provenance du plexus sous-muqueux a été mise en évidence dans la paroi d’iléon de mouton
(Chiocchetti et al., 2008) ainsi que la présence de fibres nerveuses peptidergiques diverses (SP+,
VIP+ et CGRP+) localisées a la base et entre les follicules des PP porcins et humains
(Vulchanova et al., 2007). Enfin, dans les PP et la rate de souris, une étroite proximité entre des
fibres neuronales PGP9.5+ et des LB, des LT et des cellules dendritiques a été rapporté. Ces
observations suggérent un réle de I’innervation dans le contrdle des fonctions immunes. Il est
a noter que certains chercheurs ont recherché dans quelle mesure cette innervation serait une

voie de neuro-invasion des protéines a prions (Ma et al., 2007; Chiocchetti et al., 2008).

2. Partage de certains modes de fonctionnement
Dans une courte revue, Kioussis et Pachnis interrogent sur les similarités quant au mode de
fonctionnements partagés des cellules neurales et des cellules immunitaires. Ils évoquent

d’ailleurs la possibilité d’un ancétre cellulaire commun au cours du processus évolutif (Kioussis

and Pachnis, 2009).

a. Synapse nerveuse et synapse immunologique
Le systéme nerveux et le systéme immunitaire partagent la possibilité de communiquer grace a
des zones de contact privilégiées, appelées synapse, permettant d’assurer une transmission

orientée d’informations entre deux entités cellulaires distinctes (Dustin and Colman, 2002).

La synapse nerveuse est une zone spécialisée dans la transmission d’informations entre un
neurone présynaptique et un neurone post-synaptique. Il existe deux principaux types de
synapse nerveuse (Figure 13). Pour transmettre I’information, la synapse chimique utilise des
neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique suite a I’arrivée d’un potentiel d’action au
niveau de la terminaison présynaptique. Quant a la synapse électrique, elle transmet 1’influx
nerveux a travers des canaux de type gap jonctions (Pereda, 2014). Dans les deux cas, les
synapses nerveuses sont des zones membranaires d’organisation remarquable dotées de

vésicules intracellulaires et/ou de récepteurs membranaires.
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Figure 13 : Organisation des deux principaux types de synapse nerveuse (Pereda, 2014).
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La synapse immunologique a été caractérisée au début des années 1980 (Norcross, 1984; Monks
et al., 1998; Dustin and Baldari, 2017). Cette unit¢ de communication se crée entre un
lymphocyte T et une cellule dendritique assurant ’activation des lymphocytes T naifs (Grakoui
et al., 1999). Comme la synapse nerveuse, la synapse immunologique est une structure
fonctionnelle dynamique et orientée dont la stabilité dépend de molécules d’adhésion et qui fait
intervenir des réarrangements du cytosquelette et des récepteurs membranaires. De forme
circulaire, elle est organisée en trois régions concentriques qualifiées de « Supra Molecular
Activation Cluster » (SMAC) ou se réorganisent et se regroupent des molécules membranaires
(Figure 14). La partie centrale, le c-SMAC, correspond a la zone d’interaction entre le TCR
exprimé par les LT et le complexe CMH-antigéne exprimé a la surface de la membrane des
cellules dendritiques. Dans la partie externe du c-SMAC, les co-récepteurs CD4 et CD8, les
molécules de co-stimulation (CD28 pour les LT et CD80-86 pour les cellules dendritiques) et
les molécules d’adhésion (CD2-LFA-3) ont un réle critique. Dans le p-SMAC, le couple de
molécules d’adhésion LFA-1-ICAM-1 est indispensable a la stabilit¢ de la synapse
immunologique mature. Enfin, dans la partie la plus externe, le d-SMAC, réside des molécules
comme le CD45, une tyrosine phosphatase qui régule I’activation de différentes kinases

transductrices du signal d’activation du TCR (Dustin, 2005).
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La formation de la synapse immunologique est un processus dynamique qui peut étre
décomposé en trois phases. La phase d’expansion ou les micro-clusters (agrégat des molécules
précédemment citées) commencent a se former est suivi d’une phase de contraction pour aboutir
a la formation d’une synapse mature (Dustin, 2005; Yokosuka and Saito, 2009). La synapse
immunologique se forme en quelques minutes et peut se maintenir durant plusieurs heures
notamment grace aux molécules d’adhésion (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999; Stoll et

al., 2002).
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Figure 14 : Représentation de la formation d 'une synapse immunologique (Yokosuka and Saito,
2009).

Quelques études mentionnent 1’existence de synapses neuro-immunes dans la rate entre des
projections du nerf splénique et des LT sécréteurs d’acétylcholine. Ces synapses auraient un
role dans le réflexe anti-inflammatoire (Felten et al., 1987; Tournier and Hellmann, 2003;

Rosas-Ballina et al., 2011).
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b. Memoire neuronale et mémoire immunitaire
La mémoire est un mécanisme biologique par lequel les informations issues d’expériences ou
d’éveénements, sont intégrées, stockées et restituées afin d’optimiser les réponses lors d’une

seconde stimulation au méme stimulus.

La mémoire neuronale est basée sur des modifications structurales et chimiques des réseaux
nerveux. Ces changements favorisent les connections synaptiques afin que la seconde réponse
a un méme stimulus soit plus rapide et plus précise que lors de la stimulation primaire

(Tonegawa et al., 2015; Klinzing et al., 2019).

La mémoire immune est spécifique de la réponse adaptative et déterminante lors d’une seconde
exposition au méme pathogeéne. Apres une premicre stimulation a un antigéne, la majorité des
lymphocytes effecteurs meure par apoptose mais certains évoluent en lymphocytes mémoires
afin d’assurer une réponse plus rapide et plus efficace (Farber et al., 2016; Pradeu and Du

Pasquier, 2018; Natoli and Ostuni, 2019).

3. Participation des cellules nerveuses a la réponse inflammatoire
Les CGE, les neurones entériques et le nerf vague sont des senseurs des signaux de danger. De
plus, ils produisent et sont sensibles aux médiateurs de I’inflammation, exergant une

surveillance active de leur micro-environnement.

a. Réponse des cellules nerveuses aux signaux inducteurs exogenes
Les signaux inducteurs de I’inflammation sont détectés par les PRR dont le sous-groupe des
TLR. Les neurones entériques et les CGE des plexus sous-muqueux et myentérique expriment
différents sous-types de TLR fonctionnels (TRL2,3,4,7) et participent ainsi a la surveillance de
la composition microbiotique intestinale et a la détection de pathogénes (Barajon et al., 2009;
Anitha et al., 2012; Brun et al., 2013; Turco et al., 2014). Turco et al. ont rapporté la capacité
des cellules gliales myentériques humaines en culture a distinguer les composés bactériens
pathogenes de souches inoffensives. Par exemple, 1’exposition de CGE a la souche pathogéne
E. Coli (EIEC) induisait I’expression d’un phénotype réactif caractérisé par I’augmentation de
la protéine GFAP+, du facteur de transcription c-FOS et des protéines du CMH-II alors que ces
parametres n’étaient pas modifiés au contact de la souche inoffensive probiotique Lactobacillus
(F19). De plus, I’étude a rapporté la distinction par les CGE entre des pathogenes vivants et des
pathogénes inactivés par la chaleur dans la régulation de 1’expression de TLR (Turco et al.,

2014).
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D’autre part, I’injection systémique de LPS a des souris favorise 1I’expression de la GFAP par
les CGE myentériques dans tous les segments intestinaux sans altération des fonctions
neuronales. La réactivité¢ gliale apparaissait rapidement, seulement quatre heures apres
I’injection, et restait stable jusqu’a 24h avant de revenir a 1’état basal sous sept jours. Il reste a
déterminer si I’effet observé est li¢ a une augmentation de I’expression de la GFAP par des
CGE qui la pré-exprimaient ou a un nombre plus élevé de cellules productrices (da Cunha
Franceschi et al., 2017; Rosenbaum et al., 2016). Par ailleurs, des études in vitro ont révélé que
les LPS favorisaient la production d’IFNy par les CGE (Rosenbaum et al., 2016), I’expression
d’IL-6 et de TNFa par les neurones entériques (Coquenlorge et al., 2014), ainsi que le relargage
de TNFa, d’IL6 et de la chémokine MCP1 dans le surnageant de culture de systéme nerveux

entérique murin (Burguefio et al., 2016).

b. Réponse des cellules nerveuses aux médiateurs cytokiniques
Les CGE sont sensibles aux différents médiateurs de 1’inflammation. Par exemple, I’'IL-1f ou
le TNFa stimule I’expression d’IL-7 (Kermarrec et al., 2019), d’IFNy, d’IL-2, d’IL-6 et I’IL-
10 (Rosenbaum et al., 2016) et augmente transitoirement 1’expression de la GFAP (von Boyen,
2004). D’autre part, Riihl et al. ont rapport¢ un effet différentiel des cytokines sur la
prolifération de cellules gliales immortalisées. L’IL-1 diminuait la prolifération alors que I’IL-
10 induisait une réponse bi-phasique dose dépendante. De plus, certaines réponses gliales
nécessiteraient la stimulation simultanée de deux cytokines. Pour exemple, il a été montré in
vitro 1’association indispensable de LPS et d’IFNy pour stimuler 1’expression des protéines des
CMH-II, des marqueurs GFAP et S100p et la prolifération des CGE humaines (Cirillo et al.,
2011). Des auteurs se sont intéressés a la caractérisation de ce phénotype glial réactif. Pour ce
faire, ils ont analysé le profil transcriptomique de CGE humaines aprés un traitement par du
LPS/IFNy. Les résultats ont rapporté une augmentation de 1’expression de nombreux genes du
processus inflammatoire, des genes associés au métabolisme des purines ou bien encore des
genes codant pour des canaux ioniques, des facteurs de croissance ou des antioxydants. Ainsi,
le phénotype des CGE en réaction a I’inflammation est complexe et susceptible de contribuer

activement a la réponse inflammatoire (Lifian-Rico et al., 2016).

Les neurones entériques sont, eux aussi, sensibles aux cytokines, notamment I’IL-1B qui
favorise la production de la substance P tout en diminuant la production d’acétylcholine et de
noradrénaline (Collins et al., 1992). Un traitement in vitro par I'IL-1B ou I'IL-6 favorise
I’activité des neurones secrétomoteurs ainsi que celle des fibres sympathiques extrinseéques (Xia

et al., 1999).
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D’autre part, il a ét¢ montré dans un mod¢le de co-culture sur filtre que sous I’influence de
cellules endothéliales activées par un cocktail d’IL-1B/TNFa, les neurones entériques
produisaient de 1I’IL-8 favorisant I’attraction des cellules mononuclées du sang (Tixier et al.,
2006). 11 est également important de noter que les ganglions myentériques de patients souffrant
de maladie inflammatoire chronique intestinale expriment 1’éotaxine qui favorise 1’attraction
des éosinophiles a proximité des prolongements nerveux (Smyth et al., 2013). De plus, la
délétion spécifique du géne de I’IL-18 dans les neurones génére une susceptibilité a I’infection
par la souche bactérienne Salmonelle en réduisant la production de peptide anti-microbiens,

suggérant que les neurones entériques sont une source indispensable d’IL-18 dans I’intestin

(Jarret et al., 2020).

D’autre part, les CGE et les neurones myentériques réagissent également a des médiateurs
plasmatiques pro-inflammatoires comme la bradykinine, en augmentant leur concentration
intracellulaire en calcium. La stimulation de CGE myentériques par la bradykinine favorise la
production de PGE2, un médiateur lipidique pro-inflammatoire (Murakami et al., 2007). Enfin,
I’association de bradykinine et d’IL1-p potentialise la production de PGE2 par les CGE, tout
comme 1’association de LPS et de bradykinine potentialise la réponse calcique des CGE et des

neurones myentériques a travers des voies IL-1p (Murakami et al., 2009).

c. La douleur lors de la réponse inflammatoire

La perception de la douleur, ou nociception, est indispensable pour assurer des réflexes
d’évitements et de protection de I’organisme. D’autre part, elle est souvent associée aux
réponses pro-inflammatoires et fait partie des symptomes de certains patients souffrant
d’inflammation chronique. Les médiateurs de la douleur peuvent étre d’origine chimique
(cytokine, lipide, molécule irritante, changement osmotique), mécanique (Iésion), ou
thermique. Ils induisent une signalisation a travers des nocicepteurs membranaires des neurones
nociceptifs qui intégrent les informations puis les transmettent jusqu’au systéme nerveux
central.

La communication entre les neurones nociceptifs et les cellules immunitaires est bi-
directionnelle et complexe. Au début de la réponse inflammatoire, certains médiateurs comme
I’IL1-B ou la bradykinine, induisent la sensibilisation des nocicepteurs, c’est-a-dire abaissent le
seuil de réponse des récepteurs tout en augmentant I’amplitude de la réponse (Figure 15) (Gold

and Gebhart, 2010; Pinho-Ribeiro et al., 2017).
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Figure 15 : Les cellules immunitaires secrétent plusieurs médiateurs pro-inflammatoires
capable de moduler [’activité des nocicepteurs dans les neurones et d’induire leur
sensibilisation (Pinho-Ribeiro et al., 2017).

En paralléle, les cellules immunitaires, notamment les LT CD4+, sont capables d’induire une
action analgésique en libérant des opioides endogenes comme 1’enképhaline. Dans des modeles
expérimentaux de colites induites, la perception de la douleur est inversement proportionnelle
au nombre de LT CD4+ auxiliaires Thl et Th17 présents dans la muqueuse intestinale. Selon
cette étude, ces LT effecteurs seraient la principale source d’opioides endogenes au cours de
I’inflammation intestinale et par conséquent participeraient a la fois a I’inflammation locale et
’activité analgésique (Boué et al., 2014).

Quant aux neurones nociceptifs, ils secrétent des neuromédiateurs capables de moduler la
permeéabilité vasculaire, le flux dans les vaisseaux lymphatiques et P’activité¢ des cellules

immunitaires, tous essentiels a la réponse inflammatoire (Pinho-Ribeiro et al., 2017).

d. Réflexe cholinergique anti-inflammatoire
La stimulation in vivo du nerf vague réduit I’inflammation dans différents modeles de maladie
inflammatoire digestive et de septicémie (Borovikova et al., 2000; Ordovas-Montanes et al.,
2015). Cet effet immunosuppressif relayé par le nerf vague et la production d’acétylcholine est
appelé «réflexe cholinergique anti-inflammatoire ». Il représente un exemple de
communication fonctionnelle entre les neurones et les lymphocytes. En effet, I’activité anti-
inflammatoire du nerf vague est relayée par le nerf splénique puis par les lymphocytes T CD4+

pour réguler in fine la production de TNFa des macrophages.
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Sous stimulation vagal, le nerf splénique produit de la norépinephrine qui stimule la production
d’acétylcholine par des LTCD4+ spléniques mémoires. L’acétylcholine produit va agir sur les
récepteurs a7 nicotinique des macrophages et diminuer leur production de TNFa. Les LT
mémoires, généralement plutot effecteurs de 1’inflammation, font ici partie intégrante d’une
activité immunorégulatrice sous contréle nerveux (Wang et al., 2003; Rosas-Ballina et al.,
2008, 2011). L’effet immunosuppressif pourrait également étre médi¢ par les récepteurs
muscariniques de type 3, car leur délétion chez des souris infectées par la bactérie pathogene
C. rodentium a favorisé une infiltration colique massive de lymphocytes CD3+ associé a des
niveaux anormalement élevés de cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNFa, IL-17A)

(McLean et al., 2015).

Les LT CD4+ mémoires producteurs d’acétylcholine sont également présents dans les
ganglions mésentériques et les PP (Rosas-Ballina et al., 2011) ou leur réle n’est pas encore
clairement défini. Dans le modéle de colite induite par le DSS, les LT CD4+ producteur
d’acétylcholine semblent favoriser la réponse inflammatoire au début de la réaction, puis
intervenir dans la résolution inflammatoire, alors qu’ils n’ont apparemment pas d’effet sur
I’apparition ou la sévérité des symptdmes dans le modele de colite par transfert adoptif de LT

CD4+ dans les souris immunodéficientes (Willemze et al., 2019).

4. Communication neuro-immune fonctionnelle
Outre la participation du SNE a la réponse inflammatoire, les neurones et les CGE peuvent
directement réguler 1’activité de population immunitaire, principalement les cellules de
I’immunité innée. Ces interactions neuro-immunes contribuent a adapter les réponses de chaque

type cellulaire, notamment lors des situations de danger.

a. Neurones et cellules immunes
Des études récentes ont démontré une interdépendance entre des neurones entériques et une
population de macrophages résidents dans les couches musculaires de la paroi intestinale. En
effet, les neurones entériques produisent un des facteurs de croissance des macrophages, le M-
CSF, qui régule le nombre et le développement des macrophages. Quant aux macrophages
musculaires, ils secrétent le facteur de croissance BMP2, qui agit directement sur les neurones
entériques. Cette communication paracrine contribue a la motricité digestive physiologique. De
plus, il est a noter que les macrophages musculaires adaptent leur sécrétion de BMP2 selon la

composition microbiotique (Muller et al., 2014).
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Au cours de leur étude, Muller et al., ont constaté que les macrophages résidents dans la lamina
propria avaient un profil pro-inflammatoire alors que les macrophages musculaires avaient un
profil anti-inflammatoire favorisant la réparation tissulaire. Les auteurs proposent un contrdle
du profil des macrophages musculaires dépendant d’une signalisation nerveuse extrinséque a
travers la voie les récepteurs P2 adrénergique. Ce contréle nerveux sur le profil des
macrophages musculaires serait particulierement important lors d’une invasion bactérienne, car
les métabolites bactériens agissent sur les fibres sympathiques en favorisant la sécrétion de
norépinephrine, ce qui in fine renforcent leur profil réparateur des tissus (Gabanyi et al., 2016).
Un second groupe a récemment démontré que ces macrophages musculaires utilisaient
¢galement la signalisation B2 adrénergique pour préserver les neurones de la mort lors d’une
invasion bactérienne. Dans leur étude, les auteurs comparent la mort des neurones myentériques
en condition physiologique ou aprés gavage par des bactéries pathogeénes chez des souris
sauvages et des souris chez lesquelles 1’activité des macrophages a ét¢ inhibée. Chez ces
dernieres, c'est-a-dire en I’absence de macrophages fonctionnels, une diminution du nombre de
neurones myentériques a été observée uniquement aprés gavage bactérien. Ces résultats
suggerent une action protectrice des macrophages sur les neurones entériques lors de situation

de danger comme une invasion bactérienne (Matheis et al., 2020).

D’autres recherches rapportent des communications fonctionnelles entre les neurones et les
ILC. Deux équipes indépendantes rapportent le role de la signalisation NMUR1-NMU pour
’activation, la prolifération et la sécrétion des cytokines IL5-9-13 des ILC-2. Par ailleurs, la
délétion du récepteur NMURI dans les ILC2 diminue ’efficacité de 1’élimination des vers
digestifs. Cardoso souligne que les neurones eux-mémes détectent le danger et augmentent en
conséquence leur production de NMU (Cardoso et al., 2017; Klose et al., 2017). L’année
suivante, Moriyama et al. ont rapporté une expression des récepteurs 2 adrénergiques par les
ILC2 et observé leur étroite proximité avec les neurones adrénergiques intestinaux. La délétion
des récepteurs B2 adrénergiques induisait une activation excessive de la réponse ILC2. A
I’inverse, I’injection d’agonistes des récepteurs B2 adrénergiques diminuait leur activité et leur
prolifération. La signalisation B2 adrénergique apparait donc comme un régulateur négatif de
la réponse ILC2 (Moriyama et al., 2018). Les ILC3 sont, quant a eux, sensibles au peptide
vasoactif intestinal (VIP). Les ILC3 de la lamina propria expriment le récepteur VIP couplé a
des protéines G (VIPR2) et sont a proximité de prolongements neuronaux. La liaison de VIP
aux ILC3 favorise spécifiquement leur production d’IL-22 et ’absence du récepteur VIPR2

diminue la production d’IL-22 et rend les souris plus sensibles a la colite au DSS (Seillet et al.,
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2020). Une seconde étude confirme I’expression de VIPR2 par les ILC3 et la proximité avec
les fibres nerveuses entériques productrices de VIP mais des résultats opposés ont été obtenus.
Dans leur modele, la stimulation du VIPR2 a provoqué la diminution de la production d’IL-22
et une réduction de la production des peptides anti-microbiens (Talbot et al., 2020). Ces deux
modeles s’accordent toutefois pour suggérer un lien entre la régulation des ILC au sein de la

mugqueuse et la production de VIP.

b. CGE et cellules immunes

Trois études rapportent une contribution des CGE dans le contrdle des cellules immunitaires.
Une premiére étude réalisée in vitro a mis en évidence que les CGE issues de plexus
myentérique d’origine humaine avaient une action inhibitrice sur la prolifération des LT
(Kermarrec et al., 2016). L’effet anti-proliferatif n’était que partiellement retrouvé lorsque les
LT étaient incubés avec le surnageant de culture gliale. Cette observation sous-entend la
nécessité de contacts entre les deux types cellulaires dans le controle complet de la prolifération
des LT (Kermarrec et al., 2016). Ibiza et al. ont, quant a eux, démontré une boucle de détection-
réaction des CGE au micro-environnement microbiotique. Grace a I’utilisation de souris
génétiquement modifiées, ils ont mis en évidence une régulation directe des ILC3 par les CGE.
Selon leur hypotheése, la glie entérique produit du GDNF, en réponse a des signaux
microbiotiques a travers la signalisation TLR/Myd-88. Le GDNF ainsi produit se lie au
récepteur GFRal-Ret exprimé par les ILC3. En réponse, les ILC3 augmentent leur production
d’IL-22, une cytokine qui régule la production de peptides anti-microbiens par les cellules de
la BEI. Si un défaut apparait dans cette boucle de communication, les souris développent des
colites plus séveres. Les auteurs décrivent ici une unité fonctionnelle de coopération entre le
microbiote, les CGE, les ILC et les cellules de la BEI, qui serait indispensable au contrdle de
I’immunité locale (Ibiza et al., 2016). Grubisic et al. ont récemment décrit les CGE comme
principal producteur de M-CSF, en comparaison des neurones entériques, mais aussi leur role
connexin-43 dépendant dans I’activation des macrophages (Grubisic et al., 2020).

I1 est a noter qu’en protégeant la survie neuronale et I’intégrité de la BEI, les CGE assurent un
microenvironnement globale favorable a I’homéostasie digestive et a la tolérance immunitaire

(Abdo et al., 2012; Cheadle et al., 2013; Xiao et al., 2014; Meir et al., 2015).
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5. Les médiateurs des communications neuro-immunes
La communication bi-directionnelle neuro-immune implique différentes molécules

communément exprimées par les cellules neurales et les cellules immunitaires (Yoo and

Mazmanian, 2017).

a. Les neurotransmetteurs
Les neurotransmetteurs sont des molécules de la communication neurone-neurone dans les
synapses chimiques mais ils participent également a la communication neuro-immune et

peuvent étre produits par les cellules immunitaires et entéro-endocrines.

Les catécholamines sont des neuro-hormones incluant 1’adrénaline (épinéphrine), la
noradrénaline (norépinephrine) et la dopamine. Leurs effets sont variables en fonction du
récepteur et du type cellulaire cible. Dans un mode¢le in vitro d’explants de PP porcin, la
stimulation basolatérale dopaminergique, mais pas la stimulation basolatérale adrénergique,
réduit Pinfiltration d’une souche bactérienne pathogéne salmonelle (Brown and Price, 2008).
Dans les macrophages, la signalisation B2 adrénergique favorise 1’expression d’un profil
transcriptomique anti-inflammatoire protecteur (Gabanyi et al., 2016), inhibe la sécrétion de
TNFa et leur activité phagocytaire (Chou et al., 1996; Straub et al., 2005). Une étude in vitro a
également montré qu’une stimulation B2 adrénergique favorisait la différenciation des LT
activés vers un profil Th17 producteur d’IL-17A (Carvajal Gonezi et al., 2017). De plus, les
voies adrénergiques B2 diminuent la circulation lymphocytaire a partir des organes lymphoides
secondaires. L’effet est rapide, réversible, dose-dépendant et médié par I’augmentation de
I’expression de chémokines spléniques. Il a d’ailleurs été montré que 1’injection d’agonistes 32
dans un modele murin de sclérose en plaque (EAE) ou d’hypersensibilité de la peau, diminuait
la sévérité de ces pathologies. Quant aux souris dépourvu des récepteurs 2, elles étaient plus
sensibles a I’inflammation (Nakai et al., 2014). D’autre part, les lymphocytes peuvent produire

des catécholamines sous la régulation des voies dopaminergiques (Ferrari et al., 2004).

L’acétylcholine est le neuromédiateur post-ganglionnaire du systéme parasympathique
principalement représenté par le nerf vague. Ce neuromédiateur est également produit par les
neurones entériques et certaines populations de LT. Sa production est régulée par I’expression
de I’enzyme ChAT et son action est médié par les récepteurs nicotiniques et muscariniques. Ces
récepteurs ont été détectés dans les cellules immunitaires (Kawashima et al., 2007; Fujii et al.,
2017). Comme précédemment évoqué, 1’acétylcholine est indispensable au réflexe anti-

inflammatoire (Rosas-Ballina and Tracey, 2009). In vitro, I’acétylcholine inhibe la production
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de TNFa, IL-6, IL-1B et IL-18 de manic¢re concentration dépendante par des macrophages
préalablement stimulés par des LPS (Borovikova et al., 2000). L acétylcholine est produite par
certaines populations de LT de la rate, des ganglions mésentériques et des PP. Sa production
est augmentée par une stimulation adrénergique et lors de 1’activation lymphocytaire (Rosas-
Ballina et al., 2011). Dans ’intestin, les cellules CD4+ productrices d’acétylcholine sont en
majorit¢ des profils Th17 préférentiellement localisées dans la lamina propria colique.
L’absence de production d’acétylcholine par les cellules CD4+ a pour effet une diminution de
la sécrétion de peptides antimicrobiens et une augmentation de la richesse et de la diversité

microbiotique (Dhawan et al., 2016; Willemze et al., 2019).

La sérotonine est une neuro-hormone principalement produite par les cellules
entérochromaffines dans le tractus gastro-intestinal (Erspamer and Asero, 1952) mais
¢galement sécrétée par les neurones entériques et les cellules dendritiques. Les récepteurs a la
sérotonine sont exprimés par de nombreuses cellules myéloides et lymphoides (Stefulj et al.,
2000). De plus, des altérations de la voie sérotoninergique ont été mises en évidence dans les
maladies inflammatoires notamment digestives. La sérotonine agit sur les cellules de
I’immunité innée grace a nombreux mécanismes (Shajib and Khan, 2015). Par exemple, il a été
rapporté que la sérotonine favorisait 1’activation des LT (Leon-Ponte et al., 2007) et I’induction
vers un profil réparateur des macrophages humains pré-stimulés par des LPS (de las Casas-

Engel et al., 2013).

b. Les neuropeptides
La substance P et le VIP sont des neuropeptides spécifiques du tractus gastro-intestinal. La
substance P favorise la production de cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-1f le TNFa,
et I'IL-6 par des monocytes humains (Lotz et al., 1988). Elle inhibe la prolifération des
lymphocytes et favorise la production d’anticorps d’isotype IgA, les anticorps digestifs,
principalement par les plasmocytes des PP (Stanisz et al., 1986). Quant au VIP, il favorise
I’induction des cellules dendritiques vers un profil tolérogénique capable d’orienter la
différenciation en LT régulateur (Delgado et al., 2005). Le VIP a pour effet de diminuer la
production de TBFf par une lignée de macrophages préalablement stimulés par des LPS (Sun
et al., 2000). A ce propos, il est a noter que la signalisation des TLR2 et TLR4 favorise
I’expression du récepteur VIP de type 2 dans les macrophages (Herrera et al., 2009). Le
récepteur VIP est également exprimé par les ILC3 et sa délétion induit un défaut de production
d’IL-22 qui s’accompagne d’une sensibilité accrue a une colite induite par le DSS (Talbot et

al., 2020).
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c. Les cytokines
Ces médiateurs indispensables des réponses inflammatoires et immunitaires sont
principalement sécrétés par les cellules du SI. Toutefois les cellules nerveuses en produisent

¢galement et y sont sensibles (cf. chapitre I1I-3-b, p39 a 40).
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IV. La maladie de Crohn

La maladie de Crohn (MC) est une des deux formes principales des maladies inflammatoires
chronique de I’intestin (MICI). C’est une pathologie complexe aboutissant a une hyperactivité
immunitaire incontrolable associée a une destruction progressive et irréversible de la paroi

intestinale.

1. Epidémiologie & diagnostic
La MC est une affection historiquement répandue dans les pays occidentalisés. Elle affecte

aujourd’hui presque tous les continents, et se déclare généralement chez les jeunes adultes.

a. Epidémiologie
Les régions ou I’on recense le plus de patients atteints par la MC sont les territoires historiques
de prévalence a savoir I’Amérique du nord avec un record pour le Canada (319 cas pour 100 000
individus), I’Europe de 1’ouest, 1’Australie et la Nouvelle Zélande. En 2015, 1,3% de la
population des Etats-Unis souffraient d’une MICI, ce qui représente trois millions d’individus
(Dahlhamer et al., 2016). Sur le continent européen, 1’incidence de la MC varie de 0,3 a 12,7
pour 100 000 individus en fonction des pays. Le record mondial est européen, attribué a nos
voisins germaniques avec une prévalence de 327 cas pour 100 000 individus (Ananthakrishnan,
2015; Ng et al., 2018). En 2017 en France, I’association Francgois Aupetit a recensé¢ 80 000
personnes diagnostiquées pour la maladie de Crohn. Dans ces pays occidentalisés, I’incidence
et la prévalence se sont stabilisées durant ces derniéres décennies, mais elles sont en
augmentation dans des pays jusqu’ici relativement épargnés (ou mal recensés) comme le Brésil,
la Chine, Hong Kong ou Taiwan (Ng et al., 2018). Méme si la prévalence et I’incidence de la
MC sont relativement faibles, en comparaison de maladie comme le cancer, il n’en demeure
pas moins que la MC est une pathologie mondiale grave. De plus, cette pathologie chronique a

un colit économique conséquent pour les patients et les systemes de santé.

b. Diagnostic
Le comité d’Organisation Européenne de la Maladie de Crohn et de la Colite (ECCO) regroupe
un ensemble d’experts pour proposer des pratiques médicales communes afin d’assurer une
prise en charge optimale des patients. Un des points importants est le diagnostic de la

pathologie.
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Selon le dernier consensus de I’ECCO, le diagnostic doit étre établi sur la base d’une
combinaison de signes cliniques, biochimiques et endoscopiques (Maaser et al., 2019). Le
diagnostic est réalisé par un gastro-entérologue au cours d’un examen clinique combiné a une
exploration endoscopique et/ou radiologique (Baumgart and Sandborn, 2012). Si les marqueurs
biochimiques renseignent sur 1’état inflammatoire et contribuent au diagnostic, il n’en existe
aucun spécifique a la MC (Vermeire et al., 2006). La MC se déclare généralement chez les
jeunes adultes avec un pic de diagnostic entre 20 et 39 ans. Les cas pédiatriques (<18ans)
représentent % des patients et sont fréquemment associés a manifestations cliniques plus

séveres (Corica and Romano, 2017).

2. Manifestations & conséquences de la maladie
La MC est une affection chronique qui se manifeste par I’alternance de périodes de rémission
entrecoupées d’épisodes inflammatoires imprévisibles plus ou moins longs durant lesquels les
symptomes se manifestent. L expression clinique de la MC est variable selon la localisation des

1ésions ainsi que le phénotype et la sévérité de la maladie, ainsi chaque patient est unique (Roda

et al., 2020).

a. Symptomes digestifs & les différents phénotypes de la MC
La MC se distingue de la colite ulcéreuse, la seconde forme principale de MICI, par une
inflammation transmurale pouvant affecter tous les segments de I’intestin avec un tiers des
formes affectant I’intestin gréle, un tiers la jonction iléo-colique et un tiers localis¢ dans le
colon. Plus rare, des lésions gastro-duodénales peuvent également survenir chez certains
patients (Kuriyama et al., 2008). Un ou plusieurs segments peuvent étre atteints chez le méme
patient (Peyrin-Biroulet et al., 2010; Baumgart and Sandborn, 2012; Roda et al., 2020). Les
symptomes de la MC varient en fonction du phénotype de la pathologie, mais les patients
présentent en général des douleurs abdominales, des diarrhées et/ou une constipation, des pertes
de poids et d’appétit parfois associées a de I’anorexie, des nausées, des vomissements, de la
fatigue chronique et de la fievre (Gomollon et al., 2017; Torres et al., 2017). Selon les patients,
I’imprévisibilité¢ des récidives, la médication continue et les symptomes digestifs comme les
douleurs et I’impériosité des selles sont les facteurs qui impactent le plus leur qualité de vie

(Cohen, 2002; Roda et al., 2020).
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Les gastro-entérologues classent la MC selon trois phénotypes relatifs aux 1ésions. Les patients
peuvent présenter un ou plusieurs de ces phénotypes qui peuvent évoluer. Le phénotype
inflammatoire se caractérise par une inflammation du tissu qui n’est détectable que par analyse
microscopique. Aucune intervention chirurgicale n’est alors nécessaire mais ce phénotype peut
évoluer vers un profil avec des complications sténosantes pouvant allez jusqu’a 1’obstruction
ou le développement de perforation du tube digestif (Feuerstein and Cheifetz, 2017; Gomollon
etal., 2017; Roda et al., 2020).

b. Comorbidité & impact societal
Les patients atteints de MC ne développent pas que des symptomes digestifs. Parmi les
manifestations extra-digestives, I’arthrite rhumatoide est 1’affection la plus répandue avec un
quart des patients atteints. Le foie, les yeux, le réseau vasculaire, la peau et les reins peuvent
¢galement étre affectés (Ott and Scholmerich, 2013; Harbord et al., 2016; Jang et al., 2019). Par
ailleurs, d’anciennes études rapportent chez ces patients, une incidence de cancers colorectaux
et de I’intestin gréle supérieure a celle de la population générale. Des revues récentes rappellent
toutefois que les données commencent a dater et qu’il serait intéressant de revoir le risque de
cancers digestifs au regard des récentes avancées dans les biothérapies (Jess et al., 2005; Annese

etal., 2015) .

Des désordres psychologiques graves et fréquents sont également observés chez les patients,
notamment une augmentation de la prévalence de ’anxiété et de la dépression (Bhamre et al.,
2018). Récemment, il a été mis en évidence I’impact d’une inflammation intestinale chronique
sur les cellules microgliales hippocampiques impliquées dans le controle des humeurs

(Gampierakis et al., 2020).

Ces manifestations digestives et extra-digestives altérent la vie professionnelle des patients.
Dans une étude frangaise, les patients atteints par une MICI, dont 62% de la cohorte ont une
MC, se disent satisfaits de leur travail mais expriment clairement des difficultés dans les

opportunités de poste et sont pour la plupart, moins diplomés (Le Berre et al., 2019).

In fine, la qualité de vie est altérée par de nombreux facteurs liés a des manifestations physiques
digestives et extra-digestives mais également par des facteurs psychologiques et socio-
professionnels (Figure 16). De plus, la mortalité est 1,4 fois plus importante chez les patients

atteints de MC en comparaison de la population générale (Peyrin-Biroulet et al., 2011).
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Figure 16 : La qualité de vie des patients atteints par la maladie de Crohn est affectée par des
manifestations physiques digestives et extra-digestives, des problémes sociétaux ainsi que par
des manifestations psychologiques. Crée sur biorender.com a partir de Roda (Roda et al.,
2020).
3. Etiologie

L’¢étiologie de la MC n’est pas complétement €lucidée. C’est une pathologie complexe qui fait
intervenir des facteurs environnementaux, des susceptibilités génétiques, et des dysbioses
intestinales qui contribuent a des réponses pro-inflammatoires aberrantes et chroniques (Strober

et al., 2007; Kaser et al., 2010; Ananthakrishnan, 2015; Uniken Venema et al., 2017).

a. Facteurs de risque environnementaux
La prévalence historique de la MC dans les pays aux styles de vie urbains et occidentalisés, son
augmentation récente dans les pays comme le Brésil et les études épidémiologiques montrant
I’alignement de la prévalence des populations immigrées sur celle du pays d’accueil, suggerent
un impact important des facteurs environnementaux (Ng et al., 2018). Une méta-analyse de
2017 a confirmé le tabagisme, le style de vie urbain, I’appendicectomie, 1’ablation des
amygdales, I’exposition récurrente aux antibiotiques, la contraception orale, et des carences en
vitamine D comme principaux facteurs de risque. Le tabagisme actif est €¢galement associ¢ a la
sévérité¢ des symptomes, des l1ésions de la paroi et par conséquent, a 1’augmentation des

interventions chirurgicales précoces et récurrentes (Torres et al., 2017).
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A Dinverse, des facteurs ont été identifiés comme protecteurs tels que I’activité physique
réguli¢re, 1’allaitement maternel, un haut niveau de folate et de vitamine D (Piovani et al.,
2019). A ce jour, il n’existe pas de recommandations nutritionnelles officielles mais des études
suggerent le régime méditerranéen comme protecteur car riche en alimentation végétale et en
omega-3 associés a des effets anti-inflammatoires (Khalili et al., 2020). Une publication de
Sandefur et al. , a rapporté qu’un régime vegan aurait permis une rémission sans médication

chez un patient atteint de MC (Sandefur et al., 2019).

Méme si les mécanismes d’actions des facteurs environnementaux sur le développement de la
MC reste a étre identifier clairement, 1’éducation des populations est un levier important pour

limiter ’incidence de 1la MC.

b. Susceptibilités génétiques
Des recherches génétiques généralisé¢ ont mis en avant plusieurs polymorphismes d’un seul
nucléotide associés aux MICI, notamment a la MC. La recherche de susceptibilités génétiques
sur une cohorte de plus de 70 000 individus, a dévoilé plus de 200 locci associés a des risques
relatifs souvent modérés. De plus, ces polymorphismes d’un seul nucléotide ne sont pas
toujours associés a des variants protéiques fonctionnels (Hugot et al., 2001; Huang et al., 2017;
Al Nabhani et al., 2017; Uniken Venema et al., 2017; Imam et al., 2018). Cependant, ces études
ont révélé que les altérations génétiques détectées affectaient principalement les cellules de
I’immunité innée et adaptative (Imam et al., 2018), le processus d’autophagie (Hugot et al.,
2001) et les fonctions de barriere (Bonen and Cho, 2003; Jostins et al., 2012; de Lange and

Barrett, 2015) nous renseignant ainsi sur les mécanismes pathologiques.

4. Mécanismes pathologiques
L’inflammation transmurale chronique du tractus gastro-intestinal observée dans la MC est le
résultat d’un déréglement des cellules immunitaires, non-immunitaires et du microbiote ainsi
qu’un défaut de communication entre eux (Figure 17) (Fiocchi, 1997; Veiga-Fernandes and
Mucida, 2016; Danese and Fiocchi, 2016). Ces déreglements cellulaires favorisent un
environnement toxique avec notamment la persistance de médiateurs pro-inflammatoires (ROS,
NO, leucotriénes, histamine, protéase, prostaglandines, cytokines) contribuant a 1’apoptose et

la nécrose des cellules dans la paroi intestinale (Keshavarzian et al., 2003).
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a. Microbiote et dysbiose
11 a été observé chez les patients atteints par la MC une moindre diversité du microbiote, avec
un enrichissement des phylas Bacteroidetes et Proteobacteria et une diminution des Firmicutes
(Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011). Pour déterminer si cette dysbiose était la cause ou
la conséquence de désordre intestinaux, De Palma et al., ont effectué des transferts fécaux a
partir de donneur humain présentant un syndrome de I’intestin irritable. Les souris axéniques
chez lesquelles les transferts ont été réalisés, développaient les symptomes du donneur,
suggérant qu’une dysbiose pourrait étre un éveénement déclencheur de trouble digestif (De
Palma et al., 2017). Par ailleurs, certaines mutations génétiques (variants NOD2 et ATH16L1)
identifiées comme inductrices de la MC et associées a des défauts d’autophagie, pourraient
contribuer au développement d’une réponse immunitaire aberrante contre les antigénes du
microbiote intestinal (Fritz et al., 2011). Enfin, le microbiote ayant un impact sur le
développement des cellules immunitaires digestives, notamment des LT régulateurs, une
dysbiose pourrait altérer les fonctions et le controle de I’activité des populations immunitaires

au sein de la paroi intestinale.

b. Altération de la BEI
Les différents types cellulaires qui composent la BEI sont indispensables a I’équilibre entre
I’absorption et le controle du passage des moélcules (Baumgart and Dignass, 2002; Peterson
and Artis, 2014; Soderholm and Pedicord, 2019). Les cellules les plus nombreuses sont les
cellules épithéliales qui, grace aux transporteurs et canaux spécialisés, permettent 1’absorption
des nutriments. Le passage de molécules (nutriments ou toxiques) peut se faire a travers les
cellules ¢épithéliales via des pompes et des canaux précédemment ¢€voqués (voie
transcellulaire) ou entre les cellules épithéliales (voie paracellulaire). La voie paracellulaire est
hautement régulée grace aux protéines de jonctions serrées. Chez les patients atteints de MC, il
a été observé une augmentation de la perméabilité de la BEI (Bjarnason et al., 1983) en partie
due a une altération des cellules épithéliales, des défauts de leur renouvellement et des
anomalies dans la synthése des protéines de jonctions serrées (Zeissig et al., 2007a; Jostins et
al., 2012). Une diminution de I’expression des TLR3 et une augmentation de I’expression des
TLR4 ont également été observées dans les cellules épithéliales de patients Crohn (Cario and
Podolsky, 2000). Enfin, en réaction a I’inflammation locale, les cellules épithéliales secretent
des cytokines pro-inflammatoires (Onyiah and Colgan, 2016) et expriment les protéines du
CMH-II, ce qui les rend capables d’activer les LT CD4+ auxiliaires et ainsi favoriser leurs

activités déléteres (Wosen et al., 2018).
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Indispensable a la fonction de barriére, les cellules de gobelet secrétent des glycoprotéines, les
mucines, qui composent le mucus et limitent le contact entre les microorganismes et les cellules
¢épithéliales (Birchenough et al., 2015). Chez les patients atteints de MC, la sécrétion de mucine
est diminuée, réduisant la couche protectrice de mucus (Buisine et al., 1999, 2001). La délétion
d’un gene codant pour une mucine, Muc2, a d’ailleurs été utilisée pour générer un modele

expérimental murin de MICI, le mod¢le Winnie (Heazlewood et al., 2008; Eri et al., 2011).

c. Hyperactivité du systeme immunitaire digestif
Une réaction inflammatoire excessive est reconnue comme responsable des Iésions observées
dans la MC et des complications associées. Les cytokines pro-inflammatoires et les molécules
d’adhésion lymphocytaires sont d’ailleurs les cibles principales des stratégies thérapeutiques
actuelles. Si les LT CD4+ sont depuis longtemps reconnus comme contributeur de
I’inflammation chronique dans la MC, les derniéres recherches soulignent un rdle important des

populations immunitaires lymphoides innées.

« Immunité innée

Chez les patients atteints de la MC, il a été observé un nombre plus élevé de macrophages
particulier CD14+ produisant massivement des cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-6,
I’IL-23 et le TNF-o (Kamada et al., 2008). D’autre part, les cellules dendritiques des patients
présentent un profil mature associé a une hyperexpression des TLR2, des protéines CD40, des
cytokines pro-inflammatoires comme 1I’'IL-12 et IL-6 (Hart et al., 2005), et des chémokines
(Middel et al., 2006). L’infiltration d’€osinophiles est également augmentée chez ces patients
(Jeziorska et al., 2001) et ’administration d’antagoniste de 1’éotaxine, dans un modele murin
de colite induite par du TNBS, a réduit les symptomes et restauré une activité motricité colique
normale (Filippone et al., 2018). Enfin, les populations d’ILC-1, d’ILC-2, et d’ILC-3,
initialement identifiées dans des mode¢les murins de colite induite (Buonocore et al., 2010), sont
en plus grand nombre dans les segments inflammés des patients Crohn (Geremia et al., 2011;
Bernink et al., 2013; Geremia and Arancibia-Céarcamo, 2017). Ces ILC peuvent étre a la fois,
déléteres en perpétuant I’inflammation par la sécrétion de cytokines comme I’IL-17 et I'IFNy,
et protecteurs, par exemple grace a la production d’IL-22 par les ILC-3 (Tait Wojno and Artis,
2012).
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«» Immunité adaptative

Les patients atteints par la MC présentent des modifications du profil de sécrétion des
immunoglobulines par les plasmocytes intestinaux (Scott et al., 1986 ; MacDermott et al.,
1989). D’autre part, une augmentation des anticorps sé€riques dirigés contre certains antigénes
du microbiote commensal, comme la flageline, a été¢ rapportée (Lodes et al., 2004) et la
concentration en anticorps anti-glycans serait corrélée positivement a la sévérité des symptomes
(Mow et al., 2004).

Le role des LT dans la progression de la MC est mieux caractérisé, notamment en raison de
I’infiltration aberrante de LTCD4+ auxiliaires dans la paroi digestive des patients (Emmrich et
al., 1991; Stronkhorst et al., 1997; Imam et al., 2018). A ce propos, la maladie de Crohn a
longtemps été opposée a la colite ulcéreuse selon le profil de LTCD4+ auxiliaires dominants.
Chez les patients atteints de MC, ce sont les LTCD4+ auxiliaires associés a un profil THI,
secrétant principalement de I’IL-12 et de I’'IFNy qui sont décris, alors que la colite ulcéreuse se
définit majoritairement par un profil Th2 associé aux cytokines IL-5 et IL-13 (Berg et al., 1996;
Fuss et al., 1996). Cependant, les réponses immunitaires sont rarement dichotomiques, et I’on
reconnait désormais 1’implication d’autres populations comme les LT Th17 (Annunziato et al.,
2007; Brand, 2009). La contribution des LT régulateurs reste mal connue mais ils pourraient
participer a la physiopathologie de la MC (Mayne and Williams, 2013). En effet, chez ces
patients, le nombre de LT régulateurs circulants est augmenté durant les phases de rémission et
diminué lors des périodes de récidive. A noter que c’est dans les zones inflammatoires de la
muqueuse que I’on observe le plus ces populations régulatrices (Maul et al., 2005). Les activités
immunosuppressives des Treg semblent intactes dans les modéles expérimentaux de MICI. Ce
serait les LT colitogéniques qui seraient résistant aux activités immunosuppressives (Fantini et
al., 2009). Toutefois, I’administration de LT régulateurs CD4+CD25+FOXp3+ en phase active
du processus inflammatoire a pu réduire les symptomes et restaurer une architecture intestinale

physiologique (Mottet et al., 2003).
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Figure 17 : Representation simplifiée des altérations dans les segments digestifs atteint de
patient Crohn. Crée sur biorender.com a partir de Baumgart et Sandborn (Baumgart and
Sandborn, 2012).
d. Alteration des réseaux nerveux

Au cours des années 1990, 1’étude du SNE de patients atteints par la MC a révélé des altérations
parfois contradictoires. Cependant, les analyses s’accordent pour rapporter des altérations
morphologiques, le plus fréquemment une hypertrophie et une hyperplasie des cellules neurales
entériques, une altération dans 1’architecture des plexus, et une modification de 1’expression
des marqueurs gliaux et neuronaux. Ces altérations ont été observées dans des populations
neurales des zones inflammées prélevées au cours des phases actives de la maladie. Des
données plus récentes rapportent la persistance de ces altérations et de leurs conséquences
fonctionnelles, notamment motrices, au cours des périodes asymptomatiques de rémission

(Mawe et al., 2009; Brierley and Linden, 2014; Mawe, 2015).
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Concernant les neurones entériques, les études ont rapporté des altérations du codage
neurochimique notamment dans 1’expression du neurotransmetteur VIP (Belai et al., 1997;
Geboes and Collins, 1998; Sjolund et al., 1983; Schneider et al., 2001), ainsi que des processus
de neurodégénération (Dvorak et al., 1980; Stead, 1992; Boyer et al., 2005) et de neurogéneése
(Steinhoff et al., 1988; Brewer et al., 1990).

D’autres études ont suggéré une sensibilité a I’inflammation digestive en fonction de la densité
nerveuse initiale. Les auteurs ont réalisé une étude comparative sur des souris transgéniques
NSE-noggin qui générent en surnombre les neurones entériques (2 hauteur de 150%) aux souris
Hand2+/- qui possédent moins de neurones (environ 60%). Aprés avoir induit une colite
chimique au TNBS, la survie, les symptomes, le score histologique, 1’expression de géne pro-
inflammatoires et les niveaux d’activit¢ des neutrophiles ont été comparés. Les souris
présentant un surnombre de neurones entériques développent une colite plus sévere
comparativement aux souris sauvages. Inversement, les souris qui ont déficit en neurones

développent une colite moins sévére (D’ Autréaux et al., 2011; Margolis et al., 2011).

Concernant les CGE, le changement le plus fréquemment rapporté est 1’augmentation de
I’expression de la protéine GFAP dans les zones inflammatoires des segments inflammeés (von
Boyen et al., 2011). L’expression de la protéine S100p dans les plexus sous-muqueux et
myentérique est également plus importante dans les régions inflammées en comparaison des
zones non lésées (Villanacci et al., 2008). De plus, I’analyse des surnageants de biopsies
coliques a rapporté¢ une surproduction de GDNF dans les zones lésées et un niveau non
détectable dans les zones saines (von Boyen et al., 2011). Par ailleurs, le profil lipidomique des
CGE de patients atteints de MC est altéré et leurs CGE sont moins efficaces pour réguler la
perméabilité intestinale (Coquenlorge et al., 2014; Pochard et al., 2016, 2018). Enfin, d’autres
études ont mis en évidence une expression des molécules du CMH-II par les CGE de patients
atteints de MC (Koretz et al., 1987; Geboes et al., 1992), suggérant un rdle de la glie entérique
comme cellules présentatrices d’antigénes sans pour autant identifier un mécanisme de

présentation antigénique actif.
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5. Thérapies & innovations thérapeutiques
A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif de la MC. Les thérapies proposées sont des prises
en charges symptomatiques limitant I’activité inflammatoire afin de réduire la destruction de la

paroi intestinale et le recours a la chirurgie.

a. Suivi clinique

Le suivi des patients se fait a I’aide d’un indice d’activité¢ de la maladie, le CDAI ou Crohn
Disease Activity Index. Ce score est établi par le gastoentérologue en fonction du ressenti
général des patients, de la présence/absence de masse a la palpation de I’abdomen, des
variations de poids et de la fréquence/consistance des selles. L’activité de la maladie est alors
classée en « faible/inactive » « modérée » ou « sévere » permettant d’ajuster la stratégie
thérapeutique mais également de mesurer objectivement la réponse au traitement (Roda et al.,
2020). Cette évaluation clinique est complétée par une évaluation des lésions de la muqueuse
par endoscopie qui sont classifiées selon le score de Léman. C’est un indicateur objectif fiable
qui permet d’affiner la prise en charge et le suivi thérapeutique (Pariente et al., 2011; Fiorino
etal., 2016).

Il me semble important de noter que les symptomes ressentis par le patient ainsi que 1’auto-
¢valuation de la qualité de vie peuvent parfois étre différents des conclusions cliniques objectifs

du médecin (Torres et al., 2017).

b. Stratégies thérapeutiques actuelles et innovations
Actuellement, 1’objectif thérapeutique pour la MC est de maintenir une rémission clinique et
endoscopique sans stéroide tout en limitant le risque de complications associées aux
interventions chirurgicales. Concrétement, 1’objectif est d’améliorer la qualité¢ de vie des
patients en limitant les chirurgies. Si le processus inflammatoire chronique est le résultat
d’altérations multiples et complexes de nombreuses cellules, les stratégies thérapeutiques se
sont développées autour du contrdle des fonctions immunitaires. En paralléle, certains auteurs
ont récemment remis en avant I’intérét de développer des stratégies protectrices du SNE afin
d‘enrichir I’arsenal thérapeutique insuffisant au regard de la persistance des nombreux recours

chirurgicaux (Stavely et al., 2020).

Selon le consensus européen ECCO de 2017, la prise en charge thérapeutique doit prendre en
compte la localisation des I¢€sions, le phénotype de la maladie et la sévérité des symptomes. En
premicre ligne, ce sont des immunosuppresseurs de type thiopurines ou méthotrexate qui sont

proposés, puis en second recours, des anticorps anti-TNFa.
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Les anti-TNFa représentent I’avancée la plus significative dans la prise en charge des patients
durant ces derniéres années. Sur le marché européen, il existe trois anticorps distincts,
I’infliximab, 1’adalimumab et le certolizumab pegol. Ils sont communément utilisés seul ou en
combinaison avec un immunosuppresseur (Colombel et al., 2010; Dulai et al., 2014; Gomollén
et al., 2017). En parallele, les patients utilisent de plus en plus des alternatives non
médicamenteuse complémentaires, principalement sur la base de régime alimentaire végétalisé
ou sans gluten, de méditation et/ou de yoga (Torres et al., 2019). Ces thérapies alternatives ont
notamment des effets bénéfiques pour la gestion du stress, de 1’anxiété (Oligschlaeger et al.,
2019) et pourrait faciliter la communication neuro-immunitaire de 1’axe « intestin-cerveau »

(Bonaz and Bernstein, 2013).

L’inhibition du recrutement général des lymphocytes par blocage LFA-1/ICAM-1 a également
été testée comme piste thérapeutique. Les résultats issus de modéles animaux ont été
contradictoires (Hamamoto et al., 1999; Soriano et al., 2000; Burns et al., 2001), mais un essai
clinique bas¢ sur I’administration d’un oligonucléotide anti-sens inhibant la production
d’ICAM-1 a été autorisé. Malgré une premiere évaluation de phase II encourageant (Yacyshyn
etal., 1998), les évaluations ultérieures sur un plus grands nombre de patients n’ont pas rapporté
d’efficacité de I’oligonucléotide en comparaison du placebo (Schreiber et al., 2001; Yacyshyn

et al., 2002, 2007).

Deux innovations thérapeutiques récemment mises sur le marché européen se sont ajoutées a
I’arsenal meédicamenteux. Les anticorps dirigés contre 1’intégrine a4p7 (vedolizumamb)
bloquent le recrutement lymphocytaire dans la paroi digestive sans interférer avec le
recrutement des LT circulants, ce qui permet de limiter les effets secondaires (Sandborn et al.,
2013). Plus récemment approuvés, les anticorps anti-IL-12 et anti-IL-23 inhibent ’action de
ces cytokines impliquées dans la différenciation de cellules aux profils impliqués dans la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires néfastes (Sandborn et al., 2012; Sands et al., 2017,

Feagan et al., 2017).

Encore au stade d’essais cliniques, les injections d’anticorps anti NKG2D, qui bloquent la
liaison aux récepteurs NKG2D exprimés par les ILC et les LT, semblent prometteur car ils
induisent une rémission a long terme chez les patients (apres douze semaines, mais sans effet a
quatre semaines) (Allez et al., 2017). Encore au stade de développement préclinique, certains
auteurs cherchent a prévenir I’apparition des MICI en explorant la piste vaccinale (Basso et al.,

2018).
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c. Prévention de la récidive post-opératoire : intérét des plexites entériques
Grace a ces avancées thérapeutiques, le risque de chirurgie a 1égérement diminué durant ces
dernieres décennies. Cependant, le recours chirurgical reste inéluctable pour la majorité des
patients. Selon les études les chiffres varient et on estime a 30% les interventions chirurgicales
dans les cinq ans post-diagnostic, jusqu’a 50% dans les dix ans, et entre 60-80% dans les vingt
ans (Peyrin-Biroulet et al., 2010; Thia et al., 2010; Frolkis et al., 2013). Ces chiffres ne sont
guére encourageants surtout que les récidives post-opératoires sont fréquentes (Feuerstein and
Cheifetz, 2017). En effet, selon une étude publiée en 1990, 20% des patients présentent une
récidive clinique des la premicre année post-chirurgie (Rutgeerts et al., 1990). Un chiffre
similaire (18%) a été rapporté lors d’une étude effectuée entre 1998 et 2013 (de Buck van
Overstraeten et al., 2017). Des études publiées en 2012 et 2017 ont rapporté¢ une récidive
clinique dans les cinq ans pour 50% des patients opérés (Baumgart and Sandborn, 2012;
Gionchetti et al., 2017) et une récidive chirurgicale dans les dix ans pour 20 % des patients
apres une premiere intervention (de Buck van Overstraeten et al., 2017). Enfin, si I’on prend en
compte tous les types de récidives (clinique, endoscopique, chirurgicale), on estime entre 28%
et 45% le risque de récidive a cinq ans, et entre 36% et 61% a dix ans (Ryan et al., 2019). A ce
jour, PECCO recommande un suivi endoscopique des patients a 6 et 12 mois post-chirurgie
afin que le gastroentérologue puisse conseiller ou non une reprise thérapeutique adaptée
(Feuerstein and Cheifetz, 2017). Pour améliorer ce suivi et prévenir la récidive, 1’identification
et ’utilisation de marqueurs prédictifs objectifs et précis sont essentielles. Certains paramétres
comme 1’age du patient, la durée de la maladie, le type de chirurgie pratiquée ou les niveaux
d’IL-6 dans la muqueuse iléale, ont ét¢ mentionnés dans la littérature mais les résultats sont
contradictoires (Yamamoto et al., 2004; Gklavas et al., 2017; Gionchetti et al., 2017). Selon le
dernier consensus, sont actuellement considérées comme prédictif de la récidive post-
opératoire, la consommation active de tabac, la présence d’un phénotype perforant, des 1ésions
périanales, la nécessité du recours a une résection supérieure a 50 cm, la présence de granulomes
mais également la détection de plexites myentériques en marge proximale de la résection

(Gionchetti et al., 2017).
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Les plexites, ou ganglionites, correspondent a une inflammation du ou des plexus. D’un point
de vue histologique, la plexite se caractérise par la présence d’au moins une cellule immunitaire
a proximité ou au sein d’un ganglion nerveux et/ou sur les fibres inter-ganglionnaires (Figure
18). Dans la paroi intestinale, I’infiltration peut se produire dans le plexus sous-muqueux et/ou
dans le plexus myentérique. Ces infiltrats immunitaires, appelés plexites sous-muqueux ou
myentériques, sont hétérogenes et principalement composés d’¢osinophiles, de mastocytes, de
plasmocytes et de lymphocytes T (Ferrante et al., 2006; Sokol et al., 2009; Bressenot and
Peyrin-Biroulet, 2015; Decousus et al., 2016; Lemmens et al., 2017; Milassin et al., 2017). Par
ailleurs, il est a noter que les plexites entériques, notamment myentériques, sont fréquents chez
les patients Crohn. Selon les études, des plexites ont été détectés chez 26% (Sokol et al., 2009),
70-75 % (Ferrante et al., 2006; Misteli et al., 2015) et jusqu’a 88-91% (Decousus et al., 2016;

Villanacci et al., 2008) a partir de résections proximales de patients atteints par la MC.

Figure 18 : Mis en évidence de plexites myentériques (téte de fleche) chez un patient atteint de
la MC a l’aide de marquages immunohistochimiques dirigés contre les LT (CD3), les corps
cellulaire neuronnaux (Hu) et les CGE (S100p).
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La présence de ces infiltrats immuns a proximité de cellules neurales a notamment été rapporté
dans la maladie de Crohn par Dvorak et al., dés 1980 (Dvorak et al., 1980). Leur intérét comme
marqueur prédictif a été révélé en 2006 par une étude de Ferrante démontrant une corrélation
entre la récidive endoscopique et la présence de plexites myentériques au niveau de la marge
proximale des résections intestinales. En effet, dans leur étude, 75% des patients présentant des
plexites myentériques subissent une récidive endoscopique douze mois aprés 1’intervention
chirurgicale, alors que seul 41% des patients sans plexites détecté¢ récidive (Ferrante et al.,
2006). Une corrélation entre la sévérité des l€sions endoscopique, le nombre de ganglions
infiltrés et le nombre de cellules immunes détectées, a été observée et selon Ferrante et al., les
ganglions nerveux entériques pourraient étre une voie de dissémination des cellules immunes
des zones inflammatoires vers les zones saines. A noter que le type de traitement thérapeutique
(corticostéroide ou mesalamine) avant la chirurgie ne semble pas influencer I’apparition de
plexites entériques (Ferrante et al., 2006) mais il serait intéressant d’évaluer I’impact des

nouvelles biothérapies, notamment des anticorps anti-a4f7, sur leur formation.

Certaines études qui n’ont pas trouvé de corrélation entre la présence de plexites myentériques
et la récidive post-opératoire, ont établi une corrélation entre la présence de plexites sous-
muqueux et une récidive post-opératoire (Sokol et al., 2009; Bressenot and Peyrin-Biroulet,
2015; Lemmens et al., 2017). C’est le cas de 1’é¢tude de Sokol et al., dans laquelle le risque de
récidive clinique est associé a la présence de plus de trois mastocytes dans le plexus sous-
muqueux. Dans cette étude, ce sont principalement des mastocytes, cellules de I’'immunité
innée, qui infiltrent des ganglions sous-muqueux (80%), alors que dans les ganglions
myentériques, les cellules immunes infiltrantes sont en majorité des lymphocytes (70%). Ces
proportions sont celles retrouvées dans 1’étude francaise de Decousus et al., dans I’étude
princeps de Ferrante et al., et dans les travaux de Lemmens et al., (Ferrante et al., 2006; Sokol
et al., 2009; Decousus et al., 2016; Lemmens et al., 2017). Ces résultats suggerent des

mécanismes de recrutement des cellules immunes spécifiques du type de plexus entériques.
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-aire M

Figure 19 : Résumé des études sur la valeur prédictive des plexites entériques en marge
proximale dans la maladie de Croh. SM : Sous-Muqueux ; M : Myentérique.

Ainsi, la présence de plexites entériques en marge proximale des résections intestinales est un
indicateur de récidive post-opératoire précoce. Leur détection pourrait aider au suivi et a la prise
en charge thérapeutique adaptée pour les patients a risque, mais a ce jour, ce critére est en
pratique encore peu utilis¢ (Roda et al., 2020). Afin d’optimiser 1’utilisation des plexites
entériques dans la prévention des récidives post-opératoire, et plus largement de mieux
comprendre ces plexites, il est nécessaire d’en déchiffrer les mécanismes de formations. Quelles
cellules nerveuses sont impliquées ? Quelles conditions favorisent I’infiltration immunitaire ?
Quelles molécules sont impliquées ? Quels sont les roles de ces communications, a priori
anormales, dans la physiopathologie de la maladie de Crohn ? Quels impacts sur les cellules
nerveuses ? Et sur les cellules immunitaires ? Peut-on inhiber ces interactions et identifier de

nouvelles cibles thérapeutiques ?
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Contexte & Objectifs du projet de these

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique de l'intestin qui impact la qualité
de vie des patients et qui nécéssite des interventions chirurgicales (Torres et al., 2017; Roda et
al., 2020). Actuellement incurable, cette pathologie est associée a un recrutement et une activité
aberrante des cellules immunitaires dans la paroi du tractus gastro-intestinal. A ce propos, de
récentes publications ont mis en évidence I’importance des interactions entre certaines cellules
immunitaires et les cellules neurales entériques dans le maintien et la rupture de ’homéostasie
digestive (Muller et al., 2014; Ibiza et al., 2016; Grubisi¢ et al., 2020; Talbot et al., 2020). Par
ailleurs, linfiltration de cellules immunitaires a la périphérie et/ou au sein des ganglions
nerveux et/ou des fibres inter-ganglionnaires (plexites entériques) est, a présent, reconnue
comme un facteur prédictif de récidive post-opératoire (Ferrante et al., 2006; Sokol et al., 2009;
Vaughn and Moss, 2014; Decousus et al., 2016; Gionchetti et al., 2017; Lemmens et al., 2017;
Ryan et al., 2019). Cette observation est d'autant plus importante que les taux de récidives post-
opératoires sont fréquents estimés entre 28 et 45% seulement 5 ans aprés la premiere
intervention (Thia et al., 2010; Feuerstein and Cheifetz, 2017). Les causes et les conséquences
du développement des plexites entériques ne sont a ce jour pas connues mais leur observation
en plus grand nombre chez les patients Crohn, suggere un role de ces infiltrats immunitaires
dans la physiopathologie de cette maladie. C’est pourquoi une meilleure connaissance des
plexites entériques, notamment de leur formation, pourrait permettre de comprendre certains
des mécanismes a 'origine des récidives post-opératoires. Aussi avons-nous entrepris d'étudier
les interactions entre les lymphocytes T et les cellules neurales entériques a partir de résections
intestinales de patients Crohn mais également en co-cultures ainsi que dans un modéle murin

de colite chronique spontané¢e. L’étude avait pour ambition :

X/

¢ De caractériser les cellules neurales en étroite proximité avec les lymphocytes T dans
les plexites myentériques de patients Crohn.

¢ D'étudier I'adhésion des cellules T dans des cultures primaires mixtes de SNE.

¢ De déterminer les facteurs favorisant I'adhésion des lymphocytes T aux cellules
neurales entériques, et en particulier, les cellules gliales entériques.

¢ D’identifier le/les acteurs moléculaires impliqués dans les interactions glio-
lymphocytaires.

% De tester 'impact de ce/ces acteurs moléculaires sur le développement de colite et la

formation de plexites entériques dans un modele murin de colite chronique spontanée.
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Résultats

Article 1:

T cells show preferential adhesion to enteric neural cells in culture and
are close to neural cells in the myenteric ganglia of Crohn’s patients.

https://doi.org/10.1016/1.jneuroim.2020.577422
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Résumé de P’article 1 :

La maladie de Crohn est une pathologie idiopathique incurable associée a une inflammation
chronique transmurale d’un ou plusieurs segments du tractus gastro-intestinal. Malgré les
récentes innovations thérapeutiques, le déréglement des réponses immunitaires conduit a une
destruction progressive de la paroi digestive. Ces complications nécessitent une résection
chirurgicale des segments intestinaux affectés et les récidives post-opératoires sont fréquentes
(Thia et al., 2010; Peyrin-Biroulet et al., 2010; Frolkis et al., 2013; Feuerstein and Cheifetz,
2017; Gionchetti et al., 2017). Face a ce constat alarmant, il était nécessaire d’identifier des
marqueurs prédictifs de la récidive post-opératoire afin d'optimiser la prise en charge
personnalisée des patients. Décrit depuis des décennies (Dvorak and Silen, 1985; Geboes and
Collins, 1998), la présence de plexites entériques en marge proximale de résections intestinales
a récemment €té reconnue comme un marqueur prédictif de récidive endoscopique, clinique et
chirurgicale post-opératoire pour les patients atteints de la maladie de Crohn (Ferrante et al.,
2006; Sokol et al., 2009; Decousus et al., 2016; Gionchetti et al., 2017; Lemmens et al., 2017;
Ryan et al., 2019).

Les précédentes études sur les plexites entériques €taient essentiellement basées sur des
marquages histologiques montrant un infiltrat hétérogéne de cellules immunitaires, a dominante
lymphocytaire dans les plexus myentériques (Ferrante et al., 2006; Sokol et al., 2009; Bressenot
and Peyrin-Biroulet, 2015; Decousus et al., 2016). Face au manque d'informations concernant
les cellules neurales a proximité de l'infiltrat immunitaire, nous avons entrepris d'étudier
l'adhésion des lymphocytes T dans des cultures primaires mixtes de systéme nerveux entériques
de rat, et de caractériser par immunohistochimie, les cellules neurales & proximité des

lymphocytes T dans les plexus entériques de patients Crohn.

Les observations par vidéomicroscopie ont montré qu'en co-culture, une partie des LT adherent
activement aux cellules neurales dans des cultures primaires mixtes de SNE. En effet, certains
émettent de fagon dynamique des extensions cytoplasmiques quand d’autres pénétrent
littéralement sous la culture. Les marquages immunohistochimiques ont rapporté 1’adhésion
préférentielle des LT non activés aux neurones PGP9.5+ et aux cellules gliales S100p+ dans les
cultures primaires ou sont présents des neurones entériques, des CGE et un vaste tapis de
cellules musculaires lisses. De plus, I’activation des lymphocytes T avait pour effet de stimuler

leur adhésion a I’ensemble de cellules présentes dans la culture primaire mixte de SNE.
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Enfin, des analyses par immunohistochimie de résections intestinales proximales ont révélé une
proximité entre des LT CD3+ avec des neurones entériques Hu+ et des CGE S100p+ dans les
plexus myentériques de patients Crohn. Une étude quantitative a par ailleurs, révélé que seules
les cellules LT CD3+ en étroite proximité avec les CGE S100p+ étaient en nombre supérieur

dans les ganglions myentériques des patients Crohn en comparaison des patients controles.
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ABSTRACT

Plexitis in the proximal margin of intestinal resections are associated with post-operative recurrence of Crohn's
disease. To understand their formation, in vitro analyzes were performed. T cells adhered preferentially to neuron
and glial cells in mixed primary cultures of enteric nervous system and T cell activation increased their adhesion
capacity. Higher number of T lymphocytes in close proximity to enteric glial cells was also observed in the
myenteric ganglia of Crohn's patients as compared to control. These data show that close proximity between
lymphocytes and enteric neural cells exists and may contribute to the formation of plexitis.

1. Introduction

The enteric nervous system (ENS) is the intrinsic nervous system
contained within the gastrointestinal tract. Composed of enteric neu-
rons and glial cells (EGC), the ENS is organized into two major gang-
lionated plexi, the submucosal and the myenteric plexus. It is well es-
tablished that enteric neurons and EGC are major regulators of motor
and barrier functions (Bush et al., 1998; Furness, 2012; Neunlist et al.,
2013; Rao et al., 2017). Much less is known about their active im-
plication in the regulation of the gastrointestinal immune functions.

Close proximity of immune cells like plasma cells, macrophages,
mast cells, eosinophils or T lymphocytes to nerve structures has been
reported in patients with Crohn's disease since decades (Dvorak et al.,
1980; Dvorak and Silen, 1985; Geboes et al., 1992). Mast cells and
macrophages were also observed in apposition to nerve in the enteric
plexus of non-lesioned animals (Newson et al., 1983; De Schepper et al.,
2018) and early accumulation of T cells was observed in enteric ganglia
in animal models of colitis (Pontell et al., 2009). Whether the enteric
neural cells have an active role in the invasion of intestinal nerve
structures by the immune cells remains to decipher but it has been
shown that enteric neurons and glial cells can secrete neurotrophic
factors, neuropeptides and neurotransmitters to which immune cells are
sensitive (Margolis and Gershon, 2016; Yoo and Mazmanian, 2017).

Importantly, the secretion of GDNF by EGC was shown to regulate a
subpopulation of innate lymphoid cells (ILC3) that reduces the sus-
ceptibility of mice to develop colitis (Ibiza et al., 2016). Other studies
suggest that the ENS can also be a major source of cytokines or che-
mokines that could contribute to intestinal inflammation either directly
or by modulating immune cell functions and phenotypes (Riihl et al.,
2001; Tixier et al., 2005; Coquenlorge et al., 2014). Altogether, these
observations emphasize the need of better characterizing and studying
the neuro-immune interactions during intestinal inflammation, and in
particular in inflammatory bowel diseases (IBD).

IBD are chronic inflammatory bowel diseases encompassing ul-
cerative colitis and Crohn's disease (Wallace et al., 2014). They are
characterized by phases of relapse-remission, and due to severe com-
plications such as fistulae, ulcer and obstruction, most patients undergo
one or several surgeries through their life (Thia et al., 2010; Frolkis
et al., 2013). To optimize their medical treatment and limit recurrence,
predictive markers of post-operative recurrence are currently under
investigation. As several studies have identified the presence of plexitis
in the proximal margin of intestinal resections as a powerful tool to
predict recurrence (Ryan et al., 2019), the accumulation of immune
cells in and around the nerve enteric ganglia or bundle, has been re-
cognized as a marker of post-operative recurrence in case of Crohn's
disease (Gionchetti et al., 2017). Attempts to characterize the plexitis
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describe the presence of mast cells, eosinophils and T lymphocytes in-
filtrating the submucosal and/or myenteric plexus (Bressenot et al.,
2013; Decousus et al., 2016; Ferrante et al., 2006; Lemmens et al.,
2017; Milassin et al., 2017; Misteli et al., 2015; Sokol et al., 2009).
However, little is known about the enteric neural cells involved in
plexitis. Therefore, we explored the capacity of T lymphocytes to in-
teract with enteric glial cells and neurons in vitro and in vivo.

2. Methods
2.1. Animals

Three-month-old and E15 pregnant female Sprague-Dawley rats
(Janvier Laboratories, Le Genest-St-Isle, Fr) were housed in a 12-h
light/dark cycle with ad libitum access to food and water. The experi-
ments were carried out in strict accordance with the recommendations
of the Animal Care and Use Committee of Nantes (France). Animals
were anesthetized with isoflurane and sacrificed by cervical dislocation.

2.2. Preparation and staining of T lymphocytes

For each independent experiment, the T lymphocytes were purified
from the spleen of one rat as previously described (Bonnamain et al.,
2012). Briefly, the splenocytes were collected from the spleen by fil-
tration through 100 um nylon mesh filter, followed by the depletion of
red blood cells. Then, splenocytes were counted and T cells were pur-
ified by negative sorting using anti-NKR-P1A (0.7 pg/mL, Thermo
Fisher (TF), Waltham, US), anti-CD45RC (1 pg/mL, BD Biosciences
(BD), San Jose, CA, US) and anti-CD11b/c (0.5 pg/mL, BD) antibodies
associated with anti-mouse IgG coated Dynabeads (TF). T lymphocytes
were cultivated in complete RPMI medium composed of RPMI 1640
(TF) supplemented with 10% inactivated fetal calf serum (FCS ;
Eurobio, Paris, Fr), 2 mM r-glutamine (TF), 1% non-essential amino
acids (TF), 1 mM HEPES buffer (TF), 1 mM sodium pyruvate (TF),
100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin (TF). Activation of T
lymphocytes was performed by incubating the cells for three days in
wells pre-coated with anti-CD3 antibodies (1 pg/mL, BD) in complete
RPMI medium supplemented with anti-CD28 antibodies (2.5 pg/mL,
BD) and 1 pM of 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich (SA), St-Louis, US).

Before the co-cultures, T lymphocytes were counted and labeled
with carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE, TF) according to the
manufacturer's protocol. After 5 min of incubation with 5 uM of CFSE at
RT, the reaction was stopped by adding FCS, and the cells were washed
two times with RMPI. For the time-lapse experiments, T cells were la-
beled with Hoechst-33342 (TF) prior their addition to the cultures of
ENS cells. The staining was performed by incubating the T cells with
1 pg/mL of Hoechst-33342 during 30 min at 37 °C, followed by two
washes with RPML.

2.3. Mixed primary cultures of enteric nervous system

Primary ENS cultures were prepared from E15 rat embryos as re-
ported previously (Chevalier et al., 2008). Briefly, the intestines were
isolated, minced with scissors and digested for 15 min at 37 °C with
0.1% (w/vol) trypsin (SA) in —DMEM-F12 (1:1) (TF). FCS (10%) and
0.01% (w/vol) of DNase (SA) was added. After 10 min of incubation at
37 °C, the cells were isolated by mechanical dissociation and seeded at
2.4 x 10° cells per cm? on gelatin pre-coated plates in DMEM-F12 (1:1)
supplemented with 10% FCS, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL strep-
tomycin. The FCS-supplemented medium was then replaced by a serum-
free medium composed of DMEM-F12 (1:1) supplemented with 1% of
N2 (TF), 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin. Half of the
supernatant was replaced twice per week. Cells were used for the co-
culture experiments after twelve days of culture.
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2.4. Co-cultures

Activated or non-activated CFSE-labeled T lymphocytes (30,000 per
well in 48-well plate) were added to the primary ENS cultures and in-
cubated for two hours at 37 °C. The supernatant was gently removed.
The plates were then carefully washed five times with warmed medium
to eliminate the floating cells, fixed by 4% paraformaldehyde in PBS
(vol/vol, ROTH Sochiel E.U.R.L, Lauterbourg, Fr) for 10 min and stored
in PBS-azide at 4 °C until use.

2.5. Immunocytochemistry

Fixed co-cocultures were incubated for 2 h at room temperature
(RT) in PBS supplemented with 5% (vol/vol) horse serum (TF) and
0.1% (vol/vol) triton X-100 (SA). Cells were then stained with mouse
IgG2a anti-SMA (1/500, Abcam, Paris, Fr), mouse IgG2b anti-HuC/D
(1/500, TF), mouse anti-PGP9.5 (1/1000, TF) or rabbit anti-S1008 (1/
1000, Dako Agilent, Santa Clara, US) antibodies in PBS supplemented
with 5% horse serum. After 12 h at 4 °C, the cells were washed and
incubated for 2 h at RT with conjugated goat anti-mouse IgG (1/500,
Jackson ImmunoResearch, JIR, Baltimore, US), goat anti-mouse IgG2a
(1/500, JIR), goat anti-mouse IgG2b (1/500, JIR) and goat anti-Rabbit
IgG (1/500, JIR). Nuclei were stained with DAPI (1 pug/mL, SA).

Micrographs were taken using confocal microscope Nikon Al RSi
(Nikon SAS, Champigny sur Marne, Fr) or IN Cell Analyzer 2200° (GE
Healthcare, Velizy-Villacoublay, Fr).

The surface covered by the enteric neurons and glial cells was es-
timated automatically by the Developper Toolbox software (GE
Healthcare Lifesciences) based on the intensity of PGP9.5 and S100(3
staining, respectively. As neuronal and glial staining often overlap, the
total neural cell surface was calculated as followed: (surface covered by
PGP9.5" staining + surface covered by S100B* staining) — (surface
covered by both PGP9.5% and S100B* staining).

2.6. Immunohistochemistry

Transmural paraffin sections (5 pym) were prepared from the prox-
imal margin of ileocolonic resections of patients with Crohn's disease
(n = 10) or control (n = 5) (Anatomical pathology department, CHU of
Nantes, France). For control patients, sections were performed away
from the tumor tissue. Sections were deparaffined by incubating the
slides in two successive baths of xylene (2 X 7 min), then in three
successive baths of ethanol (100% - 5 min, 95% - 4 min, 70% - 3 min).
After two baths of distilled water (2 X 2 min), sections were incubated
in antigen retrieval solution (10 mM Trizma base, 1 mM EDTA, pH 9)
during 90 s at 110 °C in a deckloaking chamber (DC2012-220 V, Biocare
Medical). The sections were washed three times for one hour in the
antigen blocking solution (Dako) before their incubation during 12 h at
4 °C with mouse anti-CD3 (1/100, Dako Agilent) associated with rabbit
anti-HuD (1/500, Santa Cruz Biotechnology, Texas, US) or rabbit anti-
S1003 (1/1000, Dako Agilent) diluted in the Dako diluent (Dako
Agilent). After several washes, the sections were incubated for one hour
with Cy5-conjugated anti-mouse IgG (1/500, Invitrogen) and Cy3-
conjugated anti-rabbit IgG (1/500, JIR) at RT and washed. The sections
were then counterstained with DAPI, mounted in Prolong (TF) and
viewed under a Zeiss AxioZoom.V16 fluorescent microscope with
Apotome structured illumination module for optical sectioning (Zeiss,
Oberkochen, D).

2.7. Cell counting

2.7.1. Co-cultures of rat T cells and enteric neural cells

T cells in close proximity (no black pixel between the different
staining and/or on the top of PGP-9.5* or S100B™* cells) were counted
on the micrographs (pixel size: 0.324 pm) taken by the In Cell Analyzer.
Each experiment was performed on independent cultures of ENS and T
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cells. For each independent experiment, each condition was replicated
in three wells and a minimum of 200 T cells was analyzed per well. The
median values of the triplicate of independent experiments (n) were
used to perform the statistical analyses.

2.7.2. Human transmural sections

The CD3* T cells observed in close proximity or on the top of Hu™
or S100B™ cells were counted on micrographs (pixel size: 0.413 pm)
taken by the Axio Zoom.V16® (Zeiss, Oberkochen, D). The whole in-
terface between circular and longitudinal muscle cell layers was vi-
sualized, and images were taken when stained ENS cells were observed.
The number of T cells in close proximity with enteric neurons or EGC
was then expressed in mean number of T cells per ganglia or per cells,
respectively.

2.8. Time-lapse

To analyze the dynamic interactions between T lymphocytes and
neural cells, activated T cells were labeled with CFSE or Hoechst-33342
and added (30,000 T cells/well) to ENS primary cultures. Then, the co-
cultures were (1) immediately analyzed by time-lapse for two hours
(n = 3), or (2) incubated for forty minutes, carefully washed four times
to remove the non-adherent cells and then analyzed by time-lapse for
eighty minutes (giving a total of two hours of co-cultures) (n = 3).
Time-lapse recording (one image/min) was performed at 37 °C under
4% CO2 using the In Cell 2200° Analyzer. Three fields per well were
recorded in three wells for each independent experiment and analyzed.

2.9. Statistics

Results were presented as mean +/— standard error of the mean
(SEM) and analyzed with the non-parametric Mann-Whitney 2-sided U
test using GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, US). *,
p < 0.05 %%, p < 0.01.

3. Results

3.1. T cells are in close proximity to enteric neurons and EGC in mixed
primary cultures of ENS

To analyze the interactions between enteric neural cells and T
lymphocytes, mixed primary cultures of ENS were cultured for 12 days
and activated T cells were added to the ENS cultures. Dynamic of the
cell interactions was analyzed by time-lapse. After the addition of ac-
tivated T cells to the ENS cultures, bright-field images were im-
mediately captured every minute for two hours. In the movies, we
observed that after sedimentation, T cells did not move far from their
original position during the two hours of co-cultures, but part of them
extend cytoplasmic processes on the underlying cell layer (Movie 1).
Interestingly, active “scanning-like” behavior was observed with
sometimes apparent attempt to penetrate into the ENS cell layer (movie
2). To show that T cells adhere to ENS cultures, a second set of ex-
periments was performed in which activated T cells stained with
Hoechst were co-cultivated for 40 min with ENS cultures before four
careful washes. Then, the co-cultures were analyzed by time-lapse for
80 min. A lower amount of T cells was observed in these co-cultures,
but their behavior was similar presenting a “scanning-like” movement
rather than an “on/off” adhesion (movie 3).

To characterize these cultures, triple immunocytochemistry was
performed using antibodies against S100f (EGC), HuC/D (neurons) and
SMA (smooth muscle cells). As illustrated in the Figs. 1A-D, the entire
surface of the wells was covered by a layer of SMA-positive cells. On the
top of this layer, ganglia of Hu-positive cells surrounded by S100-po-
sitive cells were clearly observed. Analyzes by confocal microscopy
showed that the neurons were positioned on the top of EGC and muscle
cell layers (Fig. 1E). These cultures were used to determine whether T
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lymphocytes were able to interact with enteric neural cells. For this
purpose, rat T lymphocytes were stained with CFSE and added to the
mixed primary cultures of ENS. After two hours of co-culture, CFSE-
positive cells were found to be adherent to the ENS cell layers. To
analyze these interactions, the supernatants were removed and the
cultures were carefully washed five times with warmed medium to
eliminate the floating cells. The cultures were then fixed and double
immunocytochemistry was performed with antibodies against PGP9.5
(neurons) and S100p (EGC). Microscopy analyzes revealed that nu-
merous adherent CFSE-positive cells are located in close proximity to
PGP9.5- and/or S100p-positive staining (Fig. 1F). Z-reconstruction of
confocal images confirmed the close proximity of T lymphocytes to
PGP9.5-positive neurites, S1003-positive cells or both in primary ENS
cultures (Fig. 1G-I).

3.2. Activation of T lymphocytes increases their capacity to adhere to the
ENS cultures

Activation of immune cells leads to rapid behavioral changes which
may modify their capacity to interact with the three types of cells
present in the mixed primary ENS culture. To evaluate this point, T
lymphocytes were activated or not with anti-CD3/anti-CD28 antibodies
for three days, next stained with CFSE and co-cultivated for two hours
with mixed primary ENS cultures. After the elimination of floating T
lymphocytes, the number of total adherent CFSE-positive cells was
counted. As shown in the Fig. 2A, the number of total adherent acti-
vated T lymphocytes per mm2 of culture was significantly increased by
2.28 fold compared to non-activated T lymphocytes indicating that T
cell activation increased their general capacity to adhere to mixed
primary ENS cultures. Since 30,000 non-activated or activated T cells
were added to the ENS cultures, the percentages of adherent T cells
after two hours of co-culture were 5.2% +/— 1.01 and 11.88% =+ 1.9,
respectively (Fig. 2B). To further explore the interactions of T lym-
phocytes with enteric neural cells, the co-cultures were immunostained
with antibodies against neural markers and the number of T lympho-
cytes in close proximity to PGP9.5- or S1003-positive cells was quan-
tified as described in the methods sections. The number of activated T
lymphocytes in close proximity to enteric neurons and glial cells was
2.4-fold higher than the number of non-activated T lymphocytes
(Fig. 2C).

No obvious sign of ENS degeneration was observed in the presence
of non-activated or activated T lymphocytes during time-lapse analyze
or in the immunostained co-cultures.

3.3. T lymphocytes preferentially adhere to enteric neural cells in mixed
primary cultures of ENS

In the mixed primary ENS cultures, adherent T lymphocytes were
often observed close to neural ganglia or interganglionic fibers.
Therefore, quantitative analyzes were performed to determine whether
T lymphocytes preferentially adhere to neurons and glial cells in cul-
tures composed of enteric neural cells and smooth muscle cells. They
revealed that 72.9% +/— 2.1 of non-activated T lymphocytes (Fig. 2D)
and 76.3% +/— 3.9 of activated T lymphocytes (Fig. 2E) were ob-
served in close proximity to PGP9.5- and/or S1003-positive cells (mean
+/— SEM). These percentages were all the more remarkable that the
area occupied by both neural cell types were less than 50% of the total
well surface. Indeed, PGP9.5- and S100p-positive cells occupied 26.8%
+/— 2.1 and 32.6% +/— 2.2 of the surface area, respectively, but the
total area covered by both neural cell types was estimated at only
46.5% +/— 2.9 due to neuron and EGC overlapping (Fig. 2F). These
data suggest privileged proximity of T lymphocytes with neural cells
and according to the statistical analyzes, T cell activation had no effect
on this preferential adhesion in mixed primary ENS cultures (p = 0.67).
To determine whether T lymphocytes preferentially interact with one
type of neural cells, we quantified the number of T cells in close
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Fig. 1. Characterization of mixed primary ENS cultures and visualization of T lymphocyte adhesion after two hours of co-culture. A-D: Primary cultures of rat ENS
stained by antibodies against SMA (red), Hu (green) and S100(3 (purple). E: Z-reconstruction of confocal micrographs of primary cultures of rat ENS after triple
immunostaining with Hu, S100p and SMA antibodies showing the cell organization in ganglia. F: Representative view of T lymphocyte adhesion after two hours with
mixed primary ENS cultures. Neural cells were stained with PGP9.5 (red) and S1003 (purple) while T lymphocytes were labeled with CFSE (green). G, H: Z-
reconstruction of confocal micrographs showing a close proximity of CFSE-labeled T cells (green) to PGP9.5+ neurons (G) or S1003 + EGC (H) (red). I: Z-
reconstruction of confocal micrographs showing a CFSE+ T cell (white) in close proximity to both PGP9.5+ neurons (red) and S1003 + EGC (green). Nuclei were
counterstained with DAPI (Blue). Confocal Z sectioning: 0.5 pm; size pixel: 0.14 pm. Scales bars A-D, F: 30 um; E, H: 10 ym and G, I: 15 pm. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

proximity only to PGP9.5, only with S1008 cells or with both cell types.
The results indicate that over 90% of the non-activated T lymphocytes
(91.3% +/— 1.03; Fig. 2G) and activated T lymphocytes (93.9% +/—
1.9; Fig. 2H) were in close proximity to both neurons and EGC.

3.4. T cells are in close proximity to both neurons and glial cells in the
myenteric ganglia of patients with Crohn's disease

Finally, investigations were carried out to determine whether T
lymphocytes can interact with EGC and enteric neurons in patients
during Crohn's disease. For this purpose, transmural paraffin sections
were prepared from the proximal margin of ileocolonic resections of
patients with Crohn's disease. Anti-CD3 immunohistochemistry

combined with hematoxylin-eosin staining showed that T cells were
present in and around the myenteric ganglia (Fig. 3A) as previously
reported. Serial sections were then stained with anti-CD3 combined
with anti-HuD or anti-S100p antibodies. Apotome imaging revealed the
presence of T cells in close proximity to EGC (Fig. 3B) and enteric
neurons (Fig. 3C) within the myenteric ganglia. In the submucosal
plexus, T cells were clearly present around the submucosal ganglia (less
than 20 pm) in all the patients, but close proximity of CD3 cells to
S100p3- or Hu-positive cells was rarely observed (Fig. 3D-E).

To quantify the T cells in close proximity to neurons and/or EGC in
the myenteric ganglia, the number of CD3 cells was determined in the
intestinal resections from ten patients with Crohn's disease and five
patients with colorectal cancer. The mean number of T cells in close



J. Pabois, et al.

A B
150+

N
o
Il

100+

a
o
1

% adherent cell CFSE
¢ 5 @

Nb cell CFSE/mm2

o
L

ActT D T

m—\
(=]
s 9

Nb cell CFSE/mm2
o 8 8 8
L*
Surface (% total) b Cel S
s 8 8
|
E ur
-
o) *
o

T ActT

100+
80 +
60 -
40 +
20+

Nb Cell CFSE (% total)

Nb Cell CFSE (% total)
e 888 38
L |
-] r
z
O
-]

0 -
Neurons

100+ 100+

60+ 60+
40~

20+ 20+

Neurons EGC Both Neurons

proximity to neurons was not significantly different in the myenteric
ganglia of patients with Crohn's disease or cancer (Fig. 3-G). However,
the mean number of T cells in close proximity with EGC per ganglia was
significantly higher in patients with Crohn's disease (3.9 = 0.89) as
compared to patients with cancer (1.35 = 0.12, p = 0.026) (Fig. 3-F).

4. Discussion

Accumulation of immune cells within and around the enteric ner-
vous plexus is observed in Crohn's disease and the presence of enteric
plexitis in the proximal margin of intestinal resection is a marker of
post-operative recurrence (Ferrante et al., 2006; Gionchetti et al.,
2017). The localization (submucosal or myenteric) and the type of
immune cells described in the enteric plexitis vary but T lymphocytes
are regularly observed (Bressenot et al., 2013; Decousus et al., 2016;
Ferrante et al., 2006; Lemmens et al., 2017; Milassin et al., 2017;
Misteli et al., 2015; Sokol et al., 2009). In contrast, nothing is known
about the enteric neural cells involved in plexitis and whether plexitis
play a role in Crohn's disease or are a mere epiphenomenon of T cell
infiltration within the gut during inflammation. In order to address
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Fig. 2. Quantitative analyze of non-activated (T) and
activated T lymphocyte (ActT) adhesion on primary
ENS cultures after two hours of co-culture. A:
Number of total adherent non-activated (T) or acti-
vated T lymphocytes (ActT) per mm? of cell culture.
B: Percentage of non-activated T lymphocytes (T) or
activated T lymphocytes (ActT) adherent to all cell
types in the ENS cultures after two hours of co-cul-
ture. The percentage is expressed relative to the
number of T cells added to the ENS cultures. C:
Number of non-activated (T) or activated T lym-
phocytes (ActT) in close proximity with S100B™
(EGC) or PGP9.5" (Neurons) cells per mm? of cul-
ture. D-E: Percentage of non-activated (D, n = 4) or
activated T lymphocytes (E, n = 5) in close proxi-
mity (Cp) or not (NCp) to EGC and/or neurons.
Percentage is expressed relative to the total number
of adherent T lymphocytes. F: Percentage of the
surface covered by PGP9.5" cells, S1003 ™ cells or
both (PGP9.5 + S100(3 — 100% overlay) in primary
ENS cultures (n = 8). G-H: Percentage of non-acti-
vated (F, n = 4) and activated T lymphocytes (G,
n = 5) in close proximity only with neurons
(PGP9.5™), only with EGC (S100B™) or with both
cell types (Both). Data were expressed as mean +/—
SEM. Statistics: Mann-Whitney U test; *, p < 0.05;
** p < 0.01.
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these issues, a first major step is to better characterize the nature of
plexitis and in particular, whether close proximity exists between en-
teric neural cells and T cells. In this general context, our study brings
novel insights by demonstrating that T lymphocytes are in close
proximity to S100B-positive EGC and Hu-positive enteric neurons in the
myenteric ganglia of patients with Crohn's disease. Such cell arrange-
ments could be also detected in tumor-free transmural sections of pa-
tients with cancer, but the number of T cells in close proximity to EGC
in the myenteric ganglia was significantly higher in patients with
Crohn's disease. In the present work, the number of T cells in close
proximity to enteric neurons was not significantly different in patients
with cancer or Crohn's disease, but such an observation should be
verified with a larger cohort of patients. T cells were also present
around the submucosal ganglia of patients with Crohn's disease but
close vicinity of T cells with neural cells in these ganglia was rare in the
analyzed sections.

In the present paper, we also demonstrate that T lymphocytes ad-
here to ENS culture and are preferentially in close proximity to neural
cells in mixed primary cultures containing EGC, enteric neurons and
smooth muscle cells. The mechanism of these neuro-immune
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Fig. 3. T cell plexitis in enteric ganglia of patients with Crohn's dis-
ease. A: Visualization of T cells in myenteric ganglia after staining with
anti-CD3 antibodies (brown) and hematoxylin-eosin. B-C: Serial sec-
tions of the myenteric ganglia double stained with anti-CD3 (green) /
anti-S100p (red) antibodies (B) or anti-CD3 (orange) / anti-HuD (blue)
antibodies (C). D-E: Serial sections of the submucosal ganglia double
stained with anti-CD3 (green) / anti-S100( (red, D) or anti-CD3 (or-
ange) / anti-HuD (blue, E) antibodies. F: Number of CD3* T cells per
myenteric ganglia (ggn) in close proximity to EGC (S100B+). G:
Number of CD3 ™" T cells per neuron (Hu +) in close proximity with the
cell body of enteric neurons. The quantitative analyzes were per-
formed on intestinal tumor-free resections from five patients with
colorectal cancer (ctrl) and ten patients with Crohn's disease (Crohn).
Data were expressed as mean +/— SEM. Statistics: Mann-Whitney U
test; *, p < 0.05. Scale bar: A, 25 pm; B—D, 20 um; E, 15 um. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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interactions remains to be deciphered but according to different studies,
enteric neurons and EGC are capable of producing adhesion molecules
and chemoattractant factors. Thus, increased levels of ICAM-1 and eo-
taxin-3 transcripts were observed in the enteric neural ganglia of pa-
tients with inflammatory bowel disease (Smyth et al., 2013). On the
other hand, Burguefio et al. showed that rat enteric neurons produced
and released the monocyte chemoattractant protein MCP-1 in the rat
ENS cultures (Burgueiio et al., 2016). An expression of MCP1 mRNA
was also reported in primary mouse EGC after IL-1f exposure (Stoffels
et al., 2014). In organotypic cultures derived from human intestinal
biopsies, a production of IL-8 was observed in enteric neurons when
ENS cells were co-cultivated with toxin-B pretreated epithelium (Tixier
et al., 2005). This is of great interest as IL-8 derived from the neuron-
like cells NT2-N induces the chemoattraction of peripheral blood
mononuclear cells (Tixier et al., 2006). As IL-1p is implicated in the
production of these chemoattractant mediators, future analyzes should
take into account the inflammatory environment when studying the
interactions between T lymphocytes and enteric neural cells. In this
regards, inflammatory conditions are all the more important to consider
as they favor the production of metalloproteinases by macrophages or
EGC (Pender et al., 2006; Lin et al., 2007) which in turn, may partici-
pate to extracellular remodeling and favor the penetration of T cells
into the myenteric ganglia through the ganglionic sheet.

Studies on glial cells from the central nervous system are also of
great interest as they show that interactions between astrocytes and T
lymphocytes have an important role in the presentation of antigens
(Fontana et al., 1984; Barcia et al., 2008) and in the regulation of T cell
activation/proliferation (Wekerle et al., 1987; Gimsa et al., 2004). In-
terestingly, using a mice model of experimental autoimmune en-
cephalomyelitis, Filipello et al. have recently described a contact-de-
pendent bidirectional mechanism between astrocytes and T
lymphocytes that favor the differentiation of T cells toward an im-
munosuppressive phenotype (Filipello et al., 2016). These observations
strengthen the importance of close interactions between glial cells and
T lymphocytes in the development and regulation of immune and/or
inflammatory responses. Finally, it would be interesting to determine

whether these close interactions between T lymphocytes and EGC in-
duce changes and lead to functional modifications in both immune and
neural cells as reported for the interactions between muscularis mac-
rophages and enteric neurons (Muller et al., 2014) as well as for EGC
and ILC3 (Ibiza et al., 2016).

5. Conclusion

The demonstration that T lymphocytes preferentially adhere to
neural cells in mixed primary ENS cultures raises new perspectives for
understanding the development and establishment of plexitis in pa-
tients with Crohn's disease. Identifying the molecular actors and path-
ways involved in these mechanisms may also serve to determine the
functional consequences of T cell - ENS cell interactions, and in parti-
cular whether adhesion of T lymphocytes to enteric neural cells could
participate to the evolution of inflammatory bowel diseases.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jneuroim.2020.577422.
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Implication of ICAM-1 in the adhesion of T cells to enteric glial cells :
perspectives in the formation of enteric plexitis in Crohn’s disease.
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Résumé de Particle 2 :

La mise en évidence d'une adhésion préférentielle des LT avec les CGE S100B+ dans les
plexites myentériques de patients Crohn, nous a incités a approfondir nos recherches sur les

interactions entre les CGE et les LT. En particulier, nous avons étudié :

¢ L'infiltration de lymphocytes T dans les plexus myentériques de patients Crohn en
rémission et en récidive.

¢ L’influence de I’activation lymphocytaire ou d'une pré-stimulation pro-inflammatoire
des CGE sur I’adhésion des LT grace a des co-cultures murines et humaines.

X/

¢ Les molécules d’adhésion impliquées dans l'interaction entre des LT aux CGE.
« L’impact de la neutralisation de/des acteurs moléculaires identifiés sur I’évolution de
la colite et la formation de plexites myentériques dans un modele murin de colite
chronique spontanée (Heazlewood et al., 2008; Eri et al., 2011).
Les analyses quantitatives a partir des résections intestinales ont démontré un plus grand
nombre de LT CD3+ en étroite proximité avec les CGE S1008+ ainsi qu'une proportion plus
forte de ganglions myentériques infiltrés par des LT CD3+ chez les patients Crohn en récidive
clinique comparativement aux patients contrdles. Cette observation est a rapprocher de nos
résultats in vitro qui ont rapporté 1’effet inducteur d’un pré-conditionnement des CGE par un

environnement pro-inflammatoire (LPS ou IL1B/TNFa) dans l'adhésion des LT aux CGE

d'origine murine ou humaine.

Dans la perspective de comprendre les mécanismes intervenant dans I'adhésion de LT aux CGE,
nous avons étudié I'expression de molécules d'adhésion et mis en évidence une surexpression
d'ICAM-1 dans les CGE en réponse a des stimulations pro-inflammatoires. Les études in vitro
de blocage par des anticorps anti-ICAM]1 ou par le lifitegrast, un antagoniste chimique de LFA-
1, ont confirmé I’implication de la liaison ICAM-1/LFA-1 dans I'adhésion des LT aux CGE.
Pour déterminer dans quelle mesure ces molécules d'adhésion étaient importantes dans la
formation des plexites in vivo, des souris Winnie qui développent spontanément des colites avec
plexites myentériques, ont été traitées de maniere curative par du lifitegrast. Les résultats ont
rapport¢ un effet bénéfique des injections de lifitegrast associ¢ a une réduction de
I’inflammation du colon distal, une restauration partielle de la motricité colique ainsi qu’une
diminution du nombre de LT CD3+ a proximit¢ des CGE S100B+ dans les ganglions

myentériques des souris Winnie.

69



Implication of ICAM-1 in the adhesion of T cells to enteric glial cells: perspectives in the
formation of enteric plexitis in Crohn’s disease.

Authors: J.Pabois!, C.Le Berre!, T.Durand!, R. T. Filippone®*, C. Brossard?, K.Nurgali**, M.
Neunlist', A. Bourreille', I. Neveu!, P. Naveilhan'.

Institutions

1. University of Nantes, Inserm, TENS, The Enteric Nervous System in Gut and Brain
Diseases, IMAD, Nantes, France

2. Service d’Anatomie et Cytologie Pathologique, INSERM, CRCINA, Université de
Nantes, CHU Nantes, F44000 Nantes, France

3. College of Health and Biomedicine, Victoria University, Melbourne, VIC, Australia

4. Institute for Health and Sport, Victoria University, Melbourne, VIC, Australia

Grant support: The study was supported by the “Région Pays de la Loire” (2012-13456), the
association Frangois Aupetit and the Foundation “SantéDige”. J. Pabois was supported by a
fellowship from the French Ministry for Superior Education, Research and Innovation.

Corresponding author : Philippe Naveilhan, INSERM UMR 1235, Faculté¢ de Médecine, 1
rue Gaston Veil, 44035 Nantes cedex. / E-mail: Philippe.naveilhan@univ-nantes.fr

Authors contribution: Conceptualization : JP, IN, PN, AB, MN, KN; Funding acquisition :
IN, PN, MN; Investigation and Formal analysis : JP, TD, CL; Supervision : IN, PN ;
Visualization : JP, PN; Writing : JP, IN, PN.

70


mailto:Philippe.naveilhan@univ-nantes.fr

Abstract:

Background & Aims: The infiltration of immune cells in the enteric nervous plexus, called
enteric plexitis, is considered as predictive factor for early postoperative recurrence in Crohn’s
disease. In a first approach to decipher the mechanisms leading to the formation of enteric
plexitis, the interactions of T cells with enteric neural cells were studied in intestinal resections

from Crohn patients, in co-cultures and in a mice model of spontaneous colitis.

Methods: T cells in close proximity to neural cells in myenteric plexitis were retrospectively
quantified in intestinal resections collected from 21 Crohn and 9 cancer patients. Then, the
mechanisms involved in the T cell adhesion to neural cells were investigated in co-cultures of
rat and human EGC. Finally, the implication of adhesion molecules in the formation of plexitis

and the development of colitis was studied by administrating the lifitegrast to Winnie mice.

Results: The mean number of T cells in close proximity to EGC was significantly higher in the
myenteric ganglia of relapsing Crohn’s patients (1.85+/-0.3) as compared to cancer’s patients
(0.36+/-0.08). In vitro experiments show that T cell activation and/or pro-inflammatory
conditions induce an increase in the number of T cells adhering to EGC, whereas the blocking
of ICAM-1/LFA-1 binding inhibits the T cell adhesion to EGC. Interestingly, the treatment of
Winnie mice with the lifitegrast, which neutralizes a ICAM-1/ LFA-1 ligation, reduces signs of

colitis and decreases the number of T cells in close proximity with EGC in myenteric plexus.

Conclusions: The increased number of T cells infiltrating the myenteric ganglia in the relapsing
Crohn patients argues for further investigations on the development and the role of enteric
plexitis in Crohn’s disease. Here, we provide evidence that LFA-1/ICAM-1 are involved in the
T cell adhesion to EGC. Moreover, the decrease in the number of T cells infiltrating the
myenteric ganglia after treatment of the Winnie mice with lifitegrast suggest an implication of

these adhesion molecules in the formation of plexitis.

Keywords: Plexitis, Crohn disease, Colitis mice model, Lifitegrast, Glial cells, I[CAM-1
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Abbreviations:

ActT : Activated T Lymphocytes

BD : Becton & Dickinson Biosciences

CD : Cluster of Differentiation

CFSE : CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester
CMMC : Colonic Migrating Motor Complexes
Ctrl : Control

EFS : French National Blood Service

EGC : Enteric Glial Cells

ENS : Enteric Nervous System

GI : Gastrolntestinal

IBD : Inflammatory Bowel Disease

IL: Interleukin

ILC3: Innate Lymphoid Cells type 3

IP : Intraperitoneally

Len-2 : Lipocalin-2

LG : Lifitegrast

LMMP : Longitudinal Muscle Myenteric Plexus
SA : Sigma-Aldrich

SC : Short Contraction

Solv : Solvent

T : Non-activated T lymphocytes

TF : ThermoFisher
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Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) such as Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis are
characterized by excessive and inappropriate reactions of the immune system leading to
progressive and irreversible gut wall damages. Hypotheses that alterations of the crosstalk
between the immune system, the enteric nervous system and the microbiota contribute to these
dysfunctions are supported by different studies. Indeed, Ibiza et al., showed that the production
of GDNF by enteric glial cells (EGC) in response to Toll-like receptor activation decreases the
susceptibility of mice to colitis through the induction of IL-22 by the innate lymphoid cells 3
(ILC3) (Ibiza et al., 2016). In 2014, Muller et al., demonstrated that bidirectional
communication between muscularis macrophages and enteric neurons contribute to proper
motility and scavenger functions in response to microbiota signaling (Muller et al., 2014). In
2020, Matheis et al., revealed that adrenergic signaling in muscularis macrophages protects
enteric neurons from cell death in case of bacterial invasion (Matheis et al., 2020).These

observations emphasize the need of studying the neuro-immune interactions in IBD.

Recently, a great focus has been placed on the development and consequences of entericplexitis,
a structure defined by an abnormal accumulation of immune cells in and around the enteric
nervous ganglia. Indeed, the presence of enteric plexitis in the proximal margin of intestinal
resections was found as predictive factor for early postoperative recurrence in Crohn’s disease
(Bressenot et al., 2013; Decousus et al., 2016; Ferrante et al., 2006; Lemmens et al., 2017;
Milassin et al., 2017; Misteli et al., 2015; Sokol et al., 2009). Due to this observation, the
detection of myenteric plexitis has been included in the guidelines of the European Crohn and
Colitis Organization in 2017 (Gionchetti et al., 2017). A large variety of immune cells has been
detected in Crohn’s plexitis, including lymphocytes, plasmocytes, neutrophils and eosinophils
(Bressenot et al., 2013). Whether some of them are more important than the others in
postoperative recurrence of CD remains to be determined. Moreover, nothing is known about

the cellular mechanisms leading to the formation of plexitis in the myenteric plexus.

We previously reported that T cells preferentially adhere to neural cells in primary cultures of
ENS (Pabois et al., 2020). In the present paper, we show that T cells interact with both enteric
neurons and EGC into the human gastrointestinal wall. In vitro studies reveal that inflammatory
environment and/or T cell activation favor T cell - ECG adhesions. Blocking experiments
indicate that the binding of ICAM-1 to LFA-1 is important for T cell - ECG adhesions and
interestingly, its neutralization reduces the signs of colitis and the formation of enteric plexitis

in a murine model of spontaneous colitis.
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Materials and Methods

Detailed materials and methods could be found in supplementary data.

Materials

Human EGC were isolated from the intestinal resections of patients who gave their informed
consent to take part to this study. All the procedures were performed according to the guidelines
of the French Ethics Committee for Research on Humans and registered under the number DC-
2008-402. Three-month-old female Sprague-Dawley rats were obtained from Janvier
Laboratories (Le Genest-St-Isle, Fr) and experiments were carried out in strict accordance with
the recommendations of the Animal Care and Use Committee of Nantes (France). Twelve
weeks-old female and male Winnie mice (Win/Win) (Eri et al., 2011; Heazlewood et al., 2008)
and age-matched C57/BL6 were obtained from the Monash Animal Services (Melbourne,
Australia). Mice experiments were conducted according to guidelines of the Australian National
Health and Medical Research Council and the experimental protocol was approved by the

Victoria University Animal Experimentations Ethics Committee.

Treatment and analyses of the Winnie mice

At day 0 (DO0), 12 weeks-old Winnie (Win/Win) with active colitis were randomized into two
groups and injected intraperitoneally (IP) twice a day with vehicle (Sham, n=9) or with 15
mg/kg of LifiteGrast (LG, n=14). At D14, mice were euthanized by cervical dislocation or
intracardiac blood punction after anesthetic injection, and tissues were immediately collected.
Disease progression was evaluated using the Disease Activity Index (DAI) which combines
scores for weight loss, stool consistency, rectal symptoms and the colon weight/length ratio as
previously described (Stavely et al., 2018). The concentration of Lipocalin-2 (Lcn-2) in D14
fecal supernatants was quantified using the non-invasive Lcn-2 ELISA according to the
manufacturer's protocol kit (R&D Systems, Minneapolis, MN) (Chassaing et al., 2012). The
morphology of the distal colon was investigated for each animal, on 20 pm cryostat sections
stained with hematoxylin and eosin (Rahman et al., 2015). Colonic crypt architecture,
epithelium damage and ulceration, mucosa and muscle thickness, smooth muscle dysplasia, and
leukocyte infiltration were measured using images from Zeiss Axio Imager Microscope.
Motility of distal colon was evaluated ex vivo in organ bath experiments as previously reported

(Gwynne et al., 2004).
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Human tissues

Paraffin block of ileocolonic resections (proximal margin) from 24 patients operated in 2016
were collected and 5 pm sections were performed using microtome. The socio-demographic,
clinical, histologic and endoscopic data of patients with Crohn’s disease are summarized in
Table I. Four patients were excluded due to the absence (n=3) or to the low number of myenteric
ganglia (<10, n=1). Post-operative recurrence was defined as endoscopic (Rutgeerts score > i,
1 at the colonoscopy performed within one year after surgery) and/or clinical evaluation
(physical examination performed 18 months after surgery). Three patients were lost for follow-
up at 18 months (one patient died 10 days after surgery, two patients did not have any
colonoscopy). Nine patients who underwent ileocolonic resections for colorectal cancer in 2016
were included as controls. Sections were performed at the proximal margin away from the

tumor tissue.

Cell Culture
Enteric Glial Cells

Primary enriched cultures of myenteric glial cells were prepared as previously reported by Soret
et al.(Soret et al., 2013). The cultures of human myenteric glial cells were prepared from
macroscopically healthy area of intestinal resections obtained from 11 adult patients (Table II).
The cultures of rat EGC were prepared from the colonic myenteric plexus of adult rat.
Treatment of EGC with pro-inflammatory cytokines or LPS were performed by incubating the
rat or the human EGC for 6h, 8h or 24h with 10 ng/mL IL1pB (PromoCell GmbH, Heidelberg,
Ger) and 10 ng/mL TNFa (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, Fr; PromoCell GmbH,) or
100 ng/mL of LPS (Sigma-Aldrich). The supernatants were removed before the addition of T

cells.

T lymphocytes

Rat T lymphocytes were purified from fresh rat spleen or mesenteric ganglia by negative cell
sorting using anti-mouse IgG coated Dynabeads (TF) (Bonnamain et al., 2012). Human T
lymphocytes were collected from the blood of healthy donors (EFS, Nantes, Fr) as previously
described (Finney et al., 2004). Briefly, after the separation of peripheral blood mononuclear
cells on Ficoll, T lymphocytes were sorted using Pan T cell isolation kit (Miltenyi Biotech,
Paris, Fr). T cell activation was performed using coated anti-CD3 (1 ug/mL, BD) and anti-
CD28 (2.5 (rat) or 5 (human) pg/ml, BD) antibodies. T lymphocytes were stained with 5 uM
of carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE, TF) according to the manufacturer's protocol

before their addition to EGC cultures.
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EGC-T cell co-cultures

Activated or non-activated T lymphocytes labeled with CFSE were added to the cultures of
EGC (ratio 1:1) and incubated for two hours before analyses. Next the plates were carefully

washed five times with PBS after to remove low adherent T cells and fixed

ICAM-1/LFAI neutralization
To block the binding of ICAM-1/LFAI, activated T cells were added to the cultures of ECG,
either after 1 hr of pre-incubation of EGC at 37°C with 10 pg/ml anti-ICAM-1 (BD

Pharmingen) or isotype antibody (IgGlx, Biolegend), or after 30 min of pre-incubation of T
cells as well EGC at 37°C with 0.1 mM lifitegrast (SAR-1180; Sigma).

Immunochemistry

Tissue and cell preparation

Human 5Sum full-thickness sections were deparaffined using standard procedures and incubated
in antigen blocking solution (Dako Agilent, Santa Clara, US) for 1 hr at RT. Longitudinal
muscle-myenteric plexus (LMMP) whole mount preparations were isolated from mouse distal
colon (1cm?) and saturation was performed by incubating the LMMP for 1 hr at RT in 10%
donkey serum (Merck, Millipore, Bayswater, VIC, Australia) diluted in PBS -Triton 0.1%. Rats
fixed cells were incubated for 2 hrs at room temperature (RT) in PBS supplemented with 5%

(vol/vol) horse serum (TF) and 0.25% (vol/vol) triton X-100 (SA).

Immunochemistry

Primary antibodies (Tab S3) were diluted in Dako diluent in case of paraffin sections (Dako
Agilent, Santa Clara, US) or in PBS with 5% horse serum in other case. Tissues or cells were
incubated overnight at 4°C with primary antibodies, washed and incubated for 2 hrs at RT with
the secondary antibodies (Tab S3). After counterstaining with Dapi (1/1000, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, US), the slices were mounted in the ProLong™ Gold Antifade Mountant (TF) or
in the Dako mounting media (North Sydney, NSW, Australia).

Cell counting and micrographs analyzes

T cells in close proximity with EGC (no black pixel between the different staining and/or on
the top of S100B" cells) were automatically counted by the INCell analyzer or manually counted
on confocal or Axio Zoom micrographs. The surface covered by the EGC was estimated

automatically based on S100p staining.
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Western blotting

Cells were lysed with RA1 and the proteins were extracted using NucleoSpin® RNA/Protein
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s instructions. Fifty pg of
proteins were separated using NuPage Novex 4-12% Bis-Tris MiniGels™. Electrophoretic
transfer to nitrocellulose membranes were realized with the iBLot 2™ Dry Blotting System
(Thermofisher, Courtaboeuf, Fr). Membranes were immunoblotted, revealed by Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, Fr) and visualized with laser-scanning
densitometry ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad). Normalization with actin was

performed using the software Image Lab® (Biorad, Marnes-la-coquette, Fr).

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad Prism 7.0, GraphPad
software Inc, San Diego, CA, US) *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.0001.
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Results

T cells interact with neurons and EGC in the myenteric ganglia of Crohn’s patients

A preliminary set of experiments with a limited number of tissue sections revealed that proximal
resections from the gut of Crohn’s patients contain a higher number of T cells in close proximity
to EGC in the myenteric ganglia as compared to control patients (Pabois et al., 2020). To
confirm this observation and evaluate whether recurrence of the disease could affect such an
observation, the number of T lymphocytes in close proximity to neural cells were quantified in
the myenteric ganglia of proximal margin resections from 9 control and 21 patients with
Crohn’s disease. The serial sections were double stained with anti-CD3 antibody combined
with anti-HuD or anti-S100f antibodies. CD3+ cells were found in close proximity to EGC in
all the analyzed patients except one control patient. Quantification studies confirmed a higher
number of T cells in close proximity to EGC in the myenteric ganglia of Crohn’s patients as
compared to control patients (Fig. 1A). We next split the group of Crohn’s patients according
to the clinical recurrence of the disease at 18 months post-surgical resection. The number of
CD3+ cells in close proximity with EGC per ganglia was statistically higher in the relapsing
patients when compared to control patients (Fig. 1B). Interestingly, this number was not
significantly different in the group of patients in remission as compared to control patients (Fig.
1B). We next determined the percentage of S100B+ ganglia infiltrating by CD3+ cells. The
mean percentage of S100B+ ganglia with CD3+ cells was significantly higher in the group of
Crohn's patients (58%, Fig.1C)) and especially in patients with relapse (64%, Fig. 1D) as
compared to controls patients (Fig. 1C-D). Higher mean percentage of S100B+ ganglia with
CD3+ cells was observed in the group of non-relapsing patients but the difference with the
control group was not significant (Fig. 1D). The number of CD3+ cells in close proximity with
Hu+ staining was then determined. One control patient was excluded due to the limited number
of Hu+ cells observed in the myenteric plexus. No significant difference was observed between

the different groups (Fig. 1E-F).
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Figure 1: T cells in the myenteric ganglia of intestinal resections from control or Crohn patients. A-
B: Mean number of CD3+ T cells in close proximity to S100f staining per myenteric ganglia in the
group of control (Ctrl) or Crohn patients (A) or in the group of control (Ctrl), remitting (-) or relapsing
(+) Crohn patients (B). C-D: Percentage of myenteric ganglia with CD3+ T cells close to S100 in the
group of control (Ctrl) or Crohn patients (C) or in the group of control (Ctrl), remitting (-) or relapsing
(+) Crohn patients (D). E-F: Mean numbers of T cells in close proximity with HuD staining per Hu-
positive cells in the group of control (Ctrl) or Crohn patients (E) or in the group of control (Ctrl),
remitting (-) or relapsing (+) Crohn patients (F). Control patients (n = 9), Crohn patients (n=20), non-
recurrent patients (n=6) ; recurrent patients (n=11). Data are the mean +- S.E.M. Statistical analyses:
Kruskall-Wallis followed by Dunns post-hoc tests (E, G, 1) or Mann-Whitney test (D, F, H). ***
p<0.0001
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T cell activation or inflammatory stimuli increase the adhesion of T cells to EGC

To determine the parameters that favor the interactions between ECG and T cells, purified rat
EGC were co-cultured with non-activated (T) or activated (ActT) T cells for two hours. The
number of T cells adhering to EGC were then counted and expressed relative to S100f surface.
The results showed that activation of T cells favor their adhesion to EGC (Fig. 2A). To evaluate
the impact of pro-inflammatory conditions on EGC-T cell interactions, EGC were pre-treated
for 24h with LPS or IL1B/TNFa. The supernatants were then removed and non-activated or
activated T cells were added to the cultures of EGC. After 2 hrs of co-cultures, we observed a
higher number of T cells adhering to EGC if glial cells were pretreated with LPS or IL13/TNFa
(Fig. 2B-C). Interestingly, size-frequency analyzes revealed a higher number of small size T
cells adhering to control EGC and a higher number of large size T cells adhering to LPS and
IL1B/TNFa pre-treated EGC (Fig. 2-D-E). The increase in the frequency of spreading splenic
T lymphocytes is observed in the co-cultures with EGC pretreated with LPS and IL1B/TNFa.

To investigate a possible difference in T cell adhesion according to immune cell origin, the
adhesion of splenic and mesenteric T cells was compared in co-cultures with EGC.
Interestingly, we observed a higher number of T cells adhering to control EGC when
lymphocytes were isolated from the mesenteric lymph node (Fig 2F). This difference was also

observed when EGC were pretreated with LPS and IL1B/TNFa.
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Figure 2 : Splenic and mesenteric T cells interact with myenteric EGC in 2hrs co-cultures. A: Number
of T cells adhering to EGC after 2 hours of co-culture with non-activated (T, n=7) or activated T cells
(ActT, n=8). B-C: Number of non-activated (B, n=7) or activated (C, n=18) CFSE+T cells adhering to
EGC after 2 hrs of co-cultures with EGC pretreated for 24 hrs with LPS, IL1/TNFo. (IT) or vehicle
(Ctrl). The number of adherent T cells is expressed relative to S1000 surface and in percentage of
control condition (% Ctrl). D-E: Size-frequency of activated T cells adhering to EGC pretreated by LPS
(D, n=5) or IT (E, n=5) F: Number of splenic or mesenteric activated T cells adhering to EGC after 2
hrs of co-cultures with EGC pretreated for 24 hrs with LPS, IL15/TNFa (IT) or vehicle (Ctrl).). Data
are the mean +- S.E.M. Statistical analyses: Mann-Whitney test (A, C, D, H) or Kruskall-Wallis followed
by Dunns post-hoc tests (B-G-) or 2-way ANOVA (E, F) * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001.

Implication of ICAM-1/LFA-1 in the adhesion of T cells to rat EGC

With the perspective of identifying molecular actors implicated in the adhesion of T cells to
EGC, the expression of adhesion molecules expressed by EGC like NCAM, and/or implicated
in T cell interactions such as ICAM-1, was investigated. For this purpose, rat EGC were treated
with IL1B/TNFa for 6 or 24 hrs and then, Q-PCR and western blot were performed. An
upregulation of [CAM-1 mRNA and protein was clearly observed after the treatment of EGC
with IL1B/TNFa whereas no difference in NCAM expression was reported (Fig. 3A-C). To
confirm this result, double immunohistochemistry was performed on EGC treated or not with
IL1B/TNFa for 24 hrs. Whereas ICAM-1 was weakly detected in control condition, the
adhesion molecule was clearly observed in EGC after the treatment with IL13/TNFa (Fig. 3D).
Confocal imaging of EGC pretreated with IL13/TNFa showed a punctiform non-homogenous
expression of ICAM-1 in the cell membrane of S100p positive cells (Fig. 3E).
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To evaluate the potential implication of ICAM-1 in the adhesion of T cell to EGC in vitro, the
ligation between ICAM-1 and LFA-1 was blocked either, with a neutralizing antibody directed
against ICAM-1, or with the lifitegrast (LG), a chemical inhibitor of LFA-1.

As presented in the figure 3F, treatment of EGC with anti-ICAM-1 antibodies decreased the
number of splenic activated T cells adhering to EGC pretreated with IL1B3/TNFa. A decrease
was also observed after the treatment of EGC and activated T cells with the lifitegrast (Fig 3G).
The adhesion of activated T cells derived from the mesenteric lymph nodes was also strongly

inhibited by the treatment with the lifitegrast (Fig 3-H).

82



A B C kDa Cil LPS IT
=150 < 2000 =
- NCAM - ICAM1 - 260
O ‘i‘m -— du A
2100 € 160~ gl (g NCAM
& $1000 110-
-]

8% $ 500 o
: 2 b L ICAM1
S0 g o

Ctrl LPS 1) 50 -

el Sl Actine

40 -

S100p

IL1[WVTNFa

F G H
= i = ey rex
= 5 400, ok B
(\g 200 o 5200
L
g 131 g 3001 gm
» 0 Y
o 1004 o~ 2004 o~ 100
% 5 @ 1001 ¥ 50
3 8 8
0 a2 o s 0
8 z z
z Ctd IT IT T Ctrl m 1] m Ctrl IT T m
Ctd Ctr Iso  alCAM-1 Ctrl Ctrl Solvant LG Ctrl Ctrl Solvant LG

Figure 3 : Expression of ICAM-1 in rat myenteric EGC and its involvement in EGC-T cell adhesion.
A-B: O-PCR analysis of NCAM (A, n=5) or ICAM-1 (B, n=5) mRNA in EGC treated or not (Ctrl) for 6
hrs with LPS or ILIB/TNFo. (IT). C: Western blot analysis of NCAM (n=4), ICAM-1 (n=5) and actin in
EGC treated or not (Ctrl) for 24 hrs with LPS or IL15/TNFa (IT). D: Micrograph of EGC treated or not
(Ctrl) with IL1B/TNFa for 24 hrs and immunostained or not (Abll) with anti-S100p (red) and anti-
ICAM-1 (green) antibodies. Nuclei were counterstained with Dapi (Blue). Scale bar: 20um. E: Confocal
micrograph with Z reconstruction of EGC treated for 24 hrs with IL1S/TNFa and immunostained with
S100B (green) and ICAM-1 (red) antibodies. Nuclei were counterstained with Dapi (Blue). Scale bar:
5SUm. F-H: Effect of LFA-1/ICAM-1 neutralization on the adhesion of T cells to EGC. Prior co-culture
EGC were pre-trated with IL15/TNFo. (IT). Next, EGC were preincubated for 60 min with anti-ICAM-
1 neutralizing antibody or isotype control, and co-cultivated for 2 hrs with splenic activated T cells (F,
n=38). In other hand, both EGC and activated T cells were pre-incubated for 30 min with LifiteGrast
(LG) or solvent. Then, the LG-treated T cells prepared from spleen (G, n=10) or mesenteric lymph
nodes (H, n=11) were co-cultivated for 2 hrs with LG-treated CGE. The number of CFSE+T cells
adhering to EGC was expressed relative to S1000 surface and as percentage of control condition. Data
are the mean +- S.E.M. Statistical analyzes: Kruskall-Wallis followed by Dunns post-hoc tests. *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001.
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Implication of ICAM-1/LFA-1 in the adhesion of T cells to human EGC

As experimental results may differ between human and rodents, part of the experiments
performed with rat cells were carried out with human EGC prepared from intestinal resections
and T cells isolated from healthy donor’s PBMC. The data presented in the figure 4A showed
that pretreatment of EGC with LPS or IL1B/TNFa significantly increased the number of
activated T cells interacting with EGC as compared to untreated EGC. Analyze of ICAM-1 and
NCAM regulation in human EGC revealed that treatment of human EGC with LPS or
IL1B/TNFa had no impact on NCAM expression (data not shown), but increase the levels of
ICAM-1 mRNAs and proteins (Fig. 4B-C). Immunocytochemistry analyzes confirm the
expression of ICAM-1 in human S1008+ EGC (Fig. 4D) with moderate levels in control
condition and a strong increase of ICAM-1 expression after 24 hrs treatment with IL13/TNFa.
Finally, as shown with rat EGC, treatment of human EGC and T cells with lifitegrast decreased
the number of T cells adhering to EGC in co-cultures with EGC treated with IL1B/TNFa (Fig.
4E).
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Figure 4 : Adhesion of human activated T cells to human EGC in vitro. A: Number of activated T
cells adhering to EGC after 2 hrs of co-culture with human EGC pretreated for 24 hrs with LPS, IL-
1T1/TNFTI (IT) or solvent (Ctrl) (n=11). The results are expressed relative to S100f surface and as
percentage of control condition. B-C: O-PCR analyzes of ICAM-1expression in human EGC treated or
not (Ctrl) for 6 hrs with LPS or IL15/TNFo. (IT) (B, n=13). Western blot analysis of ICAM-1 expression
in human EGC treated or not (Ctrl) for 24 hrs with LPS or ILIf/TNFa (IT) (C, n=7). D:
Immunocytochemistry of ICAM-1 (green) in EGC treated or not (Ctrl) with IL15/TNFa (IT) for 24 hrs.
Nuclei were counterstained with Dapi (Blue). Scale bar: 10 um. E: Effect of LFA-1/ICAM-1
neutralization on EGC - T cell interactions. Activated T cells were pre-incubated for 30 min with
lifitegrast (LG) or solvent (solv) (n=9) before their addition to cultures of ECG pretreated or not (Ctrl)
for 24 hrs with IL1B/TNFo (IT). The number of T cells interacting with EGC after 2 hrs of co-culture
was counted and expressed relative to S100p surface and as percentage of control condition. Data are
the mean +- S.E.M. Statistical analyzes: Kruskall-Wallis followed by Dunns post-hoc tests. *, p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.0001.

Effect of the lifitegrast on colitis development and colonic motility in Winnie mice

In order to evaluate the impact of LFA-1/ICAM-1 neutralization on active colitis and the
formation of myenteric plexitis in vivo, lifitegrast was administrated to Winnie mice which
spontaneously develop plexitis and colitis from the age of 2 months. For this purpose, 12 weks-
old Winnie mice were treated with IP injection of 15 mg/kg of lifitegrast twice a day for 14
days. Such a treatment with lifitegrast lead to a 51% decrease in the disease activity index (DAI)
as compared to vehicle-treated group (Fig. 5A). We also observed a significant diminution of
the fecal wet content (Fig. 5B), the concentration of fecal lipocalin-2 (Fig. 5C), the distal colon
weight (Fig. 5D), the weight/length ratio (Fig. 5E), the histological score (Fig. 5F) as well as
the thickness of the mucosa and muscle layers (Fig. 5G-H).
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The impact of lifitegrast on the colonic motility was investigated ex vivo on the whole distal
colon using 10 min spatiotemporal maps video. The frequency and speed of propagating
contractions of more than 50 % of colon length were analyzed as these Colonic Migrating Motor
Complexes (CMMCs) and correspond to the main physiological contractions of the gut wall.
The frequency and speed of propagating contractions of less than 50% of the colon length were
also studied as these short contractions (SC) are signs of colonic dysmotility. As shown in the
figure 51, mean of CMMC frequency was lower in sham Winnie mice as compared to wild-type
mice. Interestingly, mean of CMMC frequency was not statistically different in lifitegrast-
treated Winnie mice and wild-type mice (Fig. 5I). No statistical difference was observed for
CMMC speed (Fig. 5J). Higher frequency and lower speed was observed fort the short
contractions in sham and lifitegrast-treated Winnie mice as compared to wild-type mice (Fig.

5K-L).
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Figure 5 : Effect of the LifiteGrast (LG) on colitis and distal colonic motility in Winnie mice. 12
weeks-old Winnie mice with active colitis received i.p. injection of vehicle (Sham) or 15 mg/kg of
LifiteGrast (LG) twice a day for 14 days. A- Disease Activity Index (Sham n=7; LG n=8),; B- D14 Fecal
wet mass (%) (Sham n=13 ; LG n=10) ; C- D14 Fecal lipocalin (Lcn-2) concentration (pg/mL) (Sham
n=6; LG n=35) D- Colon weight (Sham n=12 ; LG n=12) E- Colon weight/length ratio (g/mm) (Sham
n=12 ; LG n=12) F —H : Histological analyzes of the distal colon : global scoring (F), mucosal
thickness (G) and muscle thickness (H) (Sham n=5; LG n=4). I-L: Ex vivo motility of distal colon from
C57/BL6 mice (WT, n=6), non-treated Winnie mice (Sham, n=6) and lifitegrast-treated Winnie mice
(LG, n=5). I-J: Frequency per 10 min (I) and speed (J) of Colonic Migrating Motor Complexes
(CMMC). K-L: Frequency per 10 min (K) and speed (L) of Short Contractions (SC). Data are the mean
+- S.E.M. Statistical analyzes: non-parametric t-test Mann-Whitney or Kruskal-Wallis followed by post-
test Dunn’s (*p<0,05; **p<0,01).
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Effect of lifitegrast on the development of plexitis in Winnie mice

To investigate the impact of the lifitegrast on plexitis, the infiltration of T lymphocytes in the
myenteric plexus of distal colon was quantified (Fig. 6). For this purpose, SI00p and CD3
immunohistochemistry were performed on LMMP preparation of distal colon to determine the
number of intraganglionic T lymphocytes in close proximity with S100B" cells. In order to
check the age of apparition of the myenteric plexitis in Winnie mice, the myenteric plexus were
analyzed in 5 (no symptoms), 6 (start of colitis) and 14 (active colitis) weeks-old Winnie mice
and in C57BL6 mice. The result presented in the figure 6A revealed a higher number of T cells
in close proximity to S100B" cells in 14 weeks-old Winnie mice as compared to wild-type mice
and asymptomatic 5 weeks old Winnie (Fig. 6A). Interestingly, administration of lifitegrast for
14 days to 12 weeks-old winnie mice led to a significant decrease in the number of T cells
infiltrating the myenteric plexitis (Fig. 6B). A punctiform expression of ICAM-1 by EGC in
the myenteric plexus of Winnie mice was confirmed by double immunohistochemistry (Fig.
6C).
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Figure 6 : Effect of lifitegrast on T cell infiltration in the myenteric plexus of Winnie mice. A: Number
of T lymphocytes in the myenteric ganglia of the distal colon of Wild-Type (WT, C56blck6) mice at 5
(n=4) and 14 (n=38) weeks-old, and of Winnie mice at 5 (no symptoms, n=35), 6 (first colitis, n=4) and
14 (active colitis, n=7) weeks-old Winnie mice. B: Effect of the lifitegrast in Winnie mice. Twelve weeks-
old Winnie mice with active colitis received vehicle (Sham) or 15 mg/kg of lifitegrast (LG) by
intraperitoneal injections twice a day for 14 consecutive days and the number of CD3+ DAPI+ T
lymphocytes per ganglia in contact with S100+ fibers or cells in LMMP preparation (Sham n =7; LG
n=9) was counted. C-D: Expression of ICAM-1 in the myenteric ganglia of Winnie mice.
Immunohistochemistry was performed on the myenteric ganglia of Winnie mice using secondary
antibodies only (C, Abll) or anti-ICAM-1 antibodies (D). EGC were stained with anti-S100p antibodies
(purple) whereas neurons were immunolabelled with antibodies against anti-HuC/D (green). The
representative micrograph shows a punctiform expression of ICAM-1 (red) that co-localized with anti-
S100B (purple) and anti-Hu (green) immunostaining in the myenteric ganglia. Scale bar: 10 um. Data
are the mean +- S.E.M., Statistical analyzes were performed using non-parametric t-test Mann-Whitney
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Discussion

In the present paper, we show that relapsing Crohn patients present a higher number of T cells
in close proximity to EGC in the myenteric plexus of ilea-proximal margin resection, as
compared to control or remitting Crohn patients. In vitro analyzes reveal that T cell activation
and/or inflammatory stimuli favor the adhesion of T cells to human or rat ECG. Increased
expression of ICAM-1 in EGC in response to pro-inflammatory stimuli suggest a role of
adhesion molecules and blockage experiments confirm an implication of LFA-1/ICAM-1 in the
interactions of T cells with EGC. Interestingly, systemic inhibition of LFA-1 using lifitegrast
improved colitis, distal colonic motility and reduced myenteric plexitis in a mouse model of

spontaneous colitis.

Increased number of plexitis in the proximal marge of intestinal resections is recognized as a
predictive marker of early post-operative recurrence but literature about plexitis in Crohn’s
disease is confusing due to the various parameters taken in account to define plexites, to the
diversity and localization of implicated immune cells, and to the basic hematoxylin eosin
histological technique to identify plexitis. So, in the present study, we restricted our
investigation to the T cell infiltrates and used double immunohistochemistry to only count T
cells clearly in close proximity to neural cells. We found infiltrating T cells in the myenteric
ganglia of cancer (Lemmens et al., 2017; Sokol et al., 2009) and CD (Bressenot and Peyrin-
Biroulet, 2015; Decousus et al., 2016; Sokol et al., 2009) patients as previously reported, and
we showed that these infiltrating T cells were in close proximity with Hu-positive neurons and
S100B-positive EGC. Quantification analyzes indicated a higher number of T cells in close
proximity of ECG in the myenteric ganglia of patients affected by CD (global and relapsing) as
compared to cancer patients. These results confirm our preliminary observations (Pabois et al.,
2020) and suggest that neuro-immune interactions between T cells and neural cells exist in
steady-state in the myenteric plexus and then, increase in case of chronic inflammatory
digestive diseases. Studies with a larger number of patients are required to define the cut-off
value beyond which patients will have a high risk of relapse, and then, should follow a
preventive treatment. In this aim, double immunohistochemistry against markers of immune

and neural cells should of a great help to quantify plexitis and standardize their evaluation.
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T cell adhesion to EGC is increased if EGC were previously exposed to LPS or IL13/TNFa.
Change of EGC in reaction to pro-inflammatory stimuli was already emphasized (von Boyen,
2004; Lifian-Rico et al., 2016; Vales et al., 2018), and our present data suggest that this plasticity
may favor the formation of plexitis in case of CD. Indeed, tight-junction and epithelial
alterations in the BEI in case of mild active CD (Zeissig et al., 2007) has been suggested to
favor the entrance of bacterial fragments in addition to other ways of bacterial invasion in case
of CD (Merga et al., 2014). EGC may then be exposed to bacterial fragments and LPS which
in turn, may favor the adhesion of T cells to EGC. Moreover, as EGC can produce IL1 and
TNFa in response LPS treatment (Murakami et al., 2009; Rosenbaum et al., 2016; Guedia et
al., 2016), an amplification loop may occur, increasing EGC-T cell interactions in the myenteric
plexus. Interestingly, in situ hybridization analyzes on intestinal mucosal biopsies of IBD
patients revealed an increased expression by epithelial cells and lamina propria cell of IL1 and
TNFa in active zone but also in non-active zone/ uninvolved region (Woywodt et al., 1994).
This local production may favor T cell accumulation in close proximity to EGC in inflamed

zone but also away from the inflamed zone.

One possibility concerning the changes in EGC which favor their interactions with T cells is an
increased expression of adhesion molecules. Indeed, we provide the first evidence that exposure
of rat and human EGC to IL1f and TNFa stimulates in vitro the production of ICAM-1. Similar
upregulation was previously observed in cultures of human astrocytes (Aloisi et al., 1992;
Ballestas and Benveniste, 1995; Frohman et al., 1989) but also in Schwann cells (Lisak and
Bealmear, 1997), oligodendrocytes (Satoh et al., 1991) and microglia cells (Shrikant et al.,
1995). Induction of ICAM-1 in ECG in response to inflammatory stimuli remains to be
determined in vivo but increased production of ICAM-1 was reported in CD patients (Vainer
and Nielsen, 2000) and an up-regulation of ICAM-1 mRNA was observed in the whole enteric
nervous ganglia of CD patients refractory to treatment (Smyth et al., 2013). To examine a
potential implication of ICAM-1 in the adhesion of T cells to EGC, we have carried out blocking
experiments. The decrease in the number of T cells adhering to EGC after the exposure of rat
EGC to anti-ICAM1 antibodies support an implication of these adhesion molecule in the
adhesion of T cells to EGC. Similar results were observed in culture of astrocyte, except that a
combination of anti-ICAM-1 and anti-VCAM-1 antibody was necessary to significantly reduce
the percentage of T cells adhering to astrocytes (Filipello et al., 2016).
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ICAM-1 link to LFA-1, a cell membrane protein naturally expressed by T cells in its inactive
form. Upon TCR engagement or chemokine receptor as well selectin signals, LFA-1 acquires
high affinity for ICAM-1 (Hogg et al., 2011). Here, we show that treatment of T cells with the
LFA-1 antagonist, lifitegrast, inhibits the adhesion of activated T cells to EGC in culture. This
result substantiates the implication of ICAM-1/LFA-1 in the interactions between T cells and
EGC. An involvement of these adhesion molecules in the infiltration of T cells in the myenteric
plexus raises the possibility that the blockage of ICAM-1 binding to LFA-1 in vivo reduces the
formation of plexitis and the development of colitis. Previous attempts of ICAM-1/LFA-1
neutralization in animal models of colitis showed beneficial effects (Hamamoto et al., 1999;
Taniguchi et al., 1998) or no effect (Burns et al., 2001; Soriano et al., 2000). So, clinical trials
were carried out based on the administration of 20-base antisense oligonucleotides
(Alicaforsen) targeting ICAM-1. After promising phase-II clinical trials (Yacyshyn et al.,
1998), larger clinical trials did not demonstrate a significant efficacy of Alicaforsen as
compared to placebo.(Schreiber et al., 2001; Yacyshyn et al., 2007, 2002). Lack of efficacy was
suggested to be due to reduce availability of the antisense to target cells but also to the
redundancy of adhesion molecules involved in the recruitment of leukocytes into the gut
(Jairath et al., 2017; Soriano et al., 2000). Instead of targeting ICAM-1, our strategy was to
target LFA-1 using the lifitegrast, already approved in dry eye disease therapy (Keating, 2017;
Sun et al.,, 2013). Systemic administration of the lifitegrast in the Winnie mice which
spontaneously develop colitis (Heazlewood et al., 2008; Eri et al., 2011) show beneficial effects,
including the reduction of colitis symptoms, inflammation and dysmobility. Interestingly, a
lower amount of T cells in close proximity to EGC in myenteric plexus was observed. As
Winnie mice already present plexitis at 14-weeks post-natal, the reduction of T cell infiltration
after lifitegrast treatment suggests that T cell recruitment in the myenteric ganglia is continuous

during in disease’s progression.

In complement to the demonstration that T cells are present in larger number in close proximity
with EGC in case of CD, it remains to determine the functional consequences of such adhesion.
Studies on glia of the central nervous system showed that interactions between T cells and
astrocytes contribute to increase ectonucleotidase in CD4+ T cellassociated with an
immunosuppressive-like phenotype (Filipello et al., 2016) and exert a cytotoxic action on
astrocytes without induction of T cell proliferation (Aloisi et al., 1998). So, deciphering the
consequences of EGC-T cell interactions on their respective phenotype may help in

understanding some of the mechanisms implicated in the recurrence of CD.
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Supplemental data

Demographics, clinical, histological and endoscopic data

Total (n=24)

Sex, n (%)
Male
Age at diagnosis (years), median [IQR]?
Disease duration before first ileo-colonic resection (years), median [IQR]
Age at index resection (years), median [IQR]
Previous surgery, n (%)
Disease location, n (%)°
Small Bowel (L1)
Colonic (L2)
Ileocolonic (L3)
Upper digestive tract (L4)
Perianal disease (p), n (%)°
Inactive lesions
Active lesions (Cardiff classification)
Ulcerations
Fistula/Abscess
Stricture
Disease behavior, n (%)°
Inflammatory (B1)
Stricturing (B2)
Penetrating (B3)
Smoking status at the time of index surgery, n (%)°
Never smoker
Past smoker
Active smoker
CRP > 5 mg/L at the time of index surgery, n (%)?
Surgical conditions
Emergency surgery, n (%)
Elective surgery, n (%)
Anastomosis, n (%)
Pre-operative treatment, n (%)°
No treatment or 5-ASA
Corticosteroids
Immunosuppressors (methotrexate, thiopurines)
Anti-TNF
Vedolizumab
Combotherapy immunosuppressors + biologics
Antibiotics
Post-operative treatment, n (%)>*
No treatment or 5-ASA
Corticosteroids
Immunosuppressors (methotrexate, thiopurines)
Anti-TNF
Vedolizumab
Combotherapy immunosuppressors + biologics

a

11 (45.8)

24.0 [20.0-41.8]
2.0 [0.8-8.5]
42.0 [27.5-49.5]
6 (25.0)

10 (41.7)
2(8.3)
11 (45.8)
0 (0.0)

2(8.3)

0 (0.0)
1 (4.2)
1 (4.2)

1 (4.2)
16 (66.7)
6 (25.0)

5(20.8)
5(20.8)
11 (45.8)
8 (41.7)

6 (25.0)
18 (75.0)
18 (75.0)

6 (25.0)
3 (12.5)
14 (58.3)
11 (45.8)
1(4.2)

9 (37.5)

1 (4.2)

5(20.8)
0 (0.0)

8 (33.3)
10 (41.7)
1 (4.2)
4(16.7)
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Antibiotics 2(8.3)

Presence of granulomata on histological specimens, n (%)° 8(33.3)
Delay of colonoscopy after index surgery (days), median [IQR]" 236.5[167.0-278.8]
Rutgeerts score f
1,0, n (%) 8(33.3)
i,1,n (%) 2 (8.3)
1,2, n (%) 4 (16.7)
1,3 ,1n (%) 1(4.2)
1,4, n (%) 2 (8.3)
Clinical recurrence at 18 months, n (%)° 4 (16.7)

Table I: Socio-demographic, clinical, histologic and endoscopic data of patients with Crohn’s
disease (T cell infiltration analyzes).
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Culture number 11

Age year, median (min/max) 68 (43/83)
Sex , Female/male 4/7
Diseases

Cancer 9/11
Stenosis 1/11
Diverticulitis 1/11
Origin of the myenteric ganglia

Colon 10/11
Ileum 1/11

Table II : Clinical features on myenteric human EGC used for in vitro co-culture

Compagny
Target Clone Reactivity Isotype Host (dilution)
Dako Agilent
S100 B Polyclonal Rat Rabbit
na (1/3)
: Abcam - ab52642
S100 B Polyclonal Mouse na Rabbit (1/500)
BD Bioscience -
IeG1, Mouse 554967
ICAM-1 1A 29 Rat K (1/200)
R&D Biotechne —
BBA3
ICAM-1 BBIG-I1 (11C81) Human IgGl1 Mouse (1/200)
Mouse IgG2b Abcam - ab119871
ICAM-1 YNI1/1.7.4 K Rat (1/200)
BD Bioscience - BD
2
Mouse 1gG2b 555273
CD3 17 A2 K Rat (1/200)

Tableau II : Table of primary antibodies.
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Résultats complémentaires

Nos travaux ont montré que 1’activation des lymphocytes T ou le traitement des CGE par des
LPS ou de I'L1-B/TNF-a favorisait 1’adhésion des lymphocytes T aux CGE, avec une
implication partielle des molécules d’adhésion ICAM-1/LFA-1. Ces résultats ont été obtenus
avec des cellules d'origine murine mais également humaine. Pour compléter notre étude sur les
interactions cellulaires CGE-LT au sein des plexites, nous avons effectué¢ différentes analyses

en co-cultures et sur des résections intestinales de patients contréle et Crohn.

1. Etude de I'adhésion des LT en fonction de I'origine des CGE (controle
vs Crohn)

Lors de nos travaux, nous avons utilis¢é des CGE dérivées de résections issues de patients
atteints de cancer, communément considéré comme patients controles car les prélévements ont
été effectués a distance de la tumeur. La mise en évidence in vitro que les CGE dérivées de
patients contrdles avaient des profils et des actions différents de CGE dérivées de patients Crohn
(Pochard et al., 2016) nous a incités a comparer |' adhésion des LT dans des co-cultures selon
I’origine des cellules gliales myentériques (contrdles ou de zone macroscopiquement saine de
patients Crohn). Les CGE ont été prétraitées, ou non, pendant 24h par du LPS ou de
I’IL1B/TNFa. Quant aux LT, ils ont été triés a partir de PBMC d’un donneur sain et activés par
des anticorps anti-CD3/CD28. Apres deux heures de co-cultures (ratio 1 :1), les cellules ont été
marquées par immunocytochimie.

L’analyse comparative n’a pas revelé de différence significative du nombre de LT adhérant aux
CGE controles ou Crohn, que ce soit avec des CGE non traitées (Fig. 20A,Glie native, p=0.38),
prétraitées par du LPS (20-B, p=0.89), ou prétraitées par de I’'IT (20-C, p=0.68).

Nous avons également comparé les niveaux d’expression de I’ARNm d’ICAM-1 dans les CGE
issues de donneurs controles ou Crohn. Les analyses n’ont pas rapport¢ de différence

significative (Fig.21).
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Figure 20 : Nombre de LT adhérant aux CGE issues de patients controles ou Crohn. Les LT
activés ont été incubés en présence des CGE pendant deux heures, puis le nombre de LT
adhérant aux CGE a été estimé et exprimé en fonction de la surface gliale S100p en mm2. A :
Nombre de LT adhérant aux CGE non traitées. B : Nombre de LT adhérant aux CGE
prétraitées avec du LPS (24h). C : Nombre de LT adhérant aux CGE prétraitées avec de 'IL1-
P/TNFo. (IT,24h). Les données sont exprimées en moyenne +/- S.E.M. La p-value est le résultat
du test non paramétrique Mann-Whitney.
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Figure 21 : Expression des transcrits ICAM-1 dans les CGE issues de patients contriles ou
Crohn en condition native (non-traitées) ou apreés 8h de stimulation par du LPS ou le cocktail
IT (IL1B/TNFa). A : Expression relative des transcrits ICAM-1 dans un pool de CGE issues
de patients controles et Crohn. B-C-D : Expression des transcrits ICAM-1 dans les CGE issues
de patients controles (blanc, control) ou Crohn (rouge, Crohn) sans stimulation (B) ou apres
une stimulation pro-inflammatoire avec du LPS (C) ou de I'IL15/TNFa (D). Les valeurs ont été
normalisées par un gene de ménage (RPS6). Les données sont représentées par la moyenne +/-
S.EM. La p-value est le résultat du test non paramétrique Mann-Whitney.
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2. Etude de I'adhésion des sous-populations de LT CD4+ et CD8+
d'origine murine

Les travaux mentionnés dans le manuscrit 2 portent sur la population globale de lymphocytes
T, mais nous avons également recherché si les sous-populations de LT CD4+ et CD8+ étaient
susceptibles d'adhérer préférentiellement aux CGE. Dans un premier temps, les co-cultures ont
été réalisées a partir de LT spléniques de rat. Le nombre de cellules CD4+ et CD8+ adhérant
aux CGE était significativement plus important lors de co-cultures avec des CGE prétraitées
par du LPS ou de I'lL1-B/TNF-a, par rapport a des co-cultures avec des CGE non traitées (Fig.
22A-B). Toutefois, aucune différence dans les proportions de cellules CD4/CD8 n'a été
observée (Fig. 22C).

Afin de déterminer si les LT issus des ganglions mésentériques avaient la méme capacité
d'adhésion, le méme protocole de co-culture a été appliqué. Des résultats similaires ont été

obtenus (Fig. 22D-F).
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Figure 22 : Etude comparative de l'adhésion des LT CD4+ et CD8+ a des CGE. Des LT issus
de splénocytes (A-C, n=8-10) ou de ganglions mésentériques (D-F, n=9-10) ont été activés et
mis en culture pendant deux heures avec des CGE myentériques de rat, traitées ou non par du
LPS ou de I'IL1 fJ/TNFa. Apres immunomarquage, les cellules CD4+ et CD8+ adhérant aux
CGE ont été comptées. Les données sont représentées par la moyenne +/- S.E.M et exprimées
en pourcentage de la condition controle. Le test ANOVA [ voie non paramétrique de Kruskal-

Wallis suivi d 'un post-test de Dunn’s a été utilisé pour les statistiques avec * p<0.05, ** p<0.01
et ***p>(.001.
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3. Implication d’ICAM-1/LFA-1 dans I'adhésion des LT CD4+ et CD8+
d'origine murine

Nos premieres expériences in vitro ont révélé une implication dICAM-1/LFA-1 dans l'adhésion
des LT aux CGE. Nous avons poursuivi cette é¢tude en vérifiant I'implication de ces molécules
d'adhésion dans 1'adhérence des deux sous-types de LT. Pour ce faire, des LT spléniques ou
mésentériques ont été incubés avec le lifitegrast, un inhibiteur de la liaison de LFA-1 a ICAM-
1, avant leur co-culture avec des CGE prétraitées ou non par de I’IL1-B/TNF-a. L'adhésion des
sous-populations CD4 et CD8 a été ¢évaluée par comptage aprés un marquage par
immunocytochimie. Les résultats ont montré que la pré-incubation des LT avec le lifitegrast
diminuait significativementle nombre de LT CD4+ et CD8+, d'origine splénique (Fig. 23A-B)
ou mésentérique (Fig. 23C-D), adhérant aux CGE prétraitées avec I’IL1-B/TNF-a.
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Figure 23 : Implication d’ICAM-1/LFA-1 dans l'adhésion des LT CD4+ et CD8+ aux CGE
myenteériques. Des LT spléniques (A-B, n=10) ou mésentériques (C-D, n=38) ont été actives,
préincubé ou non avec du lifitegrast (LG) puis co-cultivés avec des CGE prétraitées ou non
avec de l'lL1-B/TNF-o. (IT). Apres immunomarquage, les cellules CD4+ et CD8+ adhérant aux
CGE ont été comptées. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- S.E.M et exprimé en
pourcentage de la condition controle. Le test ANOVA 1 voie non paramétrique de Kruskal-

Wallis suivi d 'un post-test de Dunn’s a été utilisé pour les statistiques avec * p<0.05, ** p<0.01
et *** p>0.001.
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4. Etude de I'adhésion des LT CD4+ et CD8+ aux CGE d'origine
humaine

Afin d’étudier ’adhésion des populations LT CD4+ et CD8+ d'origine humaine, les co-cultures
ont été reproduites avec des LT dérivés de PBMC d’un donneur sain et des CGE myentériques
issues de patients controles. Des résultats similaires a ceux observés avec les cultures murines
ont été obtenus, a savoir que le prétraitement des CGE humaines par le LPS ou par I’IL13/TNFa
stimulait I’adhésion des LT CD4+ et CD8+ (Fig. 24A-C) et qu’un prétraitement des LT avec
du lifitegrast inhibait significativement I’adhésion des LTCD4+ et CD8+ aux CGE prétraitées
par de ’'IL1B/TNFa (Fig. 24D-F).
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Figure 24 : Etude de l'adhésion des LT CD4+ et CD8+ aux CGE myentériques humaines.

A-C : Nombre de LT CD4+ et CD8+ adhérant aux CGE humaines prétraitées ou non avec du
LPS ou de lI'IL1-f/TNF-a (IT) (n=10). D-F : Implication d’ ICAM-1/LFA-1 dans l'adhésion des
LT CD4+ et CD8+ aux CGE humaines. Des LT issus de PBMC ont été activés, préincubés ou
non avec du lifitegrast (LG) puis co-cultivés avec des CGE prétraitées ou non avec de I'IL1-
B/TNF-o (IT). Apres immunomarquage, les cellules CD4+ et CD8+ adhérant aux CGE ont été
comptées (n=10). Les résultats sont représentés par la moyenne +/- S.E.M et exprimés en
pourcentage de la condition controle. Le test ANOVA 1 voie non paramétrique de Kruskal-
Wallis suivi d 'un post-test de Dunn’s a été utilisé pour les statistiques avec * p<0.05, ** p<0.01
et *** p>0.001.
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5. Etude des LT CD4+ et CD8+ dans les plexus myentériques de
patients Crohn

Afin de compléter nos investigations sur les interactions cellulaires au sein des plexites, nous
avons recherché les sous-populations LT CD4+ ou CD8+ au sein de notre cohorte de patients
atteints de la maladie de Crohn (n=20) selon la méme méthodologie que celle décrite dans
l'article 2. Apres une double immunohistochimie CD4/S1008 ou CD8/S100p sur les coupes de
résections intestinales proximales, les ganglions myentériques ont ét¢ analysés en microscopie
apotome. Les observations ont montré la présence de LT CD4+ (Fig.25A-B) et CD8+ (Fig.25

C-D) en étroite proximité avec les CGE S100B+ au sein et autour des ganglions myentériques.

Figure 25 : Micrographies illustrant la proximité des CGE S1004+ (rouge) avec les LT CD4+
ou CD8+ (vert). A-B : Micrographies (A) et vue orthogonale associée (B) montrant [’étroite
proximité entre les LT CD4+ (vert) et les CGE S100f (rouge) au sein d’un ganglion
myentérique de patient Crohn. C-D : Micrographies (C) et vue orthogonale associée (D)
montrant [’étroite proximité entre les LT CD8+ (vert) et les CGE S100 (rouge) au sein d’un
ganglion myentérique de patient Crohn.
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Nous avons ensuite dénombré les LT CD4+ et CD8+ présents en étroite proximité (<0,413um)
avec les CGE S100B+ dans les ganglions myentériques et évalué le pourcentage de ganglions
infiltrés par ces LT (Fig.26). Les analyses statistiques effectuées sur I’ensemble des patients
Crohn n’ont révélé aucune différence dans le nombre moyen de LT CD4+ (0.70 +/- 0.17) ou de
CD8+ (0.78 +/- 0.14) en étroite proximité avec les CGE S100B+, ni dans les pourcentages de
ganglions infiltrés par des LT CD4+ (32.6% +/- 5.7) ou CD8+ (39.3% +/- 5.5) (Fig.26A-B).
Nous avons ensuite subdivisé les patients en fonction de la récurrence de la maladie (Fig.26C-
F). Concernant les LT CD4+, aucune différence statistique du nombre moyen de CD4+ par
ganglion, ni de pourcentage de ganglions infiltrés par des LT CD4+ n'a été observée (Fig. 26C-
D). Concernant les LT CD8+, le nombre moyen par ganglion n'était pas augmenté de maniére
significative mais une tendance a la hausse a été observée (Fig. 26E p = 0,063). En revanche,
le pourcentage de ganglions infiltrés par des LT CD8+ était plus important dans le groupe de

patients ayant récidivés par rapport au groupe ne présentant pas de récidive (Fig. 26F).

En conclusion, lors de ces analyses complémentaires, nous n’avons pas observé de différence
entre les CGE contrdles ou Crohn concernant I’adhésion des LT aux CGE ni dans 1'expression
des transcrits ICAM-1. L’analyse des LT CD4+ et CD8+ n'a pas révélé d’adhésion
préférentielle de 1’une ou 1’autre sous-populations, que les co-cultures soient réalisées avec des
LT isolées a partir de splénocytes, de ganglions mésentériques, ou de PBMC, et que les CGE
soient d'origine murine ou humaine. Il est toutefois a noter que le pourcentage de ganglions
infiltrés par des LT CD8+ était plus important dans le groupe de patients en récidive par rapport

au groupe ne présentant pas de récidive.

105



A B
- 100
5 . g
K O 80 . ®
@ * [ .
— [ ] ®
= 24 K [ ]
8 ° . = 601 L4 P
= o . = ® o ® e
> £, 1 —4—
o)
Z 1 w0 S —oafe—
c % % = 204 (X °
© (o] *
(] ° °,° - o ® o p°
2, ee® 00 %e® X, o %o .
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
C D
34 1001
c | p=0.17 . g p=0.17
g © 804 m_N
% 2 - s
o - S 60 ]
(] c °
Z 1 S o %
i ° N .
g =y “6 20- m
g | == . = T
. - T Y =
Non recurrent Recurrent Non recurrent Recurrent
E F
C 25+ 4100+ *
=4 p=0.063 " ®
= (= -
$ 2.0 o 804 ]
[ L ]
8 1.5 ‘;’ 60- =
||
2 . = ——
c o)) | |
8 0.5 " ..6 20
54 . ]
R —= .
0.0 U =" = 0 .
' Non recurrent Recurrent Non recurrent Recurrent

Figure 26 : Etude de l'infiltration des ganglions myentériques par des LT CD4+ ou CD8+
chez les patients Crohn (n=20). A-B : Nombre de LT CD4+ ou CD8+ en étroite proximité avec
les CGE S1005+ par ganglion (ggn) myentérique (A) et pourcentage de ganglions infiltrés par
les LT CD4+ ou CDS8+ en étroite proximité avec les CGE S100p+ (B) chez [’ensemble des
patients Crohn. C-D : Nombre de LT CD4+ en étroite proximité avec les CGE S1006+ (C) et
pourcentage de ganglions infiltrés par des LT CD4+ (D) selon la récurrence de la maladie. E-
F : Nombre de LT CD8+ en étroite proximité avec les CGE S1008+ (E) et du pourcentage de
ganglions infiltrés par des LT CD8+ (F) selon la récurrence de la maladie. Les données sont
représentées par la moyenne +/- S.E.M. Le t-test non paramétrique de Mann-Whitney a été
utilisé pour les statistiques avec * p<0.05.
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Discussion & Perspectives

Les travaux de recherche menés durant ma thése ont confirmé une étroite proximité entre les
lymphocytes T et les cellules neurales entériques dans les plexites myentériques de patients
Crohn. Ils ont également mis en évidence une implication des CGE dans ces adhésions
préférentielles. Quant aux modéles de co-culture CGE-LT, ils ont permis de montrer que
I’activation lymphocytaire ou une stimulation pro-inflammatoire des CGE favorisait 1'adhésion
des LT aux CGE. Les expériences de blocage ont révélé une implication des molécules ICAM-
1/LFA-1 dans I’adhésion des LT aux CGE, et I’administration systémique de lifitegrast, un
antagoniste chimique de LFA-1 a réduit le nombre de plexites myentériques et amélioré les

symptdomes de colites dans un modele de colite spontanée (souris Winnie).

Plexites, une étroite proximité entre les CGE et les LT

Ce projet de recherche en neuro-immunologie fondamentale a porté en majorité sur la formation
et la caractérisation des plexites entériques, aussi nommées ganglionites. Définis comme une
infiltration de cellules immunitaires en périphérie et/ou au sein des ganglions et/ou des fibres
nerveuses, les plexites entériques sont considérés comme une forme de neuropathologie (De
Giorgio et al., 2004; De Giorgio and Camilleri, 2004). Elles ont fréquemment été observées
dans des pathologies digestives avec des troubles moteurs comme la pseudo-obstruction
(McDonald et al., 1985), les dysfonctions motrices généralisées (De Giorgio et al., 2002),
I’achalasie (Clark et al., 2000; Facco et al., 2008; Villanacci et al., 2010), ou chez les patients
souffrant du syndrome de I’intestin irritable (Tornblom et al., 2002). Dans ces pathologies, les
infiltrats immunitaires dans les plexus sous-muqueux et myentérique sont hétérogenes. Chez
certains jeunes patients souffrant de pseudo-obstruction, les plexites myentériques sont
principalement infiltrées par des éosinophiles juxtaposés a des neurones produisant le
chémoattractant IL-5 (Schéppi et al., 2003) mais dans I’ensemble de ces pathologies, 1’infiltrat
dominant est représenté par des LT (De Giorgio et al., 2004), et dans le cas de 1’achalasie par

une majorité de LTCD8+ présentant un phénotype activé (Clark et al., 2000).

Dans la maladie de Crohn, la présence de plexites entériques a été décrite depuis plusieurs
décennies et souvent envisagée comme responsable d'effets neurotoxiques (Dvorak and Silen,
1985; Geboes et al., 1992; Geboes and Collins, 1998; Stead, 1992). L’intérét de la communauté
scientifique pour ces plexites a récemment connu un rebond grace a leur reconnaissance comme
marqueur prédictif des récidives post-opératoires en cas de localisation au niveau de la marge

proximale de résection chez les patients Crohn (Ferrante et al., 2006; Decousus et al., 2016;
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Gionchetti et al., 2017; Ryan et al., 2019). La récurrence post-opératoire chez ces patients est
d’autant plus dramatique qu'elle est particulierement fréquente : de 50% pour la récidive
clinique a 90% de récidive endoscopique seulement cinq ans apres 1’intervention chirurgicale
(Rutgeerts, 2006; Vaughn and Moss, 2014). D'ou la nécessité d'utiliser des marqueurs prédictifs

dans I’objectif d’améliorer la prise en charge thérapeutique post-opératoire de ces patients.

Actuellement, la caractérisation des plexites (Ferrante et al., 2006; Decousus et al., 2016;
Lemmens et al., 2017) se réalise par I’identification des ganglions nerveux entériques grace a
une coloration hématoxiline-éosine qui ne renseigne pas sur les cellules neurales impliquées.
De plus, la quasi-totalit¢ des études relatives a I’infiltration de cellules immunes dans les
ganglions entériques, qu’elles soient réalisées sur des tissus humains ou sur des modeles
expérimentaux, rapportent une « proximité cellulaire », « des cellules adjacentes » , « des
cellules apposées ou adjacentes aux ganglions » ou bien encore des « analyses centrées sur le
ganglion myentérique » sans jamais définir objectivement ces termes, ni associer de notion de
distance dans leur méthodologie (Ferrante et al., 2006; Linden et al., 2005; Pontell et al., 2009;
Sanovic et al., 1999). Lors de nos analyses, nous avons affiné la définition de plexites en
réalisant des immunomarquages des cellules neurales et en établissant des critéres stricts de
distance entre les cellules neurales et les LT CD3+, CD4+ et CD8+. L’étroite proximité a été
définie comme la superposition ou I'absence de pixel noir (0,413 um) entre les marqueurs. Sur
la base de cette définition, nous avons analysé les plexites myentériques sur des coupes
effectuées au niveau de la marge proximale de résections intestinales de patients Crohn (n=20)
et controles (n=9). Une étroite proximité entre des LT CD3+ et les CGE S100p+ a été observée,
et les analyses quantitatives ont rapporté un nombre plus important de LT en étroite proximité
avec les CGE chez les patients Crohn ayant récidivés comparativement aux patients controles.
Dans notre étude, aucune différence significative n'a été observée entre les patients Crohn avec
(n=11) et sans récidive (n=6), ni entre les patients Crohn sans récidive et les patients controles
(n=9). L'utilisation d'anticorps contre le marqueur Hu nous a permis d'étudier la présence de LT
a proximité des corps cellulaires des neurones. Une étroite proximité entre des LT CD3+ et les
neurones Hu+ a été observée. Cependant, aucune différence significative n'a été observée entre
le nombre de LT CD3+ a proximité des neurones Hu+ dans les ganglions myentériques de
patients contrdles et ceux de patients Crohn (total ou avec/sans récidive). A ce propos, il est a
noter que Hu est un marqueur du corps cellulaire et que notre étude a été réalisée sur une cohorte

relativement faible.
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De¢s lors, il serait intéressant de réitérer la méme analyse avec des marqueurs de prolongements
neuronaux comme PGP9.5, et sur un nombre plus important de patients. De plus, il est a
souligner que des plexites de grade 1 correspondant a moins de quatre cellules infiltrantes, ont
¢été détectées dans les ganglions mésentériques de patients contrdles (Hammoudi et al., 2020)
tout comme nous avons observé des LTCD3+ a proximité des CGE dans nos tissus témoins.
Ces tissus de patients réséqués pour un cancer digestif, méme a distance de la tumeur, ne sont
peut-étre pas les meilleurs témoins, car 1’inflammation joue un réle prépondérant dans les
processus tumoraux (Colotta et al., 2009; Mantovani et al., 2008). En revanche, ces
observations confortent 1'idée de définir un seuil de gravité des plexites selon le nombre de

cellules infiltrantes pour aider a discriminer les patients a risques.

En résumé, le marquage spécifique des cellules neurales, notamment des CGE, apparait comme
utile pour mieux détecter les plexites. Combinée a la détermination d'un seuil de gravité des
plexites, cette approche technique pourrait permettre d’établir des grilles d’analyses afin

d'orienter et améliorer la prise en charge thérapeutique des patients Crohn en post-opératoire.

Parallelement a cette approche immunohistochimique, des techniques d’imagerie a haute
résolution comme le FF-OCT couplé a 1’endoscopie, pourraient étre développées et utilisées
pour détecter sans biopsie ou résection, des plexites chez les patients. Par ailleurs, il est a noter
que le suivi des 1ésions de patient Crohn peut actuellement étre effectué¢ par IRM (Zappa et al.,
2011). Des lors, on pourrait envisager le développement d’outils d’imagerie IRM pour un suivi
des plexites et/ou des niveaux d’ ICAM-1 dans les ganglions myentériques de patients Crohn.
En effet, une étude dans un modele expérimental de sclérose en plaque a indiqué que la récidive
ou la rémission peut étre prédit par des analyses IRM couplées a la détection de P-selectine
vasculaire (Fournier et al., 2017). Ces approches pourraient permettre de détecter les patients a
haut risque de récidive avant les interventions chirurgicales et ainsi adapter au plus tot leur prise

en charge thérapeutique.
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Caracterisation des LT adhérant aux CGE

Les plexites myentériques sont composés en majorité de lymphocytes (Decousus et al., 2016;
Ferrante et al., 2006; Lemmens et al., 2017; Milassin et al., 2017; Sokol et al., 2009) et nos
travaux in vitro ont montré que les LT adhéraient préférentiellement aux cellules neurales,
notamment les CGE. De plus, 1'adhésion des LT est favorisée par leur activation ainsi que par
le prétraitement des CGE par des stimuli pro-inflammatoires. L'ensemble de ces observations
va dans le méme sens et constitue une premiere étape dans 1’identification des mécanismes
potentiellement impliqués dans la formation in vivo des plexites entériques. Au cours de notre
¢tude, nous avons également tenté¢ de caractériser les LT adhérant aux CGE en culture ou

infiltrant les ganglions myentériques de patients Crohn.

Concernant I’origine des LT infiltrant les plexites myentériques des patients Crohn, nous avons
recherché dans quelle mesure les LT issus des ganglions mésentériques, avaient des propriétés
d’adhésion différentes des LT issus de la rate. Pour ce faire, nous avons comparé 1’adhésion de
LT spléniques a I’adhésion de LT mésentériques dans des co-cultures avec des cellules gliales
myentériques. Nos résultats ont rapporté un nombre plus important de LT adhérant (par mm?2
de surface gliale S100B) dans des co-cultures réalisées avec des LT mésentériques comparé a
des LT spléniques avec ou sans prétraitement des CGE par des stimuli inflammatoire
(Manuscrit 2, Fig2.F) Ce résultat est intéressant car les ganglions mésentériques, relais
ganglionnaires dédiés a la surveillance antigénique digestive, ont un role particulier dans le
tropisme intestinal des LT. En effet, des expériences basées sur I’injection de LT CD4 naifs
dans des souris irradiées ont révélé que leur activation dans les ganglions mésentériques
induisait I’expression de I’intégrine a4B7 et du récepteur de chémokine CCRY favorisant leur
recrutement dans la muqueuse intestinale (Kawabe et al., 2013). Des observations similaires
ont été rapportées par Campbell et al. qui ont comparé I’expression de molécules d’adhésion
dans les LT en fonction du lieu de leur I’activation. Seul 1’activation des LT dans les ganglions
mésentériques a induit I’expression de I’intégrine 047 (Campbell and Butcher, 2002).
Svensson et al. ont, quant a eux, rapporté la stabilité de 1’expression du CCR9 dans les LT
CD8af lorsque ces derniers sont activés dans les ganglions mésentériques (Svensson et al.,
2002). Ces particularités seraient en partie dues aux propriétés des cellules dendritiques
présentes dans les ganglions mésentériques. En effet, contrairement aux cellules dendritiques
de la rate, les cellules dendritiques des ganglions mésentériques sont capables d’induire
I’expression du CCR9 et de I'intégrine a4f7 lors de I’activation de LT CD8 (Johansson-

Lindbom et al., 2003). Il a également ét¢ montré qu’en co-culture, les cellules dendritiques
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mésentériques favorisaient plus fortement I’expression de I'intégrine oa4p7 dans LT
comparativement aux cellules dendritiques issues d’autres ganglions ou des plaques de Peyer
(Stagg et al., 2002). Ces résultats suggerent que les LT issus des ganglions mésentériques ont
des propriétés particulieres et ils seraient intéressant d’analyser quelle différence favoriserait

leur adhésion aux CGE.

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle différence des propriétés d’adhésion des LT
aux CGE, nous avons immunomarqué les LT CD4+ et CD8+ adhérant aux CGE dans des co-
cultures. Les observations n’ont pas révélé une adhésion plus importante des LT CD4+ par
rapport aux LT CD8+ quelques soient les conditions de cultures. Par ailleurs, le prétraitement
des LT par du lifitegrast s’est avéré aussi efficace pour inhiber 1’adhésion des LT CD4+ que

celle des CD&+ aux CGE.

La dynamique d’adhésion des LT

Les interactions cellulaires étant des événements dynamiques, nous avons étudié in vitro la
dynamique spatio-temporelle des interactions entre les cellules neurales entériques et les LT.
Grace a la vidéomicroscopie, nous avons observé qu'en co-culture, des LT adhéraient a la
surface des cellules neurales entériques et présentaient un comportement de reconnaissance
active de type « scanning » caractérisé¢ par des extensions et rétractations de prolongements
cytoplasmiques. Certains LT semblaient également s'immiscer au sein de la culture primaire de
systeme nerveux entérique. Pour compléter ces observations, il serait intéressant d'utiliser des
logiciels de suivi cellulaire afin de déterminer les vitesses et les temps de contact qui sont des

parametres importants dans la fonctionnalité des interactions intercellulaires (Duchalais et al.,

2018; Stoll et al., 2002).

Concernant la dynamique d’infiltration des cellules immunitaires dans les ganglions entériques,
une question majeure est de savoir si I’infiltrat immunitaire précede ou est une conséquence de
I’inflammation de la muqueuse. L’analyse des souris Winnie qui développe spontanément des
plexites entériques et des colites, ont apporté des informations intéressantes. Nous n’avons pas
trouvé de différence significative entre le nombre de plexites myentériques dans le colon distal
de souris sauvages en comparaison des souris Winnie agées de 5 semaines, un age ou elles ne
présentent aucun symptome particulier. En revanche, le nombre de LTCD3+ a proximité des
CGES100B+ myentériques n’était toujours pas différent entre les souris sauvages et Winnie a
6 semaines, alors qu’a cet age, le recrutement aberrant de cellules immunes dans la muqueuse

et les désordres histologiques sont avérés (Eri et al., 2011; Heazlewood et al., 2008).
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Ces observations suggerent que ’infiltration immunitaire primaire a lieu au niveau de la
mugqueuse dans les souris Winnie. D’autre part, les études sur des modeles de colite aigiie ont
rapporté une infiltration dans les ganglions entériques transitoire et concomitante a 1’infiltration
dans la muqueuse. En effet, dans ces modeles et selon le type de cellules immunitaires, une
infiltration transitoire précoce a été observée dans les ganglions myentériques a 3h, 6h ou 24h
aprés 1’induction de la colite (Linden et al., 2005; Pontell et al., 2009; Sanovic et al., 1999).
Selon ces modeles, les ganglions nerveux entériques pourraient étre une voie d’entrée et de
dissémination des cellules immunitaires vers la muqueuse, comme dans le cas de la
dissémination des cellules cancéreuses €pithéliales intestinales (Duchalais et al., 2018). Il est a
noter que ces modeles de colites induites par une stimulation pro-inflammatoire aiglie ne
reproduisent que partiellement les mécanismes et les 1€sions observées chez les patients Crohn

(Kiesler et al., 2015).

Implication d’ICAM-1/LFA-1 dans I'adhésion des LT aux CGE

Les molécules d’adhésion ICAM-1/LFA-1 sont largement connues pour leur rdle dans la
diapédése et la formation de synapse immunologique (Dustin, 2005; Shimizu, 2003).
L’intégrine LFA-1 est exprimée a la surface des leucocytes sous la forme d’un hétérodimere
composé¢ de la chaine aL. (CD11a) et de la chaine f2 (CD18) (Hynes, 1992; Gahmberg, 1997;
Shimizu, 2003). Initialement exprimée sous une conformation « fermée » de faible affinité,
LFA-1 change de conformation sous I’influence de cytokines, notamment des chémokines, et
augmente ainsi son affinité pour ses récepteurs (Walling and Kim, 2018). Son récepteur
principal ICAM-1 est un membre de la super-famille des immunoglobulines. Il est composé de
cinq domaines « Ig-like » dont le premier est impliqué dans la reconnaissance de ses ligands

(Ramos et al., 2014; Roebuck and Finnegan, 1999).

Nos résultats ont montré qu'lCAM-1 est exprimée par les CGE S100B+ et que son expression
est augmentée en réponse a une exposition aux LPS ou au cocktail IL-1B/TNFa. Ces
observations sont similaires a celles observées pour d'autres cellules gliales comme les
astrocytes (Aloisi et al., 1992; Ballestas and Benveniste, 1995; Lee et al., 1999), les cellules de
Schwann (Lisak and Bealmear, 1997; Shen et al., 2008), les oligodendrocytes (Satoh et al.,
1991) ou les cellules microgliales (Shrikant et al., 1995). En 2013, une augmentation de
I’expression d’ICAM-1 a été montrée dans des ganglions myentériques de patients Crohn
réfractaires aux traitements mais cette étude n’a pas caractérisé le type de cellules neurales

exprimant [CAM-1(Smyth et al., 2013).
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Nous avons donc analysé par immunohistochimie les coupes de résection intestinale (marge
proximale) issues des patients Crohn qui composent notre cohorte. Nos premicres observations
montrent une expression ponctiforme d’ICAM-1 dans les cellules gliales S100p+ cependant
cette expression apparait relativement faible en comparaison de son expression dans certains
neurones (Fig. 27). Ces analyses seront complétées par la recherche d’ICAM-1 dans les CGE
et neurones des ganglions myentériques au niveau des zones inflammatoires de résection

intestinale des patients Crohn.

Figure 27 : Expression d'ICAM-1 dans les ganglions myentériques de patients Crohn. Des
coupes (Sum) effectuées au niveau de la marge proximale de résections iléales ont été
immunomarquées avec des anticorps anti-ICAM-1 et anti-S1008. Une expression ponctiforme
d’ICAM-1 (rouge) a été détectée au niveau des CGE S1006+ (vert).

Un autre point important de notre problématique est la signalisation induite par 1’activation
d’ICAM-1 dans les CGE et ses conséquences. Des études seront réalisées sur ce point dans les
CGE mais les expériences de Lee et al., ont montré que ’activation d’ ICAM-1 dans des cultures
d’astrocytes d’origine murine favorisait I’expression d’IL-1(a,p) et d’IL-6 grace aux voies
MAP kinase kinase MEK pour I’IL-1, et MEK et p38 pour I’IL-6 (Lee et al., 2000). Dans les
cellules HUVEC, D’activation d’ICAM-1 favorisait la production des chémokines IL-8 et
RANTES (Sano et al., 1998) et était indispensable a I’extravasion des LT vers le cerveau a

travers la barriére hémato-encéphalique (Etienne-Manneville et al., 2000).
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Les conséquences de I’activation de LFA-1 dans les LT sont également une piste de recherche.
En 2017, Verma and Kelleher ont montré que la liaison LFA-1/ICAM-1 favorisait la stabilité
des interactions entre les LT et les cellules exprimant ICAM-1 grace a un réarrangement rapide
du cytosquelette. Des effets a moyen terme sur les fonctions des LT ont également été mis en
¢vidence. A savoir qu’un effet sur la prolifération et I’orientation des CD4+ auxiliaires a été
observé (Verma and Kelleher, 2017) et que la liaison LFA-1/ICAM-1 rend réfractaire les LT
dérivés de PBMC humains, a la signalisation TGF-f en limitant leur production d’IL-2 et leur
polarisation in vitro vers les profils Treg et Th17 (Verma et al., 2012). D’autre part, il a été
montré que la signalisation LFA-1 stimulait la production et la sécrétion d’acétylcholine

associée au réflexe cholinergique anti-inflammatoire (Fujii et al., 2007).

Enfin, pour évaluer I’implication spécifique d’ ICAM-1 produit par les CGE dans la formation
de plexites et le développement de colite, il est prévu d’étudier I’'impact de sa délétion
spécifique dans les CGE grace a des souris transgéniques (ICAM-170%-10x X' §ox1(Cre ERT2)

croisées avec des souris Winnie ou IL107" présentant spontanément des plexites et des colites.

Conséquences fonctionnelles des interactions LT-CGE
Nos travaux de recherche ont permis de mettre en évidence des interactions physiques entre les
LT et les CGE. Une des prochaines étapes sera de déterminer les conséquences fonctionnelles

de ces adhésions, mais aussi des communications solubles paracrines, sur le phénotype des CGE

etdes LT.

Des travaux récents sur la communication entre les CGE et des cellules de I'immune innée ont
déja été réalisés et ont rapporté un contrdle des fonctions des macrophages et des ILC3 par les
CGE. En 2016, Ibiza et al. ont montré que grace a la sécrétion de GDNF, les CGE régulaient la
production d’IL-22 par les ILC3, participant ainsi au maintien de 1’intégrité de la BEI (Ibiza et
al., 2016). En 2020, Grubisic et al., ont quant a eux, rapporté le role déterminant du syncytium
glio-entérique dans la production de M-CSF associ¢ a la promotion des fonctions phagocytaires
des macrophages musculaires (Grubisic¢ et al., 2020). Cette étude précise une production de M-
CSF par les CGE, trois fois plus importante que celle des neurones entériques rapporté par
Muller et al. (Muller et al., 2014). Concernant 1’impact fonctionnel des interactions glio-
lymphocytaires sur les LT, un effet sur ’orientation et la plasticité des profils des LTCD4+

auxiliaires apparait comme une piste d’étude intéressante.
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En effet, aprés une premicre polarisation lors de 1’activation par une cellule présentatrice
d’antigene certains profils LTCD4 auxillaires, notamment les Th17 et les Treg, peuvent évoluer
vers d’autre profils (Fig.28) (Magombedze et al., 2013; Murphy and Stockinger, 2010; Zhou et
al., 2009; Zhu, 2018)
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Figure 28 : Activation et différenciation des LT CD4 auxiliaires. A) Lors d’une présentation
antigénique par une cellule présentatrice d’antigene (CPA/APC), trois signaux conduisent a
l’activation, la survie et l'orientation des LT naifs vers un profil de LT effecteur. B)
Présentation de différents profils de LTCD4 effecteurs selon [’environnement cytokinique, le
principal facteur de transcription exprimé et les principales cytokines secrétées. La
polarisation vers un profil particulier peut évoluer vers un autre profil selon les signaux
environnementaux (fleches pointillées). Crée sur biorender.com a partir de Magombedze et de
la these du Dr Asri de référence ffNNT : 2015TOU30084 (Magombedze et al., 2013).
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Par exemple, dans I’intestin, un environnement riche en TGFf et IL6 favorise I’orientation des
Thl (T-bet+IFNy+TNFao+) vers un profil Th17(RoryC+IL17+) (Liu et al., 2015) alors qu'une
forte concentration en IL-12 favorise la conversion des Treg FoxP3+ vers des profils Th1 IFN+,
Th17 IL-17+ et un profil mixte IFNy+IL17+ (Feng et al., 2011). De plus, de nouveaux profils
sont régulierement découverts. Ainsi, la production d’IL-22 initialement associée au profil
Th17 (Liang et al., 2006) est a présent également associée a un profil Th22 découvert dans une
population mémoire de LT dermiques secrétant de 1’IL-22 sans expression d'IL-17 ni du facteur

de transcription RORYT (Duhen et al., 2009; Eyerich et al., 2009).

Différents travaux suggerent que les cellules gliales pourraient elles-aussi intervenir dans
I’orientation des LT. Ainsi, des études ont montré in vitro qu’en présence d’astrocytes, des LT
CD4+ naifs évoluaient vers un profil Th1 IFNy+ si la co-culture est supplémentée en anticorps
anti-IL4 et anti-IL12, ou vers un profil Treg FOXP3+ si la co-culture est supplémentée en TGF[3
(Beurel et al., 2014). Il a également été rapporté le role des astrocytes dans le maintien de
FOXP3 dans des T régulateurs, préalablement différenciés (Xie et al., 2015). Dans 1’étude de
Filipello et ses collaborateurs, I’adhésion des LT récemment activés aux astrocytes stimulait
I’expression des ecto-nucléotidases membranaires CD39 et CD73, et favorisait la polarisation
vers un profil immunosuppresseur de type Th17 (Filipello et al., 2016). En 2010, Saikali et al.,
ont ¢galement montré qu’en co-culture apres une stimulation des astrocytes par des cocktails
cytokiniques pro-inflammatoires, le contact astro-lymphocytaire favorisait [’activité
cytotoxique des LT CD8+ a travers I’expression membranaire d’IL-15. Cette observation est
d’autant plus pertinente que des LTCD8+ ont été détectés a proximité d’astrocytes fortement
immunoréactifs a I’IL-15 dans le cerveau de patient atteints de sclérose en plaques (Saikali et
al., 2010). Les CGE ont également un impact sur les LT puisqu’une précédente étude de notre
groupe a rapporté un effet antiprolifératif des CGE humaines sur les LT activés partiellement

dépendant de contacts cellulaires (Kermarrec et al., 2016).

Pour analyser I’effet des interactions physiques et paracines entre les CGE et LT sur la plasticité
des LT CD4+ auxiliaires, nous avons ¢établi des co-cultures a partir de LT activés et des CGE
prétraitées a ’'I'T (4 jours, ratio 1 :1). Puis nous avons analysé par Q-PCR I’expression de
facteurs de transcription associés aux profils auxiliaires dans les LT flottant dans le surnageant
(Flott), adhérant aux CGE (Adh) ou dans les LT co-cultivés avec un séparateur d’une porosité

de 0,4 um (Trans) (Fig.29).
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Figure 29 : Expression d’AHR (A), de FoxP3 (B) et de RORy (C) dans les LT en co-culture
avec des CGE. Les LT activés ont été cultivés pendant quatre jours en présence de CGE
prétraitées avec de I’IL-15/TNF-o. (IT) pendant six heures (n=13-25). Les co-cultures ont été
réalisées avec un séparateur aux pores de 0,4um (Trans) ou en contact direct (LT flottant, LT
adhérant). Apres 4 jours de co-cultures, les LT ont été récupérés et l’expression des ARNm
codant pour les facteurs de transcriptions AHR, FoxP3 et RORy a été analysée par PCR
quantitative. Les données sont représentées par la moyenne +/- S.E.M et sont exprimé en
pourcentage de la condition de lymphocytes T activés sans CGE. Le test ANOVA 1 voie non
paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé pour les statistiques avec * p<0.05 ; ** p<0.01 ;
% p<0.001. EGC : cellules gliales entériques ; ActT : LT activés ; Trans : LT co-cultivés en
transwell ; flott : LT flottant ; adh : LT adhérant.

Les résultats ont montré une nette augmentation de I’expression du facteur de transcription
AHR dans les LT flottants (Flott) et adhérants (Adh) co-cultivés en contact direct avec des
CGE. En revanche, lorsque les LT sont co-cultivés avec un séparateur (Trans), ne permettant
pas d’adhésions entre LT et CGE mais la circulation libre de molécules solubles, aucune
augmentation du niveau des transcrits AHR n’a ét¢ détectée (Fig.29A). Ces observations
suggerent des mécanismes de régulation de I’expression d’AHR contact-dépendants. Les
conséquences de cette stimulation de 1’expression d’AHR au contact des CGE restent a étre
déterminer mais différentes données pourront nous guider dans les futures recherches. Tout
d’abord, méme si AHR est principalement associé¢ au profil Th22 (Trifari et al., 2009), il est
¢galement impliqué dans 1’induction de Th17 (Kimura et al., 2008; Veldhoen et al., 2008) et le
maintien de FoxP3 (Gutiérrez-Vazquez and Quintana, 2018; Quintana and Sherr, 2013).
L’augmentation observée du niveau des ARNm AHR dans nos co-cultures pourrait ainsi étre le
reflet de son expression par plusieurs sous-populations lymphocytaires (Cervantes-Barragan
and Colonna, 2018). Par ailleurs, AHR est un facteur de transcription important dans la
régulation d’IL-22, une interleukine connue pour ses actions protectrices vis-a-vis de la barriére
épithéliale intestinale en favorisant notamment la production de peptides anti-microbiens

(Dudakov et al., 2015; Ibiza et al., 2016).
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De plus, il a été montré que 1’administration d’agonistes d’AHR dans trois modéles de colites
(TNBS, DSS, transfert de CD4) avait un effet protecteur sur le développement de la colite grace
a la production d’IL-22 et une réduction de I’IL-17 et du TNFa (Monteleone et al., 2011).
Toutefois, les modalités d’action de I’IL-22 peuvent s’avérer complexes car il a récemment été
rapporté que la délétion d’IL22 dans le modele de colite IL10-/- protégeait du développement
de colites (Gunasekera et al., 2020). La recherche des conséquences de I’augmentation de
I’expression d’AHR dans les LT induite par le contact des CGE, devrait donc aboutir a des

résultats intéressants.

Par ailleurs, nos résultats préliminaires de I’impact des CGE sur les profils de LT auxiliaires
ont montré une diminution significative du facteur de transcription FOXP3, caractéristique du
profil Treg. Cette diminution est particulierement importante dans les LT adhérant aux CGE
(Fig.29-B) et il serait intéressant de déterminer si cette diminution drastique est uniquement due
a une régulation négative de 1’expression de FoxP3 a travers le contact prolongé des LT aux
CGE, ou si simplement les LT FOXP3 adhérent en plus faible nombre aux CGE. Cette
diminution de FOXP3 est particulierement intéressante car il a ét¢é montré in vitro que
I’interaction LFA-1/ICAM-1 inhibait la signalisation TGFJ limitant ainsi la polarisation des LT
en Treg FOXP3+ via une suppression de la sécrétion d’IL-2 (Verma et al., 2012). Des lors, il
serait intéressant d’analyser la production d’IL-2 par les LT dans les différentes conditions,
d’autant plus que des travaux au sein de notre laboratoires ont révélé que les CGE secrétaient
du TGFB (Neunlist et al., 2007). Il est a noter que les interactions LT-CGE n’affectent pas tous
les facteurs de transcriptions puisqu’aucune différence significative n’a été observée pour

RORyt (Fig.29C), caractéristique des Th17.

D’autre part, nous nous sommes interrogés quant a I’impact des LT sur le profil des CGE en
co-culture direct et indirect (Fig.30). Une précédente étude réalisée a partir d’astrocytes a
rapporté une augmentation de la production gliale de TGFB2 et de la chémokine CCL-2 dans
des co-cultures ou les astrocytes étaient en contact direct avec des LTCD4+ activés (Filipello
et al., 2016). D’autre part, Prajeeth et al. ont rapporté une augmentation de 1’expression de
chémokines en réponse a une stimulation par des surnageants de culture de LT TH1 (Prajeeth
et al., 2017). Nous avons donc analys¢ I’expression de différents genes cibles : de I’'IL-6, du
TNFa, du TGFB, d’ICAM-1, du GDNF et de son récepteur GFRa dans les CGE aprés quatre
jours de co-culture avec des LT activés soit en contact direct soit séparée par un insert poreux

(Fig. 30).
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Figure 30 : Expression de médiateurs gliaux dans les co-cultures CGE-LT. Les LT activés
(ActT) ont été cultivés pendant quatre jours en présence de CGE prétraitées avec de I’IL-
1p/TNF-a. (IT) pendant six heures (n=13-25). Les co-cultures ont été réalisées en transwell
(Transwell) ou en contact direct (Direct). Apres quatre jours de co-cultures, les CGE ont été
récuperées et les ARNm codant pour les cytokines IL-6, TNFa, TGFf, la molécule d’adhésion
ICAM-1 ; le facteur neurotrophique glial (GDNF) et le récepteur du GDNF (GFRq) ont été
analysés par PCR quantitative. Les données sont représentées par la moyenne +/- S.E.M et
sont exprimées en pourcentage de la condition controle (ctrl). Le test ANOVA 1 voie non

paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé pour les statistiques avec * p<0.05 ; ** p<0.01 ;
*EE p<0.001.

Les résultats préliminaires ont montré une augmentation de 1’expression d’IL-6, du TNFa et
d’ICAM-1 dans les CGE en réaction au prétraitement par de I’'IL-1B/TNF-a (IT) (Fig.29A, B,
D). Dans des cultures en contact direct, une diminution de I’expression de GFRa est observée
dans les CGE suggérant un effet répresseur des contacts glio-lymphocytaires (Fig.29F). Dans
des co-cultures sans contact direct, nous avons observé une augmentation de I’expression gliale
de TGFB (Fig.29C) et de GDNF (Fig.29E), qui n’a pas été retrouvée dans les co-cultures
permettant des contacts entre les CGE et les LT. Ces résultats préliminaires suggerent une
implication de facteurs solubles dans la régulation des transcrits gliaux qui peut étre inhibée par
les contacts entre CGE et LT. Ces résultats seront complétés par des analyses au niveau
protéique en dosant des cytokines cibles (TNFa, I[L-6, TGFpB, GDNF, IL-2, IL-17, IL-22, IFNy,

IL-10) dans les surnageants de co-culture.
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Afin d’explorer I’'impact fonctionnel des interactions glio-lymphocytaires sur des populations
de LT particuliéres, il est envisagé de reproduire ces co-cultures a partir de LT enrichis en CD4,
ainsi qu’a partir de LT CD4+auxiliaires préalablement différenciés avec un intérét préférentiel
pour les profils Thl, Th17 et Treg impliqués dans la physiopathologie de la maladie de Crohn.
Nous utiliserons une approche transcriptomic (RNASeq, DGSeq) pour avoir une image plus
complete des régulations et des voies de signalisation impliquées lors des interactions entre des

CGE et ces populations particuliéres de LT.

A noter que les interactions entre des LT et des CGE sont susceptibles d’impacter, et d’étre
impacté par, d’autres cellules présentes dans leur microenvironnement. Ainsi, une étude dans
un systéme plus complexe par exemple a partir d’organoides (Mahe, 2018; Workman et al.,
2017; Yoo and Donowitz, 2019) serait intéressante afin d’avoir une vue plus globale des

mécanismes conduisant a une rupture de I’homéostasie digestive.
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Le lifitegrast diminue Pinfiltration des LT dans les ganglions
myentériques des souris Winnie

Egalement référencé sous la dénomination SAR118, le lifitegrast fait partie des molécules
chimiques de faible poids moléculaire (<1kDa ; MW615 g/mol) congu par homologie au site
de reconnaissance d’ICAM-1 au LFA-1 (Fig.31). C’est un antagoniste compétitif de I’unité o
(CD11) de LFA-1 qui par conséquent empéche la liaison de LFA-1 a ICAM-1 (Gadek et al.,
2002; Keating et al., 2006; Semba and Gadek, 2016).

Lifitegrast

Lifitegrast

Figure 31 : Représentations schématiques de la structure du lifitegrast (LG, SAR118) (Semba
and Gadek, 2016)

Parmi les inhibiteurs synthétiques développés dans les années 2000 (Kelly et al., 1999; Suchard
et al., 2010; Zhong et al., 2010), le lifitegrast a été retenu pour traiter les sécheresses oculaires
associées a une inflammation chronique de la cornée et au recrutement aberrant de LT (Perez
et al., 2016; Semba and Gadek, 2016; Zhong et al., 2012). Son coftit de production est moindre
par rapport a des anticorps bloquants ou des thérapies par inhibition génique, et il peut étre
administré oralement (Keating et al., 2006). En 2011, Murphy et al. ont montré que le lifitegrast
inhibait in vitro I’adhésion de LT immortalisés (Jurkat) et le relargage de cytokines pro-

inflammatoires par des PBMC humains activés (Murphy et al., 2011).
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De plus, le lifitegrast est actif a trés faible dose. Aussi, au cours de nos travaux, nous 1’avons
utilisé a la concentration de 0,1 mM lors des expériences de blocage in vitro, et de 15 mg/kg
pour le traitement des souris Winnie, sur la base des travaux de Murphy (Murphy et al., 2011),
des tests de toxicité (Zhong et al., 2012, 2010) et des informations fournies dans le dossier de
demande d’approbation pour de nouveaux médicaments relatif a la formulation du Xiidra (NDA

208073) désormais propos¢ aux patients souffrant de sécheresse oculaire.

Nos expérimentations in vitro sur des co-cultures ont montré que le lifitegrast inhibait
I’adhésion des LT aux CGE murines ou humaines préalablement stimulées par de I’IL-
1B/TNFa. De plus, nous avons montré que son administration curative en systémique réduisait
le nombre de plexites myentériques et les signes de colites chez les souris Winnie. Ces
observations suggérent une implication des molécules d’adhésion I[CAM-1/LFA-1 dans la
formation des plexites et ouvrent la possibilité d’utiliser cet antagoniste synthétique pour limiter

les récidives en cas de maladie de Crohn.

Concernant les tentatives pour inhiber les interactions entre ICAM-1 et LFA-1, deux approches
ont déja été évaluées en clinique : 1’alicaforsen et I’efalizumab (Fig.32) (Biswas et al., 2019;

Zundler et al., 2019).
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Figure 32 : Représentation schématique d’agents biologiques ciblant les molécules d’adhésion
deéveloppés pour traiter les patients Crohn. Crée sur biorender.com a partir de Biswas (Biswas
etal.,, 2019).
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Historiquement, les premieres pistes thérapeutiques ont directement ciblé la protéine ICAM-1
sur la base de I’expression massive d’ICAM-1 dans les zones inflammatoires des patients Crohn
(Malizia et al., 1991; Smyth et al., 2013) et son implication déterminante dans la diapédese.
Des anticorps anti-ICAM-1 ont été évalués dans des mod¢eles murins, avec comme résultats soit
une inefficacité a limiter seuls les colites dans le modele DSS (Soriano et al., 2000), soit une
efficacité a limiter seuls les colites dans ce méme modele (Hamamoto et al., 1999; Taniguchi
et al., 1998), soit une efficacité a limiter les colites en association avec un anticorps anti-
VCAM-1 dans le mod¢le de colite spontanée chez la souris SAMP-1/YIT (Burns et al., 2001).
En clinique, seuls des oligonucléotides antisens anti-ICAM-1 (Alicaforsen, ISIS 2302) ont été
¢valués. Une premicre étude en phase II s’est révélé encourageante (Yacyshyn et al., 1998),
mais les essais suivants avec plus de patients n’ont pas rapporté une efficacité¢ suffisante de

I’alicaforsen en comparaison du placebo (Schreiber et al., 2001; Yacyshyn et al., 2007, 2002).

Une seconde piste thérapeutique a consisté a cibler la protéine LFA-1 avec un anticorps anti-
CDl11a (Efalizumab) préalablement approuvé pour le traitement des psoriasis. Un unique essai
a été réalisé sur une faible cohorte de patients Crohn réfractaires ou intolérants aux thérapies
standards, qui a rapporté un bénéfice clinique sans effets secondaires aprés 8 semaines de
traitement (James et al., 2011). Cependant, I’Efalizumab a été retiré du marché américain suite
a des effets indésirables graves de leuco-encéphalopathies progressives multifocales. Ces
observations rappellent que la balance bénéfique/risque doit étre considérée avec attention lors
de la recherche de nouvelles thérapies. A ce propos, il serait également intéressant de tester
I’efficacité d’une administration locale du lifitegrast dans le tractus gastro-intestinal afin de

limiter les effets secondaires.
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Conclusion

Les résultats obtenus durant ma thése ont permis de mettre en évidence des adhésions
privilégiées entre les LT et les cellules neurales entériques. Ils ont également démontré que
I’activation des LT, I’inflammation gliale et 1’origine mésentérique des LT favorisaient
I’adhésion des LT aux CGE. Des analyses comparatives n’ont pas révélé de différence dans
I’adhésion des sous-populations de LT CD4+/CD8+, et les LT semblent adhérer de fagon
similaire a des CGE dérivées de patients contrdles ou issues de zones saines de patients Crohn.
Les analyses rétrospectives sur des coupes de résections intestinales au niveau de la marge
proximale, ont quant a elles, révélé une étroite proximité entre les CGE S100B+ et les LT CD4+
et CD8+ dans les ganglions myentériques de patients Crohn et rapporté un nombre plus élevé

de LTCD3+ en étroite proximité avec les CGE chez les patients Crohn en récidive.

Larecherche des mécanismes a 1’origine des interactions entre les LT et les CGE, nous a conduit
a étudier les molécules d’adhésion. Les analyses in vitro ont démontré une augmentation de
I’expression d’ICAM-1 par les CGE sous I’influence de stimulations pro-inflammatoires, et ont
révélé I’implication partielle de la liaison LFA-1/ICAM-1 dans les adhésions des LT aux CGE.
Enfin, ’administration d’inhibiteur synthétique de LFA-1 dans le mode¢le de colite spontanée
Winnie a diminué efficacement le nombre de LT a proximité¢ des CGE S100B+ dans les
ganglions myentériques et démontré son efficacité in vivo dans I’amélioration des symptomes

de colite.

Pour conclure, nos résultats soulignent 1’intérét d’étudier les interactions glio-lymphocytaire
pour une meilleure compréhension de la maladie de Crohn et pour 1’identification de nouvelles
cibles thérapeutiques. Des analyses complémentaires seront nécessaires afin d’identifier
I’ensemble des mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des plexites entériques,

notament in vivo, et leur implication dans la maladie de Crohn.
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Paroi intestinale de patient Crohn
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Figure 33 : Schéma de synthese des travaux de these. Les interactions entre les cellules
neurales entériques et les LT infiltrant les ganglions myentériques de patient Crohn ont été
évaluées in vitro et in vivo. Les modeles de co-cultures entre CGE et LT ont mis en évidence
que la pré-exposition des CGE par un environnement pro-inflammatoire (LPS ou IL-15/TNFa)
favorisait I'adhésion LTCD4+ et CD8+ aux CGE. La liaison d’ICAM-1 a LFA-1 est impliquée
dans l’adhésion des LT aux CGE. L’administration par voie systéemique du Lifitegrast, un

antagoniste de LFA-1, dans des souris Winnie souffrant de colique chronique, améliore les

symptomes, réduit ['inflammation du colon, restaure une consistance de selle « normales » et
diminue infiltration de LT a proximité de CGE dans les ganglions myentériques. Crée sur

biorender.com.
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Réle du systéme nerveux entérique et de I'inflammation dans la formation des plexites entériques

Mots clés : Maladie de Crohn, Plexite, Cellule Gliale Entérique, Lymphocyte T, Inflammation

Résumé: La maladie de Crohn est une
pathologie inflammatoire chronique de lintestin
qui se manifeste par l'alterance de période de
rémission et de poussées inflammatoires
aboutissant a des lésions irréversibles de la
paroi intestinale. Le recours a la chirurgie est
souvent nécessaire et la récidive post-
opératoire est fréquente. Un facteur de risque
de récidive précoce est la présence de plexites
entériques en marge proximale de résection.
Les caractéristiques de ces infiltrations de
cellules immunes au sein des ganglions
nerveux entérigues étant peu connues, ce
travail de thése avait pour objectif de
caractériser les interactions neuro-immunes
dans les plexites entériques en cas de maladie
de Crohn. Les immunomarquages a partir de
résections de patients Crohn ont montré une
étroite proximité entre les cellules gliales
entériques (CGE) et les lymphocytes T (LT)
infiltrés, un nombre plus elevé de LTCD3+ a
proximité des CGE, ainsi qu’'une proportion plus

importante de ganglions myentériques infiltrés
par des LTCD3+ chez les patients Crohn en
récidive. Les études dans des modéles de co-

culture ont révelé que I'activation
lymphocytaire ou un environnement pro-
inflammatoire pour les CGE favorisait

ladhésion des LTCD4+ et CD8+ aux CGE
impliquant partiellement les molécules ICAM-1
et LFA-1. Enfin, ladministration par voie
systémique d’'un antagoniste chimique de LFA-
1, le lifitegrast, a des souris Winnie
développant spontanément des  colites
chroniques, a amélioré les signes de colites
(symptémes, histologie, motricité intestinale) et
réduit l'infiltration de LTCD3+ a proximité des
CGE dans les ganglions myentériques.

Ces travaux montrent une augmentation
anormale des interactions entre les CGE et les
LT au cours de processus inflammatoires
chroniques, qui incitent a I'étude de leurs
conséquences fonctionnelles dans la maladie
de Crohn.

Role of the enteric nervous system and inflammation in the formation of enteric plexitis

Keywords: Crohn’s disease, Plexitis, Enteric Glial Cell, T lymphocyte, Inflammation

Abstract: Crohn's disease is a chronic
inflammatory bowel disease that manifests by
alternating  periods of remission and
inflammatory flare-ups leading to irreversible
damage of the intestinal wall. Surgery is often
necessary and post-operative recurrence is
frequent. A risk factor for early post-operative
recurrence is the presence of enteric plexitis at
the proximal margin of resection. Since the
characteristics of these immune cell infiltrations
within the enteric nerve ganglia are not well
known, the aim of this thesis was to characterize
the neuro-immune interactions in the enteric
plexitis in Crohn's disease. Double
immunostaining on resection from Crohn's
patients showed a close proximity between
enteric glial cells (EGC) and infiltrated T
lymphocytes (TL), a higher number of LTCD3+

close to the EGC, and a higher proportion of
myenteric nodes infiltrated by LTCD3+ in
recurrent Crohn's patients. Studies in co-
culture models revealed that Iymphocyte
activation or a pro-inflammatory environment
for the EGC promoted LTCD4+ and CD8+
adhesion to EGC partially involving ICAM-1
and LFA-1. Finally, the systemic administration
of a synthetic LFA-1 antogonist, the lifitegrast,
in  Winnie mice spontaneously developing
chronic colitis, improved the signs of colitis
(symptoms, histology, intestinal motility) and
reduced T cell infiltration near the EGC in the
myenteric ganglia.

This work shows an abnormal increase in the
interactions between EGC and T cells during
chronic inflammatory processes, encouraging
the study of their functional consequences in
Crohn’s disease.



