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90,11BPGF,
15-dPGJ,
15-HETE
5-HT
AA

ACh
AGPI
AINS
AMPK
AP-1
ATP

BEI
BHE
BMP
CEl
CGE
CIC
CMH
COX
DSS
EGF
ERK
FAK
GCL
GDNF
GFAP
GSH
GSNO
H-PGDS
IFNy

IL
L-PGDS
LOX
LPS
MAPK
MC
MICI
MLC

n-3

n-6
NFkB

9-alpha, 11beta-prostaglandine F, (ou 11BPGF,q)
15-déoxy-A12,14-prostaglandine J;
15-Hydroxyeicosatetraenoic acid
5-hydroxytryptamine ou sérotonine

Acide arachidonique

Acétylcholine

Acides gras polyinsaturés
Anti-inflammatoire non stéréoidien

5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase
Activator protein-1

Adénosine 5’-triphosphate

Barriére épithéliale intestinale

Barriere hémato-encéphalique

Bone morphogenetic protein

Cellules épithéliales intestinales

Cellules gliales entériques

Cellules interstitielles de Cajal

Complexe majeur d’histocompatibilité
Cyclooxygénase

Dextran sodium sulfate

Endothelial growth factor

Extracellular signal-regulated kinase

Focal adhesion kinase

Glutamate cysteine ligase

Glial derived neurotrophic factor

Glial fibrillary acidic protein

Glutathion réduit

S- nitrosoglutathion

Prostaglandine D synthase hématopoiétique
Interféron gamma

Interleukine

Prostaglandine D synthase lipocaline
Lipoxygénase

Lipopolysaccharide

Mitogen-activated protein kinase

Maladie de Crohn

Maladies inflammatoires chroniques intestinales
Myosin light-chain

Oméga-3

Oméga-6

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
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NGF
NLR
NO
Nrf2
PAMP
PG
PGD,
PPARY
PRR
RCH
S100B
SNC
SNE
SP
STAT
TD
TER
TGFB
TLR
TNBS
TNFa
TTX
VIP
Z0

Nerve growth factor

NOD —like receptor

Nitric oxide

Nuclear erythroid 2 p45-related factor 2
Pathogen-associated molecular pattern
Prostaglandine

Prostaglandine D2

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Pattern recognition receptor
Rectocolite hémorragique

S100 calcium-binding protein beta
Systeme nerveux central

Systeme nerveux entérique

Substance P

Signal transducers and activators of transcription
Tube digestif

Transepithelial resistance
Transforming growth factor beta
Toll-like receptor

2, 4, 6-Trinitrobenzenesulfonic acid
Tumor necrosis factor alpha
Tétrodotoxine

Vasoactive intestinal peptide

Zonula occludens
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Ces derniéres années ont été marquees par un regain d'intérét scientifique pour le réle
central joué par le tube digestif, non seulement dans la santé humaine en général, mais aussi
pour son implication directe dans un nombre croissant de pathologies chroniques. Cette
évolution de la place du tube digestif dans la recherche biomédicale s'est produite sous
I'impulsion des découvertes récentes ayant permis d'identifier le rble clé joué par le
microbiote intestinal dans un grand nombre de pathologies intestinales et extra-intestinales.

Le tube digestif est un acteur central dans la survie de tout organisme de part son role
d'absorption de nutriments et d'électrolytes, mais ce n’est pas exhaustif. En parall¢le, il assure
aussi une fonction de protection face aux stresseurs environnementaux (mécaniques,
chimiques, pathogenes) auxquels il est quotidiennement expose. L'ensemble de ces fonctions
est assuré par une coordination étroite entre les fonctions motrices, vasculaires, immunitaires
et les fonctions de la barriére épithéliale intestinale (BEI), dont le rdle est particulierement
important.

En effet, le maintien de I’homéostasie de la BEI est central au bon
fonctionnement du tube digestif en particulier et de I'organisme en général. La BEI est
située a I’interface entre le milieu « extérieur » et le milieu « intérieur ». Cette monocouche de
cellules épithéliales intestinales en constant renouvellement, assure le passage de 1’eau, des
électrolytes et des nutriments et en méme temps la protection contre les pathogenes luminaux.
Des dysfonctions de la BEI, en particulier des défauts de perméabilité ou de réparation, jouent
ou pourraient jouer un réle important dans la physiopathologie voire méme dans I'étiologie de
nombreuses pathologies intestinales (maladies inflammatoires chroniques intestinales,
syndrome de l'intestin irritable) ou extra-intestinales (obésité, diabéte, maladies
psyschiatriques ou neurodégénératives). Par exemple, au cours des MICI, une augmentation
de la perméabilité de la BEI a été rapportée avant les rechutes chez les patients ou chez les
personnes apparentées non malades. D'autre part, I'efficacité de la réparation de la muqueuse
est un facteur prédictif du maintien en rémission. L’homéostasie de la BEI est assurée par les
interactions entre les cellules épithéliales intestinales (dont les cellules souches) et les
constituants de son microenvironnement direct tels que les cellules mésenchymateuses, les
cellules immunitaires ou encore le microbiote intestinal. Des études récentes ont permis
d'identifier le systeme nerveux entérique (SNE) comme un nouvel acteur clé impliqué

dans I'hnoméostasie mais aussi dans les dysfonctions de la BEI.
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Le SNE est un systéeme nerveux intégratif situé sur I'ensemble du tube digestif et
constitué de neurones et de cellules gliales entériques (CGE). Le r6le du SNE dans le contrdle
de la motricité a été largement décrit et bien caractérisé au cours de ces 40 dernieres annees.
Ce n'est que plus récemment que I'implication centrale des neurones entériques et des CGE
dans le maintien des fonctions de la BEI a été mise en évidence, permettant de démontrer
I'existence d'une veritable unité neuro-glio épithéliale intestinale réminiscente de l'unité
neuro-glio-endothéliale du systeme nerveux central. Dans ce contexte, il a été démontré que
les CGE jouent un r6le particulierement important dans le maintien de I'intégrité de la BEI en
diminuant la perméabilité paracellulaire, en inhibant la prolifération des cellules épithéliales
intestinales et aussi en favorisant la réparation de la BEI. Bien que de nombreuses fonctions
de la BEI régulées par les CGE soient altérées dans les MICI, il reste a déterminer si les
CGE pourraient directement contribuer a ces dysfonctions. D'autre part, un nombre
croissant d'études suggérent que le SNE pourrait directement contribuer a l'inflammation
intestinale au cours de stress infectieux ou inflammatoire chroniques. Néanmoins, a ce jour
la capacité du SNE a synthétiser des cytokines clés comme le TNF-a, cible thérapeutique
majeure dans les MICI, reste a identifier.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thése étaient doubles. Ils visaient d'une
part, a caractériser in vitro la capacité du SNE et de ses constituants cellulaires (neurones,
CGE) a produire du TNF-o en réponse a un stress infectieux et inflammatoire et a identifier
les principales voies de signalisation impliquées dans cette régulation. D’autre part, le
deuxieme objectif de ce travail visait a caractériser et comparer par rapport a des témoins 1) le
phénotype des CGE au cours de la maladie de Crohn, 2) leur réle dans le contrble des
fonctions de la BEI et 3) I’identit¢é de médiateurs gliaux (en particulier des acides gras

polyinsaturés) et des mecanismes responsables des effets observés.

Les études ont été effectuées grace a l'utilisation ou au développement de différents
modeles expérimentaux: cultures primaires de SNE issues d’intestinS d’embryons de rat E. 15,
des cultures primaires de CGE embryonnaires ou adultes de rat, cultures primaires de CGE
humaines obtenues a partir de piéces de résection chirurgicale colique de patients atteints de
cancer (CGE contréle) ou de la maladie de Crohn (CGE pathologiques) et d’un modéle de co-

culture de cellules épithéliales intestinales (Caco-2) en présence de CGE.
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A T’aide de ces différents modéles et en combinant des approches de biochimie, biologie

moléculaire et immunohistochimie, nous avons ainsi:

1) montré que les neurones entériques, en réponse au LPS, produisaient du TNF-a via des
voies ERK et AMPK et que ’activation neuronale inhibait cette synthése. De plus, cette
production de TNF-a induisait une augmentation de 1’expression du TLR-2 et une inhibition
de la sécrétion d’IL-6 (Publication 1)

2) caractérisé les CGE des patients atteints de la maladie de Crohn par 1’étude de 1I’expression

des marqueurs gliaux et la production de médiateurs gliaux connus (IL-6, TGFB, GSH, EGF).

3) montré une dérégulation du contrdle de la perméabilité paracellulaire induite par les CGE
pathologiques (issues de patients atteints de la maladie de Crohn) qui serait liée a une
dysrégulation de la production de 15-HETE, qui en condition physiologique augmente

I’expression de ZO-1 via une voie dépendante de I’AMPK.

4) mis en évidence que les CGE pathologiques, contrairement aux CGE contréle, diminuaient
les capacités d’étalement, de prolifération des CEl, de résistance de la BEI et de réparation
épithéliale. Ces défauts seraient liés a un défaut d’expression de la L-PGDS et une diminution
de production de dérivés de la PGD,, la 15dPGJ; et le 11aPGF,0 notamment via une voie
PPARy-dépendante.

Ces travaux ont donné lieu a trois articles, un récemment accepté et deux en préparation,

présentés dans cette these. L’étude bibliographique qui les précéde vise a présenter :

-les caractéristiques de la BEI et la régulation de son homéostasie

-une description de la structure et des fonctions du SNE

-les caractéristiques générales de 1’inflammation avec 1’exemple des MICI

-les atteintes de la BEI au cours de I’inflammation intestinale et celles du SNE, acteur et cible

de ’inflammation.
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|. Organisation générale du tube digestif

L’appareil digestif est composé d’un ensemble d’organes comprenant la cavité
buccale, le tube digestif (TD) ainsi que des glandes annexes. Long d’environ 8 métres, le TD
comprend successivement le pharynx, 1’cesophage, 1’estomac, I’intestin gréle (duodénum,
jéjunum, iléon) et le cdlon (caecum, cdlon droit ou ascendant, cdlon transverse, c6lon gauche
ou descendant, colon sigmoide, rectum) se terminant par 1’anus, I’intestin gréle et le colon
étant séparés par la valvule iléo-caecale de Bauhin. Les glandes annexes regroupent les
glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas reliés au TD par des canaux
spéecifiques. D’un point de vue histologique, les organes du TD possédent une organisation

commune avec une paroi constituée de quatre couches distinctes (Figure 1):

-la muqueuse qui borde la lumiere intestinale est formée de la barriére épithéliale intestinale
(BEI) et de la lamina propria. La BEI est une monocouche de cellules épithéliales polarisées
reposant sur la lame basale. La lamina propria ou chorion est un tissu conjonctif riche en
capillaires sanguins et lymphatiques, contenant de nombreux follicules lymphoides. Elle est
séparée de la sous-muqueuse par la muscularis mucosae composée de deux fines couches de

fibres musculaires lisses, la circulaire interne et la longitudinale externe.

-la_sous-mugqueuse est une couche de tissu conjonctif lache contenant les plexus sous-

muqueux (plexus de Meissner) et des vaisseaux sanguins et lymphatiques.

-la_musculeuse est constituée d’une couche de fibres musculaires lisses interne et d’une

couche longitudinale externe avec entre les deux, le plexus myentérique (plexus d’Auerbach).

-la_tunique externe aux extrémités du tube digestif, est un tissu conjonctif lache appelé

adventice et pour le reste, il s’agit d’un tissu conjonctif tapissé¢ d’un €pithélium simple appelé

séreuse.
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Figure 1 : Représentation schématique de la paroi du tube digestif.
La paroi du tube digestif est composée de quatre couches distinctes, de l'intérieur vers [’extérieur, la
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (tunique externe). D apres Marieb, 1993.
I.1 La barriére épithéliale intestinale
1.1.1 Généralités sur I’épithélium digestif

De I’cesophage jusqu’au rectum, le tube digestif est tapissé d’un épithélium qui
constitue I’interface entre le milieu « extérieur », I’environnement et le milieu « intérieur »,
I’organisme. Pour chaque partie du tube digestif, cette barriere physique posséde une
organisation et des types cellulaires spécialisés. L’cesophage présente un épithélium
pavimenteux stratifié ou malpighien non kératinisé, qui protége la paroi des frictions du bol
alimentaire. Cet épithélium associé a la lamina propria constitue une muqueuse avec de
profonds replis pour permettre une distension importante. Au niveau de 1’estomac, il s’agit
d’un épithélium unistratifié composé de cellules mucosécrétantes afin de former un film
protecteur contre 1’acidité gastrique. Les profondes invaginations dans la lamina propria
permettent également une grande distension apres les repas. Dans cette étude, seul
I’épithélium intestinal et colique, appelé BEI, sera détaillé. Cette barriere dynamique doit
assurer deux roles : permettre 1’absorption des nutriments, de 1’eau et des électrolytes et

empécher le passage de substances pathogénes (virus, toxines, bactéries).
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I.1.2 Organisation de la barriere épithéliale intestinale

L’intestin gréle est le lieu d’absorption des nutriments, de 1’eau, des électrolytes et des
vitamines tandis qu’au niveau du cdlon, les résidus non digestibles du bol alimentaire sont
transformés en fécés grace a la réabsorption de 1’eau et de sels solubles. Ces fonctions
distinctes sont permises par un épithélium spécialisé sur le plan morphologique et cellulaire
(Figure 2). La muqueuse de I’intestin gréle offre une surface d’échanges trés importante entre
la lumiére intestinale et le milieu intérieur qui augmente I’efficacité d’absorption des
nutriments et ce grace a trois niveaux d’organisation : les plis circulaires transversaux ou
valvules conniventes d’1 cm de haut, les villosités de 0,5 & 1 mm de haut et les microvillosités
de la bordure en brosse de 1 a 2 um de haut (Figures 2A et 3). Au niveau du cdlon, la

muqueuse est plane et ponctuée d’invaginations cryptiques (Figure 2B).
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Figure 2: Schémas de ’organisation des épithéliums intestinal et colique.
Organisation de la muqueuse intestinale (A) et colique (B). D aprés Sancho et al., 2004
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Figure 3 : Représentation schématique de la paroi de lintestin gréle.
Les valvules conniventes, les villosités intestinales et les microvillosités augmentent la surface
d’échanges entre le milieu « extérieur » et le milieu « intérieur ».

I.1.3 Les cellules de la barriere épithéliale intestinale

La BEI est constituée d’une monocouche de cellules épithéliales intestinales (CEI)
polarisées reposant sur une lame basale. A ’heure actuelle, sept types de CEI dérivées des
cellules souches ont été identifiés : les cellules absorbantes ou entérocytes, les cellules
mucosecrétantes ou calciformes appelées aussi cellules de Goblet, les cellules
entéroendocrines, les cellules de Paneth, les cellules « Cup », les cellules « Tuft » et les
cellules M (Figure 4) (Crosnier et al., 2006; Gerbe et al., 2011; Goto and Kiyono, 2012).
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Intestinal crypts
Figure 4 : Représentation de la structure des cryptes intestinales et des types
de cellules épithéliales spécialisées obtenues a partie des cellules souches.
Les cellules souches épithéliales Lgr5 situées a la base des cryptes, sont a [’origine des nombreux
types de cellules épithéliales, les entérocytes, les cellules calciformes, les cellules entéroendocrines,
les cellules de Paneth, les cellules « Cup », « Tuft » et M. D aprés Gerbe et al., 2011.

1.1.3.1 Les cellules souches épithéliales intestinales

L’identité des cellules souches épithéliales intestinales a été controversée et a laissé
place a deux modeles. Le premier est le modele «+4 », plus récemment identifié par la
présence du géne Bmi. Il suggére que les cellules souches sont situées en position +4 par
rapport a I’axe crypto-villositaire, ce qui implique que le fond des cryptes est constitué de
cellules de Paneth différenciées (Marshman et al., 2002). Le second modele « stem cell zone »
suggere que les cellules souches sont de petites cellules indifférenciées et en division, les
« crypt base columnar cells » (CBC), situées entres les cellules de Paneth (Barker et al., 2008)
et identifées par la présence du géne Lgr5 (Figure 5). Une étude de Yui et al a montré le
potentiel des cellules CBC a réparer des dommages épithéeliaux (Yui et al., 2012). En effet, ils
ont démontré qu’il était possible d’isoler des cellules souches coliques Lgr5+, de les cultiver,
de les expandre pour former des organoides et de les transplanter dans des souris ayant une
colite induite par le dextran sodium sulfate (DSS). Ces cellules forment alors de nouvelles
cryptes fonctionnelles qui semblent venir combler les Iésions de la BEI. Ces cellules souches
pourraient étre une nouvelle stratégie régénerative pour des patients atteints de pathologies
présentant un défaut de la BEI notamment les maladies inflammatoires chroniques intestinales
(MICI).
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Figure 5 : Deux modeéles de localisation des cellules souches intestinales.
Le modele « +4 position » suggére que les cellules souches intestinales sont situées en position +4 de
l’axe crypto-villositaire. Le modéle « stem cell zone » suggere que les cellules souches CBC (crypt
base columnar) sont situées entre les cellules de Paneth. D apres Barker et al., 2008.

Entre les cellules souches et les cellules différenciées, il existe un stade intermédiaire
ou les cellules souches se différencient en progeniteurs qui deviendront des cellules
spécialisées. La premiere théorie est que les cellules souches donnent trois sortes de
progéniteurs qui se différencient en entérocytes ou en cellules a activité sécrétoire. La seconde
théorie est que les cellules souches donnent une premiére lignée de progéniteurs communs qui
se différencient soit en entérocytes soit en une deuxiéme génération de progéniteurs des CEIl a

activité secrétoire (Bjerknes and Cheng, 2006).

1.1.3.2 Les entérocytes

Les cellules absorbantes ou entérocytes représentent 80 % des CEI. Elles sont situées
tout le long des villosités et au sommet des cryptes, et sont plus longues et plus nombreuses
dans I’intestin gréle que dans le colon. A leur pdle apical, ces cellules présentent une bordure
en brosse grace aux microvillosités recouvertes de glycocalyx, riche en glycoprotéines et
glycolipides, jouant un role protecteur et contenant des enzymes nécessaires a la digestion et
au transport des nutriments (Patsos and Corfield, 2009). Les enzymes et les différents
transporteurs exprimés au pole apical varient entre 1’intestin gréle et le colon. Les entérocytes
ont pour fonction principale 1’absorption des nutriments issus de la degradation des aliments,
de I’eau et des électrolytes (Ménard and Pothier, 1987).

1.1.3.3 Les cellules mucosécrétantes ou de Goblet

Les cellules calciformes ou de Goblet sont des cellules mucosécrétantes représentant

environ 15 % des CEI. Elles sont présentes dans les cryptes et rares dans les villosités. Elles
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sont retrouvées en quantité croissante du duodénum au colon distal. Ces cellules possedent a
leur pole apical des granules contenant des mucines, glycoprotéines membranaires ou
sécrétées. Les mucines sécrétées et libérées par exocytose déterminent les propriétés du
mucus qui recouvre la BEI (Booth and Potten, 2000; Madara and Trier, 1982). En lubrifiant
1I’épithélium, le mucus le protége des frottements du bol alimentaire et constitue une barriéere
physique de défense contre les pathogenes (toxines) et molécules de grande taille (protéases)
présents dans la lumiére. Enfin, la charge négative des mucines confére au mucus une
propriété de barriere de diffusion selective pour le passage de petites molécules ioniques
(Allen et al., 1998).

1.1.3.4 Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines sont moins nombreuses que les autres types cellulaires
et sont localisées principalement dans les glandes et a la base des villosités. Elles présentent a
leur p6le basal des granules de sécrétion dont le contenu est libéré au niveau de la lamina
propria. Dans I’intestin, il existe plus de 10 types de cellules entéroendocrines selon les
substances qu’elles libérent. Le type majoritaire est la cellule entérochromaffine qui est
présente tout au long de 1’intestin et libére de la sérotonine (5-hydroxytryptamine ; 5-HT).
Les cellules CCK, S, GIP, M et N sécrétent respectivement la cholécystokinine, la sécrétine,
le gastric inhibitory peptide, la motiline et la neurotensine et sont présentes uniquement dans
I’intestin gréle. Les cellules L et D, localisées tout au long de I’intestin, sécrétent
respectivement le PYY (peptide tyrosine tyrosine ou PP-like peptide) et la somatostatine
(Rindi et al., 2004). Enfin, il existe des cellules entéroendocrines capables de sécréter la

gastrine, I’entéroglucagon, la substance P (SP) ou le vasoactive intestinal peptide (VIP).

1.1.3.5 Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth situées au fond des cryptes, se renouvellent beaucoup moins
vite, tous les deux mois environ. Elles présentent des granules de sécrétion a leur pole apical
leur permettant de libérer des substances anti-microbiennes dans la lumiere intestinale jouant
un réle majeur dans I’'immunité innée (Baumgart and Carding, 2007; Bevins and Salzman,

2011; J&ger et al., 2013). Parmi ces substances, la famille des a-défensines, aussi produites
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par les neutrophiles, comporte six membres chez I’lhomme dont I’HD5 exprimée de fagon
prédominante. Les B-défensines, produites par de nombreux types de CEI, ont une expression
inductible sauf HBD1 (human B-defensin 1). Les défensines sont actives contre les bactéries
et certaines sont aussi chimioattractantes (Yang, 1999; Yang et al., 2002). Les cellules de
Paneth sécrétent aussi le lysozyme C (hydrolyse des peptidoglycanes de la paroi bactérienne),
la phospholipase-A2 (SPLAZ2 ; hydrolyse les esters des acides gras de la membrane des
bactéries) et la lectine de type C ou REG3a (aussi appelée HIP/PAP chez I’homme) (Lasserre
et al., 1999; Wehkamp and Stange, 2006). La dégranulation des cellules de Paneth se produit
en réponse a des stimuli variés comme des agonistes cholinergiques, des bactéries ou des
produits bactériens comme le LPS (Ayabe et al., 2000, 2002a, 2002b; Satoh et al., 1995).

1.1.3.6. Les cellules M ou « Microfold »

Au niveau du c6lon, les cellules M, enchéssées dans la BEI, possédent des microvilli
qui empéchent 1’accés des microorganismes a leur surface apicale. Elles sont associées aux
follicules lymphoides et sont responsables de la reconnaissance et de la présentation de

certains pathogénes luminaux aux cellules immunitaires (Neutra et al., 2001; Owen, 1999).

1.1.3.7 Les cellules Cup

Les cellules Cup sont caractérisées par une courte bordure en brosse, par une série
linéaire de particules dans la membrane de leurs microvillosités et par une faible activité
phosphatase alcaline (Gerbe et al., 2012). Elles expriment comme les cellules M, la
vimentine, mais n’interviennent pas dans le transport des pathogénes/antigenes vers les

cellules immunitaires.

1.1.3.8 Les cellules Tuft

Les cellules « Tuft » sont minoritaires, 0.4% des cellules de 1’épithélium intestinal
murin et se situent a I’apex des cryptes. Elles sont caractérisées par un unique systeme tubulo-
vesiculaire et un faisceau de microfilaments connectés a de longues et fines microvillositees
pénétrant la lumiere intestinale (Gerbe et al., 2011, 2012; Reid et al., 2005). Elles ont

notamment une fonction « senseur » du contenu luminal et peuvent sécréter des opioides.
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I.1.4 L’homéostasie de la barriére épithéliale

L’homéostasie de la BEI est assurée par un équilibre entre les différents
compartiments de prolifération, de différenciation et de mort programmée aboutissant a
I’exfoliation des CEI (Potten, 1998; Potten et al., 1997). Cet équilibre permet un
renouvellement de 1’épithélium complet tous les 4-5 jours chez I’homme (Montrose, 2003)
qui nécessite la production d’environ 10 milliards de cellules par jour (Bullen et al., 2006; van
der Flier and Clevers, 2009). Les différents types de CEI sont issus de la différenciation des
cellules souches intestinales présentes au fond des cryptes. Les cellules de Paneth se
différencient en migrant vers le fond des cryptes, tandis que les trois autres types cellulaires

migrent vers le haut selon I’axe crypto-villositaire (Figure 6).

Compartiment
Post mature

2 AR ALY

Compartiment de
différentiation

Compartiment de
prolifération

Figure 6 : Schéma simplifié des différents compartiments d’une crypte intestinale.
La dynamique de renouvellement de la BEI est controlée par un équilibre entre les compartiments de
prolifération, de différenciation et de mort cellulaire programmée aboutissant a | ‘exfoliation des CEIL
D’apres Potten et al., 1997.

Le renouvellement perpétuel de 1’épithélium intestinal et le maintien de son intégrité
mettent en jeu une balance entre des cascades de signalisation : les trois voies, Wnt/B-caténine
(prolifération et maintien des cryptes), TGFB/BMP (inhibition de la prolifération et induction
de la différenciation) et Hedgehog (prolifération, réparation, action anti-inflammatoire)
maintiennent 1’architecture des cryptes et des villi tandis que les deux voies, Notch
(prolifération et inhibition de la différenciation) et Hippo (inhibition de la prolifération et

apoptose) contrélent le destin des cellules souches (Jeon et al., 2013).
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1.1.4.1 La prolifération des cellules épithéliales intestinales

La prolifération cellulaire résulte du cycle cellulaire, succession de 4 phases: G1
(gap), S (synthese), G2 et M (mitose). Entre la phase G1 et la phase S, il existe un point de
restriction qui selon les signaux environnementaux conduit soit a I’entrée en phase S, soit a un
état quiescent GO. Chaque étape est contrdlée par des kinases dépendantes des cyclines
(CDK) se liant a des cyclines qui les activent. L’activité des CDK est elle aussi soumise a des
contréles négatifs via des interactions avec des protéines inhibitrices (CDKI) comme INK4 et

CIP/KIP qui répondent a des messagers extracellulaires.

La prolifération est contrélée par la voie Wnt/Bcaténine (Figure 7). En 1’absence de
ligand, la B-caténine est séquestrée par un complexe de dégradation multiprotéique contenant
la protéine APC (Adenomatous Polyposis Coli), 1’axine, la GSK3p (Glycogen Synthase
Kinase) et la CK1 (Casein Kinase). Puis la B-caténine est phosphorylée et dégradée par le
protéasome. Les ligands Wnt sont des glycoprotéines sécrétées de maniére paracrine par de
nombreux types cellulaires qui vont se lier au récepteur transmembranaire Frizzled. Cela
entraine 1’inhibition de la formation du complexe, la voie est alors activée. La B-caténine
s’accumule dans le cytoplasme (Pinto and Clevers, 2005) avant d’étre transloquée dans le
noyau ou elle s’associe au complexe transcriptionnel TCF4/LEF (T-cell factor/lymphoid
enhancing factor) induisant ainsi la transcription des génes cibles tels que 1’oncogéne c-myc
ou encore BCL1 codant pour la cycline D1 (Tetsu and McCormick, 1999), entrainant ainsi
une augmentation de la prolifération cellulaire (Pinto and Clevers, 2005). Des études in vivo
ont montré le r6le essentiel de la voie Wnt/p-caténine dans le devenir des CEI le long de I’axe
crypto-villositaire. En effet, dans un modele de souris transgénique, 1’expression de Dkk1
(Dickkopf-1, antagoniste des Wnt) provoque I’inhibition de la prolifération des CEI, une perte
progressive de I’architecture glandulaire et des ulcérations de la muqueuse (Kuhnert et al.,
2004; Pinto et al., 2003).

18



Etude bibliographique

Absence of Ligand Presence of Ligand ( % )
Frizzled
vV I\
Dsh
APC_
CKla' GSK3p Axin
EED csron

v
Ubiquitination and Degradation m m

fi ~catenin
[, GroucthéF‘ CBP I._l | - r> \

TCF )
~__ target genes activated

. . target genes repressed

Figure 7 : Voie de signalisation Wnt/f-caténine.

En absence de ligand Wnt, le complexe de dégradation multiprotéique (CKla, GSK3p, APC et Axin)
hyperphosphoryle la -caténine qui va étre ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. La fixation
d’un ligand Wnt a son récepteur Frizzled et son co-récepteur LRP (low-density lipoprotein receptor-
related protein) entraine l'inhibition du complexe de dégradation. La B-caténine hypophosphorylée
s accumule dans le cytoplasme avant d’étre transloquée dans le noyau. Son association avec le
complexe TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancing factor) induit la transcription de genes cibles.
D’apres Eisenmann, 2005.

1.1.4.2 La différenciation des cellules épithéliales intestinales

Au cours de la différenciation, la polarité de la BEI se met en place. Elle est assurée
par la répartition spécifique des protéines au p6le apical et baso-latéral (Le Bivic et al., 1989,
1990). La différenciation des CEl au cours de leur migration le long des cryptes est contr6lée
par la voie de signalisation Wnt/ B-caténine/ Notch (Figure 8).

De la méme maniére, I’inactivation d’APC résulte en la repopulation des villi par des
cellules phénotypiquement comparables aux cellules des cryptes mais présentant une
accumulation nucléaire de B-caténine et étant incapables de migrer et de se différencier
(Sansom et al., 2004). Par ailleurs, chez les souris APC-/-, il a été observé également une
augmentation du nombre de cellules se différenciant en cellules de Paneth (Andreu et al.,
2008). Enfin, I’invalidation tissu-spécifique du geéne codant pour la [-caténine dans
1’épithélium colique de souris entraine une inhibition de la prolifération au niveau des cryptes
et une différenciation prématurée des CEIl concernant notamment le compartiment de

prolifération comprenant les cellules souches (Fevr et al., 2007).
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La voie de signalisation Notch semble également jouer un rble majeur dans la
différenciation des CEI (Figure 8A). L’interaction d’un ligand avec le récepteur Notch induit
le clivage du récepteur et la libération du domaine intracellulaire NICD (Notch intracellular
domain). Une fois libéré, NICD est ensuite transloqué dans le noyau activant la transcription
des génes cibles dont fait partie les Hes (Hairy/Enhancer of Split) notamment Hesl. Les Hes
sont des répresseurs d’autres facteurs de transcription appelés bHLH (basic helix-loop-helix).
Lorsque les facteurs bHLH sont déréprimés, ils induisent la différenciation des CEI (van der
Flier and Clevers, 2009). Les intestins d’embryons de souris Hesl -/- présentent une
augmentation de la proportion de cellules Paneth, mucosécrétantes et entéroendocrines
associée a une diminution de la proportion d’entérocytes (Jensen et al., 2000; Suzuki et al.,
2005). A I’inverse, 1’épithélium intestinal de souris invalidées pour le facteur de transcription

bHLH Math1, est uniquement composé d’entérocytes (Yang et al., 2001).
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(A) Suite a l’interaction d’un ligand (Jagged ou Delta-like) avec le récepteur Notch, celui-ci est clivé
libérant le domaine intracellulaire NICD (Notch intracellular domain). Le domain libre ICN
(Intracellular Notch) est transloqué dans le noyau ou il interagit avec un co-activateur (CoA) et induit
la transcription des génes cibles dont la famille Hes (Hairy/Enhancer of Split). D aprés Zufiga-
Pflucker, 2004. (B) Représentation de !’influence des voies Notch et Wnt sur la différenciation des
CELl. Le gene codant pour Hes1 régule la différenciation des entérocytes via la répression de Math-1.
Le facteur de transcription Math-1 induit la différenciation des cellules de Paneth, des cellules
mucosécrétantes et des cellules entéroendocrines. Enfin, [’activation de la voie Wnt induit la
différenciation des cellules de Paneth. D’apres van der Flier et al., 2008.
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[.1.4.3 La mort des cellules épithéliales intestinales

Enfin, lorsque les CEI atteignent I’apex des villosités, elles entrent en anoikose lors de
I’exfoliation. L’anoikose est une forme d’apoptose régulée principalement par les interactions
cellule-matrice médiées par les intégrines. Par ailleurs, les CEI indifférenciées du fond des
cryptes peuvent également entrer spontanément en apoptose afin d’¢liminer les CEI
endommageées ou défectueuses (Vachon, 2006). Il existe une régulation distincte de la survie
des CEIl, selon leur état de différenciation, qui est couplée a des gradients d’expression de
protéines pro-apoptotiques tels que les homologues de Bcl-2 (Vachon et al., 2000) le long de

’axe crypto-villositaire (Vachon, 2006).

La nécrose (mort prématurée et non programmeée) et 1’autophagie (dégradation du
cytoplasme de la cellule par ses propres lysosomes) sont également mis en jeu pour le
maintien de D’intégrit¢ de la BEI (Nunes et al., 2014). L’autophagie (Figure 9) est un
mécanisme de défense contre les pathogenes intracellulaires en médiant la présentation des
antigénes via le CMHII (Cooney et al., 2010; Travassos et al., 2010). Elle est impliquée dans
les maladies neurodégénératives, la mort, la survie cellulaire, et la régulation des réponses
immunitaires. Une dysfonction est associée a un défaut de prise en charge des pathogenes,
prolongeant ainsi leur survie et induisant une inflammation incontrélée. Les variants des
génes NOD2, ATG16L1 et IRGM de I’autophagie sont associés aux MICI (Bonen et al.,
2003; Ogura et al., 2003; Spalinger et al., 2014) (cf partie I11.2 sur les MICI).
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Figure 9: Mécanisme simplifié de ’autophagie. D’ aprés Levine et Yuan, 2005.
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1.1.4.4 Laréparation de la barriere épithéliale intestinale

La BEI est en permanence soumise a des agressions physiques, telles que les
déformations dues au péristaltisme, pouvant conduire a la formation de Iésions «
physiologiques » (Chaturvedi et al., 2007). Lors de conditions pathologiques, comme des
invasions par des pathogénes ou des états inflammatoires chroniques, d’importantes
desquamations de 1’épithélium peuvent se produire. Des processus de réparation importants
sont alors nécessaires pour assurer un retour a I’homéostasie et impliquent le recrutement de

neutrophiles afin d’assurer un contréle de 1’infection de la lésion (Blikslager et al., 2007).

Le processus de réparation de la BEI est constitué de trois étapes séquentielles (Figure
10) qui, en réalité, se superposent chronologiquement in vivo (Sturm and Dignass, 2008). La
premiére étape est la restitution épithéliale: les villi se contractent et les CEI viables autour de
la zone 1ésée s’étalent et migrent pour rétablir rapidement la continuité de la BEI (Lacy,
1988). La restitution épithéliale est indépendante des mécanismes de prolifération cellulaire
(Mammen and Matthews, 2003; Podolsky, 1999). Elle résulte d’un remodelage cellulaire
mettant en jeu une dépolarisation partielle des CEI, qui vont acquérir un phénotype mobile
grace a la villine qui rompt I’actine-F et induit des réarrangments du cytosquelette d’actine
(Ubelmann et al., 2013). Ensuite, s’en suivront deux étapes de prolifération et de
différenciation des CEI pour fermer les espaces intercellulaires et les jonctions serrées afin
d’aboutir a une régénération de la continuité et des fonctions de la BEI (Sturm and Dignass,
2008).

Pour des lésions superficielles, la réparation est rapide, de quelques heures a quelques
jours (Podolsky, 1999). Dans les cas de lésions séveres et profondes, elle peut prendre
plusieurs jours a plusieurs semaines et implique un remodelage de la matrice extracellulaire,
de la sous-muqueuse et parfois méme des couches inférieures. Ces étapes de réparation et de
cicatrisation peuvent étre altérées, par exemple lors de fibroses, ou un exces de production de
collagéne et d’éléments de la matrice est observé. Des défauts de réparation peuvent conduire

a la formation d’ulcérations de la muqueuse (Sturm and Dignass, 2008).
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Figure 10 : Etapes de la restitution de I’épithélium. D aprés Taupin et Podolsky, 2003.

I.1.5 Les fonctions des entérocytes
[.1.5.1 Activité sécrétoire des entérocytes

La BEI communique avec son environnement par la sécrétion de cytokines,
chimiokines (Stadnyk, 2002) agissant de fagon autocrine et paracrine notamment des facteurs
chimiotactiques favorisant le recrutement et 1’activation des leucocytes au cours de 1ésions
épithéliales. Les CEI sont les premieres cellules productrices de chimiokines du fait de leur
exposition aux antigenes de la flore. Des études ont montré que les lignées HT29 ou Caco-2,
produisaient GROa, IL-8 (attraction des neutrophiles), MCP-1 (recrutement des
monocytes/macrophages), MIP-1a. (présence des cellules dendritiques transépithéliales), MIP-
1B, IP-10 (recrutement lymphocytaire) et RANTES (Yang et al., 1997). La sécrétion d’1L-8
est constitutive ou variable selon les lignées (Branka et al., 1997; Daig et al., 2000; Warhurst
et al., 1998; Yang et al.,, 1997). Les CEI sécrétent également de grande quantite de
prostaglandines, PGE,, LTB4, 5-, 12-, et 15-HETE qui favorisent leur propre croissance et
leur synthése d’ADN (Cabral et al., 2013).
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[.1.5.2 Le maintien de la barriere épithéliale intestinale

La BEI doit assurer I’absorption des nutriments, de I’ecau et des électrolytes et
constituer une barriére de défense imperméable aux substances toxiques et agents pathogénes.
La muqueuse intestinale joue le role de filtre sélectif constituant une véritable barriére
physique grace a I’existence d’interactions cellule-cellule et cellule-matrice et une barriére
biologique par la sécrétion de mucus, de substances anti-microbiennes ou encore de

cytokines.

Les interactions cellule-cellule
Les interactions cellule-cellule sont réalisées entre des CEI voisines par des complexes

protéiques reliant leur cytosquelette : les jonctions adhérentes et les desmosomes.

Les jonctions adhérentes ou zonula adherens relient les CEIl entre elles via des
interactions Ca**dépendantes réalisées par la protéine transmembranaire E-cadhérine (Figure
11). La E-cadhérine est reliée par son domaine cytoplasmique aux protéines y- (plakoglobine)
ou B-caténine. Ces complexes E-cadhérine/plakoglobine ou E-cadhérine/B-caténine sont réliés
au cytosquelette d’actine via des protéines cytoplasmiques a-caténine, a-actinine et vinculine
(Ebnet, 2008). Ces jonctions fournissent une stabilité a la BEI et sont sans cesse remodelées
en réponse a des stimuli. Leur assemblage et désassemblage sont régulés par le remodelage de
I’actine, le recyclage des protéines jonctionnelles et par de nombreuses voies de signalisation

comme les petites protéines G des familles Rho, Ras, Rab et Arf (Citalan-Madrid et al., 2013).

Il existe d’autres jonctions cellule-cellule telles que les desmosomes (Figure 12). Ces
complexes relient les CEIl par leur cytosquelette de filaments intermédiaires composés de
cytokératines et permettent a la BEI, comme les jonctions adhérentes, de résister aux forces de

pression et de tiraillement (Garrod et al., 2002).
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Figure 11 : Les jonctions adhérentes et les adhésions focales médient I’adhésion des CELI.

Les jonctions adhérentes (adherens junction) permettent /’adhésion cellule-cellule via la liaison de
deux molécules d’E-cadhérine de deux cellules adjacentes. Un complexe protéique cytoplasmique
constitué d’o-caténine, de p-caténine et de caténine P120 (pl20ctn) relie [’E-cadhérine au
cytosquelette d’actine. c-SRC associé a ce complexe et apreés activation, est capable de promouvoir la
rutpure des jonctions. La protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) aussi localisée dans le complexe
peut déphosphoryler et activer ¢-SRC. Au niveau des adhésions focales, le cytosquelette d’actine des
est lié a la matrice extracellulaire via les protéines transmembranaires, o- et f-intégrines et des
protéines cytoplasmiques (paxilin, talin, vinculin, tensin and a-actinin). De nombreuses molécules de
signalisation comme FAK (Focal Adhesion Kinase) ou c-SRC peuvent apres activation augmenter le
renouvellement des adhésions focales et la motilité cellulaire. ¢c-SRC tyrosine kinase (CSK) est
responsable de la phosphorylation et l'inactivation de c-SRC pour maintenir [’adhésion quand la
motilité n’est pas requise. CRK et NCK sont des protéines adaptatrices et des substrats de c-SRC. Elles
servent au recrutement d’effecteurs impliqués dans la réorganisation du cytosquelette. Enfin, CRK-
associated substrate (CAS) est un substrat des tyrosine-kinases impliqué dans le contr6le médié par
les intégrines. D aprés Yeatman, 2004.
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Figure 12: Organisation des desmosomes entre deux cellules épithéliales.
Les desmosomes lient les cellules épithéliales entre elles et conférent la force mécanique a la barriere
épithéliale intestinale. D’aprés Neunlist et al., 2012.

25



Etude bibliographique

Enfin, les jonctions communicantes ou jonctions gap permettent aux CEI de
communiquer entre elles par des signaux chimiques ou électriques. Ces jonctions forment des
canaux entre les membranes cellulaires de deux CEI voisines qui peuvent étre ouverts ou
fermés selon 1’état de phosphorylation des connexines, protéines transmembranaires qui les

composent (Prochnow and Dermietzel, 2008).

Les interactions cellule-matrice

A leur péle basolatéral, les CEIl adherent et établissent des interactions fonctionnelles
avec la matrice extracellulaire constituée par un enchevétrement complexe de
macromolécules, composé d'un ensemble de polysaccharides et de protéines. Les
polysaccharides, comme 1’acide hyaluronique, sont reliés a des protéines pour former des
protéoglycanes et donnent un gel permettant & la matrice de résister aux forces de
compression (Bishop et al., 2007; Toole, 2001). Dans la composante protéique de la matrice,
on distingue la famille des collagénes (type | a XIV) essentiellement responsable de la
structure de la matrice (van der Rest and Garrone, 1991) ainsi que la fibronectine (2 sous-
unités) et la laminine (16 membres) (Tzu and Marinkovich, 2008) plutdt impliquées dans
I’organisation structurelle et 1’adhérence via leur liaison aux intégrines des CEI (Kaspar et al.,
2006). La matrice extracellulaire de la BEI est constituée de deux couches : la lame basale
située au pole basal des cellules épithéliales est composée essentiellement d’un réseau de
collagéne TV, de laminine et de protéoglycanes mais aussi d’autres protéines comme la
fibronectine ou la tenascine ; la reticular lamina, sous-jacente a la lame basale, est composee
majoritairement de collagenes fibrillaires produits par les fibroblastes des tissus conjonctifs,
mais aussi de fibronectine et de protéoglycanes (Basson, 2003). Les contacts entre la cellule et
sa matrice sont assurés par les intégrines qui sont des hétérodiméres composés de deux sous-
unités o et B associées de fagon non covalentes et dont il existe plusieurs isoformes donnant
une spécificité d’interaction entre une intégrine donnée et un composant moléculaire de la
matrice. La liaison des intégrines a leurs ligands est dépendante de cations bivalents
extracellulaires tels que le calcium ou le magnésium (Humphries, 1996; Shimaoka et al.,
2002).

Les structures d’adhésion de la BEI avec sa matrice sont appelées adhésions focales
(Figure 11). Les intégrines, liees par leur domaine extracellulaire a la matrice, sont
rassemblées en amas. Elles recrutent plusieurs types de protéines qui servent d'intermédiaires

de liaison avec le cytosquelette d’actine telles que la paxilline, la taline, la vinculine, FAK
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(Focal Adhesion Kinase) et 1’a-actinine. Les adhésions focales sont donc formées par un
groupe dynamique de protéines de régulation et de structure qui transduisent des signaux
entre la matrice extracellulaire et I’intérieur de la cellule via I’activation des intégrines a la
surface des cellules. En dehors des adhésions focales, il existe dautres structures ou les
intégrines sont impliquées dans I'adhésion des cellules épithéliales avec leur lame basale : les
hémi-desmosomes. Les composants de la matrice extracellulaire, laminine, collagéne et

fibronectine, sont capables de moduler les fonctions de la BEI (détail en 1.1.6).

1.1.5.3 Perméabilité de la barriere épithéliale intestinale

Les flux a travers la BEI, ou perméabilité, sont gouvernés par :
-la perméabilité paracellulaire qui résulte de I’existence, entre les CEI, de pores sélectifs a
certains ions ou molécules, les jonctions serrées
-la perméabilité transcellulaire qui résulte d’un transport actif ou passif de molécules a travers

les CEl, faisant intervenir des pompes et des canaux membranaires spécialisés.

Perméabilité paracellulaire

La perméabilité paracellulaire est permise par des pores (0,3 nm de diametre) formés
par les jonctions serrées (Suzuki, 2013). En modulant la taille de ces pores, les protéines des
jonctions serrées, regulent le passage des électrolytes et des molécules selon leur taille mais
aussi leur charge (Colegio et al., 2002; Tang and Goodenough, 2003). La perméabilité est
régulée par différents facteurs comme des facteurs de croissance, des nutriments, des
protéases, des cytokines et des agents pathogénes (Daugherty and Mrsny, 1999; Suzuki,
2013). Les méthodes d’étude de la perméabilité sont détaillées dans 1I’annexe 1.

Les jonctions serrées des CEI ont été identifiées dés 1963 (Farquhar and Palade, 1963)
et les protéines majeures qui les composent ont été découvertes en 1986 par Stevenson et al
(Stevenson et al., 1986). Ces jonctions se situent dans des micro-domaines membranaires
glycolipidiques ou rafts (Nusrat et al., 2000a) et sont des complexes multiprotéiques associant
des protéines transmembranaires, les claudines, 1’occludine et les protéines JAM (Junction
Adhesion Molecule ; CAR, Palsl, MAGI-1), des protéines cytoplasmiques, les zonula
occludens (Z0O), la cinguline reliées au cytosquelette d’actine (FOrster, 2008) et la tricelluline

(Figure 13). La perméabilité paracellulaire ou passage de molécules entre deux CEI, résulte
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de la régulation des protéines de ces jonctions (Furuse et al., 2001). Il ne s’agit pas seulement
d’un passage passif (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Matter and Balda, 2003) mais la
perméabilité est également déterminée par la sélectivité de taille et de charge qui dépend de la
composition moléculaire des jonctions serrées (Colegio et al., 2002; Tsukita et al., 2001).
Ainsi, I’occludine est une protéine transmembranaire présentant des sites de phosphorylation
sur sérine et thréonine. Elle a plusieurs formes entre 60 et 80kDa selon son état de
phosphorylation et sa localisation (Wong, 1997). Selon les études, 1’occludine participe a
I’étanchéité de la BEI (Balda et al., 1996; Bamforth et al., 1999; McCarthy et al., 1996), a la
migration transépithéliale des polynucléaires neutrophiles et a la régulation transcriptionnelle
(Vietor et al., 2001). La famille des claudines comporte 24 isoformes entre 20 et 30kDa. Ces
protéines transmembranaires participent a la formation et a la sélectivité des pores (Colegio et
al., 2002; Van ltallie et al., 2001; Lu et al., 2013; Tsukita et al., 2001). Plus récemment
identifiée, la tricelluline permet la structure et la fonction des jonctions entre trois CEI
voisines en se liant a I’occludine et aux claudines (Krug et al., 2009). Les Zonula Occludens
possedent trois membres dont ZO-1, protéine de 220kDa, qui interagit avec son facteur de
transcription ZONAB (ZO1 associated nucleic acid-binding protein) (Balda and Matter, 2000;
Balda et al., 2003). Ce complexe va réguler la prolifération, la densité cellulaire et la
transition G1-S du cycle cellulaire. Par exemple, une surexpression de ZO-1 entraine la
séquestration de ZONAB dans le cytoplasme ou il forme un complexe avec CDK4 et ainsi
inhibe la prolifération. Son implication dans le contrdle de la permeabilité paracellulaire a été
démontrée par de nombreuses études (Leroy et al., 2000; Nusrat et al., 2000b). ZO-2 interagit
avec les claudines, I’occludine (Itoh et al., 1999b, 1999c) et est présente au niveau des
jonctions et du noyau (Gonzalez-Mariscal et al., 2003). La fonction de ZO-3 est mal connue

mais elle semble aussi interagir avec les autres protéines des jonctions.

Plasma ' % Plasma
membrane - membrane
e JAMT A Les jonctions serrées lient deux cellules
: épithéliales  intestinales  voisines  par
"MAGH m,_(i'ig':‘jﬂ :;‘ Uintermédiaire d’un complexe multiprotéique
2oy C:“‘,,D I composé des claudines, de [’occludine et des
SSeeslEl T — protéines JAM étant reliées au cytosquelette
% = t par lintermédiaire des Zonula Occludens et
— €3 de la cinguline. D apres Niessen et al., 2007.
=r—— &% Occludin/ B8
e Tl 3 § tricellulin  §58
(R I —
ﬁa | =

Figure 13 : Organisation simplifiée des jonctions serrées.
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Le mécanisme d’ouverture des jonctions serrées est régulé par la PKC et les protéines
Rho GTPases qui entrainent la rupture des jonctions en modulant le cytosquelette d’actine. La
phosphorylation de la MLC par la MLCK, induit la contraction de 1’actomyosine
périjonctionnelle aboutissant a 1’ouverture des jonctions de la BEI (Ashida et al., 2012).
L’activité des enzymes régulant ces jonctions sont soumises a de nombreux stimuli (bactéries,

cytokines...) (Figure 14).
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Figure 14 : Voies de régulation de I’ouverture des jonctions serrées. D aprés Ashida et al., 2012.

Permeéabilité transcellulaire
La perméabilité transcellulaire permet le passage des nutriments, de 1’eau et des

électrolytes a travers les entérocytes, vers la circulation sanguine. Selon leurs propriétés, les
molécules peuvent traverser 1’épithélium de maniére passive ou active, par diffusion ou par

I’intermédiaire de transporteurs spécifiques.

Absorption de I’eau et des ¢lectrolytes

Les électrolytes et 1’eau sont absorbés grace a plusieurs mécanismes (Figure 15A).
Tout d’abord, le Na* pénétre au pdle apical des entérocytes grace au cotransport Na*/glucose
ou Na'/acide aminé et grace a ’antiport Na*/H", selon un gradient de concentration maintenu
par la pompe ATPase Na'/K" située dans la membrane basolatérale. Cette absorption entraine
une légere électronégativité luminale et une absorption d’eau qui concentre les ions dans la
lumiére intestinale. Il en résulte une absorption d’anions CI” par des voies paracellulaire et

transcellulaire. La voie transcellulaire est permise par un transporteur CI'/HCO3" au niveau de
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la membrane apicale des entérocytes, qui fait apparaitre une sécrétion d’ions HCO3™ en
échange de I’absorption de CI'. Cette absorption de NaCl résulte également en une absorption
d’eau qui concentre les ions K™ dans la lumiére intestinale et favorise leur passage par la voie

paracellulaire.

H HCO, L
cl No® * Na
K<
[CAN\P:I
Ner cr (Ca**2)
[ Na'
ATP lCc"][cAM?]
ar ’iK. K KE
Na* nHCO, Nert K

Figure 15: Absorption et sécrétion des électrolytes par les entérocytes.
(A) Une absorption de Na™ et de CI' s effectue dans I’intestin gréle. Une sécrétion de HCO3" se fait en
échange de ['absorption des ions Cl” Les ions K™ traversent la BEI par voie paracellulaire. (B) Les
ions CI" sont sécrétés au pole apical a travers les canaux CFTR. La sécrétion de CI entraine la

sécrétion de Na™ par voie paracellulaire.
http://www.chusa.upmc.fr/pedagogie/dceml/eia_hge/DCEM1_Physiologie_digestive_2.pdf.

Sécrétion de I’eau et des électrolytes

Au niveau des cryptes, les ions CI” pénetrent au p6le basolatéral des CEI grace au
cotransport triple Na*/K*/2 CI'. lls sont ensuite sécrétés au pole apical par des canaux CFTR.
Les ions K" sont évacués au pole basolatéral a travers les canaux K*. La sécrétion de CI
entraine la sécrétion de Na* par voie paracellulaire et la sécrétion d’eau (Figure 15B). Dans la
cellule au repos, les canaux CI” sont fermés mais leur ouverture peut étre induite par une

hormone ou un neurotransmetteur.

Absorption des macromolécules

De par leur taille, les macromolécules ou les structures cellulaires telles que les
bactéries ou les cellules apoptotiques, ne peuvent pas traverser la membrane plasmique des
entérocytes. Leur absorption est permise par des phénoménes d’endocytose, de phagocytose
(Lu and Walker, 2001; Neal et al., 2006) ou de pinocytose (Walker and Isselbacher, 1974).
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Absorption des nutriments (Figure 16)

Les acides gras libres, les monoglycérides et le cholestérol, formés sous I’action des
enzymes pancréatiques, sont contenus dans des micelles chargées négativement et formées
par les acides biliaires. Ces micelles sont endocytées dans I’intestin gréle. Les acides gras a
chaine longue nécessitent un transporteur MVM-FABP (microvillous membrane fatty acid-
binding protein), dont I’activité¢ dépend du gradient de Na® (Stremmel et al., 1985). A
I’intérieur de I’entérocyte, les lipides sont transportés dans le cytosol grace aux protéines de
transport FABP (fatty acid binding protein) et SCP (sterol carrier protein). Les acides gras a
moins de 11 carbones diffusent directement vers la veine porte alors que les acides gras a plus
de 12 carbones subissent une réestérification dans le réeticulum endoplasmique. Les
triglycérides, phospholipides et esters de cholestérol reformés, sont empaqueteés dans des
chylomicrons recouverts d’apolipoprotéines et stockés dans 1’appareil de Golgi avant d’étre
exocytés dans la lymphe. Les monosaccharides (glucose, fructose, galactose), méme s’ils
peuvent diffuser a travers la membrane plasmique, sont majoritairement transportés dans les
entérocytes par des transporteurs spécifiques (Caspary, 1992). Le fructose entre dans
I’entérocyte grace au transporteur GLUTS présent au niveau du podle apical et ressort vers la
circulation sanguine grace au transporteur GLUT2 présent au niveau basolatéral (Jones et al.,
2011). Le transport du fructose ne consomme pas d’énergie et s’effectue selon un gradient de
concentration. Au contraire, le glucose et le galactose entrent activement dans I’entérocyte
grace a un cotransporteur sodium dépendant, appelé SGTL nécessitant de 1’énergie fournit par
le passage passif d’ions Na* (Hopfer and Groseclose, 1980). Le maintien du gradient Na* est
assuré par les pompes Na'/K" de la membrane basolatérale. Le glucose est ensuite transporté
passivement a travers la membrane basolatérale vers le sang par des transporteurs GLUT2
(Cheeseman, 1993).

Un mécanisme dépendant du sodium, similaire a celui du glucose et du galactose,
existe pour les acides aminés neutres. Le transport apical des dipeptides et tripeptides serait
assuré par un transport actif alimenté par un gradient électrochimique H* faisant intervenir le
transporteur Pept-1 en particulier (Adibi, 1997). Le gradient de protons est maintenu par un

antiport Na*/ H* grace a un gradient entrant des ions Na".
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Figure 16 : Mécanismes d’absorption des nutriments par les CEI.
http://cours.cegep-st-jerome.qc.ca/101-902-m.f/bio903/Digestif/absorption.html.

[.1.5.4 Role des cellules épithéliales intestinales dans les
réponses immunitaires innées et adaptatives

La BEI constitue une barriere physique et biologique contre ’invasion par des
bactéries commensales ou pathogénes. Les CEI regoivent et intégrent des signaux provenant
de la lumiere et du milieu intérieur et permettent la communication bactéries-hote par de
nombreuses voies de signalisation. De plus, le TD est considéré comme le plus grand organe
immunologique et héberge au sein de son tissu lymphoide un grand nombre de lymphocytes
environ 5 a 20% des lymphocytes totaux (dont 1 a 9% dans la lamina propria) (Ganusov and
De Boer, 2007; Pabst et al., 2008).

Les CEI sont essentielles aux réponses immunitaires innée et adaptative vis-a-vis du
microbiote et des pathogénes luminaux (Figure 17).

32


http://cours.cegep-st-jerome.qc.ca/101-902-m.f/bio903/Digestif/absorption.htm

Etude bibliographique

Innate immune regulation

Adaptive immune regulation slgA X
SEMATA

IL-13, '
amphiregulin ! IL-17. °
: IL-22 0°

ILC2

ILC3

R
gOIL—iO Q—\
: IgA* plasma cell

TSLP Q)

Lamina propria

Naive T cell T, cell
Bazophil Type 2 avele foy

progenitor MPP

8o
Mast cell Baszophil
Peyer’s patch

LX) J

o
IL-10, = Direct [EC effect

Beell ?('}FB — Indirect [EC effect
=== |mmune responze
malp Differentiation

or meszenteric
lymph node Bnaoph:l

Figure 17: Les CEI régulent les fonctions immunes innée et adaptative.

L’IL-25 des CEI et le TSLP (thymic stromal lymphopoietin) provoquent respectivement [’ expansion et
la différenciation des progéniteurs basophiles et multipotents de type 2 (MMP type 2). L’IL -25,
I’IL-33 et le TSLP stimulent les cellules lymphoides de type 2 (ILC2s) tandis que I’IL-25 supprime les
fonctions des sous-types 1 et 3 (ILCI1 et ILC3) en bloquant la production d’IL1p, d’IL-23 et d’IL-12
par les macrophages. Les CEI conditionnent les cellules dendritiques (DC) et les macrophages vers
un phénotype tolérogénique par la production de TSLP, TGFp et d’acide rétinoique (RA). Les cellules
dendritiques induisent la différenciation des cellules T CD4+ en T régulatrices (TReg) et la
maturation des lymphocytes B en cellules productrices d’IgA. Les macropages sont activés par le
TSLP et les contacts avec la semaphorine 7A (SEMAT7A) exprimée par les CEI. L’IL-10 alors produite
par les macrophages permet [’expansion des TReg. Les CEI et les macrophages activés produisent du
proliferation-inducing ligand (APRIL) et du B cell-activating factor (BAFF) induisant la production
d’IgA par les cellules B. La présentation antigénique par les DC amplifie la réponse immune. [EL,
intra-epithelial lymphocyte; TCR, T cell receptor; TLA, thymus leukaemia antigen. D aprés Peterson
et Artis, 2014.

Les CEI participent a I'immunité innée, par l’expression de nombreux pattern-
recognition receptors (PRRs) (Toll-like receptors, TLRs ; NOD-like receptors, NLRs et Rig-
like receptors, RLRs ; détails dans la partie 111.1.2) mais également par la sécrétion de mucus
et de peptides anti-microbiens (Goto and Ivanov, 2013; Goto and Kiyono, 2012).

33



Etude bibliographique

Tout d’abord, la couche de mucus produite par les cellules de Goblet recouvrant
I’épithélium s’oppose au passage de toxines et de pathogénes luminaux a travers la muqueuse
et limite leur croissance (Katayama et al., 1997). De plus, le mucus empéche 1’adhérence des
pathogénes a la surface des CEIl (Hasnain et al., 2010). D’autre part, les cellules de Paneth
sécretent des substances anti-microbiennes qui limitent la croissance de la flore commensale
et des bactéries pathogenes. Par exemple, le LPS présent dans la lumiére intestinale stimule la
sécrétion de défensines (Ouellette and Bevins, 2001). Un autre mécanisme de protection est la
sécrétion d’eau et d’¢lectrolytes par les entérocytes vers la lumiére empéchant 1’adhérence des
micro-organismes aux CEI (Resnick et al., 1993; Strohmeier et al., 1997). Les CEI participent
a I'immunité adaptative grace a la communication étroite avec des cellules immunitaires, des
lymphocytes T, des lymphocytes B et des cellules dendritiques. Des lymphocytes intra-
épithéliaux sont directement enchassés entre les CEI. Enfin, une classe de CEl, les cellules M
sont en lien direct avec les follicules lymphoides. Apres reconnaissance des pathogenes, ils

provoquent leur transcytose vers les cellules des plaques de Peyer.

[.1.5.5 Influence des cellules épithéliales intestinales sur les
neurones

Une étude a montré le réle neuroprotecteur des CEI en cas de stress oxydant induit par
la dopamine. De plus, les CEI sécretent du NGF (Neuronal Growth Factor) qui participe a la
neuroprotection et qui peut modifier le phénotype neurochimique des neurones en diminuant

la proportion de neurones VIPergiques (Moriez et al., 2009).

I.1.6. Régulation de la barriere épithéliale intestinale

De nombreuses données ont mis en évidence 1’importance du microenvironnement de
la BEI dans la régulation de ses fonctions. En effet, elles sous soumises a des signaux
provenant a la fois du contenu luminal, riche en éléments nutritifs et en bactéries, mais
également par des signaux provenant du milieu « intérieur » constitué de plusieurs types
cellulaires (Figure 18). En effet, & proximite immédiate de la BEI et communiquant avec
celle-ci via des voies paracrines, se trouvent, entre autre, des fibroblastes, des
myofibroblastes, des cellules immunitaires, des cellules musculaires lisses, des cellules

endothéliales et des cellules nerveuses.
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Figure 18: Le réseau régulant la muqueuse intesitnale. D aprés Sturm et Dignass, 2008.

Les composants de la matrice extracellulaire sont capables de modifier les fonctions de
la BEI. Ainsi, la laminine-1 induit la différenciation des CEI alors que les autres isoformes
stimulent leur adhésion et prolifération (Turck et al., 2005). La laminine-5 induit la formation
des jonctions serrées de cellules HT29 (Chartier et al., 2006) et contr6le leur migration
(Kedinger et al., 1998). Le collagéne 1V induit la différenciation des CEI (Basson et al., 1996)
et augmente leur étalement et leur migration via des voies Src-dépendantes (Sanders and
Basson, 2004, 2008). La fibronectine est capable de moduler 1’adhésion des CEI et de
favoriser la restitution épithéliale (Goke et al., 1996; Kolachala et al., 2007). Enfin, les
facteurs piégés par la matrice comme le TGFB1 (transforming growth factor 1), ’'HGF
(hepatocyte growth factor), le FGF (fibroblast growth factor) ou I’'IL-13 peuvent moduler les
fonctions de la BEI. Les cellules mésenchymateuses, fibroblastes et myofibroblastes de la
lamina propria produisent aussi du collagéne, du FGF, du TGFa, du KGF (keratinocyte
growth factor) et des MMP (matrix metalloproteinase) (Powell et al., 1999). De maniére
générale, ces cellules induisent la prolifération (HGF), la différenciation (TGEp) et la
migration (HGF, VEGF) des CEI favorisant la réparation épithéliale (MMP) (Chen et al.,
2005; Halttunen et al., 1996; McKaig et al., 1999).

35



Etude bibliographique

Les processus de réparation sont principalement régulés par la famille des TFF (trefoil
factor) (TFF-1, -2 et -3). Les TFF sont de petites protéines résistantes aux protéases et
sécrétées abondamment a la surface de la muqueuse par les cellules mucosécrétantes (Taupin
and Podolsky, 2003). In vitro, les TFF augmentent la restitution épithéliale (Dignass et al.,
1994) et in vivo, ils limitent la formation de lésions et favorisent la réparation (Babyatsky et
al., 1996; Playford et al., 1996). Dans les souris déficientes en TFF, une sensibilité accrue au
DSS (Dextran Sodium Sulfate) associée a une quasi absence de réparation des lésions est
obervée (Mashimo et al., 1996). Cependant la réparation peut également étre modulée par des
facteurs de croissance, des cytokines, des prostaglandines, des polyamines ou des microRNAs
(Blikslager et al., 2007; Chivukula et al., 2014; Sturm and Dignass, 2008). Par exemple, le
butyrate issu de la fermentation bactérienne favorise la réparation en augmentant I'expression
de ’occludine et de ZO-1(Ma et al., 2012). De plus en plus d’études montrent I’importance
des miRNAs dans la régulation du développement de la BEI et de ses fonctions (Bandrés et
al., 2006; Chivukula et al., 2014; Gaulke et al., 2014; Zeng and Childs, 2012; Zhu et al.,
2012). Les miRNas sont de courts ARN non-codants qui modulent de nombreux processus
cellulaires au niveau post-transcriptionnel. Des miRNAs épithéliaux peuvent reguler
notamment la différenciation des cellules muco-sécrétantes ou le développement d’une
réponse immune Th2 (Goto and Kiyono, 2011). Par exemple, le miR-21 est associé a la forme
active de la RCH et régule négativement le TLR4 (Yang et al., 2013). De plus, le miR-122
régule la perméabilité en ciblant la dégradation de I’ARNm de 1’occludine (Ye et al., 2011) et
I’expression du miR-212, induite par I’alccol, entraine une rupture des jonctions en diminuant

la translation membranaire de ZO-1 (Tang et al., 2008b).

La perméabilité peut étre régulée par des facteurs de croissance, des nutriments, des
protéases, des cytokines et des agents pathogénes (Daugherty and Mrsny, 1999; Suzuki,
2013). Par exemple, le TGFB1 renforce 1’étanchéité de cellules T84 (Planchon et al., 1999,
1994). L’absorption de certains nutriments, comme le glucose ou certains acides amines,
augmente la perméabilité paracellulaire (Turner and Madara, 1995) car elle s’accompagne
d’une entrée d’eau et d’une augmentation de la concentration intracellulaire en Na®, qui
entraine une activation de la MLCK (Daugherty and Mrsny, 1999). Une infection a E. Coli ou
un traitement avec du TNF-o entraine un changement de localisation des protéines ZO-1,
occludine et claudine, témoignant d’une destruction des jonctions serrées et d’une perte de
I’intégrité de la muqueuse (Li et al., 2008; Muza-Moons et al., 2004). Le butyrate diminue la
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perméabilité de cellules HT29 (Kinoshita et al., 2002) et de la muqueuse colique de rat
(Mariadason et al., 1999). Les probiotiques comme Saccharomyces boulardii diminuent la
perméabilité de cellules T84 induite par E. coli (Cells et al., 2000; Madsen, 2001; Mangell et
al., 2002).

De plus, les pathogénes agissent sur les CEI par le biais de PPRs, TLRs et NLRs. Leur
distribution permet une spécificité de réponse (Gewirtz et al., 2001). Leur activation induit
des signaux conduisant a la production de cytokines pro-inflammatoires qui activent et
recrutent les cellules de I’immunité innée et I’expression de molécules d’adhésion. Le TLR3
est fortement exprimé par des CEIl matures et des cellules de la lamina propria. Les TLR-3 et -
5 sont ubiquitaires dans des CEIl normales tandis que les TLR-2 et -4 sont faiblement
exprimés mais ces derniers sont plus exprimés au niveau du célon et de la muqueuse en raison
de la présence du microbiote a proximité (Furrie et al., 2005; Hooper and Gordon, 2001;
Ortega-Cava et al., 2003; Wood, 2004).

L’alimentation, en particulier les lipides, modifient notamment les sécrétions
intestinales en stimulant la libération de CCK (Lieverse et al., 1994), PYY (Feinle-Bisset et
al., 2005; Pilichiewicz et al., 2006), GLP-1(Herrmann et al., 1995) et en inhibant la grhéline
(Feltrin et al., 2006). Ces modifications sont associées a un ralentissement de la vidange

gastrique.
La régulation des fonctions de la BEI par le systeme nerveux entérique (SNE) est

résumeée dans la figure ci-dessous (Figure 19) et abordée plus précisément dans les parties
11.2.2 et 11.3.2.4 (Neunlist et al., 2013).
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Figure 19: Les facteurs solubles produits par le systeme nerveux entérique
régulent les fonctions de la barriére épithéliale intestinale.

Les neurones entériques (en vert) et les cellules gliales (en rose) produisent des facteurs solubles qui
vont agir sur les cellules épithéliales intestinales (entérocytes en marron ; cellules souches intestinales
en bleu ; cellules de Paneth en rouge ; cellules entéroendocrines en violet et cellules calciformes ou
de Goblet en vert clair.(a) La réparation épithéliale : les CGE augmentent la réparation par la
libération de proEGF, conduisant a [’augmentation de [’activité et de I’expression de FAK. (b) La
protection de la barriére : durant une infection par des pathogénes comme Shigella flexneri, les CGE
liberent du GSNO qui réduit /’expression de cdc42 et augmente la résistance. (c) La prolifération et la
différenciation : les neurones liberent du VIP et les CGE du TGFp1 et de la 15dPG.J,, qui vont inhiber
la prolifération des CEL A [inverse, des neuromédiateurs comme [’ACh ou la SP peuvent
["augmenter. (d) La perméabilité : le VIP réduit la perméabilité paracellulaire tandis que 1’ACh
l’augmente. Le GSNO glial peut diminuer la perméabilité en augmentant [’expression des protéines
clés des jonctions serrées comme ZO-1. D aprés Neunlist et al., 2013.
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ll. Le systeme nerveux entérique

II.1 Généralités sur le systeme nerveux entérigue
I1.1.1 Découverte du systéme nerveux entérique

L’étude du systéme nerveux entérique, ou neurogastroentérologie, débute dés les
années 1860 avec la description par G. Meissner et L. Auerbach de deux plexus nerveux
distincts présents dans la paroi intestinale : le plexus de Meissner ou plexus sous-muqueux et
le plexus d’Auerbach ou plexus myentérique (Meissner, 1857 ; Auerbach, 1864 ;
Timmermans et al., 1997). En 1893, S.R. y Cajal établit 1’existence de sous-types de

neurones, que A.S. Dogiel classifiera en 1899 selon leur morphologie.

Le role fonctionnel du SNE fut quant a lui établit en 1899 par 1’étude de Bayliss et
Starling chez le chien (Bayliss and Starling, 1900). Sur des anses intestinales isolées, ils
observerent une avancée du contenu luminal s’accompagnant d’une contraction dans le sens
oral et d’une relaxation dans le sens anal. lls démontrerent que la stimulation mécanique de
I’intestin induisait ce réflexe moteur et qu’il était conduit par un systéme nerveux intrinséque
en particulier le plexus d’Auerbach. Le caractere intrinseque de cette innervation fut confirmé
par les travaux de J.N. Langley qui montra la persévérance des contractions apres
dégénérescence des afférences nerveuses (Langley and Magnus, 1905). Ainsi, en 1921 le
systeme nerveux entérique fut défini comme la troisieme division du systeme nerveux
autonome. Alors considéré comme un simple relais post-ganglionnaire du systeme nerveux
parasympathique (Hansen, 2003), ce n’est que depuis une cinquantaine d’années que la

caractérisation du SNE et de ses fonctions a pris un véritable essor.

[1.1.2 Organisation du systéme nerveux entérique

[1.1.2.1 Composition du systéme nerveux entérique

Le SNE appartient au systéme nerveux autonome et constitue un réseau de fibres
nerveuses dans la paroi du tube digestif. Il s’étend du tiers inférieur de 1’cesophage a ’anus,
mais présent également au niveau des glandes associées (les glandes salivaires, le pancréas ou
encore la vésicule biliaire) (Furness, 2012; Hansen, 2003; Kirchgessner et al., 1990). Le SNE

contréle les fonctions gastrointestinales telles que la motricité, les sécrétions, 1’absorption, le
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flux sanguin et les fonctions immunes et inflammatoires (Goyal and Hirano, 1996). Son
organisation varie selon I’espéce et le segment du tube digestif (Timmermans et al., 1997). Le
SNE est composé de deux principaux plexus : le plexus myentérique situé entre les deux
couches musculaires lisses longitudinales et circulaires et le plexus sous-muqueux situé entre
la couche musculaire circulaire et la muqueuse (Figure 20). Le plexus myentérique, présent
de I’cesophage au rectum, régule principalement les fonctions de motricité tandis que le
plexus sous-muqueux, particulierement développé dans le petit et gros intestin, régule les
fonctions de la muqueuse intestinale (sécrétion, absorption et immune) (Hansen, 2003). Chez
I’homme, le plexus sous-muqueux est divisé en trois parties (Timmermans et al., 1997), le
plexus sous-muqueux externe (Schabadasch ou Henle) adjacent a la musculeuse circulaire, le
plexus interne (de Meissner) placé juste sous la muqueuse et le plexus intermédiaire localisé
entre les deux (Hoyle and Burnstock, 1989; Ibba-Manneschi et al., 1995). Plus de 100
millions de neurones composent le SNE et 5 a 10 fois plus de CGE, le plexus sous-mugqueux
étant moins dense avec des connexions interganglionnaires plus fines que le plexus
myentérique (Furness, 2000; Gershon, 1997; Goyal and Hirano, 1996; Wood et al., 1999).

Deap muscular plexus
Innar SMP

mucos3e Submucesal
artery

Figure 20: Organisation schématique du SNE humain et des grands mammifeéres.
Le SNE est composé de plexus ganglionnaires, le plexus myentérique et le plexus sous-muqueux. Les

fibres nerveuses connectent les ganglions et les plexus innervant les différentes couches. D’apreés
Furness, 2012.

Le SNE constitue un réseau d’amas ganglionnaires et de fibres interganglionnaires
(Wedel et al., 1999) composés de deux entités que sont les neurones entériques et les CGE.
Ainsi, les fibres nerveuses innervent 1’ensemble des composantes du tube digestif,

I’épithélium, les muscles, les vaisseaux sanguins et les glandes (Gabella, 1981).
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[1.1.2.2 Innervation extrinseque du systéme nerveux
entérique: I'axe cerveau-intestin

En plus des communications étroites entre les deux plexus entériques dans le contrdle

des fonctions digestives, il existe une communication entre le SNE et le SNC, des afférences

et efférences des systemes nerveux sympathiques et parasympathiques (Wood, 1999). Ainsi le

SNE possede des projections vers les ganglions coeliaques et mésentériques (Szurszewski et

al., 2002) et des projections extra-digestives vers le pancréas (Anglade et al., 1987; Tiscornia,
1977) et la vésicule biliaire (Mawe and Gershon, 1989) (Figure 21).

Triomoe umbar
spinal cord

Le systeme digestif contient de nombreux
circuits réflexes du SNE (neurones moteurs et
interneurones en bleu, neurones sensitifs en
violet). Ces voies projettent, via des IFANS
(Intestinofugal neurons ; en rouge) vers le
SNC (neurones en jaune); les ganglions
sympathiques, la vésicule biliaire et le
pancréas. Les neurones sympathiques des
ganglions paravertébraux (en vert) recoivent
des informations du SNE et du SNC. Les
informations sensitives partent vers le SNE
via des neurones intrinséques primaires
afférents (en violet) et vers le SNC via des
neurones extrinséques primaires afférents (en
violet) qui suivent les voies afférentes spinales
et vagales. Les informations du SNC
atteignent le SNE et les effecteurs intestinaux
a travers des voies vagales, sympathiques et
pelviennes. D aprés Furness, 2012.

Figure 21: Innervation du tube digestif.

L’axe cerveau-intestin est reconnu comme un acteur majeur de la physiopathologie

digestive. Son concept est né d’observations cliniques sur I’effet préventif d’anti-dépresseurs

sur la formation d’ulcéres (Dajani et al., 2003). La communication est bidirectionnelle et

passe via le nerf vague (Collins et al., 2012; Goehler et al., 2000). On retrouve parmi les

acteurs de cette communication des neurotransmetteurs comme la sérotonine, la dopamine ou

encore les prostaglandines (Dajani et al., 2003).
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Ainsi, il existe de multiples niveaux d’innervation du tractus digestif (Figure 22). Les
neurones primaires afférents qui transportent les informations au SNC sont localisés dans le
nerf vague et le nerf splanchnique. Les neurones primaires afférents parasympathiques situés
dans la couche de muscles lisses sont sensibles a la distension mécanique de I’intestin alors
que ceux situés dans la muqueuse sont sensibles aux concentrations luminales en glucose,
acides aminés ou acides gras a chaine longue (Berthoud and Neuhuber, 2000). Ces neurones,
dont le corps cellulaire est situé dans le ganglion du nerf vague, projettent jusqu’au noyau du
tractus solitaire et sont a 1’origine de plusieurs réflexes affectant la déglutition, la motricité ou
encore la sécrétion intestinale. Les neurones afférents splanchniques ont leurs terminaisons
dans la paroi du tube digestif et leur corps cellulaire dans le noyau dorsal du vague. Ces
neurones afférents sont principalement des nocicepteurs et sont impliqués dans la détection de
la douleur dans le tractus digestif (Mei, 1985). Les afférences vagales utilisent I’ACh comme
neurotransmetteur. Les voies efférentes motrices parasympathiques sont constituées par le
nerf vague qui controle les fonctions motrices et sécrétomotrices du tractus digestif supérieur
et le nerf sacré qui contrdle les fonctions du cdlon distal et du rectum (Kirchgessner and
Gershon, 1989). L’innervation vagale a pour origine deux noyaux situés dans la moélle
(Hopkins et al., 1996): le noyau ambigu contenant des neurones somatomoteurs non
autonomes qui innervent les muscles striés du pharynx, du larynx et de 1’aesophage ; le noyau
dorsal du vague contient des neurones préganglionnaires viscéromoteurs qui innervent de

facon importante le SNE (Hopkins et al., 1996).

Cette communication SNE-SNC permet par exemple de réguler la satiété (Cummings
and Overduin, 2007). De plus, une stimulation vagale active des neurones entériques
(Berthoud et al., 2001) qui par une signalisation cholinergique nicotinique activent a leur tour
les CGE (par I’inhibition de NF«kB) ce qui améliore 1’intégrité de la BEI (Cheadle et al., 2014)
mais peut également, via I’activation de macrophages, avoir un effet anti-inflammatoire (Ghia
et al., 2006) De méme, des études ont montré 1’intérét d’une stimulation des racines sacrées,
déja utilisée dans le traitement de 1’incontinence (Leroi et al., 2009), comme une nouvelle
méthode de prise en charge des patients atteitns de MICI avec des effets bénéfiques sur les

fonctions et I’intégrité de 1’épithélium (Meurette et al., 2012; Annexe 3).
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Figure 22: Multiples niveaux d’innervation des fonctions gastro-intestinales.

Les neurones entériques intrinséques ont leurs corps cellulaires et leurs prolongements dans la paroi
intestinale. lls projettent aux neurones viscéromoteurs sympathiques post-ganglionnaires. Ces réflexes
n’impliquent pas le SNC. Les neurones post-ganglionnaires projettent dans la paroi intestinale pour
réguler les fonctions de sécrétion, le flux sanguin et la motricité. Ils regoivent les informations des
neurones préganglionnaires sympathiques de la moélle épiniére et forment une branche efférente du
SNC. Les autres branches efférentes proviennent des neurones moteurs parasympathiques de la
moélle épiniére et du tronc cérébral. Les neurones afférents extrinseques ont leurs terminaisons dans
la paroi intestinale et communiquent avec le SNC via les nerfs vague (ganglions nodaux et jugulaires)
et spinaux (splanchniques et pelviens). D ’aprés Brierley et Linden, 2014.

L’influence du SNE sur le SNC est également abordée par de nombreuses études
notamment celles concernant la maladie de Parkinson. Ainsi, I’hypothése de Braak suggére
que la maladie debuterait au sein du SNE et se propagerait au cerveau via le nerf vague
(Lebouvier et al., 2009).
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[1.1.3 Ontogenése du systeme nerveux entérique

[1.L1.3.1 Colonisation du tube digestif par les cellules de la
créte neurale

Les premiéres études sur le développement embryonnaire du SNE ont été menées par
Kuntz en 1910. L’étude des précurseurs des ganglions sympathiques des plexus cardiaques et
gastro-intestinaux suggérait que les précurseurs du SNE provenaient du segment vagal de la
créte neurale. Cette hypothese a été confirmée par les travaux de Jones en 1942 et Hammond
en 1954. Les cellules du SNE dérivent des cellules de la créte neurale qui migrent a partir du
segment vagal, sacré et rostro-troncal du neurectoderme (Figure 23) (Burns and Le Douarin,
2001; Gershon, 1998; Newgreen and Young, 2002). La majorité des cellules du SNE dérivent
du segment vagal. Les cellules de la créte neurale du segment sacré vont coloniser
uniquement la partie post-ombilicale du tube digestif et les cellules de la créte neurale du
segment rostro-troncal vont quant a elles coloniser la partie antérieure du tube digestif
(oesophage et estomac supérieur) (Gershon, 1997; Young et al., 2004). Les cellules de la créte
neurale du segment vagal envahissent I’intestin antérieur au 9° jour embryonnaire chez la
souris et a la 4° semaine de gestation chez I’homme. Ces cellules migrent alors dans le sens
rostro-caudal et colonisent de facon séquentielle les différentes régions du tube digestif, de
I’intestin antérieur (de 1’cesophage au duodénum), puis D’intestin moyen (du gréle a
I’appendice) et enfin I’intestin postérieur (du colon transverse au rectum). La colonisation
intestinale s’achéve au 15° jour chez ’embryon de souris et 4 7 semaines chez I’homme
(Heanue and Pachnis, 2007). Les cellules de la créte neurale situées derriere le front de
migration, initialement réparties de facon aléatoire, se réunissent pour former des ganglions
selon I’axe rostro-caudal (Fu et al., 2004; Wallace and Burns, 2005).

Le développement des fonctions du SNE debute au cours de la vie feetale et se
poursuit apres la naissance. La formation du plexus sous-muqueux a lieu deux a trois jours
apres celle du plexus myentérique chez la souris, et deux a trois semaines chez ’homme. On
suppose que les cellules du plexus sous-muqueux dérivent du plexus myentérique (Wallace
and Burns, 2005). Cette hypothese a été vérifiée dans une étude montrant que les cellules
neurales progénitrices migrent du plexus myentérique vers la sous-muqueuse sous 1’influence
des netrines, facteur de croissance exprimé par la muqueuse aux effets chimioattractants qui
guident la migration des cellules dérivées des crétes neurales exprimant leurs récepteurs DCC

(deleted in colorectal cancer) (Jiang et al., 2003).
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Figure 23 : Ontogénése du systéme nerveux entérique.

(a). Au stade 8.5-9 chez I’embryon de souris, les cellules de la créte neurale du segment vagal (fleche
rouge), envahissent la partie supérieure de [’'intestin et migrent dans le sens rostro-caudal afin de
coloniser de fagcon séquentielle l'intestin antérieur (FG), [’intestin moyen (MG) et l’intestin postérieur
(HG) (pointillés rouges). La colonisation est compléte au stade 15.5 de I’embryon. Les cellules de la
créte neurale de la partie du segment vagal la plus caudale proviennent d’une région qui se superpose
avec les cellules de la créte neurale de la partie du segment rostro-troncal la plus antérieure (fleche
bleue). Ces cellules participent a la colonisation de ['oesophage et de la partie supérieure de
l’estomac. Les cellules du segment sacré (fleche jaune) commencent leur migration plus tardivement
(E13,5) dans le sens caudo-rostral pour coloniser le célon (pointillés jaunes). (b). Les cellules de la
créte neurale vagale expriment Sox-10 et EDNRB lorsqu’elles émigrent du tube neural. (c). Vers le 9°
jour, les cellules dérivées de la créte neurale expriment Ret. Dans le mésenchyme intestinal, le ligand
de Ret, GDNF est fortement exprimé dans [’estomac (vert) et le ligand de I’EDNRB, EDN3 est
exprimé dans 'intestin moyen et ['intestin postérieur (rose). (d). Au stade E11, les cellules dérivées de
la créte neurale rencontrent de hauts niveaux d’expression de GDNF et d’EDN3 dans le caecum (high
level GDNF and EDNS3) (jaune). Les cellules en aval du front de migration commencent
progressivement a se différencier (cells undergoing neural/ glial cell differentiation). Vers E11,5,
GDNF et EDN3 sont exprimés dans la partie distale de la partie intestinale inférieure (non illustrée).
D’apres Heanue et Pachnis, 2007.
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Quand les cellules dérivées des crétes neurales commencent a coloniser le tube
digestif, elles se différencient en cellules gliales ou en différents types de neurones (Heanue
and Pachnis, 2007; Young et al., 2003). Pendant leur différenciation, les cellules précurseurs
du SNE proliferent et expriment des marqueurs généraux neuronaux (Hu) ou gliaux (S100B)
(Young et al., 2003). Les facteurs de transcription Mash-1 et Sox-10 sont impliqués dans la
différenciation des cellules neurales (Figure 24). Mash-1 est impliqué dans le développement
des neurones sérotonergiques (Blaugrund et al., 1996) et Sox-10 est essentiel a la
différenciation des CGE (Kelsh, 2006). Les différents types de neurones sont générés de
maniére séquentielle. Les neurones sérotoninergiques et nitrergiques se développent de
maniére précoce contrairement aux neurones cholinergiques et CGRP (Burns and Le Douarin,
2001). Les CGE expriment quant a elles le marqueur S100B plus précocement que le
marqueur GFAP (Young et al., 2003). Enfin le BMP-2 (Bone morphogenetic protein 2), aussi
produit par le mésenchyme intestinal, joue un réle majeur dans la différenciation des cellules

progénitrices en neurones ou en cellules gliales.

DEVELOPMENT OF THE ENTERIC NERVOUS SYSTEM
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Figure 24: Proposition de signalisation impliquée dans le développement du SNE.
En haut, les cellules souches dérivées de la créte neurale (ENCDC) donnent a gauche des neurones et
a droite des cellules gliales entériques. Certaines molécules inhibent RET (en rouge), d’autres
lactivent (en vert). Les facteurs de transcription dont on ne connait pas les roles sont en gris.
Certains points restent inconnus comme le mécanisme et les cibles de I’ET-3/[EDNRB, les facteurs
contrélant la formation axonale, a part le GDNF, et le réle de la neurogenése chez [’adulte. D apreés
Lake et Heuckeroth, 2013.
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[1.1.3.2 Contr6le génétique du développement du systeme
nerveux entérique

La migration des cellules progeénitrices dans le TD, leur maturation et leur
différenciation sont contr6lées et dirigées par une série de signaux et de voies de
signalisations activés ou inhibés en fonction du stade de développement. L’ensemble des
processus conduisant a la formation et a la maturation du SNE est contrdlé par deux voies de
signalisation majeures : la voie Ret/GFRal/GDNF et la voie EDNRB/ EDN-3 (Figure 24)
(Barlow et al., 2003). Le récepteur a activité tyrosine kinase (Ret) est activé par son ligand le
GDNF via le corécepteur GFRal. Ret est exprimé par les cellules progénitrices, GFRal par
les cellules progeénitrices et les cellules du mésenchyme (Newgreen and Young, 2002). Le
GDNF, produit par les cellules du mesenchyme, suit un gradient rostro-caudal en amont du
front de migration des cellules de la créte neurale (Natarajan et al., 2002) suggérant un role
chimioattractif guidant les cellules progénitrices. Le réle majeur de cette voie est confirmé par
les animaux transgéniques mutés pour ces trois génes présentant une absence de ganglions
entériques observée a partir de I’estomac (Cacalano et al., 1998; Moore et al., 1996; Pichel et
al., 1996; Sanchez et al., 1996; Schuchardt et al., 1994; Shepherd et al., 2001, 2004).
L’endotheline-3 (EDN-3), son récepteur EDNRB et I’enzyme responsable de ’activation de
I’EDN-3, ECE-1 (Endothelin-Converting Enzyme-1) jouent également un réle clé dans le
développement du SNE. Des souris mutées pour la délétion de ces genes présentent une
aganglionose distale (Baynash et al., 1994; Hosoda et al., 1994; Sidebotham et al., 2002).
L’EDN-3 est produite par les cellules mésenchymateuses (Barlow et al., 2003). Ces données
suggerent que cette voie est impliquée dans le contrdle de la migration des cellules de la créte
neurale. De plus, le nombre de cellules de la créte neurale est diminué chez des souris KO
pour le géne EDN-3 (Stanchina et al., 2006) et leur différenciation est inhibée par la présence
de ’EDN-3 (Nagy and Goldstein, 2006; Wu et al., 1999), suggérant que EDN-3 maintient le
pouvoir mitogéne des cellules de la créte neurale en inhibant leur différenciation. De plus, des
mutations « perte de fonction » des génes codant pour le GDNF, RET, ’EDN-3, EDNRB et
ECE-1 ont été identifiées chez des patients atteints de la maladie de Hirschsprung, pathologie
digestive caractérisée par une absence de ganglions entériques (aganglionose) dans le cdlon
distal (Gershon, 1998; Heanue and Pachnis, 2007; Taraviras and Pachnis, 1999).
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[1.1.3.3 Maturation du systeme nerveux entérique et

modifications liées a I’age
Apres la naissance, le développement des plexus entériques se poursuit. Des études ont
montré que le nombre total de neurones augmentait (Gabella, 1971), que I’organisation en
ganglions s’effectuait entre 7 et 36 jours dans le colon du raton (de Vries et al., 2010) et que
la densité des neurones diminuait chez le raton et chez I’homme (de Vries et al., 2010; Wester
et al., 1999). Enfin, la différenciation neurochimique s’étend tout au long du premier mois de

vie chez le raton (Matini et al., 1997).

Au cours du vieillissement, des études ont rapporté des modifications morphologiques
et cellulaires au sein du SNE (Saffrey, 2004, 2014). Ainsi, une diminution du nombre de
neurones entériques et de 1’aire des ganglions myentériques a été constatée chez 1’homme
(Gabella, 1989; Hanani et al., 2004). Des études ont décrit une perte de 22-67% de neurones
dans I’cesophage de patients de plus de 70 ans par rapport a des patients agés en moyenne de
30 ans (Eckardt and LeCompte, 1978; Meciano Filho et al., 1995). Au niveau de I’intestin
gréle, il s’agirait d’une perte de ’ordre de 34% de neurones myentériques entre des patients
de 69-76 ans et des patients de 20-40 ans (de Souza et al., 1993). Enfin, au niveau du c6lon, le
nombre de neurones myentériques par ganglion est réduit de 37% chez des patients agés de 65
ans par rapport a des patients de 20-35 ans (Gomes et al., 1997). Des études montrent que
cette perte affecte plus spécifiquement les neurones cholinergiques que ce soit chez le rat ou
I’homme (Bernard et al., 2009; Cowen et al., 2000; Phillips et al., 2003; Wade and Cowen,
2004) et que la population nitrergiqgue semble maintenue voire augmentée (Belai and
Burnstock, 1999; Belai et al., 1995). Une autre étude montre chez la souris, une perte du
nombre total de neurones et plus spécifiquement de neurones nitrergiques avec 1’age (Baudry
et al.,, 2012). Peu d’études se sont intéressées aux neurones sous-mugqueux mais il semble
qu’une diminution de leur nombre soit détectée chez le rat et la souris (Bernard et al., 2009;
El-Salhy et al., 1999; Phillips et al., 2007) mais non retrouvée chez ’homme. L’origine de ces
modifications liées a I’age pourrait €tre soit I’augmentation de production de dérivés réactifs
de I'oxygene et donc de stress oxydant, soit une diminution des facteurs neurotrophiques
protecteurs comme le GDNF ou la neurotrophine-3 (Anitha et al., 2006; Thrasivoulou et al.,
2006). Les altérations des CGE ont été peu étudiées, cependant leur nombre semble
également diminué avec 1’age dans toutes les zones du tube digestif (Phillips et al., 2004).

Cette perte gliale semble proportionnelle a la perte neuronale.
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[I.2 Les neurones entériques
Il.2.1 Présentation générale des neurones entériques

Les neurones du SNE ont été classés en se basant sur différents critéres comme leur
morphologie, leurs propriétés électrophysiologiques, pharmacologiques ou encore les
connections qu’ils établissent avec les autres types cellulaires. Ces classifications
« anciennes » sont aujourd’hui complétées par des classifications plus « fonctionnelles » ou
les termes de neurones sensitifs, d’interneurones et neurones moteurs excitateurs ou
inhibiteurs sont utilisés. Tous les parameétres peuvent varier d’une espéce a ’autre et d’une
région a I’autre du TD, cependant la plupart des études de classification ont été réalisées chez

le cobaye.

[1.2.1.1 Classification des neurones selon leur morphologie

La plus ancienne classification des neurones entériques a été initiée il y a plus d’un
siecle par Dogiel. Elle est basée sur les caractéristiques morphologiques des neurones dans les
plexus myentériques et sous-muqueux chez I’homme, le cobaye, le lapin, le rat, le chien et le
chat (Dogiel, 1899). 1l a décrit trois types de neurones appelés Dogiel I, Il et 111. Les travaux
de Stach et Furness, de Timmermans ainsi que ceux de Brehmer identifierent 4 autres types
neuronaux, classés de IV a VII (Brehmer et al., 1999; Furness et al., 1988; Timmermans et al.,
1997) (Figure 25). Cependant la majorité des neurones entériques appartiennent aux types |,
Il et Il (Hansen, 2003).

(a-c) Neurones de type | uniaxonaux
multidendritiques (courtes et lamellaires)

(d-e) Neurones de type Il adendritiques et
pluriaxonaux

(f-g) Neurones de type Il uniaxonaux
multidendritiques voire filamenteux

D’apres Timmermans et al., 1997.

20 um

Figure 25: Types majoritaires des neurones entériques, I, 11 et 111, retrouvés dans
Dintestin gréle du cobaye selon la classification de Dogiel.
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[1.2.1.2 Classification des neurones selon leurs propriétés
électrophysiologiques

La deuxiéme classification des neurones entériques est basée sur leurs caracteristiques
électrophysiologiques (Lomax and Furness, 2000). Les premiers enregistrements
intracellulaires permettant la description des propriétés électriques des neurones entériques
ont été rapportés dans les années 1970 (Hirst et al., 1974; Nishi and North, 1973; Wood and
Mayer, 1978). Ces premieres études avaient initialement décrit trois types de neurones
entériques. Cependant, le troisiéme type qui était non excitable, correspondait en fait aux
CGE. Dans I’intestin du cobaye, les neurones entériques sont donc classés en deux catégories:
les neurones de type S ou “Synaptic” et les neurones de types AH ou “After
Hyperpolarisation” (Hirst et al., 1974; Wood et al., 1999).

Les neurones de type S présentent des potentiels d’action (PA) brefs suivis d’un
potentiel d’hyperpolarisation de courte durée (20 a 100 ms). Ces PA sont bloqués par la
tétrodotoxine (TTX). lls présentent un potentiel excitateur post-synaptique (PPSE) rapide. Les
neurones de type S présentent une morphologie variée de type Dogiel I ou Il (uniaxonal)
(Furness et al., 2004). Les neurones AH se caractérisent par un large potentiel
d’hyperpolarisation suivant le PA (amplitude de 75 a 110 mV). lls ne présentent pas de PPSE
rapides mais des PPSE lents qui ne peuvent générer de PA (Wood et al., 1999). lIs présentent
une inflexion dans la phase descendante de repolarisation, suivie de deux phases séparées
d’hyperpolarisation (Hirst et al., 1974). De plus, les neurones AH sont insensibles & la TTX et
ont une morphologie de type Dogiel 11 (Furness et al., 2004).

[1.2.1.3 Classification des neurones selon leurs propriétés
fonctionnelles

Le codage neurochimique
Les neurones entériques synthétisent et secrétent des substances chimiques leur

permettant de communiquer entre eux et avec les cellules cibles effectrices (McConalogue
and Furness, 1994). Plus de trente neuromédiateurs ont été identifiés pour le SNE et jusqu’a
onze molécules ont pu étre détectées dans un méme neurone (Schemann and Neunlist, 2004).
Les neurones entériques expriment en général une combinaison de neuromediateurs
définissant leur codage neurochimique (Figure 26). Les neuromediateurs et autres substances
produites par les neurones peuvent étre classés selon leur action excitatrice ou inhibitrice sur

les cellules cibles (Tableau I).
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Figure 26: Ganglion myentérique de souris.
Photographie en microscopie a fluorescence des corps cellulaires des neurones marqués avec des
anticorps couplés a des fluorophores et dirigés contre nNOS (neuronal nitric oxyde synthase; vert),
VIP (violet) et ChAT (choline acetyltransferase ; rouge) (x63). Inserm U913.

Stimulation Inhibition
ACh, ATP, 5-HT, histamine, neurokinine A, SP, | NO, VIP, SOM, GABA, CGRP, NPY,
CCK, GRP, motiline, bombésine, opioides, | galanine, glucagon, neurotensine, PACAP,
TRH, PGE, PHI, PYY, sérotonine, dopamine

Tableau | : Principales substances sécrétées par les neurones ayant

une action excitatrice ou inhibitrice sur les cellules cibles.
ACh, acétylcholine ; ATP, adénosine triphosphate ; 5-HT, 5-hydroxytryptamine ;SOM, somatostatine ;
SP, substance P ; CCK, cholécystokinine ; GRP, gastrin-releasing polypeptide ; TRH, thyrotropin-
releasing hormone ; PGE,, prostaglandine E,; NO, nitric oxide ; VIP, vasoactive intestinal peptide;
GABA, gamma butyric acid ; CGRP, calcitonin gene-regulated peptide ; NPY, neuropeptide Y ;
PACAP, pituitary adenylate cyclase activating polypeptide ; PHI, peptide histidine isoleucine ; PYY,
peptide YY. D’aprés Hansen et al., 2003.

De nombreuses études associant des techniques d’immunohistochimie, de tragage
neuronal, couplées a des études fonctionnelles et pharmacologiques ont permis de corréler le

codage neurochimique des neurones a leur fonction. (Tableau I1).

Fonction codage neurochimique

[IPAN ChAT, Calb, CGRP, SP

Interneurones ascendants ChAT, Calret, ENK, SP

Interneurones descendants 5-HT, ChAT, DYN, GRP, NOS, somatostatin, VIP
Neurones moteurs excitateurs ChAT, Calret, ENK, SP

Neurones moteurs inhibiteurs DYN, ENK, GRP, NOS, VIP

Neurones sécrétomoteurs ChAT, CCK, CGRP, DYN, NPY, somatostatin, VIP

Tableau Il : Diversité du codage neurochimique des neurones entériques
selon leurs fonctions physiologiques.
Les différents neurones de l'intestin gréle de cobaye et les principaux neuromédiateurs qu’ils
produisent. Calb, calbindine; Calret, calretinine; DYN, dynorphine; ENK, enkephaline; IPAN,
intrinsic primary afferent neuron. D aprés Hansen et al., 2003.
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Les neurones afférents primaires intrinseques (IPANSs)

Les IPANSs représentent 20% des neurones entériques et jouent un rdle déterminant
dans le controle et la régulation de 1’état fonctionnel du tube digestif et de ses réponses aux
différents stimuli chimiques ou mécaniques (Furness et al., 1998; Kirchgessner and Gershon,
1988). Les IPANS peuvent avoir deux origines : les neurones afférents intrinseques dont les
corps cellulaires, prolongements et synapses se situent dans le TD, et les neurones
extrinséques dont les corps cellulaires sont situés dans les ganglions jugulaires, nodaux
(afférents vagaux) ou dans les ganglions de la racine dorsale (afférents spinaux) (Furness et
al., 1998). Leur principale fonction consiste a transduire et codifier les modifications de
I’environnement chimique ou de 1’état physique des tissus qu’ils innervent. Ils transmettent
alors ces informations au circuit intégratif afin de modifier I’état fonctionnel de 1’organe
notamment les voies intrinséques régulant le flux sanguin, la motricité et la sécrétion
intestinales. Ces neurones semblent donc étre a la fois mécanosensibles et chimiosensibles.
Leur excitation peut étre médiée par les cellules entérochromaffines (5-HT) ou d’autres
cellules entéro-endocrines sécrétant de la CCK ou de la motiline (Ahlman and Nilsson, 2001).
Les IPANs ont été définis comme des neurones AH avec une morphologie de type Dogiel 11
dans ’intestin gréle et le célon de cobaye, avec des neurones analogues chez les autres

especes (Bornstein, 1994; Furness et al., 1998).

Les interneurones

Les interneurones ont été identifiés dans toutes les régions du TD. lls représentent la majorité
des neurones entériques et forment des chaines dans le plexus myentérique qui s’étendent
dans le sens anal ou oral (Pompolo and Furness, 1993). Ils innervent également les ganglions
sous-muqueux. Leur rble est d’intégrer et de transmettre I’information sensorielle aux
neurones moteurs. Les interneurones sont de type Dogiel 11l avec de nombreuses dendrites
ramifiées et filamenteuses (Portbury et al., 1995). On distingue trois types d’interneurones
descendants et un type d’interneurones ascendants dans I’intestin gréle du cobaye. Les
interneurones ascendants, dont 1’axone projette dans le sens oral, expriment I’ACh, la SP et la
calrétinine (Brookes et al., 1997) et communiquent entre eux via I’ACh uniquement. Les
interneurones descendants, dont I’axone projette dans le sens anal, sont de trois types : les
interneurones ACh/5-HT pour les réflexes locaux de motricité et les réflexes secretomoteurs
(Furness, 2000), les interneurones ACh/SOM impliqués dans la propagation du complexe de
migration myoélectrique (Pompolo and Furness, 1998) et les interneurones ACh/NO/VIP.
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Les neurones moteurs

Les neurones moteurs sont principalement des neurones uniaxonaux de type S
(Brehmer et al., 1999). IIs transmettent 1’information provenant des interneurones vers les
cellules effectrices. 1l en existe cing types : les neurones excitateurs du muscle, les neurones
inhibiteurs du muscle, les neurones sécrétomoteurs/vasodilatateurs, les neurones
sécrétomoteurs non vasodilatateurs et les neurones innervant les cellules endocrines de
I’estomac qui ne seront pas évoqués ici. Les neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs
innervent les muscles circulaires et longitudinaux ainsi que la muscularis mucose tout au long
du TD. Les neurotransmetteurs des neurones excitateurs sont principalement I’ACh chez
I’homme et les tachykinines ou 1’enképhaline chez le cobaye, alors que les neurones
inhibiteurs produisent différents neurotransmetteurs comme le NO, le VIP et ATP qui
peuvent étre libérés par le méme neurone (Furness, 2000) (Tableau II). Les neurones
sécrétomoteurs innervent la muqueuse intestinale et régulent la sécrétion d’eau et
d’¢lectrolytes dans la lumiére intestinale. Certains innervent a la fois la muqueuse et les
artérioles présentes dans la paroi digestive ce qui leur permet de réguler a la fois les fonctions
de sécrétion et de vasodilatation (flux sanguin). Les neurones sécrétomoteurs et
sécrétomoteurs/vasodilatateurs peuvent étre divisés en trois groupes (Furness et al., 2003): les
neurones secrétomoteurs/vasodilatateurs non cholinergiques co-exprimant le VIP, les
neurones sécrétomoteurs/vasodilatateurs cholinergiques co-exprimant la calrétinine et les
neurones cholinergiques co-exprimant le neuropeptide Y (NPY) qui sont uniguement

sécrétomoteurs.

II.2.2. Rbéle des neurones entériques sur les fonctions gastro-

intestinales

[1.2.2.1 Contrble de la motricité digestive

La motricité digestive permet a la fois la fragmentation des aliments et le transport du
bol alimentaire tout au long du tube digestif. Au niveau intestinal, la segmentation et le
péristaltisme sont les mouvements moteurs les plus importants qui permettent la miction et la
progression du chyme vers le c6lon. La segmentation, qui permet le mélange du chyme avec
les enzymes digestives et facilite ’absorption, est caractérisée par des contractions annulaires

oscillantes dues a I’activité pacemaker des CIC (cellule interstitielle de Cajal).
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Le péristaltisme désigne les contractions circulaires (empéchant le reflux) et longitudinales
(pour la propulsion) permettant 1’avancée du chyme. Ces deux phénoménes moteurs sont
contrblés par le SNE, une innervation extrinséque, ainsi que par des hormones

gastrointestinales (gastrine, motiline, GLP-1, sécrétine, somatostatine et ghréline).

Les premiers travaux de Bayliss et Starling a la fin du XIXe siécle avaient mis en
évidence ’existence d’un réflexe péristaltique contr6lé par un systéme nerveux indépendant
du SNC. L’étude de Furness et al (1995) a pu montrer, apres destruction de 1’innervation
extrinséque, que le SNE était a 1’origine de ce réflexe. Le péristaltisme, caractérisé par une
contraction en amont et une relaxation en aval de la zone stimulée, peut étre déclenché par des
stimuli mécaniques (distorsion au passage du bol alimentaire, frottements) ou des stimuli
chimiques (modification du pH, osmolarité, présence d’acides gras ou de glucides)(Allescher
et al., 1989; Spencer et al., 1999, 2000). A la suite d’une stimulation, les cellules entéro-
endocrines sécrétent de la sérotonine qui active les neurones primaires afférents intrinseques
(IPANs). Les IPANs vont libérer des neuromédiateurs comme 1’ACh, la SP ou la CGRP
(Furness, 2000; Wolf et al., 2007) qui activent des interneurones ascendants et descendants
(Tableau I11). Les interneurones ascendants sont connectés a des neurones moteurs excitateurs
de type cholinergiques induisant une contraction en amont et les interneurones descendants
sont connectés a des neurones inhibiteurs réactifs pour la NOS et le VIP (Porter et al., 1997)
induisant une relaxation en aval du bol alimentaire (Tableau Il et Figure 27). La cible de
I’activation n’est pas seulement le muscle mais egalement les CIC, cellules pacemaker qui, en
modulant les ondes électriques lentes, établiraient le rythme des contractions intestinales
(Ward, 2000). Enfin, la motricité digestive est également soumise a la modulation extrinséque

par le SNC via les systemes sympathiques et parasympathiques.
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Interneurone (Ach, SP)

F Muscles longitudinaux

) L Plexus myentérique
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Figure 27: Schéma représentant le réflexe péristaltique dans ’intestin

Suite a une stimulation de la muqueuse par le bol alimentaire, les cellules entérochromaffines libérent
de la sérotonine et activent les IPANs. Les IPANs libérent alors I’ACh, la SP et la CGRP qui activent
les interneurones ascendants et descendants. Les interneurones ascendants, via la libération de I’ACh
et de la SP, activent les neurones excitateurs qui libérent eux-mémes de 1’ACh et de la SP qui
provoquent la contraction des muscles. Par ailleurs, les interneurones descendants, via la libération
de I’ACh, du NO, du VIP et de I’ATP, activent les neurones moteurs inhibiteurs qui en libérant du NO,
du VIP et de I’ATP, provoquent une relaxation musculaire. Les CIC ne sont pas représentées ici.

Les CIC forment un réseau avec des ramifications dans les couches musculaires lisses
longitudinales et circulaires ainsi qu’au contact des plexus du SNE. Ce sont des cellules
pacemaker qui générent des ondes électriques lentes rythmant les contractions musculaires et
donc le réflexe péristatique par une voie dépendante de c-kit (Torihashi et al., 1995, 1999;
Ward et al., 2006). Les CIC présentent des jonctions serrées avec les cellules musculaires ce
qui leur permet d’assurer leur dépolarisation par I’ouverture de canaux calciques voltage
dépendant et ainsi d’étre a ’origine des ondes lentes. Elles sont innervées par les neurones
entériques et répondent a différents neurotransmetteurs. Elles expriment des récepteurs
muscariniques, des récepteurs aux neurokinines et au VIP, ce qui suggere qu’elles participent
directement a la transmission des signaux des motoneurones entériques vers les cellules
musculaires (Klein et al., 2013; Takaki, 2003; Ward, 2000). Un défaut de fonction de ces

cellules conduit a des désordres moteurs séveres.
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11.2.2.2 Contrble du flux sanguin intestinal

80% du flux sanguin intestinal est recu par la muqueuse et sa régulation s’effectue
principalement au niveau des artérioles sous-muqueuses sous I’influence de stimuli
chimiques, mécaniques et du SNE (Vanner and Surprenant, 1996). Dans I’intestin gréle et le
cblon, la vasoconstriction des artérioles est contrdlée par des fibres nerveuses extrinseques
sympathiques des ganglions coeliaques et mésentériques avec pour médiateur principal I’ATP
qui active les récepteurs P2X des artérioles (Evans and Surprenant, 1992; Vanner and
Surprenant, 1996). La vasodilatation est assurée par une innervation extrinseque provenant
des ganglions rachidiens dorsaux via la libération de neuromédiateurs comme la SP et la
CGRP (calcitonin gene-related peptide) (Vanner, 1994) et intrinséque, par les neurones
entériques sous-muqueux (Galligan et al., 1990; Jiang and Surprenant, 1992; Neild et al.,
1990; Vanner and Surprenant, 1991). Dans le gréle du cobaye, cette innervation est
cholinergique. Elle active des récepteurs muscariniques M3, ce qui induit la libération de NO
vasodilatateur (Andriantsitohaina and Surprenant, 1992; Neild et al., 1990) tandis que dans le
cblon il existe une innervation non cholinergique de type VIP et SP (Vanner and Surprenant,
1991). Les stimuli mécaniques induisent une vasodilatation suite a un réflexe cholinergique
(Vanner, 1994; Vanner and Surprenant, 1996) et les stimuli chimiques font intervenir des
neurones libérant la CGRP et la SP (Vanner and Bolton, 1996).

11.2.2.3 Contrble de la sécrétion intestinale

En présence de pathogénes, la muqueuse intestinale augmente la sécrétion de mucus
dans la lumiére et 1’accélération du transit contribue a leur élimination. Le controle de

’activité sécrétoire est assuré en partie par les neurones entériques.

Il existe une association entre la motricité et le transport d’électrolytes étant donné que
les contractions intestinales se produisent en méme temps que les sécrétions (Cooke et al.,
1993), ce sont des réflexes sécrétomoteurs (Figure 28). La stimulation mécanique de la
muqueuse active la libération de 5-HT par les cellules entérochromaffines, ce qui induit le
réflexe sécrétomoteur. Cette sécrétion est bloquée par la tétrodotoxine et reproduite par la
sérotonine (Cooke et al., 1997; Kellum et al., 1999; Sidhu and Cooke, 1995). Une distension
induit Pactivation de neurones sécrétomoteurs ascendants cholinergiques et descendants

VIPergiques (Neunlist et al., 1998) qui vont stimuler la sécrétion d’ions C1” et empécher
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’entrée d’ions Na® (Hansen and Skadhauge, 1997). La distension peut également provoquer
une sécrétion de SP par les neurones sécretomoteurs, qui en se fixant sur des récepteurs NK-1
et NK-3, active des IPANs. D’autres neurotransmetteurs comme la CGRP et la neurotensine
sont également impliqués dans le réflexe dans I’intestin gréle du cobaye (Pan and Gershon,
2000; Riegler et al., 2000). Les frottements peuvent induire la sécrétion d’électrolytes par une
libération de 5-HT qui, via des IPANS, active des neurones sécrétomoteurs VIPergiques
(Cooke et al., 1997; Sidhu and Cooke, 1995). De nombreuses substances comme 1I’ATP, le
glutamate et le PACAP modulent 1’activité des neurones sécrétomoteurs afin d’augmenter ou

d’inhiber la sécrétion d’eau et d’ions par les CEI (Cooke, 2000; Cooke et al., 2003).

Le réflexe sécrétomoteur est majoritairement réalisé par les neurones sous-mugqueux.

Cependant, il existe des neurones sécrétomoteurs cholinergiques et VIPergiques dans le

plexus myentérique qui projettent vers la muqueuse.
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Figure 28: Schéma simplifié du réflexe sécrétomoteur.

Suite a une stimulation mécanique au niveau de la muqueuse, les cellules entérochromaffines liberent
de la 5-HT activant ’arc réflexe sécrétomoteur. Lors d’un frottement mécanique appliqué sur la
muqueuse, seuls les IPANs du plexus sous-muqueux sont impliqués par opposition a une distension de
la muqueuse qui fait intervenir les voies afférentes extrinseques. Les neurones sécrétomoteurs
ascendants sont cholinergiques tandis que les neurones sécrétomoteurs descendants sont VIPergiques.
La libération du VIP et de I’ACh par les neurones sécrétomoteurs entraine la libération d’ions chlore
par les cellules épithéliales intestinales. D aprés Xue et al., 2007.
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La sécretion de cytokines par les CEI peut aussi étre regulée par le SNE. Ainsi, la SP
serait impliquée dans la sécrétion d’IL-8 via une activation des protéines Rho et de NFkB
(Zhao et al., 2002) et la somatostatine inhiberait la sécrétion d’1L-8 (Chowers et al., 2000a).

1.2.2.4. Controle de I’absorption intestinale

Parallélement au contrdle des flux d’électrolytes, les neurones du plexus sous-
muqueux régulent ’absorption d’ions Na'. En effet, une stimulation électrique de ces
neurones entraine une diminution de 1’absorption de Na* (Hayashi et al., 2003). Le SNE peut
réguler I’absorption d’acides aminés par la BEIL. Par exemple, la CGRP diminue ’absorption
d’alanine, de proline et de taurine par la muqueuse du jéjunum (Barada et al., 2000).

[1.2.2.5 Contrble de la prolifération des cellules épithéliales

Les neurones sont également capables de contrler la prolifération et la différenciation
des CEI. Des études ont montré que le GLP-2 était impliqué dans la croissance et la
réparation de la BEI. En effet, le GLP-2 active les neurones entériques et les entérocytes et
cette activation est inhibée par la TTX (Bjerknes and Cheng, 2001). De plus, une ablation
chimique partielle des neurones myentériques dans le c6lon de rat induit une hyperplasie
épithéliale associée a une hyperprolifération des CEI (Zucoloto et al., 1988). L’équipe de See
et al a confirmé ces résultats en appliquant une ablation similaire couplée a une dénervation
extrinseque, ce qui induisait une hyperprolifération des CEI associée a une augmentation de
neurones sous-muqueux immunoreéactifs pour le VIP (See et al., 1990). Dans un modéle de
coculture de sous-muqueuse/CEI, I’activation électrique des neurones diminue la prolifération
des CEI par voie VIPergique (Toumi et al., 2003). Le VIP et le PACAP diminuent la
prolifération de lignées de CEI (Leliévre et al., 1998) tandis que I’ATP et I’ADP inhibent la
prolifération des CEIl de rats in vitro mais stimulent leur migration (Dignass et al., 1998).
Enfin, le r6le de la somatostatine a été suggére car ces antagonistes inhibent la prolifération
des CEI in vivo (Castell et al., 2001) et la SP module la réparation épithéliale en induisant la
production de TGFB1 par les fibroblastes, ce qui stimule la prolifération des CEI (Felderbauer
et al., 2007).
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[1.2.2.4 Contrdle de la perméabilité de la barriére épithéliale
intestinale

De nombreuses études ont suggéré I’implication de voies nerveuses dans le controle de
la perméabilité paracellulaire. L’augmentation de la permeéabilité chez des rats allergiques a
I’ovalbumine est inhibée par la TTX (Crowe et al., 1993) et le stress induit une augmentation
de la perméabilité impliquant I’ACh (Kiliaan et al., 1998; Saunders et al., 1997). Le stress
aigu active également les voies cholinergiques induisant la sécrétion pancréatique de trypsine
qui altére la perméabilité colique de la souris (Demaude et al., 2009). La neurokinine A
(NKA) augmente aussi la perméabilité au >*Cr-EDTA dans le duodénum de rats, tandis que le
VIP inhibe cette augmentation (Hallgren et al., 1998). Les travaux de Blais et al ont montré
sur deux lignées de CEI, Caco2 et HT29-CI.19A, que le VIP diminue la perméabilité tandis
que I’ACh I’augmente (Blais et al., 1997). De plus, la stimulation électrique des neurones en
coculture avec des CEl, diminuait la perméabilité et augmentait 1’expression de ZO-1 via

I’activation d’une voie VIPergique (Neunlist et al., 2003).

[1.2.3 Régulation des neurones entériques

Le phénotype et les fonctions des neurones entériques sont sous I’influence de leur
microenvironnement. Ainsi, les CEI jouent un réle dans la neuroprotection en produisant du
NGF modifiant leur phénotype neurochimique (Moriez et al., 2009). L’alimentation peut
également induire des modifications neuronales. Par exemple, le glucose peut activer les
neurones entériques (Liu et al., 1999; Sayegh et al., 2004) ou devenir neurotoxique
(Tomlinson and Gardiner, 2008). D’autre part, les acides gras a chaine courte, produits par la
fermentation bactérienne des glucides et protéines non digérés, diminuent la fréquence des
contractions des muscles longitudinaux du cdlon de rat via une action sur le SNE (Ono et al.,
2004). Par exemple, le butyrate peut augmenter I’excitabilité des IPANs du c6lon de cobaye
(Neunlist et al., 1999) et induire une hyperpolarisation de la membrane de neurones
myentériques de rat isolés (Hamodeh et al., 2004). Ainsi, un régime butyrogéne induit une
augmentation de la proportion des neurones cholinergiques responsable d’un transit accéléré
(Suply et al., 2012). Un régime occidental previent la perte des neurones en particulier

nitrergiques par 1’augmentation de leptine et de GDNF (Baudry et al., 2012).
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Le TD est 1’accés principal a 1’hdte pour de nombreux virus (Oberste et al., 2000)
responsables par exemple de gastroentérites, certains entérovirus ayant démontré un
neurotropisme élevé conduisant & une neurotoxicité (Holland-Cunz et al., 2006; Irie et al.,
1989; Morrison and Fields, 1991). Ainsi, les neurones sous-muqueux et myentériques
semblent pouvoir répondre aux pathogénes présents dans la lumiere intestinale car ils
expriment des TLRs (-2,-3, -4 et -7) (Anitha et al., 2012; Barajon et al., 2009; Brun et al.,

2013) qui semblent étre impliqués dans des Iésions neuronales.

De nombreuses cytokines régulent également les neurones, comme I’IL-18 et le TNFa
qui semblent impliquées dans la neurotoxicité et la neurodégeénérescence (Little and
O’Callagha, 2001). TRAIL, un membre de la famille du TNFa, peut étre induit dans les

neurones et causer leur apoptose (Cantarella et al., 2003; Huang et al., 2005).

Enfin, les CGE régulent la neurotransmission et ont un r6le neuroprotecteur
notamment par la sécrétion de facteurs comme le GDNF, NGF, BDNF, NT-3, GSH, GSNO,
la 15dPGJ;, voire S100p (détail en 11.3.2.2. et 11.3.2.3).

I1.3 Les cellules gliales entériques
[1.3.1 Présentation générale des cellules gliales entériques

[1.3.1.1 Découverte des cellules gliales entériques

En 1856, R. Virchow donne pour la premiere fois le nom de neuroglie aux éléments
non-neuronaux qu’il observe dans le SNC (Virchow, 1856). Quelques dizaines d’années plus
tard, en 1899, A.S. Dogiel note la présence dans le SNE de cellules satellites nucléées a
proximité des neurones entériques, les CGE. Ces cellules, assimilées d’abord a des cellules de
Schwann, sont retrouvées en trés grand nombre en périphérie des corps cellulaires et tout au
long des fibres nerveuses (Stohr, 1952). Elles forment ainsi un réseau glial dense et étendu a
tous les niveaux du TD (Ruhl, 2005), dans les plexus sous-muqueux, myentérique et
« secondaires » (Bjorklund et al., 1984) et le long des fibres nerveuses du systéme nerveux
extrinseque (Gershon and Rothman, 2004, 1991) (Figure 29). En effet, de part leur origine et
leurs propriétés, elles présentent de nombreuses similitudes avec les cellules de Schwann non
myélinisantes (Cabarrocas et al., 2003). Cependant, les analyses immunohistochimiques et les

observations en microscopie électronique ont finalement montre que les CGE étaient
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différentes de ces cellules mais similaires dans leur structure aux astrocytes centraux (Cook
and Burnstock, 1976; Gabella, 1972). Une seule CGE entoure plusieurs neurones entériques
(Gershon and Rothman, 1991) tout comme les astrocytes centraux sont capables d’entourer 4
a 8 soma neuronaux et entre 300 et 600 dendrites (Halassa et al., 2007). Grace a leurs
jonctions communicantes, elles forment un véritable réseau fonctionnel de la méme facon que
les astrocytes (Maudlej and Hanani, 1992). Ce type cellulaire a été décrit comme le plus
abondant du SNE (Gabella, 1981), les CGE étant 5 a 10 fois plus nombreuses que les
neurones. La densité des CGE varie en fonction de 1’espece et leur répartition est différente
selon les plexus et les portions du TD (Gabella and Trigg, 1984). Chez le cobaye, le rapport
CGE/nombre de neurones est de 0,9 pour le plexus sous-muqueux et de 1,7 pour le plexus
myentérique tandis que chez I’homme, le rapport est de 1,3 & 1,9 dans le plexus sous-
mugqueux versus 5,9 a 7,0 dans le plexus myentérique (Hoff et al., 2008).

Glial Cells

Subserosal Nerves

Tunica serosa

= \
/ 7, A Pl ) N \ X 3 )
Plexus / o s /4 / ki 2 )1 \ \ N Y Tunica muscularis
myentericus £ / AR . Stratum longitudinale

Tunica muscularis
Stratum circulare

Plexus submucosus Tela submucosa

Plexus mucosus - Tunica mucosa

Figure 29: Localisation des cellules gliales entériques dans le tube digestif.
D’apreés Ruhl, 2005.
Les CGE peuvent étre intra- ou extra-ganglionnaires mais peuvent également entourer
les villosités des cryptes épitheliales intestinales et les vaisseaux sanguins (Figure 30). Cette
proximité étroite, de I'ordre du um rend possible une communication paracrine

bidirectionnelle entre les CGE et les cellules de leur microenvironnement.
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b.

Figure 30: Les cellules gliales entériques (CGE) sont présentes dans les ganglions, autour des
fibres interganglionnaires et a proximité de la BEI et des vaisseaux sanguins.
(a) Les CGE immunoréactives pour Sox-10 (en bleu) et les neurones entériques immunoréactifs pour
Hu (en rouge). Photographie en microscopie a fluorescence du plexus myentérique de singe (échelle
100 um). (b et ¢) Les CGE immunoréactives pour S100p, forment un réseau dense entourant les
cryptes (b) et les vaisseaux sanguins (c) Photographie en microscopie a fluorescence de muqueuse
colique humaine (échelle 25 um). D ’aprés Neunlist et al., 2008.

a. C.

11.3.1.2 Développement des cellules gliales entériques

Les CGE dérivent des cellules de la créte neurale. Les précurseurs entrent dans le TD
et entament une migration dans le sens rostro-caudal avant de donner naissance aux
précurseurs neuronaux et gliaux (Gershon and Rothman, 1991; Young et al., 2003). Alors que
les neurones entériques se différencient a partir du stade E10.5 et sont identifiés au niveau du
front de migration, les CGE restent a une certaine distance du front de migration (Young et
al., 2003). La migration et la différenciation des précurseurs gliaux est sous le contréle de
génes et de facteurs environnementaux, principalement la neurotrophine-3 activant le
récepteur a tyrosine kinase (TrkC) (Chalazonitis et al., 1998a). Ce récepteur est régulé par les
protéines BMP-2 et BMP-4, membres de la superfamille TGFp (Chalazonitis et al., 2004).
D’autres facteurs sont également impliqués dans le développement des CGE : le ciliary
neurotrophic factor (CNTF) et le leukemia inhibitory factor (LIF) via les sous-unités alpha
(CNTFRa) et beta (gp130 et LIFRB) du récepteur au CNTF, respectivement (Chalazonitis et
al., 1998b) ; les neurégulines (NRGs) via le récepteur ErbB3 et son corécepteur ErbB2
(Marchionni et al., 1993). Enfin, les facteurs de transcription Sox8 et Sox10 jouent un réle
crucial dans le développement des CGE puisque Sox-10 contrdle I’expression du récepteur
ErbB3 par les cellules de la créte neurale (Bondurand and Sham, 2013; Britsch et al., 2001,
Maka et al., 2005).
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[1.3.1.3 Morphologie et marqueurs des cellules gliales
entériques

Tout comme les astrocytes, les CGE sont des cellules présentant un petit corps
cellulaire et des extensions de taille et de forme variées (Bjorklund et al., 1984; Gabella,
1981; Hanani and Reichenbach, 1994). Du point de vue cytologique, le noyau des CGE se
distingue facilement du noyau des neurones car il se caractérise par la présence de blocs de
chromatine situés a proximité de la membrane nucléaire, elle-méme caractérisée par la

présence d’invaginations profondes.

Une différence majeure existe concernant 1’organisation structurale et histologique des
CGE chez les petits mammiféres (souris, cobaye, etc) et chez les mammiféres de grande taille
(homme, chien, etc.). Chez les petits mammiféres, les CGE possédent des extensions radiaires
entourant les faisceaux de neurites ; une seule cellule gliale peut recouvrir de ses
prolongements jusqu’a 600 neurites (Gabella, 1981). En revanche, cette organisation en
faisceaux n’est pas retrouvée chez I’homme et les mammiferes de grande taille. Les neurones
sont separés les uns des autres par des extensions gliales qui entourent la totalité de la surface
neuronale (Baumgarten et al., 1970). Cette différence histologique entre I’homme et les petits
mammiféres avait déja été notée par Auerbach en 1864. Confirmant ces observations, le ratio

CGE/neurones augmente avec la taille de ’espéce (Gabella and Trigg, 1984).

Certaines études suggerent I’existence de populations distinctes de CGE basées sur des
différences morphologiques et d’expression des marqueurs gliaux. Des classifications ont été
proposées (Gabella, 1981; Hanani and Reichenbach, 1994) (Figure 31). Les CGE entourant
les corps cellulaires sont présentes dans les ganglions ; elles possédent des prolongements tres
courts (1a-30nm), irréguliers et sont empaquétées autour des neurones. Les CGE localisées au
niveau des fibres nerveuses ont de tres longs prolongements (80 nm) paralleles aux fibres et

moins d’embranchements (Gabella, 1981; Hanani and Reichenbach, 1994).
L’existence de CGE présentant les deux types d’extensions empéche cependant toute

distinction basée sur ce critére. La derniére classification en date prend en compte la

localisation, la morphologie et les fonctions des CGE (Gulbransen and Sharkey, 2012).
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] Tudt |

Figure 31 : Types de cellules gliales entériques.
Identification de CGE de souris Sox10CreMADM exprimant la GFP (vert) (a) au sein des ganglions,
mais également a [’extérieur et au niveau des interconnections du plexus myentérique (Tujl, rouge).
Les différents types de CGE : (f) Le type | ou protoplasmique est étoilé avec des prolongements
irréguliers et est retrouvé au niveau des ganglions. (g) Le type Il ou fibreux avec des longs
prolongements est présent au niveau des fibres inter-ganglionnaires ; il est similaire aux astrocytes
fibreux de la substance blanche. (h) Le type 111 ou muqueux présente de nombreux prolongements. (i)
Le type IV ou intramusculaire caractérise une glie allongée courant le long des fibres nerveuses au
sein de la musculeuse. Echelle (a) 50 um et (f-i) 20 um. Adaptation de Gulbransen et Sharkey, 2012
et Boesmans et al., 2014.

Les études immunohistochimiques des CGE ont révélé qu’elles présentent de
nombreux marqueurs communs avec les astrocytes. Leurs filaments intermédiaires sont
composés de deux protéines, la GFAP, composante majeure de ces gliofilaments (Jessen and

Mirsky, 1980) et la vimentine. Alors que la vimentine est également exprimée dans les
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myofibroblastes sous-épithéliaux, la GFAP est spécifique des CGE (Andoh et al., 2002; Ruhl,
2005), méme si toutes les CGE ne I’expriment pas et que sa fonction précise reste inconnue
(Von Boyen et al., 2004). Ces gliofilaments caractéristiques de 10 nm de diametre forment
des faisceaux ancrés a des agrégats moléculaires a la surface de la membrane. Ces faisceaux
traversent le corps cellulaire et se projettent dans I’axe des extensions gliales, leur permettant
d’adhérer aux surfaces ganglionnaires (Gabella, 1981). En revanche, toutes les CGE
expriment la protéine S100p (calcium binding protein) cytoplasmique jouant un role dans la
régulation du cytosquelette ainsi que dans 1’homéostasic calcique (Ferri et al., 1982;
Heizmann, 2002). Cependant S100p est loin d’étre spécifique puisque son expression est
retrouvée dans de nombreux types cellulaires (oligodendrocytes, cellules épithéliales du rein,
progéniteurs neuraux, épendymocytes, cellules dendritiques, chondrocytes, mélanocytes,
adipocytes, myoblastes, cellules musculaires et certaines neurones) (Arcuri et al., 2002;
Deloulme et al., 2004; Donato, 2001, 2003; Donato et al., 2009; Hachem et al., 2005;
Rambotti et al., 1999; Rickmann and Wolff, 1995a, 1995b; Sorci et al., 1999; Vives et al.,
2003). La protéine S100B cytoplasmique possede de nombreux effets régulateurs
intracellulaires (Figure 32) mais peut également étre sécrétée. Sox-10 est un facteur de
transcription impliqué dans la différenciation des CGE aussi considéré comme un marqueur
général des CGE (Hoff et al., 2008).
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Enfin, les CGE expriment spécifiquement d’autres « marqueurs » tels que la glutamine
synthase, la L-arginine ou I’antigéne de surface Ran-2 (Rat neural antigen) (Jessen and
Mirsky, 1983, 1985; Nagahama et al., 2001). La glutamine synthase et Ran-2 permettent de
différencier les CGE des cellules de Schwann non myeélinisantes qui expriment peu la
glutamine synthase et n’expriment pas Ran-2 mais Ran-1 (Cabarrocas et al., 2003; Kato et al.,
1990; Mirsky and Jessen, 1983).

Une étude récente de Boesmans et al a corrélé I’expression des marqueurs aux quatre
sous-types gliaux identifiés (Boesmans et al., 2014). Ainsi, 56% des CGE de type 1 co-
expriment GFAP et S100p8 et 70% co-expriment GFAP et Sox10. Le pourcentage de cellules
GFAP-/S100B+ est supérieur pour les types Il et Ill, types pour lesquels I’expression de
Sox10 seul atteint plus de 50%. Ainsi, la majorité des CGE co-expriment Sox10 et S100p. En
pratique, les CGE sont souvent identifiées en immunocytochimie par 1’expression de Sox10,
et/ou GFAP et/ou S100p (Figure 33), I’expression de ces protéines étant dynamique et

modulée par différents facteurs environnementaux (Ruhl, 2005).

Figure 33: Immunomarquage de cellules gliales entériques humaines en culture.

11.3.2 Rble des cellules gliales entériques sur les fonctions
digestives

Les CGE ont longtemps été considérées a tort, au méme titre que les astrocytes
centraux, comme de simples cellules de soutien pour les neurones. Mais depuis leur
découverte, de nombreuses études, notamment celles de délétion des CGE dans des modéles
murins transgéniques ou des modéles chimiques, ont mis en évidence un réle prépondérant de
ces cellules dans I’homéostasie du tube digestif. En effet, outre la neuroprotection, leur
proximité avec la BEI (~1um) (Bush et al., 1998; Cornet et al., 2001; Neunlist et al., 2007;
Wedel et al., 1999) et le réseau qu’elles constituent autour et a la base des cryptes (Hanani et
al., 1989), en font des régulateurs clés des fonctions de la BEI telles que la prolifération, la
différenciation des CEI, la réparation de la barriére, mais aussi sa perméabilité/résistance aux

pathogénes.
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[1.3.2.1 EIément de support

Le role de support a €té le premier réle attribué a la cellule gliale, ce qui lui a valu son
nom (glie = ‘glue’ en grec). Les CGE jouent un réle de soutien mécanique et nutritionnel pour
les neurones entériques (Figure 34). Tout d’abord, il a été montré que les CGE favorisaient la
mise en place et la structuration spatiale des ganglions entériques. Ceci est d0 a la présence de
leurs filaments intermédiaires qui permettent 1’ancrage des CGE a la surface des ganglions
(Gabella, 1990) formant un réseau dense. De plus, les CGE n’assurent pas seulement un
soutien passif. En effet, les CGE répondent aux stimulations mécaniques par une
surexpression du géne c-fos mais aussi par une augmentation de leur taux intracellulaire de
calcium, et ces ondes calciques peuvent se propager vers les autres CGE (Sharkey et al., 1999;
Zhang et al., 2003). La réponse calcique des CGE est propagée grace aux connexines 43
(Hanani et al., 1989) et son altération pourrait contribuer aux désordres de motricité observes
dans certaines pathologies (McClain et al., 2014). Les CGE jouent également le réle de
support nutritionnel en garantissant aux neurones un microenvironnement régulé. Ce réle est
illustré principalement par la production de facteurs neurotrophiques comme le GDNF et la
neurotrophine-3 dont le role précis n’est pas encore identifié (Hoehner et al., 1996). Par
ailleurs, différentes études ont montré que les CGE représentent une source majeure d’acides
aminés utilisés par les neurones pour la synthése de neurotransmetteurs comme la L-arginine

par exemple (Nagahama et al., 2001).
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Figure 34: Interactions étroites entre les neurones entériques et les CGE
dans le plexus myentérique de souris Sox10CreMADM.
(a) Les CGE de type I (vert) sont liées aux neurones (marqueur pan-neuronal, périphérine, rouge) au
sein des ganglions. (b )Les CGE de type Il (vert) sont localisées au niveau des fibres
interganglionnaires (NF-200, rouge). (c) Les CGE de type Ill (vert) sont au contact de fibres
nerveuses nitrergiques (nNOS, rouge). Echelle : 20 um. D ’aprés Boesmans et al., 2014.
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11.3.2.2 Controle de la neurotransmission

De nombreuses études ont démontré le réle des CGE dans la neurotransmission. Les
CGE semblent étre impliquées a la fois dans la synthése et 1’élimination de
neurotransmetteurs, mais elles peuvent aussi jouer un réle actif dans le processus de
neurotransmission proprement dit. Le réle des CGE dans la neurotransmission a d’abord été
suggéré par la découverte de I’expression exclusive par les CGE de la glutamine Synthase
(Jessen and Mirsky, 1983; Kato et al., 1990). Cette enzyme responsable de la conversion du
glutamate en glutamine assure un double role: la détoxification du milieu extracellulaire en
glutamate qui peut étre excitotoxique; 1’approvisionnement des neurones en glutamine
nécessaire a la synthése de deux neuromédiateurs, le glutamate et 1’acide y-amino-butyrique
(GABA) (Zhou and Galligan, 2000). De plus, il a ét¢ montré que le transporteur GAT2 (y-
aminobutyric acid (GABA) transporter) est préférentiellement exprimé par les CGE, ce qui
suggere leur implication dans 1’élimination des molécules de GABA de [I’espace
extracellulaire (Fletcher et al., 2002). De plus, les transporteurs d’oligopetides PEPT-2 sont
également exprimés de fagon majoritaire par les CGE (Ruhl, 2005), ce qui leur permet de
récupérer et d’éliminer les produits de dégradation des neuropeptides tels que le VIP afin de

les recycler.

Les CGE sont également impliquées dans la transmission nitrergique puisqu’elles sont
la principale source de L-arginine, précurseur du monoxyde d’azote (NO) neuronal (Fletcher
et al., 2002; Nagahama et al., 2001). L’ implication des CGE dans la transmission nitrergique
et peptidergique a été confirmée suite a la destruction partielle des CGE qui induit une
diminution du niveau d’expression du NO et du VIP, dans les neurones entériques (Aube et
al., 2006).

Les CGE semblent aussi jouer un role dans la transmission purinergique. L’expression
de la NTPDase-2 (ecto-nucleotidase triphosphate diphosphohydrolase) localisée a la surface
des CGE mais absente des neurones, suggére que les CGE contrdlent la disponibilité des
bases purinergiques ATP et ADP (Braun et al., 2004). Par ailleurs, il a été montré que les
CGE expriment des purinorécepteurs comme P2X7 et P2Y2 (Kimball and Mulholland, 1996;
Vanderwinden et al., 2003) et répondent a I’ATP et I’UTP par une augmentation du calcium

intracellulaire (Sarosi et al., 1998). Une autre étude montre que les CGE produisent de I’ATP
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permettant la propagation d’ondes calciques entre les CGE (Zhang et al., 2003). Ces ondes
calciques sont capables d’induire une réponse neuronale, ce qui confirme I’implication active
des CGE dans le processus de neurotransmission (Figure 35). Enfin, les CGE expriment les
canaux potassiques voltage-dépendants ce qui leur permet de réguler la concentration
extracellulaire d’ions K, dont 1’accumulation peut affecter I’activité neuronale (Broussard et
al., 1993; Hanani et al., 2000).

Figure 35: Interactions étroites entre les neurones et les cellules
gliales entériques dans le systeme nerveux entérique.

(A) Image confocale d’un ganglion sous-muqueux humain d’une biopsie duodénale ot les neurones
sont marqués avec des anticorps anti-HUC/D (vert) et NF-200 (rouge) et les CGE avec S1008 (bleu).
(B) Projection de ce ganglion en vue orthogonale selon X en bas et Y a droite. (C) Imagerie a
fluorescence en échelle de gris d'un ganglion sous-muqueux humain chargé en fluo-4 indicateur de
Ca**. (D) Image de ce ganglion immunomarqué pour HuC/D (vert) et S100p (magenta). (E) Réponses
calciques du corps cellulaire neuronal et des deux cellules gliales aprés une dépolarisation a 75mM.
Code des 3 couleurs des lignes en (E) présentées sur l’'image (C). Echelles : 25um (A, B) et 50um
(C).D’apres Boesmans et al., 2013).

11.3.2.3 Contrble de la survie

Le role des CGE dans le contrdle de la survie neuronale a été peu étudié et d’abord
suggeéré par analogie avec les astrocytes du SNC puis par les modeles de délétion gliale
comme celui de Bush qui conduit a une mort neuronale (Bush et al., 1998). En effet, les CGE
produisent et sécretent des facteurs connus pour leurs rdles neurotrophiques et
neuroprotecteurs dans le SNE ou dans le SNC, comme le GDNF (glial-derived neurotrophic

factor), le NGF (nerve growth factor), la neurotrophine-3 (Anitha et al., 2006; VVon Boyen et
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al., 2006; Bush et al., 1998; Hoehner et al., 1996) ou encore le glutathion sous sa forme
réduite (GSH) (Abdo et al., 2010) et sa forme nitrosylée (GSNO) (Savidge et al., 2007b). Le
TGFp produit par les astrocytes a un effet protecteur contre le stress nitrosylant (Dhandapani
and Brann, 2003). Plus récemment, la 15dPGJ,, dérivé de la prostagladine D, a été décrite
pour avoir un effet neuroprotecteur sur les neurones entériques via une voie Nrf2-dépendante
(Abdo et al., 2012). Le GDNF produit réalise une boucle autocrine qui protége les cellules
gliales entériques de 1’apoptose car elles expriment les récepteurs GFR-a 1, 3 et le
corécepteur Ret (Steinkamp et al., 2012). Le BDNF semble également avoir le méme effet en
se fixant sur le récepteur TrkB (Steinkamp et al., 2012a). Une étude récente a suggéré le role
de la S1008 sécrétée sur la survie, I’apoptose des neurones et 1’extension des neurites (Figure
36).
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Figure 36: Proposition de modele des effets du S1004 extracellulaire sur les neurones.
A faible dose, S100f induit un effet anti-apoptotique et une croissance des neurites et a forte dose,
S1008 induit [’apoptose et la peroxydation des lipides. D aprés Donato et al., 2009

[1.3.2.4 Contrdle de la barriere épithéliale intestinale

Les interactions glio-épithéliales sont tres similaires aux relations qui existent entre les
astrocytes du SNC et les cellules endothéliales au niveau de la barriére hémato-encéphalique.
En effet, plusieurs études ont montré dans des modeéles in vivo et in vitro que les astrocytes
contrélaient les fonctions de la barrieré hémato-encéphalique (Beck et al., 1984; Janzer and
Raff; Savidge et al., 2007a). Par analogie aux astrocytes du SNC, on préte aux CGE un r6le

similaire sur la BEI.

70



Etude bibliographique

De nombreux éléments plaident en faveur de cette hypothese, a commencer par la
proximité de 1’ordre de 0.5 a 2 pum qui existent entre ces deux types cellulaires et qui
autorisent de nombreux échanges paracrines (Bohdrquez et al., 2014; Neunlist et al., 2007)
(Figure 37). En effet, les CGE forment un véritable réseau dense entourant les cryptes
intestinales de leur base jusqu’au sommet des villosités (Liu et al., 2013; Neunlist et al., 2008;
Ruhl, 2005) (Figure 38). La déplétion des CGE des modeles murins transgéniques (Aube et
al., 2006; Bush et al., 1998; Cornet et al., 2001) entraine chez ces souris des altérations
majeures de I’intégrité de la BEI notamment une inflammation intestinale associée a une

augmentation de la perméabilité semblable a celle observée au cours des MICI .

 Enteroendocrine cell 'j z

Figure 37 : Etude immunohistochimique en 3D montrant les interactions glio-épithéliales.
Les cellules gliales entériques pénétrent la lamina propria de [’épithélium. Leurs boutons terminaux
viennent au contact des cellules entéro-endocrines.D ’aprés Bohorquez et al., 2014.
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Figure 38 : Localisation des cellules gliales entériques au sein d’une muqueuse
coligue humaine par imagerie confocale.
(A) Prolongements des cellules gliales entériques le long des cryptes épithéliales coliques visualisés
par un immunomarquage S100B. (B) Noyaux des cellules épithéliales marqués au SYTO16. (C)
Superposition des images. D aprés Liu et al., 2013
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Les CGE secrétent de nombreuses substances qui regulent les fonctions de la BEI.
Ainsi, le GSNO augmente la résistance de la BEI (Flamant et al., 2011; Savidge et al., 2007b),
le pro-EGF augmente sa réparation (van Landeghem et al., 2011), la 15dPGJ;, induit la
différenciation des CEI et inhibent leur prolifération (Bach-ngohou et al., 2010) comme le
TGFB1 (Neunlist et al., 2007). Enfin, le GDNF a des propriétés anti-apototiques sur les CEIl
(Steinkamp et al., 2012b) et le NO régule le transport épithélial des ions (MacEachern et al.,
2011). De plus, une étude transcriptomique du laboratoire parue dans BMC Genomics a mis
en évidence I’impact des CGE sur I’expression de nombreux genes éepithéliaux dont les
fonctions de certains sont encore inconnues (van Landeghem et al., 2009).

Une derniere donnée sur les mécanismes de contrdle des CGE sur leur environnement
identifie la sécrétion de la protéine S100B comme régulatrice des cellules gliales et des

cellules immunitaires (Figure 39).
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Figure 39: Proposition de modele des effets de S1008 sur les astrocytes,
la microglie et les monocytes/macrophages.
$1008 induit la voie NFkB chez les astrocytes. Pour la microglie et les monocytes/macrophages,
S1008 induit des voies similaires activant soit Ras/ERK ou Cdc42/Racl menant a [’activation de p38.

Quelque soit la voie, S1008 provoque la production de cytokines et d’enzymes pro-inflammatoires.
D’apreés Donato et al, 20009.

Enfin, les CGE adultes en culture, exprimant p75, GFAP, S100f et Sox-10,
démontrent un potentiel de multipotence pour former des neurones et des CGE en culture
(Gershon, 2011; Joseph et al., 2011; Laranjeira et al., 2011).
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Le tableau suivant récapitule les nombreux récepteurs et enzymes exprimés par les CGE ainsi
que les facteurs qu’elles sécrétent permettant une communication paracrine avec les cellules

de leur microenvironnement (Tableau I11).

Molécule Effets Références
ATP Communication entre CGE et avec neurones Zhang et al 2003
Nutrition des neurones Hoehner et al 1996
GDNF Anti-apoptotique pour CEI Steinkamp et al 2003

Survie, prolifération des neurones via NPY

Anitha et al 2006

Glutamine synthase

Neurotransmission

Détoxification et apport de glutamine

Jessen et Mirsky, 1983
Kato et al 1990
Galligan et al 2000
Fletcher et al 2002

Neurotrophine-3

Nutrition des neurones

Bar et al 1997

NGF Neuroprotection VVon Boyen et al 2006
L-arginine Nutrition des neurones Nagahama et al 2001
g NO pour transmission nitrergique Fletcher et al 2002
NO (NOSII) Régulation du transport épithélial des ions Mac Eachern et al 2011
PEPT-2 Elimination des déchets de neurotransemtteurs Rihl et al 2005
pour recyclage
NTPDase-2 Disponibilité¢ ATP et ADP pour les neurones Braun et al 2004
Récepteurs Augmentation ou diminution de leur réponse Kimball et Mulholland, 1996

purinergiques

calcique donc communication

Vanderwinden et al., 2003

Canaux potassiques

Régulation de la concentration en K*

Broussard et al 1993
Hanani et al 2000

GSH Neuroprotection Abdo et al 2010
Neuroprotection via Nrf2
- e . . Abdo et al 2012
15dPGJ, Inhibion de la prolifération / induction Bach-Naohou et al 2010
différenciation des CEI via PPARy g
Augmentation de la résistance transépithéliale Savidge et al 2007
GSNO Augmentation expression de ZO-1
Résistance aux pathogenes Flamant et al 2011
Bar et al 1997 ; Ruhl et al
Communication avec le systeme immunitaire | 2001 ; Neunlist et al 2008
S100B, IL-6
S100p : selon dose : régulation de 1’apoptose Donato et al, 2009
S100p : production/libération de NO Esposito et al 2007
TGFp1 Inhibition de la prolifération des CEI Neunlist et al., 2007
Pro-EGF Restitution épithéliale via FAK Van Landeghem et al 2011
PGE, Modulation de ’activité neuronale Murakami et al., 2007

Tableau I11: Récapitulatif des molécules produites et des enzymes exprimées par les CGE.
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[1.3.2.5 Homologie avec les astrocytes centraux

Les CGE représentent 90% des cellules du SNC. Elles sont de trois types: les
oligodendrocytes, les astrocytes et la microglie. Les oligodendrocytes (cellules de Schwann
dans le systeme nerveux périphérique) produisent la myéline entourant les axones ce qui les
protégent et augmente la vitesse de transmission des signaux neuronaux. Les cellules
microgliales, d’origine macrophagique, sont des cellules immunitaires résidentes du SNC qui
réalisent la phagocytose. Enfin, les astrocytes présentent de nombreux prolongements
entourant les vaisseaux sanguins et les synapses (Barres, 2008; Bushong et al., 2002; Ventura
and Harris, 1999) et en plus de leur réle de support, elles contrélent les fonctions neuronales
mais également les fonctions de la barriere hémato-encéphalique (Allen and Barres, 20009;
Jessen, 2004; Volterra and Meldolesi, 2005). Briévement, les astrocytes sont des cellules
nourricieres pour les neurones grace a I’expression d’enzymes pour le métabolisme des acides
aminés et des glucides comme la glutamine synthase (Dringen et al., 1993; Kirchhoff et al.,
2001; Norenberg and Martinez-Hernandez, 1979). Ils peuvent également controler la
synaptogenese via la thrombospondine (Christopherson et al., 2005; Pfrieger and Barres,
1997) ou la transmission synaptique via des ondes calciques dues a la libération de glutamate
et d’ATP (Agulhon et al., 2008; Kirchhoff et al., 2001; Newman, 2003; Verkhratsky et al.,
1998; Wang et al., 2006). Le réle majeur des astrocytes centraux est la neuroprotection vis-a-
vis du stress oxydant dues aux espéces réactives de I’oxygene, de 1’azote (Almeida et al.,
2001; Gegg et al., 2004) ou a I’excitotoxicité au glutamate (Arundine and Tymianski, 2004;
Novelli et al., 1988). Les astrocytes utilisent différents facteurs pour assurer la survie et la
prolifération des neurones : la sécrétion de glutathion (Dringen et al., 2000), I’¢limination du
glutamate (Bergles and Jahr, 1998; Clements et al., 1992), la libération de facteurs
neurotrophiques comme le NGF, le BDNF, le FGF-2, le GNDF (Hailer et al., 2001), de
cytokines, I’IL-6 et le TGFf ou de chimiokines comme RANTES.

Cependant, les astrocytes peuvent egalement devenir «réeactifs » (Anderson et al.,
2013; Reier and Houle, 1988). Il en résulte une hyperplasie, une hypertrophie, une hyper-
prolifération gliale «astrogliose », ainsi qu’une sur-expression de GFAP et une libération
excessive de facteurs. Ces modifications peuvent aboutir a une glie cicatricielle qui pourrait
conserver des proprietes protectrices ou étre impliquée dans des phénomenes de

neurodégénérescence.
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[1.3.3. Régulation des cellules gliales entériques

[1.3.3.1. Modulation de I'ativité des cellules gliales entériques
par des stimuli mécaniques et neuronaux

L’activit¢ des CGE peut étre modulée par des stimulations mécaniques ou par des
médiateurs neuronaux sans que l’impact fonctionnel de cette activation soit connu. Par
exemple, chez le cobaye, une stimulation mécanique de la paroi colique entraine une
induction de c-fos dans les CGE (Sharkey et al., 1999) et celle de cultures primaires de CGE
géneére une augmentation du calcium intracellulaire qui se transmet a I’ensemble des CGE via
les jonctions gap (Zhang et al., 2003). D’autre part, une stimulation des voies vagales
efférentes induit 1’expression de c-fos dans les CGE du plexus myentérique gastrique de rat
(Miampamba et al., 2001). De plus, une étude récente a identifié la présence de récepteurs
adrénergiques a2a dans les CGE suggérant un contrdle de I’activité¢ des CGE par le systéme
nerveux sympathique (Nasser et al., 2006). Enfin, différents neuromédiateurs sont capables
d’induire des flux calciques dans les CGE. Ainsi, ATP augmente la concentration
intracellulaire de calcium dans des CGE issues de culture primaire de plexus myentérique de
cobaye via des voies PKC dépendantes (Sarosi et al., 1998), probablement via 1’activation des
récepteurs purinergiques P2X7 et P2Y2 exprimés par les CGE (Kimball and Mulholland,
1996; Vanderwinden et al., 2003). Par ailleurs, la concentration calcique intracellulaire des

CGE est également augmentée par la 5-HT et la bradykinine (Kimball and Mulholland, 1996).

[1.3.3.2. Microenvironnement glial

Les CGE sont également soumises aux autres types cellulaires présents dans leur
microenvironnement mais aussi aux pathogénes qui peuvent passer au travers de la BEI au
cours des pathologies digestives. Ainsi, le phénotype des CGE et leurs fonctions peuvent étre
modulés par des cytokines puisqu’elles expriment par exemple des récepteurs au TNFa et a
I’IL-1PB. De plus, les CGE expriment les TLR-3, -4 et -7 mais aussi le TLR2, véritable senseur
microbien ayant montré des capacités protectrices vis-a-vis des CEIl (Anitha et al., 2012;
Barajon et al., 2009; Brun et al., 2013). Enfin, il a également été montré que 1’alimentation
modulait le phenotype (Stenkamp-Strahm et al., 2013) et les fonctions (Baudry et al., 2012)

gliales.
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lll. Linflammation intestinale

L’inflammation est un ensemble de processus moléculaires et cellulaires qui sert a
protéger 1’organisme d’une agression par un agent exogene ou endogene. C’est un mécanisme
physiologique faisant partie du fonctionnement d’un organisme vivant qui vise a éliminer un
agent délétére et a réparer les tissus lésés. La non résolution de I’inflammation ou
I’inflammation chronique sont des facteurs importants dans le développement de diverses
pathologies. Il existe deux grands types de pathologies inflammatoires intestinales : les
pathologies d’origine infectieuse et les maladies inflammatoires chroniques intestinales

(MICI) qui seront présentées aprés un court rappel sur les phénomeénes inflammatoires.

[1l.1 Caractéristiques générales de I'inflammation

L’inflammation siége dans des tissus vascularisés en particulier les tissus conjonctifs
et épithéliaux. Elle est décrite depuis 2000 ans par quatre signes cliniques: la rougeur,
I’cedéme, la chaleur et la douleur. L’inflammation est une composante de la réponse immune
qui a de multiples causes comme une nécrose tissulaire (infarctus), une réaction a un élément
étranger endogéne (cause immunologique, réaction chimique) ou exogene (agents infectieux
tels les bactéries, champignons, virus, parasites et prions) ou un traumatisme, mais représente
toujours une réponse a une agression. Elle se déroule en plusieurs stades :

- la congestion active, qui représente un accroissement du débit sanguin puis une
vasodilatation et une augmentation de la permeéabilité vasculaire. Elle s’accompagne de la
libération de médiateurs inflammatoires.

- ’;edeme inflammatoire, qui consiste en une augmentation de la quantit¢ d’eau dans le
milieu extracellulaire due a ’augmentation de la perméabilité vasculaire. L’cedéme comprime
les nerfs alentours et provoque la sensation douloureuse et les démangeaisons.

- la margination, le rolling puis la diapédése leucocytaire, qui permettent aux polynucléaires
et neutrophiles d’adhérer aux parois vasculaires et de passer entre les cellules endothéliales
pour rejoindre le foyer inflammatoire en suivant des gradients chimiques.

- la production de facteurs nécéssaires a la guérison

- la détersion qui permet d’évacuer les cellules mortes et les toxines présentes dans le foyer
inflammatoire

- la réparation (cicatrisation ou régénération) qui doit aboutir a la formation d’un nouveau

tissu fonctionnel.
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[11.1.1 Les médiateurs cellulaires de I'inflammation

Différentes types cellulaires interviennent dans les processus inflammatoires, et en
particulier les cellules immunitaires issues de I’hématopoiese (Figure 40), puisque
I’inflammation initie les réponses immunitaires innée et adaptative (Figure 41). On peut
regrouper les cellules de Dl’inflammation en cellules sanguines circulantes (basophiles,
lymphocytes, monocytes, plaquettes et polinucléaires), mais aussi en cellules résidentes
tissulaires (cellules endothéliales, fibroblates, macrophages, histiocytes, mastocytes,

plasmocytes).
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Figure 40 : Les différentes cellules immunitaires issues de I’hématopoiese.
D’apres Goldsby et al., 2000.
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Dans un premier temps, la réponse immunitaire innée va mettre en jeu les
macrophages, les mastocytes, les cellules NK (Natural Killer), les cellules dendritiques et les
polynucléaires neutrophiles, basophiles et éosinophiles. Ces cellules expriment des « Pattern
Recognition Receptors » (PRRs), les « Toll-Like Recpetors » (TLRs) et les » NOD-like
Receptors » (NLRs) qui reconnaissent des éléments bactériens les « Pathogen-associated
molecular patterns » (PAMPs). L’activation de ces voies de signalisation conduit a la synthése

de cytokines et de chimiokines essentielles aux réponses immunitaires.

Dans un second temps et si I’inflammation persiste, la réponse immunitaire adaptative
fait intervenir les lymphocytes B et T activés par les cellules présentatrices d’antigénes
comme les cellules dendritiques. Cette réponse est spécifique de I’agresseur. Les lymphocytes
T sont activés par les cytokines et vont se différencier en Thl, Th2 ou Th17. Une dérégulation
de leur réponse, de leur activation ou de leur prolifération avec une sécrétion accrue de

cytokines peut concourir a la mise en place d’une inflammation délétere.
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Figure 41: Les cellules dendritiques assurent le couplage
entre les réponses immunitaires innée et adaptative.
Suite a l’entrée d’un pathogene, les cellules dendritiques ainsi que les autres cellules de ['immunité
innée (cellules épithéliales, NK, neutrophiles et monocytes/macrophages) sont activées par leurs PRRs
qui reconnaissent des motifs des pathogenes et vont produire des cytokines pro-inflammatoires. Les
cellules dendritiques vont devenir des cellules présentatrices d’antigénes capables d’activer des
lymphocytesnaifs et induire ainsi la réponse adaptative. D apreés S. Fanfano, 2008.
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Les acteurs cellulaires de la réponse inflammatoire sont les polynucléaires
neutrophiles, monocytes, macrophages et microglie (phagocytose), les mastocytes et les
polynucléaires basophiles (dégranulation d’histamine, de sérotonine), les lymphocytes B
(sécrétion d’anticorps), T CD4" et CD8" (sécrétion de cytokines), NK (natural
killer) (cytotoxicité) mais également les fibroblastes (production de collagene nécessaire a la
cicatrisation). En plus de ces acteurs cellulaires, 1’inflammation met en jeu différents acteurs
moléculaires pour le déclenchement, la poursuite et la diffusion de I’inflammation depuis son

foyer initial.

[11.1.2. Les Pattern Recognition Receptors

Les cellules épithéliales intestinales expriment constitutivement des PRRs qui
reconnaissent des motifs microbiens ou PAMPs tels que le lipopolysaccharide (LPS), le
peptidoglycane, 1’acide lipotechoique, I’ARN double ou simple brin et ’ADN déméthylé
(motif CpG) (Baumgart and Carding, 2007). Le terme MAMP pour « Microbe-Associated
Molecular Pattern » est de plus en plus utilisé, les motifs reconnus n’étant pas uniquement
pathogénes. Les PRRs sont exprimés par les cellules dendritiques, les macrophages, les
cellules endothéliales mais également les neurones et les cellules gliales entériques. Ces
récepteurs de I’immunité innée activent des voies de signalisation aboutissant a la production
de cytokines pro-inflammatoires. En permettant la maturation des effecteurs comme les
cellules présentatrices d’antigénes par 1’up-régulation des molécules de co-stimulation a leur
surface (Geremia et al., 2014; Kawai and Akira, 2010), ils prennent également part a
I’immunité adaptative en particulier a la réponse Thl (Akira et al., 2001; Medzhitov, 2001).
Ces PRRs regroupent deux familles de récepteurs, les TLRs et les NLRs.

Les TLRs sont au nombre de 10 chez I’homme et sont des récepteurs
transmembranaires localisés au niveau de la membrane externe des cellules (TLR-1, -2, -4, -5,
-6 et -10) ou au niveau de vésicules intracellulaires (TLR-7, -8 et -9) (Akira and Takeda,
2004; Takeda et al., 2003). Les TLRs -11 a -13 ne sont pas détectés chez ’homme. Ils
appartiennent a la méme famille que I’'IL-1 récepteur et sont exprimés par les CEI, les
macrophages ou encore les cellules dendritiques et participent & I’homéostasie intestinale via
la reconnaissance des PAMPs de la flore et la production de cytokines (IL-1p, IL-6, TNFa,
IFNy) (Bowie and O’neill, 2000; Mukherji et al., 2013; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Les

TLRs reconnaissent différents composants (Hotte et al., 2012; Jijon et al., 2004; Kamdar et
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al., 2013; Lee et al., 2006; Sartor, 2008) et ils activent les voies NFKB et « Mitogen Activated
Protein Kinase » (MAPK) via les protéines adaptatrices MyD88 (Myeloid differentiation
primary-response protein 88) qui intéragit avec la protéine PKC (Corr et al., 2014) et
IRAK/TRAF6 ( IL-1R-associated kinase/TNF-receptor-associated factor 6 ) (Akira, 2006;
Kawai and Akira, 2007; Krishnan et al., 2007) (Figure 42). Le TLR3 passe par la protéine
TRIF et active I’IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3 ). Les diméres TLR1/2 et TLR2/6 lient
des lipopeptides (Takeuchi and Akira, 2001; Takeuchi et al., 2000, 2002). Le TLR2 reconnait
I’acide lipotechoique des bactéries a Gram positif et des lipopeptides. Le TLR3 lie ’ARN
double brin bactérien (Alexopoulou et al., 2001). Le TLR4 lie le LPS, composant de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif (Poltorak et al., 1998) et peut activer la voie
NFKB de maniere MyD88 dépendante mais aussi la voie de I’IRF3 via la protéine TRIF
(Beutler, 2000). Si le TLR4 a d’abord été décrit comme un récepteur membranaire, des études
ont aussi montré une localisation cytoplasmique au niveau de 1’appareil de Golgi et des
microtubules (Uronen-Hansson et al., 2004). La flagelline se lie au TLR5 (Hayashi et al.,
2001). L’ ARN bactérien simple brin est reonnu par les TLR-7 et -8 (Diebold et al., 2004; Heil
et al., 2004) et le CpG de I’ADN est reconnu par le TLR9 (Gosu et al., 2012; Hemmi et al.,
2000; Krug et al., 2004). La protéine adaptatrice MyD88-like (Mal/TIRAP) sert de lien entre
TLR2/TLR4 et la signalisation MyD88 et est essentielle a I’homéostasie intestinale (Aviello
et al., 2014a). De nombreuses études ont démontré 1’implication des TLRs et de leurs voies
dans I’inflammation ou la progression du cancer, comme le cancer colorectal (Elinav et al.,
2013; Karin, 2006; Karin and Greten, 2005; Keogh and Parker, 2011; Meylan et al., 2006; So
and Ouchi, 2010).

Les NLRs, NOD1 et NOD2, sont des récepteurs cytosoliques qui agissent en synergie
avec les TLRs (Franchi et al., 2009; Meylan et al., 2006; Sartor, 2008). Ils sont exprimés par
un large nombre de cellules présentes dans la muqueuse intestinale : cellules épithéliales
intestinales dont les cellules de Paneth, monocytes et lymphocytes T. Leur localisation est
intracellulaire. NOD2 reconnait le Muramyl dipeptide (MDP) et NOD1 le Diaminopimelate
(DAP), ces motifs peptidoglycan sont communs a toutes les bactéries. Ils peuvent également
reconnaitre I’ARN bactérien simple brin. NOD2 engage une interaction avec la protéine «
Receptor Interacting Protein Kinase 2 » (RIPK2/RICK) qui induit une phosphorylation de IxkB
et ainsi la libération de NFKB qui apreés sa translocation dans le noyau aboutit a la production
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de cytokines et chimiokines en particulier pro-inflammatoires TNFa, IL-6, PFA-4, MIP-2f et
MCP-1 (Figure 42). La stimulation par ’ARN simple brin conduit a la production d’IFNf
(Girardin and Philpott, 2004; Kaser et al.,, 2010). NOD2 active préférentiellement des
adaptateurs TRAF2 et TRAF5 (Clarke and Weiser, 2011; Sartor, 2008) et son activation
amplifie la réponse de certains TLRs (van Heel et al., 2005; Hiemstra et al., 2012). Les NLRs
peuvent également activer le clivage par la caspase-1 des protéines précurseurs de certaines
cytokines comme I’IL-1 et le I’IL-18 qui deviennent matures. Ces récepteurs favorisent donc
I’induction de la réponse immunitaire précoce a de nombreux pathogenes (van Heel et al.,
2005) et sont essentiels a ’homéostasie de la BEI, notamment pour la restitution épithéliale

en cas d’inflammation physiologique (Parlato and Yeretssian, 2014).
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Figure 42: Localisation des différents TLRs et NLRs. leurs ligands et les voies qu’ils activent.
D’apres Sartor et al., 2008
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D’autres PRRs répondent aux différents PAMPs d’origine non bactérienne, comme la
famille des « RIG Like Receptors » (RLRs). La protéine « Retinoid Inducible Gene 1 » RIG-
1, détecte les PAMPs viraux et active le voie NFkB, et est le représentant de cette famille le
plus étudié. Quelque soit les PRRs, leur activation aboutit le plus souvent a 1’activation soit de
la voie NFkB ou celle des MAPKSs.

La voie NFxB

En absence de signal d’activation, les sous-unités de NFkB, p50 et p65 (ou RelA), sont
couplées a une protéine cytoplasmique IkBa. L’IKK (IkB kinase), dont la régulation est
essentielle (Pasparakis, 2009), est formée de 3 sous-unités, IKKa, IKKB et IKKy ou NEMO
(NFxB Essential Modulator). Suite a 1’activation, NEMO est neutralisée, libérant ainsi les
sous-unités catalytiques o et B qui vont phosphoryler IkB, qui sera ubiquitynilé et dégradé par
le protéasome. Les sous-unités de NFkB étant libérées, il est translogué dans le noyau ou il se
lie aux séquences promotrices de ces genes cibles, activant en particulier la transcription de
génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires et les génes anti-apoptotiques (Baldwin,
1996; Lang et al., 2008; Mercurio et al., 1997) (Figure 43). De plus, les cytokines pro-
inflammatoires produites par les cellules immunitaires peuvent aller activer la voie NFkB au
sein des CEI constituant une balance primordiale pour ’homéostasie de la BEI (Pasparakis,
2012; Zaph et al., 2007).
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Figure 43: Détail de la voie de signalisation NFkB. D aprés Pasparakis, 2009.
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La voie des MAP kinases
Tout comme la voie NFkB, les voies des MAPKinases sont impliquées dans la
régulation de la majorité des fonctions cellulaires telles que la prolifération, la différenciation,

la mitose, la survie cellulaire et I’apoptose (Figure 44).
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Figure 44: Schéma simplifié de trois voies de signalisation des MAPKinases.

Les stimuli extracellulaires activent les voies des MAPKs par des mécanismes médiés par des
GTPases, RAS, RAC, CDC42 (cell-division cycle 42) et RHO (RAS homologue). Quand les MAPKKKSs
(MAPK kinase kinases), comme RAF, MEKK (MAPK/ERK kinase kinase) et TAK (TGFbeta-activated
kinase), sont activées, elles phosphorylent les MAPKKs (MAPK kinases) sur deux résidus sérine. Les
MAPKKs phosphorylent a leur tour les MAPKs ERK (extracellular-signal-regulated kinase), JNK
(JUN N-terminal kinase) et p38 sur deux résidus, thréonine et tyrosine, ce qui conduit a [’activation
catalytique de ces MAPKs. Les MAPKs actives peuvent se transloquer dans le noyau pour
phosphoryler des facteurs de transcription, comme le ternary complex factor (TCF) et le complexe
activator protein 1 (AP1), incluant JUN et [’activating transcription factor 2 (ATF2), modulant ainsi
la transcription des genes. TCF forme un complexe avec le serum response factor (SRF) pour reguler
linduction Fos. API est impliqué dans la transcription d’'une grande variété de genes. Les facteurs de
croissance activent preférentiellement la voie ERK, tandis que le stress et les cytokines inflammatoires
activent de préférence les voies JNK et p38.
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111.1.3 Les médiateurs humoraux de I'inflammation

Les médiateurs humoraux de I’inflammation sont des médiateurs circulants ou des
médiateurs cellulaires locaux (Figure 45). Les meédiateurs circulants sont les Kkinines
(vasodilatation ou douleur comme la bradykinine), le systeme du complément (dégranulation,
adhésion et phagocytose des bactéries) et le systéme coagulation/fibrinolyse (cicatrisation).
Les médiateurs synthétisés au niveau local sont nombreux, et en plus des classiques amines
vasoactives, des cytokines et des eicosanoides, de plus en plus de roles sont attribués aux

neuromédiateurs, molécules d’adhésion, protéases de destruction tissulaire et radicaux libres.
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Figure 45: Les médiateurs de linflammation.
D ’aprés http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/immunite-et-vaccination/immunite-innee-barrieres-
naturelles-et-reaction-inflammatoire.

Les amines vasoactives, [’histamine et la sérotonine, sont sécrétées par les
mastocytes, les polynucléaires basophiles et les plaquettes pour induire une vasodilatation et
une augmentation de la perméabilité vasculaire. L’histamine agit aussi au niveau de systéme
nerveux et provoque la sensation de douleur. Les eicosanoides, les prostaglandines et
leucotriénes ont des roles dans la vasodilatation, la douleur, 1’attraction des polynucléaires, et
lafiévre. Les cytokines peuvent étre produites par la plupart des cellules mais principalement
les lymphocytes T, les monocytes et les macrophages, et ont un effet autocrine et paracrine. Il

existe des cytokines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires.
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Nous développerons maintenant plus particulierement les fonctions des cytokines et

des eicosanoides dont il va étre question dans ce travail de these.
[11.1.3.1 Les cytokines

La superfamille des cytokines comprend le groupe des chimiokines, des interférons
(IFNs) qui favorisent I’immunité innée, des interleukines (ILs), des « colony-stimulating
factors » (CSFs), des « tumor necrosis factors (TNFs) et des « transforming growth factors
(TGFs), des facteurs hematopoietiques et des neurotrophines (Rothwell, 1999). Ces
polypeptides produits par la plupart des cellules mais principalement les lymphocytes T, les
monocytes et les macrophages, leurs effets autocrine et paracrine ont des réles dans les
processus inflammatoires mais participent également au développement, a la prolifération, a
la survie, et a la différenciation (Araujo et al., 2009). Au cours de I’inflammation les
cytokines contrélent le recrutement des cellules immunitaires a travers I’endothélium
vasculaire (Danese and Gasbarrini, 2005; Thomas and Baumgart, 2012) par le biais de
molécules d’adhésion (MAJCAM1, ICAM-1, VCAM-1), puis les cellules recrutées au niveau
des sites inflammatoires sécrétent a leur tour des médiateurs pro- et anti-inflammatoires. Il
existe des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6, TNFa) ou anti-inflammatoires (IL-4,
IL-10, IL-13). De plus selon le type de lymphocytes CD4+ qui les sécrétent, certaines
cytokines ont un profil de type Thl et participent a I’'immunité cellulaire qui cible les
pathogénes intracellulaires (virus, bactéries, parasites), comme I’IFNy, I’'IL-2, I’IL-12 et le
TNFoa. D’autres ont un effet anti-parasitaire et sont actives au cours des réactions allergiques,
ce sont des cytokines de type Th2, comme I’'IL-4, I’'IL-5, I’'IL-6, I’IL-10 et I’IL-13 (Bouma
and Strober, 2003).

Les cellules recrutées au niveau des sites inflammatoires par des cytokines sécrétent a
leur tour des médiateurs pro-inflammatoires. Ainsi, MIF est produit par les
monocytes/macrophages pour le recrutement d’autres neutrophiles, les chimiokines secrétées
par les LThl pour le recrutement des macrophages et lymphocytes T CD8 cytotoxiques, les
chimiokines des LTh2 pour recruter les eosinophiles et les mastocytes et enfin les
chimiokines des LTh17 pour le recrutement d’autres lymphocytes T, cellules dendritiques et
neutrophiles (Nishihira, 2012; Stadnyk, 2002; Zenewicz et al., 2009).
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La encore nous ne pouvons pas présenter les cytokines de maniére exhaustive et ne
parlerons ici que de cytokines d’intérét telles que I’IL-1p, I’IL-6, I’IL-8, I’IL- 10, I’'TFNy et le

TNFa puisque ce sont des médiateurs majeurs des mécanismes que nous allons étudier.

L’IL-1B

L’IL-1p est une cytokine multifonctionnelle plutét décrite comme pro-inflammatoire.
Son précurseur est clivé par la caspase-1 donnant une protéine mature. Elle est principalement
produite par les macrophages activés mais peut 1’étre également par des cellules endothéliales
ou des fibroblastes. C’est un médiateur inflammatoire important qui stimule 1’expression de
molécules d’adhésion au niveau de 1’endothélium vasculaire favorisant ainsi la migration des
leucocytes circulants vers le site inflammé. Elle régule aussi les fonctions de prolifération, de
différenciation cellulaire et d’apoptose. Son rdle le plus important est I’induction de la fiévre
par action directe sur les centres de I’hypothalamus. Un réle neuroprotecteur de 1’IL-1P est
également suggéré (Carlson et al., 1999; Diem et al., 2003) et elle semble capable de favoriser
la croissance des neurites aprés des dommages au niveau du nerf sciatique (Temporin et al.,
2008a, 2008b). Ces effets sont assez comparables a ceux du TNFa. L’IL-1B se fixe sur son
récepteur I’'TL-1R1 qui est exprimé par de nombreux types cellulaires dont les neurones ou les
astrocytes apres une lésion. Cette fixation active MyD88/TRAF6 puis deux voies de
signalisation : MAPK/AP1 et NFkB. La fixation de I’IL-1 sur le récepteur de type Il, exprimé
par les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes B, n'entraine aucun signal intra-

cellulaire.

L’IL-6

Selon les études, I’interleukine-6 est décrite comme une cytokine pro- ou anti-
inflammatoire. Elle est produite par les monocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales,
les cellules musculaires lisses, les cellules microgliales, les astrocytes et les neurones du SNC
(Gadient and Otten, 1997; Schobitz et al., 1992) mais aussi au niveau du SNE par les CGE
(Rihl et al., 2001). L’IL-6 regule des fonctions telles que la croissance, la prolifération et la
différenciation cellulaires et mais a également un réle dans de nombreuses pathologies (Gruol
and Nelson, 1997). L’IL-6 appartient a la famille des cytokines neuropoiétiques avec le CNTF
(ciliary neurotrophic factor), le LIF (leukemia inhibitory factor), I’OSM (oncostatin M), I’IL-
11, le CT-1 (cardiotrophin-1), la NNT-1 (neurotrophin-1), I’IL-27, neuropoiétine et le BSF3
(B-cell stimulating factor 3). Leur récepteur contient la sous-unité gp130 qui s’homodimérise
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et active la voie JAK/STAT (Janus kinase-signal transducer activator of transcription et
mitogen activated protein kinase signal transduction). L’activation de JAK conduit a
I’activation du dimére de facteurs de transcription STAT1/STAT3 qui est transloqué dans le
noyau pour induire la transcription de génes. Le récepteur a I’IL-6 existe sous sa forme
membranaire mIL-6R et sa forme soluble sIL-6R (Hibi et al., 1996).

L’IL-8
Elle appartient a la famille des chimiokines ayant pour rbdle principal le

chimiotactisme leucocytaire (Keshavarzian et al., 1999; MacDermott, 1999; McCormick et
al., 1993; Mukaida et al., 1998). L’expression d’IL-8 par les CEI est constitutive et favorise
leur migration, leur prolifération et la réparation épithéliale (Brew et al., 2000; Rennekampff
et al., 2000; Wilson et al., 1999). Ces récepteurs sont le CXCR1 et le CXCR2 couplés aux
protéines G. Les chimiokines sont réparties en 4 sous-groupes: CC, CXC, CX3C et C
(lymphotactine ; C pour cystéine, X pour acide aminé) et possedent des récepteurs a 7
domaines transmembranaires, les CCR (Brew et al., 2000; Cascieri and Springer, 2000;
Dwinell et al., 1999) (Figure 42). Les CEIl expriment des chimiokines des groupes CC et
CXC, GROaq, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B et RANTES (Yang et al., 1997).

L’IL-10

L’IL-10 est une cytokine décrite comme anti-inflammatoire et sa délétion est utilisée
pour développer des modeles de colites (Arrieta et al., 2009). Elle est produite par les
monocytes, les mastocytes, les lymphocytes Th2 et les lymphocytes B. Apreés fixation sur
I’IL-10R, elle active des voies comme ERK1/2, p38 et NFkB qui conduisent a I’inhibition de
la production de cytokines de type Thl comme 1I’ll-2, ’IFNy ou encore le TNFa et & la

diminution de I’expression des molécules du CMHII.

L’IFNy

L’TFNy est une interleukine clé du systeme immunitaire pour la défense contre les
pathogenes. 1l est produit par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales et se lie a
I’IFNyR. 1l permet ainsi I’internalisation des bactéries par 1’épithelium via Erkl/2-ARF6
(Smyth et al., 2012), en augmentant leur transcytose (Clark et al., 2005).
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Le TNFa

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire ayant un role majeur dans les maladies
inflammatoires et auto-immunes (Kollias, 2005). Il est produit majoritairement par les
mastocytes de la muqueuse intestinale humaine (Bischoff et al., 1999), les eosinophiles, les
macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes T (Bazzoni and Beutler, 1996;
Costa et al., 1993; Gordon and Galli, 1991). Il a un role chimioattractant pour les neutrophiles
et monocytes, augmente la perméabilité vasculaire, active les lymphocytes T, les eosinophiles
et les mastocytes (van Deventer, 1997; van Overveld et al., 1991; Paleolog et al., 1994). Le

TNFa a deux récepteurs membranaires TNFRI et TNRII ainsi que leurs formes solubles dont

les effets sont médiés en majeure partie par NFxB.

[11.1.3.2 Les prostaglandines

La famille des eicosanoides est divisée en deux grandes catégories les leucotriénes et
les prostanoides (prostaglandines (PGs), thromboxanes (TX) et prostacycline (PGl,), dérivant
de I’oxydation d'acides gras polyinsaturés (AGPI) a 20 atomes de carbone (Bonventre, 1992).
Ces AGPI, n-3 (oméga-3) ou n-6 (oméga-6), issus de 1’alimentation, sont des acides gras
essentiels aux grandes fonctions de I’organisme. Les eicosanoides de la série 3 dérivent de
I’acide eicosapentaeénoique (EPA) appartenant a la classe des n-3. En revanche les
eicosanoides des series 1 et 2 dérivent des n-6 et plus précisément, soit de 1’acide
eicosatétraénoique aussi appelé acide arachidonique (AA) pour la série 2 ou de 1’acide
eicosatriénoique pour la série 1. L’AA est aussi a [lorigine des acides
hydroxyeicosatétraénoiques (HETE). Les PGs sont retrouvées dans la plupart des cellules des
mammiferes et sont également considérées comme des hormones appelées autacoides (Dajani
et al., 2003). Ce sont des composants métaboliques instables et ne sont donc pas stockés dans
I’organisme. Leur présence, en périphérie des cellules ainsi que leur large tropisme cellulaire
leur confére une variété importante d’actions physiologiques. Elles sont des médiateurs de

I’inflammation impliqués dans la pathogenése de nombreuses maladies.

Nous développerons maintenant plus particulierement les PGs de type 2 et le 15-
HETE dont il va étre question dans ce travail de thése.

88



Etude bibliographique

Voies de synthése des prostaglandines
La premiére étape est la libération d’acide arachidonique (AA) a partir des

phospholipides membranaires par I’action de la phospholipase A, (PLA;). L’AA est
transformé en prostanglandine G, (PGG;) par [Pactivité cyclooxygénase puis en
prostanglandine H, (PGH,) par I’activité peroxydase des COX-1 et COX-2. La PGH; est une
molécule instable qui va étre transformée enzymatiquement pour donner naissance a une série
de molécules actives, les prostaglandines primaires D, (PGD,), E, (PGE;) et I, (PGl,). La
PGD; se transformera a son tour en prostaglandine J, (PGJ,). La prostagladine F, alpha
(PGF,a) est dérivée quant a elle de la PGE; et de la PGH, (Figure 46).
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Figure 46 : Biosynthese des prostaglandines de serie 2 a partir de ’acide arachidonique.
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Les phospholipases A,

Les phospholipases A, (PLA) constituent une superfamille d’enzymes catalysant
I’hydrolyse des phospholipides membranaires en position sn-2 et générant ainsi la libération
d’un acide gras libre et d’un lysophospholipide (Figure 46) (Balsinde et al., 2002), réaction
principale associée a la libération de I’AA. Les PLA; sont codées par 15 génes distincts chez
les mammiferes et sont réparties en 3 classes : les phospholipases sécrétées (SPLA)), les
phospholipases intracellulaires (iPLA;) et les phospholipases cytosoliques (cPLA)). Les
SPLA;, hydrolysent les phospholipides membranaires et libérent 1’acide gras. Elles sont
exprimées chez 'Homme dans les organes lymphoides et le tractus digestif (Abdo et al.,
2010). Les iPLA; jouent un réle dans le remodelage des phospholipides et les réparations
membranaires et sont exprimées de fagon ubiquitaire dans la plupart des cellules et des tissus
(Balsinde et al., 2002). Les cPLA; sont exprimées de facon ubiquitaire, avec des taux élevés
chez I'Homme dans le cerveau, le poumon, les reins, le coeur, la rate, le placenta et le
pancréas (Hirabayashi and Shimizu, 2000). Toutes les PLA; sont capables de libérer de I'AA.
Cependant, la libération d'AA, nécessaire a la synthese des eicosanoides (prostaglandines et
thromboxanes), semble étre I'activite principale de la cPLA,.

Les cyclooxygénases
Les cyclo-oxygénases (COX) sont les enzymes catalysant la premiere étape de la

synthese des eicosanoides. Elles portent également le nom de prostaglandine endoperoxyde H
synthase. On connait deux isoformes majeures COX-1 et COX-2 (PGHS-1 et PGHS-2). Un
troisieme isoforme, COX-3, a été identifié en 2002 mais son role reste discuté (Botting,
2000). COX-1 est exprimée de facon constitutive dans la plupart des cellules. COX-1 est
impliquée dans la synthese basale des prostaglandines et participe au maintien de
I'noméostasie tissulaire. COX-2 n'est pas exprimée dans tous les tissus, a I'exception du SNC,
mais elle est fortement induite sous I'effet de stimuli, notamment 1’inflammation (Tanabe and
Tohnai, 2002). Il été montré que COX-1 et COX-2 étaient cytoplasmiques, essentiellement
liées a la membrane nucléaire et au réticulum endoplasmique (Smith et al., 2000). Ces
enzymes ont une activité catalytique double : cyclo-oxygénase et peroxydase. COX-1 et
COX-2 lient I’AA au niveau du site COX du domaine catalytique, ou 2 molécules d'oxygene
se lient a I’AA pour former l'intermédiaire bicyclique PGG,. PGG, migre ensuite vers le site
POX de I'enzyme, plus en surface de la protéine, ou il est réduit en PGH,. Bien que les sites

COX des deux enzymes différent, leur affinité pour I'AA est similaire (Smith et al., 2000).
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Les prostaglandines E synthases
Les prostaglandines E synthases (PGES) sont les enzymes catalysant la transformation

de la PGH; en PGE,. A ce jour, trois isoformes des PGES ont été identifiées: la
prostaglandine E synthase-1 microsomale (mPGES-1), la prostaglandine E synthase-2
microsomale (MPGES-2) et la prostaglandine E synthase cytosolique (cPGES). La mPGES-1,
localisée sur la membrane périnucléaire et couplée a COX-2, convertit la PGH, en PGE,
(Jakobsson et al., 1999). Son activité enzymatique requiert la présence du glutathion (GSH)
(Murakami et al., 2000; Tanioka et al., 2000) et elle est inductible par des stimuli
inflammatoires. La mPGES-2 est couplée 8 COX-1 et COX-2. Elle fonctionne comme une
enzyme cytosoliqgue mais peut-étre fonctionnelle lorsqu’elle est liée a une membrane
(Murakami et al., 2003). La distribution de cette enzyme varie dans les tissus. Elle est
majoritairement retrouvée dans le cerveau, le coeur, le muscle squelettique, les reins et le foie
(Tanikawa et al., 2002). La mPGES-2 est exprimée de facon constitutive. Cependant, une
expression importante de la mPGES-2 est retrouvée dans les cancers colorectaux humains,
dans lesquels mPGES-1 est également augmentée (Murakami et al., 2003). Les modéles
murins d’invalidation n’ont pas permis d’établir son rdle physiologique. La cPGES, localisée
dans le cytoplasme et au niveau de I’appareil de Golgi (Tanioka et al., 2000), présente une
activité dépendante du GSH. L’expression de la cPGES est constitutive et ubiquitaire dans de
nombreux tissus et cellules (Tanioka et al., 2000). La localisation cytoplasmique de cPGES
permet un couplage préférentiel avec COX-1 dans le réticulum endoplasmique. La génération
de modeles murins invalidés pour cPGES n’a pas permis d’élucider le role de cPGES dans la

mesure ou les souris ne sont pas viables apreés la parturition.

Les prostaglandines D synthases

Les prostaglandines D synthases (PGDS ou PTGDS) sont les enzymes catalysant la
transformation de la PGH, en PGD,. A ce jour, deux isoformes ont été identifiés : la forme
hématopoiétique (H-PGDS) et la forme lipocaline (L-PGDS). La H-PGDS est une protéine
cytosolique qui produit la PGD; a partir de la PGH; (Figure 15) (Kanaoka et al., 1997; Urade
and Hayaishi, 2000). La H-PGDS requiert obligatoirement le GSH pour sa reaction
enzymatique. La H-PGDS est largement distribuée dans les tissus périphériques et est
localisée dans les cellules présentatrices d’antigenes, les mastocytes, les lymphocytes Th2

(Kanaoka and Urade, 2003; Tanaka et al., 2000).
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La L-PGDS est le premier membre de la famille de genes des lipocalines (lipophilic ligand-
carrier protein) (Beuckmann et al., 2000; Urade and Hayaishi, 2000) a étre reconnu comme
étant une enzyme. La L-PGDS présente une localisation variée dans les organismes des
mammiferes. Cette protéine est retrouvée dans le SNC, les organes génitaux males, le coeur,
dans différentes partie du tractus digestif comme I’estomac ou le cdlon (Eguchi et al., 1997;
Hokari et al., 2009, 2011; Mase et al., 1999; Urade et al., 1987). La L-PGDS est aussi secrétée
dans de nombreux fluides tels que, le liquide céphalorachidien ou la bile (Baeker et al., 2002;
Beuckmann et al., 2000; Mase et al., 1999). La L-PGDS aussi appelée B-trace est une protéine
N-glycosylée. La L-PGDS subit des modifications post-traductionnelles (Griinewald et al.,
1999; Manya et al., 2000), elle peut étre phosphorylée et oxydée au niveau d’une cystéine
(Baeker et al., 2002). La L-PGDS présente une double spécificité : c’est une enzyme capable

de produire la PGD,, mais aussi un transporteur lipophiligue.

Au niveau du SNC, les PGs sont impliquées dans la régulation du sommeil (Urade and
Hayaishi, 1999), dans la modulation des neurones catecholaminergiques, serotoninergiques et
cholinergiques (Brus et al., 1979; Narumiya et al., 1982) et la régulation de la dopamine.
Cependant, elles semblent également impliquées dans des processus pathologiques comme la
dépendance aux drogues, la fiévre, 1’excitotoxicité, 1’épilepsie. Une augmentation de COX-2
est retrouvée chez les patients Parkinsoniens, et des taux élevés de PGE,, PGF, et
thromboxane B, sont mesurés chez les patients ayant une démence associée au SIDA
(Kaufmann et al., 1997a, 1997b).

Les prostaglandines E et F ont également de nombreux effets au niveau du TD
(Tableau 1V).
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Physiological Effects PGEs PGFs Prostacycline
Gastric Acid Secretion Inhibition No inhibition Inhibition
Gastric Blood Flow Stimulation Variable Stimulation
Gastric Mucus Secretion Stmulation Stimulation Stimulation
[niestinal Bicarbonate Stmulation Unknown Unknown
Gastric Mucosal Bamier Active Unknown Active
Pancreatic Secretion Inhibition Unknown Unknown

Hepatic Blood Flow

Small Intestinal Electrolyies
& Water Secretion

(all Bladder Muscle

Sphincter of Oddi

Increase

Increased
Contraction
Relaxation

Relaxation

Unknown

[ncreased
Contraction
Unknown

Contraction

Unknown

[ncreased
Unknown
Unknown

Unknown

Lower Esophageal Sphincter

Gastric & Intestinal
Cyloprolection Aclive® Aclive Active®

Experimental Ulcers Aclive Aclive Aclive

*The dosages shown effective in animal cytoprotective studies are well below their gastric
antisecretory doses.

Tableau 1V: Effets physiologiques des prostaglandines sur Uintestin.
D’apreés Dajani et al., 2003.

Roles de la PGE2

La PGE; isssue de la transformation de la PGH, par les PGES, est produite de fagon
ubiquitaire. Elle agit aprés fixation sur des récepteurs membranaires (EP 1a 4) couplés a des
petites protéines G. Malgré une forte affinité pour PGE,, d’autres PGs peuvent s’y fixer
(Breyer, 2001). La PGE; est impliquée dans de nombreux processus physiopathologiques tels
que I’ovulation, la résorption osseuse (Suzawa et al., 2000), la sécrétion duodénale de
bicarbonate, 1’hypertension et la carcinogenése colique (Ushikubi et al., 2000). Une étude a
montré qu’en synergie avec la PGl,, la PGE; avait un role dans la restauration des fonctions
de la BEI apres des 1ésions, mécanisme médié par une augmentation de I’AMPc et du Ca®,

pour la fermerture des jonctions serrées (Blikslager et al., 1997).

Roles de la PGD2
La PGD; est issue de la transformation de la PGH, par les enzymes PGDS et produite

de facon ubiquitaire. La PGD; se fixe sur deux récepteurs membranaires, DP1 et DP2. Le
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récepteur DP1 est couplé aux protéines Gs (Boie et al., 1995) et localiseé au niveau des
muscles lisses bronchiques, vasculaires, au niveau des plaquettes, des CEl, des fibroblastes et

des cellules dendritiques (Pettipher and Hansel, 2008). Le récepteur DP2 ou CRTHZ2, couplé
aux protéines Gi, est exprimé par les lymphocytes Th2, les basophiles, les éosinophiles, les
monocytes (Gervais et al., 2001; Pettipher and Hansel, 2008). La PGD; posséde de hombreux
roles physiologiques dans la réponse allergique, la régulation du sommeil, I’inhibition de
I’agrégation plaquettaire, la relaxation des muscles lisses, la perméabilité vasculaire, la
bronchoconstriction et ’attraction des cellules immunitaires (Beasley et al., 1988; Hardy et
al., 1984; Kanaoka and Urade, 2003; Monneret et al., 2001) mais également un role dans la

physiopathologie du tube digestif.

Les derivés de la PGD; : la 15dPGJ; et le (9a,) 11BPGF,a

La PGD, va subir une série de réactions non-enzymatiques donnant lieu a la formation
de dérivés (Figure 47) (Scher et Pillinger, 2005).

PGD,

15d-PGD, PG,

Humian seram
Albumin

H.O

ACPGI, 15d-PGI,

Figure 47: Synthese des dérivés de la PGD,. D ‘aprés Scher & Pillinger, 2005.

Ces réactions vont donner lieu notamment a la formation de la PGJ, produite a partir
de la déshydratation de la PGD,. En présence d’albumine, la PGJ, subit une nouvelle
dérivation en A12-PGJ,. En revanche, en absence d’albumine, une nouvelle déshydratation de
la PGJ, entraine la perte de deux groupes hydroxyles et la migration de la double liaison en
position 12-14. Cette réaction aboutit & la formation de la 15deoxy-A'***-prostaglandine J;
(15dPGJ,) (Kikawa and Narumiya, 1984; Shibata et al., 2002). La 15dPGJ, appartient a la
famille des PG mais possede des propriétés biologiques différentes en raison de la présence
des groupements électrophiles qui vont réagir avec des composés nucléophiles cellulaires

comme les groupements thiols des cystéines (Scher and Pillinger, 2005).
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La PGD est rapidement métabolisée et subit des réactions enzymatiques donnant lieu
a la formation de son dérivé primaire, le 90,11B-PGF,a ou 11B-PGF,a (Figure 48). Certaines
enzymes de la voie des prostaglandines sont des aldo-ketoreductases. Cette famille se divise
en deux superfamilles AKR1B (aldo-réductases) et AKR1C (kétoréductases) dont cing
membres ont été identifiés chez ’'Homme, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKRIC2 et
AKR1C3 (Rizner, 2012). Ces enzymes sont associées au développement de nombreux
cancers humains comme le cancer du foie, du sein, des ovaires, du col de 1’utérus (Alexiou et
al., 2009) et au développement du diabete (Ramana, 2011; Srivastava et al., 2011; Tammali et
al., 2011).

[ Arachidonic acid }

l cox2 4 =——

/ AKR1(>‘
AKR1C3 AKRI1C1
AKR1C2 AKR1C2

,_,

15d PGJ2 9a11B PGFZ pe.,:zoc

‘ FP receptorl
MAPK

PPARy NF-KB

Apoptosis Inflammation

Proliferation

Figure 48: Implication des enzymes AKR1B et AKR1C dans la biosynthése
des prostaglandines et des derivés de la PGD; et leurs voies d’action.
AKR1C3 et AKR1B1 convertissent la PGH, en PGF,o. tandis que AKRI1C3 et AKRIC?2 convertissent la
PGD; en 9a,118-PGF,. Ces deux prostaglandines activent le récepteur FP qui active a son tour la
voie des MAPKSs (mitogen-activated protein kinase) et NFxB. De plus, la voie MAPK inactive PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor y) qui contréle la croissance cellulaire. En réduisant la
PGD; en 9a,118-PGF,, AKR1C3 et AKR1C2 préviennent la formation non-enzymatique du dérivé
pro-apoptotique 15d-PGJ; qui active PPARYy et inactive NFxB. D aprés Rizner, 2012.
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AKR1B1 catalyse la peroxydation des lipides notamment la réduction des conjugués GSH
(Barski et al., 2008; Kabututu et al., 2009) et agit comme une PG synthase en convertissant
PGH, en PGF,a (Bresson et al.,, 2011). AKR1B1 est impliquée dans les voies de
I’inflammation puisqu’en réduisant les conjugués GSH des aldéhydes, elle stimule
indirectement la voie NFkB qui conduit a la production de médiateurs inflammatoires comme
COX-2 (Barski et al., 2008; Ramana, 2011). Cette voie est également activée par la fixation
de PGF,a a son récepteur FP induisant les voies MAPK. Les AKRI1C régulent I’activité des
androgénes, oestrogenes, progestérones ainsi que leurs récepteurs et sont notamment
impliqués dans les maladies utérines (Penning et al., 2000; Steckelbroeck et al., 2004).
AKR1C3 catalyse la formation de PGF,a a partir de PGH; et de 90,11B-PGF, a partir de
PGD, ce qui prévient la formation du dérivé pro-apoptotique 15dPGJ, (Byrns et al., 2011).
AKR1C1 et AKR1C2 convertissent la PGE; en PGF,a et AKR1C2 a une faible activité 11-
kétoréductase qui réduit PGD; en 9a,11B-PGF, (Dozier et al., 2009)

Roles de la 15-deoxy-A'?**-Prostaglandine J,
La 15dPGJ; agit de fagon autocrine et/ou paracrine mais a I’inverse des autres PGS,

n’a aucun récepteur spécifique identifié. Certaines études ont montré que la 15d-PGJ, pouvait
se lier au récepteur DP2 des éosinophiles, et induire une augmentation du taux de calcium
intracellulaire (Monneret et al., 2002). D’autres études ont montré que ’activité de la 15d-
PGJ, était principalement liée aux liaisons covalentes formées avec des cibles intracellulaires
(Figure 19). Ainsi, aprés son passage au travers de la membrane plasmique par diffusion ou
par le biais de transporteurs comme le transporteur aux PGs (PGT) ou le transporteur MOAT
(Mediated Organic Anion Transport) (Narumiya and Fukushima, 1986; Scher and Pillinger,
2005), la 15dPGJ, va se lier a des facteurs de transcription (Straus and Glass, 2001) ou
d’autres protéines qui vont moduler différentes voies de signalisation comme les voies NFKB,
AP-1 (Activator Protein 1), Nrf-2 (NF-E2 Related Factor), PPARy (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor y), HIF-1 (Hypoxia Inductible Factor 1), p53 ou encore STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) (Figure 49). Ainsi, selon la voie activée, la
15dPGJ; peut avoir différents effets (Kim and Surh, 2006).
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Figure 49: Voies de signalisation de la 15d-PGJ,.
La 15dPGJ;, n’a pas de récpteur spécifique. Elle peut se fixer sur les récepteurs DP ou des protéines
intracellulaires comme des protéines G (Ras), NFxB ou PPARy. La fixation sur DP2 augmente le
calcium intracellualire, tandis que DPI augmente I’AMPcyclique ce qui augmente [’activité de la
PKA. La 15dPGJ; active PPARy qui se transloque dans le noyau et va se fixer sur [’ADN pour induire
la transcription de genes. Elle inhibe IKKp et donc [’activité de NFkB soit la transcription de génes
pro-inflammatoires. D ‘aprés Scher et Pillinger, 2005.

La 15dPGJ, induit un effet anti-inflammatoire par 1’inhibition de la voie STAT en
diminuant son activité transcriptionnelle et sa fixation sur I’ADN. Il en est de méme pour le
facteur HIF-1. La 15dPGJ, peut également se lier a p53, qui s’accumule dans le noyau ou p53
aprés phosphorylation et fixation sur I’ADN va induire I’apoptose (Kim and Surh, 2006). De
plus, la 15dPGJ, peut avoir des effets anti-inflammatoires en inhibant les facteurs de
transcription NFKB ou AP-1 associés a des géenes pro-inflammatoires. Ainsi, la 15dPGJ, peut
se fixer & la sous-unité IKKB ou d’autres sous-unités du complexe NFkB pour en inhiber
I’activité. De la méme maniére, la 15dPGJ; peut interagir avec AP-1 en se fixant a la protéine
c-Jun, ce qui diminue I’activité transcriptionnelle d’AP-1 et sa fixation sur I’ADN (Figure
50). Ce r6le anti-inflammatoire de la 15dPGJ, explique son implication dans différentes
situations pathologiques associées a une inflammation comme I’ischémie (Cuzzocrea et al.,
2003a), les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) et la maladie d’ Alzheimer

(Combs et al., 2000).
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Figure 50: Mécanismes de modulation des voies NFkB et AP-1 par la 15d-PGJ,.
D’apres Kim & Surh, 2006.

Cependant, les deux cibles principales de la 15dPGJ, sont le facteur de transcription
Nrf2 (NF-E2 related factor 2) et le récepteur nucléaire PPARYy.

Voie PPARYy
Le récepteur PPARy a été découvert dans les années 90 pour son role dans le

métabolisme des lipides, son expression dans le tissu adipeux et son implication dans la
régulation de la résistance a I’insuline (Zhu et al., 1993). La 15dPGJ, a été démontrée comme
étant un ligand naturel de PPARy en 1995 (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995). Ainsi,
une grande partie des fonctions de la 15dPGJ, serait médiée par 1’activation de PPARy
(Cuzzocrea et al., 2003b; Kim and Surh, 2006; Mufioz et al., 2005; Yuan et al., 2005) (Figure
51).
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Figure 51: Mécanisme d’activation de PPARy par la 15dPGJ,.
La 15dPGJ, se lie a la cystéine 285 du domaine de liaison (LBD) de PPARy. Une fois libéré de son
co-répresseur (R), le complexe 15dPGJ,-PPARy est translogué dans le noyau et forme un
hétérodimere avec le récepteur nucléaire RXR (retinoid X receptor). Cet hétérodimére reconnait des
éléments de réponse PPRE et sa fixation active la transcription de géenes cibles. D apres Kim et Surh
2006.

Le gene PPARY est localisé sur le chromosome 6 chez I’homme (Greene et al., 1995;
Sher et al., 1993) et son épissage alternatif conduit a la formation de quatre isoformes,
PPARY1 a 4 (Fajas et al., 1997). PPARy1 est I’isoforme prédominant dans le colon, PPARY3
est présent en plus faible quantité et PPARYy2 n’est pas détecté dans la muqueuse colique
(Gupta and Dubois, 2002). Les plus hauts niveaux d’expression de PPARy sont retrouveés
dans le tissu adipeux et le célon (Dubuquoy et al., 2000), des niveaux intermédiaires sont
retrouvés dans les reins, le foie, le coeur, l'intestin gréle (Guan et al., 1997; Vidal-Puig et al.,
1997), la prostate (Mueller et al., 2000), les macrophages (Willson et al., 2000) et de faibles
quantités de PPARy sont détectées dans le muscle squelettique (Fajas et al., 1997). Au sein du
coOlon, I’expression majeure de PPARY siege dans les cellules épithéliales différenciées avec
une expression croissante du fond des cryptes vers leur sommet. 1l a été montré aussi que les
niveaux de PPARy augmentaient du segment colique proximal vers le segment distal
(Lefebvre et al., 1999). Enfin, PPARy est aussi exprimé au niveau des neurones des plexus

myentérique et sous-mugueux (Cluny et al., 2009).
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Parmi les ligands naturels de PPARy se trouvent de nombreux acides gras
polyinsaturés (acide linoléique, arachidonique) et des dérivés d’eicosanoides qui lient et
activent le récepteur a des concentrations de I’ordre du micromolaire, équivalentes a celles
retrouvées dans le serum humain (Tableau V). Malgré des effets indépendants de PPARY,
15dPGJ; est le ligand naturel de PPARy le plus utilisé dans les études. Les drogues de la
famille des thiazolidinediones (TZD) sont des ligands spécifiques de PPARy (Lehmann et al.,
1995; Spiegelman, 1998). D’autres ligands synthétiques ont été developpés tel que le
GW?7845 (Alarcon de la Lastra et al., 2004).

Effects in
colon
Plasma through
Meodulatars EC50/Ki concentrafion Sources PPARy
FUFAs™
Cwmega 3
wdinclenic acid D 027 mM High fat fish, marine mammals, milk D
ylinalenic acid D High fat fish, marine mammals, milk D
Eicosapenbaneic acid D 1.01 mm High fat fish, marine mammals, milk D
Docchexonoic acid D 3.54 mM High Fat fish, marine mammals, milk D
Crnega &
Lincleic acid =/ ~10 pM 21.45 mM Meats, eggs, milk, vegetable oils MD
Diherma-y-linelenic oeid D 3.04 mM Meats, eggs, milk, vegetable oils MD
Arochidenic ocid MWD 11.34 mM Meats, eggs, milk, vegetable oils MD
OmePa <
Palmitoleic ocid MDY Rapeseed MND
Oleie ocid MDY Oive ail MND
Derivatives ND
Canjugated linoleic acid™ MO - Milk, meat, seads Yes
Mitralincleic acid™ =133 nv 500 nM Endagenous D
Mitrocleic ocid* =100 n &1% M Endagenous ™D
Eicosanoids:*' .
85-hydroxyeicosmpeninenoic ock D - Endogenous D
12-hydresyeicosatelroencic ocid D - Endogenous D
15-hydrosyeicosatelraencic ocid D - Endogencous D
-hydrasyoctedecadiancic acid MND - Endogencus D
134 ienaic ocid D - Endogenous MND
15dPGJ 1 uM/— = Endogenous Yes
Miscellaneous
Swielenia mohogamy exdroc™ 50 pg/l - 5 mahogany MO
Lysephosphatidic orid” 2 uM 525 pM Platelets D
F-Hahﬁromnndnind" D - Connabis sativa MND
Say i wene"” ND - MND

154PGI2, 15-decsy-A12, 1 4-prostoglandin 12; ND, not determined; PUFAs, pohunsaburated oty acids.

TableauV: Affinité et réle physiologique des ligands naturels de PPARy.
D’aprés Dubuquoy et al., 2006.

Enfin, certains anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont capables de se lier et
d’activer PPARy a de fortes concentrations. Il s’agit de I’indométhacine, de 1’ibuproféne, du
fénoproféne et de I’acide fuflenamique (Lehmann et al., 1997) (Tableau VI). En plus de la
spécificité des PPARs vis-a-vis du ligand, PPARy posséde un site de transactivation AF-1
indépendant du ligand pouvant étre phosphorylé par la voie MAPK sur des résidus sérine et

modulant ainsi I’activité du récepteur.
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Effects in colon

Modulaters EC50/Ki through PPAR:
Glitazones

Rosiglitazane*® B9 nM/E ni Yes

Ciglitazone™ 3 pm/ - MND

Troglilnzone™ 0.54 pM/ 474 n s

Pioglitazone 0.59 pM/ 354 n Yes

MNeteglilnzone (MCC-555 B pm/ - MO
Glitazars

Muraglitozar™ 110 nbi/ = MWD

Tes:;;?irumr” 0.25 pM/ 18 nM D

E.::glinl:-mr"ru tzr.m:-‘.a1 wuw— HD

agag ilcza . - D

MSAIDs

Indemethacin A0 phS— MND

Fluferarmic acid (0] MD

Fenoprofen WD D

Ibuprofen WD HD
L-Tyrasine derived mrnpmmd!.

AT - L Lear™ =15 pM s
Miscellaneous

S-ASAM =287 mi Yes

CDDO#= =/310 nm Yes

COOH™ (0] D

Triphenylin™ 95 nh/ - D

BADGE* (o] MD

5-ASA, S-aminosalyeilic ocid; BADGE, bisphenal A dighyeichyl ether; CODO, 2-cyane- 3,1 2-dioxoeleana-1, P-dien-
2B-sic acid; COOH, 2-[2-|4-phanosy-2-propylphenosxy) lindele-S-aratic seid; FMOC-1-Lau,
Ruarenylmethylaxycarbanyl-L-leucine; ND, not determined.

TableauVI: Affinité et fonctions intestinales des ligands synthétiques de PPARy.
D’aprés Dubuquoy et al., 2006.

PPARy régule l'expression de ses genes cibles en formant des hétérodiméres avec les
RXRao (Retinoid X Receptor a) qui se lient a des séquences spécifiques de I’ADN, des PPRES
(Peroxisome Proliferator Responsive Element) (Kliewer et al., 1992; Tugwood et al., 1992).
Cela jouerait un role central dans la régulation des voies de signalisation de I’inflammation en
agissant sur des kinases et des facteurs de transcription comme NF«kB, c-jun, c-fos, NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cell) et en inhibant la production mucosale de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p, TNFa, IFNy), de chimiokines, la prolifération et I’expression de
certaines molécules d’adhésion (VCAM-1) (Desreumaux et al., 2001; Jackson et al., 1999;
Marx et al., 2000; Su et al., 1999; Yang et al., 2000) (Figure 52). PPARy agit selon deux
types d'activités transcriptionnelles. La premiere est une liaison de I'hétérodimere PPAR-RXR
a I'ADN en présence d'un ligand, ce qui active la transcription du gene cible (Murphy and
Holder, 2000). La seconde c’est que PPARy est capable de réguler négativement la
transcription de génes par transrépression. Cette activité serait responsable des effets anti-

inflammatoires de PPARy.
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Figure 52: Le récepteur PPARYy interfére avec les voies de signalisation de Uinflammation.
PPARy inhibe la voie NFkB par des interactions avec IkB et CBP, un co-activateur de p65. La voie
MAPK est aussi régulée par PPARy par une réduction de I’activation de JNK et p38 et une inhibition
des facteurs de transcription c-jun, c-fos et NFAT (nuclear factor of activated T cell). La régulation de
ces voies résulte en une inhibition de la production de cytokines et de chimiokines, de la prolifération
cellulaire, de I’expression de molécules d’adhésion (comme VCAM-1) ce qui réduit le recrutement
cellulaire sur les sites inflammatoires des tissus. D ’aprés Dubuquoy et al, 2006

Des études ont suggéré que PPARY était un inhibiteur clé de 1’inflammation colique.
Dans les cellules épithéliales coliques, la transrépression des facteurs de transcription comme
NF-kB, AP-1 et STAT1 codant pour des cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1f, 1’IL-6,
I’IL-8, le TNFa ou ’IFNYy serait a I’origine de I’effet anti-inflammatoire de PPARy. L’action
inhibitrice de PPARy sur AP-1 pourrait étre la conséquence de I’interaction directe du
récepteur avec c-jun (Delerive et al., 1999). PPARY est aussi capable d’inhiber la transcription
induite par NF-kB en interagissant physiquement avec les sous unités p50 et p65, activant la
premiére et inhibant la seconde (Bassaganya-Riera, 2002; Chung et al., 2000). Dans les
cellules endothéliales vasculaires, la troglitazone inhibe la phosphorylation de p65 induite par
le TNFo (Sasaki et al., 2005). Enfin, une étude a suggéré un modele pour I’inhibition de
I’expression de la INOS : PPARYy réprimerait les activités transcriptionnelles de STAT1, AP-1
et NF-kB en interagissant directement avec le co-activateur de transcription CBP (CREB
Binding Protein), établissant des ponts avec des co-répresseurs comme SRC-1 (Steroid
Receptor Coactivator A) (Li et al., 2000) (Figure 53).
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Figure 53: Mécanisme d’inhibition de I’expression des génes pro-inflammatoires par PPARy

En réponse a la fixation d’un agoniste, PPARy forme un hétérodimere avec RXR.Cet hétérodimere
peut (A) directement s’associer aux facteurs de transcription (TF) comme NFxB, STAT et AP-1 et
empécher [’expression des genes pro-inflammatoires; (B) séquestrer les co-activateurs
transcriptionnels des facteurs de TF, comme CBP et SRC-/, qui augmentent [’expression des genes
pro-inflammatoires. (C) En réponse a sa SUMOylation (Su), PPARy inhibe la dégradation par le
protéasome du complexe NCoR/HDAC3/TLBI/TLBRI qui permet [’expression des génes pro-
inflammatoires via NFxB. (D) Outre ces trois mécanismes de transrépression, PPARy inhibe les
MAPKs pour diminuer la cascade de signalisation nécessaire a !’induction de I’expression des génes
pro-inflammatoires. (E) Enfin, il est suggéré que PPARy inhiberait la translocation de la PKCo, ce
qui réduirait | ‘activation de la NADPH oxidase. D aprés Schmidt et al., 2010.

Des études in vitro ont montré que 1’activation de PPARy induisait un arrét du cycle
cellulaire en modulant des cyclines (p21 et p27; (Yoshizumi et al., 2004) ou réduisait
I’expression de la cycline D1 essentielle pour I’entrée dans le cycle cellulaire mais également
le récepteur & I’EGF, ces deux génes étant retrouvés surexprimés au cours des cancers
colorectaux (Chen and Xu, 2005). D’un autre c6té, les agonistes de PPARy augmenteraient la
différenciation cellulaire en augmentant 1I’expression de marqueurs de différenciation comme
I’ACE (Antigéne Carcino-Embryonnaire), les cytokératines 18, 19 et 20, la villine et la
phosphatase alkaline (Kitamura et al., 1999; Sarraf et al., 1998) et en inhibant les genes de
maturation comme ReglA (Regenerating gene 1A). Plus récemment, il a été suggéré que

PPARYy pouvait jouer un role dans le développement du SNC (Wada and Kamisaki, 2003),
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qu’il pouvait induire la prolifération, la migration et la différenciation des cellules souches
neurales via les voies Wnt ou STAT3 (Cimini and Ceru, 2008) ou qu’il protégeait les
neurones du SNC d’un stress oxydant généré par une ischémie ou une épilepsie (Pei et al.,
2010; Yu et al., 2008).

Voie Nrf2 (Nuclear factor-E2 related factor 2)

Le facteur de transcription Nrf2 est 1’autre cible intracellulaire privilégiée de la
15dPGJ,. Nrf2, découvert en 1994, est connu pour son rdle dans I’activation des génes anti-
oxydants (Moi et al., 1994). L’activit¢ Nrf2 est régulée en partie par la protéine
cytoplasmique inhibitrice Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) qui maintient le
facteur dans le cytoplasme (Itoh et al., 1999a). L’activité transcriptionnelle de Nrf2 peut étre
directement augmentée par différentes molécules dérivées des PGs, comme la 15dPGJ, qui se
lie de fagon covalente a Keapl afin de libérer Nrf2 et permettre sa translocation dans le noyau
(Itoh et al., 2004; Levonen et al., 2004) (Figure 54).

O -

Nrf2 pathway

Induction of ARE-driven
gene expression

Figure 54: Mécanisme d’activation de Nrf2 par la 15d-PGJ.,.
La fixation de la 15dPGJ; sur Keapl empéche sa fixation avec Nrf2. Par conséquent, Nrf2 n’est pas

degradé et se fixe sur [’élément de réponse ARE afin d’activer [’expression des génes cibles. D aprés
Kim er Surh, 2006.
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Le gene codant pour Nrf2, NFE2L2 chez I’homme, appartient a une famille de génes
codant pour les facteurs de transcription « base leucine zipper » (bZIP) (Chan et al., 1995). La
capacité de Nrf2 a se fixer a I’ADN est influencée par les conditions redox, 1’oxydation de
résidus cystéines inhibant sa liaison. L’activation de Nrf2 se fait par son association en
hétérodimere avec 1’un des trois membres de la famille des petites Maf (MafF, MafG, ou
MafK) pour former la forme active du facteur de transcription (Kobayashi and Yamamoto,
2006). Ce complexe se lie alors a des sites de reconnaissance sur I’ADN des génes cibles
appelés ARE (Antioxidant Responsive Elements) ou encore EpRE (Electrophile Response
Element). Nrf2 régule ainsi des génes codant des protéines chaperones ou des protéines
impliquées dans les fonctions anti-oxydantes, dans la protéolyse dépendante de 1’ubiquitine,
dans la croissance cellulaire et 1’apoptose (Lee et al., 2003; McMahon et al., 2003). L’absence
de Nrf2 exacerbe la sensibilité au stress oxydant sans altérer le développement embryonnaire
de la souris (Cho et al., 2002; Enomoto et al., 2001; Yoh et al., 2001).

Nrf2 a été identifié dans des cellules érythroides, des progéniteurs hématopoiétiques et
des mastocytes mais elle est exprimée de maniere ubiquitaire dans de nombreux tissus avec
les concentrations les plus élevées (par ordre décroissant) dans les reins, les muscles, les
poumons, le coeur, le foie et le cerveau. Nrf2 est constitutivement activé mais son activité
peut étre augmentée par des substances chimiques comme le resvératrol et des substances
endogénes comme le NO et la 15dPGJ,, aux propriétés électrophiles (Dhakshinamoorthy and
Porter, 2004; Itoh et al., 2004; Kawamoto, 2000). A I’inverse, Nrf2 peut étre réprimé par la
protéine Keapl qui le séquestre dans le cytoplasme (Itoh et al., 1999b) ou par sa liaison a un
complexe d’ubiquitinylation E3 ligase composé entre autre de Keapl qui va induire sa
dégradation par le protéasome (Cullinan et al., 2004; McMahon et al., 2003; Nguyen et al.,
2003; Zhang and Gordon, 2004).

Roles du 11BPGF,a
La PGD, et ses dérivés sont impliqués dans les réponses asthmatiques aux allergénes,

a Daspirine ou a I’exercice (Baek et al., 2013; Bochenek, 2004; O’Sullivan et al., 1998;
Sullivan and Dahlen, 1996). Les principaux marqueurs sont le 9a,11BPGF,a et le leukotriéne
E4 (Misso et al., 2004). La PGD,, produite par les mastocytes durant la réponse allergique et

son métabolite, le 9a,11BPGF,a, sont des agonistes contractiles potentiels pour les voies
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aériennes (Beasley et al., 1987). Peu d’études se sont intéressées au 11PPGF,a et les données
connues concernent principalement 1’allergie. Ainsi, les patients développant de ’asthme da
aux sulphites aprés une consommation de vin présentent une augmentation des concentrations
urinaires en 11BPGF,a (Misso et al., 2009) tout comme les enfants asthmatiques apres 1’effort
(Nagakura et al., 1998). Aprés présentation de 1’allergéne, la libération de 11BPGF,a est
augmentée dans le plasma des patients asthmatiques. Ainsi, le 11BPGF,a est considéré
comme un marqueur de 1’augmentation de la synthése de PGD, et probablement de
I’activation des mastocytes (Bochenek, 2004). Le 11BPGF,a est présent dans le liquide
amniotique humain et est up-régulé par les composants bactériens et des cytokines pro-
inflammatoires, suggérant son role dans les mécanismes de 1’accouchement (Mitchell et al.,
2005). Une autre étude a montré que le 11BPGF,a et son stéréoisomere, le PGF,a, sont des

agonistes du récepteur chimioattractant DP2 (CRTH2) (Sandig et al., 2006).

[11.1.3.3 Les acides hydroxyeicosatetraenoiques

Nous n’aborderons pas la voie de synthése des leucotriénes issus de la transformation
de I’acide arachidonique par la 5-lipoxygénase (5-LOX) a I’origine des leucotrienes B4, C4,
D4 et E4 dont les roles chimiotactiques ou dans I’allergie sont connus. Nous nous
intéresserons dans cette partie aux acides hydroxyeicosatetraenoiques (5-, 8-, 12- et 15-
HETE) et plus particulierement au 15-HETE.

Le 15-HETE est synthétisé a partir de 1’acide arachidonique par I’activité des
lipoxygénases 15-LOX-1 et 15-LOX-2. La 15-LOX-1 est principalement exprimée par les
réticulocytes, les éosinophiles, les macrophages et les cellules épithéliales de la peau et
intestinales (Lu et al., 2012) tandis que I’expression de la 15-LOX-2 est décrite dans la peau,
la cornée, les poumons, la prostate, les macrophages, les oligodendrocytes et dans la
microglie (Brash et al., 1997; Danielsson et al., 2008; Haynes and van Leyen, 2013). La 15-
LOX-1 est associée a des effets bénéfiques anti-tumorigéniques dans les cancers colorectaux,
mais est également corrélée a la taille de plaques d’athérome, au remodelage et a
I’angiogénese vasculaire observés au cours de 1’hypertension pulmonaire (Ma et al., 2011a;
Shureiqi et al., 2005; Zuo et al., 2012). Dans un modeéle de souris qui développe spontanément
des plaques d’athéromes, ’invalidation du géne Alox15B codant pour la 15-LOX-2 entraine
une diminution des lipides contenus dans les plaques d’athérome (Magnusson et al., 2012).
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Le 15-HETE n’a pas de récepteur spécifique identifié mais on sait toutefois qu’il peut
se fixer au récepteur TRPV1 (transient receptor potential vanilloid subfamily member 1) dans
I’hypertonie (Koskela et al., 2012). De plus, le 15-HETE peut activer NFKB et les voies de
signalisation Src et ERKs (Hsi et al., 2002; Prato et al., 2010; Singh et al., 2011; Zhao et al.,
2011) et inhiber les COX. Il peut étre un ligand endogene de PPARy notamment dans la
prostate, ou la perte d’expression de 15-LOX2 pourrait contribuer a 1’augmentation de la
prolifération et a la diminution de la différenciation concourant au développement d’un
carcinome (Shappell et al., 2001). Le 15-HETE régule la mitogenese des lymphocytes,
favorise la néo-vascularisation et stimule la migration des cellules endothéliales (Riehl et al.,
1990). Sa production est augmentée en cas d’hypoxie et conduit a l1a fibrose via p38 et le
TGFp1 ainsi qu’au remodelage vasculaire via la voie ROCK (Ma et al., 2011a; Zhang et al.,
2014). Le 15-HETE entraine aussi ’agrégation plaquettaire et augmente 1’adhésion des
monocytes et des macrophages ainsi que la perméabilité endothéliale (Kundumani-Sridharan
et al., 2013). En revanche, le r6le du 15-HETE dans les fonctions de la BEI est inconnu.

1.2 L’inflammation pathologique : I'exemple des maladies
inflammatoires chroniques intestinales (MICI)

Lorsque I’inflammation persiste, elle devient délétére. C’est le cas lors de certaines
infections ou au cours des MICI ou une activation excessive du systéme immunitaire est

constatée.

I1 existe plusieurs formes cliniques d’inflammation :

-’inflammation aigué: elle peut-étre congestive (coups de soleil), hémorragique (grippe
maligne), oedémateuse (cedéme de Quincke), fibrineuse (péricardite), purulente, ou
nécrosante et gangréneuse (sténose, diabéte, certaines bactéries ou traumatismes violents)
-’inflammation subaigué: elle est caractérisée par des granulomes (rhumatisme articulaire, la
goutte, la sarcoidose, syphilis)

-I’inflammation chronique: elle est caractérisée par de la fibrose soit importante qui empéche

le fonctionnement correct de 1’organe (cirrhose) soit 1égeére avec des granulomes épithélioides
(MICI).
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[11.2.1 Caractéristiques générales des MICI

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) incluent la maladie de
Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH).

[11.2.1.1 Historique

Déja dans la Rome antique, les travaux de deux médecins, Soranus et Aretaeus,
décrivaient la survenue de formes diarrhéiques non contagieuses fréquentes suggérant une
RCH. D’autres données suggerent qu’au XVlle siecle, Louis XIII serait décedé des suites de
coliques et de vomissements probablement imputables a une MC. Cependant, la description
des MICI est plus récente. Ainsi, la RCH a été mise en évidence par Sir Samuel Wilks en
1859 chez une femme agée de 42 ans décédée des suites de diarrhée chronique et fievre,
tandis que la MC n’a été officiellement décrite qu’en 1932 par le docteur Burril B. Crohn,
médecin Américain, dans « Journal of the American Medical Association » (Crohn et al.,
1932).

111.2.1.2 Définition

Les MICI sont des affections inflammatoires chroniques du TD évoluant par poussés
successives entrecoupées de phases de rémission clinique asymptomatique. La MC est
caractérisée par une inflammation transmurale discontinue de la paroi intestinale pouvant
affecter tous les segments du TD avec une prédominance pour la région iléo-caecale (40% des
cas) (Marteau and Jian, 2001; Kirsner, 2001; Levy, 2009; Xavier and Podolsky, 2007; De
Saussure and Bouhnik, 2007). La RCH est caractérisée par une inflammation mucosale
continue du colon et du rectum (De Dombal et al., 1968; Faharat et al., 1999; Kirsner, 2001,

Levy, 2009).

[11.2.1.3 Signes cliniques et complications

De maniére générale, les MICI n’affectent pas 1’espérance de vie des patients mais
alterent leur qualité de vie avec de nombreuses complications. Elles ont un retentissement
important dans la vie sociale et professionnelle, car si elles n’augmentent pas la mortalité,
elles présentent une morbidité élevée avec une survenue précoce, des effets secondaires lourds

et un risque accru de développer d’autres pathologies comme le cancer colorectal.
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Les signes cliniques sont: une diarrhée chronique, des douleurs abdominales, des
rectorragies, des manifestations ano-périnéales spécifiques de la MC (fissures, fistules,
ulcérations) et des lésions extra-digestives (ostéo-articulaires, hépato-biliaires, oculaires, et
cutanées). Des sténoses du gréle (pouvant se traduire cliniquement par un syndrome de
Koenig) et du colon peuvent survenir apreés quelques années d’évolution de la maladie
inflammatoire. Elles peuvent se compliquer d’occlusions, de fistules puis d’abcés. La
colectasie compliquée de perforation est une complication devenue rare mais pouvant mettre
en jeu le pronostic vital des patients. Les carences nutritionnelles (anémie, déficit
vitaminiques...) secondaires a la malabsorption sont des complications générales non
négligeables. Les MICI ont également été identifiées comme un facteur de risque de cancer
colorectal. Le risque est augmenté avec la durée d'évolution de la maladie, I'etendue de la
colite ainsi qu'en cas de complication hépato-biliaire de type cholangite sclérosante primitive
et d'antécédent familial de cancer colorectal (ECCO statement 9A, 9B, 9C) (Gillen et al.,
1994a, 1994b; Jess et al., 2004; Palli et al., 1998). En effet, des lésions dysplasiques dues a
une prolifération épithéliale peuvent siéger au niveau des sténoses et conduire au
développement d’un adénocarcinome colorectal et/ou du gréle pour les patients atteints de
MC (Faharat et al., 1999; Marteau and Jian, 2001 ; De Saussure and Bouhnik, 2007).

[11.2.1.4 Diagnhostic

Le diagnostic est posé devant un ensemble d'arguments clinico-biologiques (Fakhoury
et al., 2014) associés a la constatation de Iésions endoscopiques caractéristiques de MICI,
confirmé par un examen anatomopathologique des prélévements biopsiques réalisés au cours
d'une iléo-coloscopie. Un score d'activité cliniqgue (MC : Crohn disease activity index (CDAI)
et RCH : Lichtiger) et endoscopique (MC : CDEIS et RCH : UCEIS) est établi lors du bilan
initial de la maladie et tout au long du suivi. Les biopsies réalisées par endoscopie donnent
acces a I’étude de la muqueuse et du SNE (Neunlist et al., 2011 ; Annexe 2). Lors du bilan
initial de MICI et régulierement au cours du suivi d'une MC, il est important d'évaluer
I'atteinte de l'intestin gréle. Celle-ci se fait par une entero-IRM (examen non irradiant). Elle
peut également se faire par entero-scaner ou vidéo-capsule endoscopique aprés s'étre assuré
de l'absence de sténose du gréle. De nouvelles méthodes d’investigation plus fines telles que
I’endomicroscopie confocale sont de plus en plus utilisées pour analyser in situ I’état de

I’épithélium intestinal, le flux sanguin et la perméabilité a des substances en permettant des
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analyses quantitatives avec plus d’exactitude que 1’endoscopie « classique » (Musquer et al.,
2013, Annexe 4).
[11.2.1.5 Epidémiologie

Les MICI sont des pathologies de I’adulte jeune mais 10% des cas sont des enfants ou
des personnes agées (Cosnes et al., 2011; Langholz, 2010; Peyrin-Biroulet et al., 2010). Le
pic d’incidence de la MC est prononcé entre 20 et 29 ans alors que celui de la RCH touche
une tranche d’age plus étendue allant de 20 a 40 ans mais qui reste variable en fonction du
sexe (Lerebours et al., 2003; Molinié et al., 2004) (Figure 55). En effet, la MC semble toucher
plus fréquemment les femmes avec un ratio homme/femme de 0,8 et la RCH, les hommes

avec un ratio de 1,1.
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Figure 55: Variation de I'incidence de la MC et la RCH en fonction du sexe et de I'age
A gauche, le pic d’incidence de la MC varie de la méme fagon pour les deux sexes et se situe entre 20
et 29 ans. A droite, le pic d’incidence de la RCH se situe entre 20 et 29 ans, puis diminue pour les
femmes tandis qu’il reste élevé pour les hommes avec un nouveau pic autour de 60 ans. D’apres
Lerebours et al., 2003.

Depuis les années 1980 on assiste a une véritable explosion de publications de chiffres
d’incidence et de prévalence sur le continent européen, au Moyen Orient, dans la zone
Pacifique et en Amérique latine. Ceci traduit la reconnaissance de ces maladies dans le
Monde. Les taux les plus élevés ont été enregistrés en Amérique du Nord et dans le Nord de
I'Europe. De plus, certains pays du Pacifique tels que I'Australie et la Nouvelle-Zélande qui
partagent les mémes facteurs génétiques et environnementaux, ont également des taux
d'incidence élevés. Les pays en voie d'occidentalisation (Afrique du Nord, Chine, Inde, Corée
du Sud, Iran et Liban) voient également I'incidence des MICI augmenter ces dernieres années
(Cosnes et al., 2011; Ng et al., 2013). La repartition des MICI suit un gradient Nord-Sud en
particulier dans les pays industrialises et quelque soit le pays, la population blanche de souche
européenne et les personnes issues de milieu rural sont les catégories les plus touchées

(Figures 56 et 57).
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Figure 56: Carte de lincidence de la maladie de Crohn dans le monde.
Les incidences les plus fortes de la maladie de Crohn, de 5 a plus de 10 pour 100000 habitants, sont
observées en Amérique du Nord, Australie, Nouvelle-Zélande et en I’Europe du Nord ainsi qu’en
Espagne. L’incidence de la MC est en augmentation pour les pays en voie d’occidentalisation comme
la Chine, I’Afrique du Sud, I’Arabie Saoudite, le Brésil ou encore I’Argentine. D aprés Ng et al., 2013.

Figure 57: Carte de lincidence de la rectocolite hémorragique dans le monde.
Les incidences les plus fortes de la rectocolite-hémorragique, de 5 a plus de 10 pour 100000
habitants, sont observées en Amérique du Nord, Australie, Nouvelle-Zélande, Inde et en I’Europe du
Nord excepté en France et en Allemagne. L’incidence de la RCH est en augmentation pour les pays en
voie d’occidentalisation comme I’Afrique du Sud, le Brésil ou encore I’Argentine. D’aprés Ng et al.,
2013.

111



Etude bibliographique

Le nombre de malades en Europe est estimé a 1 million pour la MC et 1,5 million pour
la RCH dont prés de 200 000 patients en France (Chouraki et al., 2011; Flamenbaum et al.,
1997; Gunesh et al., 2008; Jacobsen et al., 2006; Latour et al., 1998; Molinie, 2004; Nerich et
al., 2006; Ott et al., 2008; Pagenault et al., 1997; Shivananda et al., 1996). Les études
épidémiologiques montrent une incidence de la MC qui varie de 0,7 a 10,7 pour 100 000
habitants et de 3,9 & 17 pour la RCH (Bjérnsson and Jéhannsson, 2000; Jacobsen et al., 2006;
Vuceli¢ et al., 1991). Leur prévalence étant respectivement de 8,3 a 214 et de 21,4 a 294
(Cosnes et al., 2011; Frangos and Frangos, 2007; Piront et al., 2002). Si I’incidence de la
RCH se stabilise voire régresse en Europe, celle de la MC présente une évolution de 23% ces
derniéres années (Faharat et al., 1999; (Gower-Rousseau et al., 2013; Lerebours et al., 2003;
Molinié et al., 2004; Ng et al., 2013; Shivananda et al., 1996). Cependant, la MC reste moins
fréquente que la RCH sauf en France, en Belgique et en Allemagne ou I’incidence moyenne
est de 6/100000 contre 4/200000 (Gunesh et al., 2008; Latour et al., 1998; Ott et al., 2008).

[11.2.1.6. Physiopathologie des MICI

Les MICI sont des pathologies multifactorielles dont 1’étiologie reste encore inconnue.
L’hypotheése physiopathologique actuellement « dominante » pour les MICI est celle d’une
prédisposition génétique a développer une sur-activation du systeme immunitaire intestinal
sous l'influence d’antigénes bactériens du microbiote intestinal entrainant les Iésions
inflammatoires (infiltration massive de leucocytes au niveau de la muqueuse intestinale)
responsables des dégats anatomiques (Baumgart and Carding, 2007; Cho, 2008; Fiocchi,
1998; Kaser et al., 2010; Macfarlane et al., 2009a; Podolsky, 2002; Sartor, 2008; Sokol et al.,
2008; Xavier and Podolsky, 2007).

Facteurs génétiques

Les taux de concordance chez des jumeaux homozygotes sont selon les études de 50%
environ pour la MC, de moins de 10% pour la RCH (Cortot et al., 2009; Kaser et al., 2010;
Orholm et al., 1991; Tysk et al., 1988) et nuls pour les jumeaux dizygotes (Bonen and Cho,
2003; Jess et al., 2005). De plus, la fréquence des formes familiales des MICI (8 a 30% des
cas de MC), ainsi que le risque élevé de développer une MICI pour les apparentés au premier
degré avec un patient (2-14% pour la MC et 7-11% pour la RCH ; Actis, 2013) illustrent

I’importance des facteurs généetiques mais aussi leur caractére non exclusif.
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Depuis les années 90, 7 loci de prédisposition pour les MICI ont été identifiés grace
aux études GWA (Genome-Wide Association Study) et nommés IBD 1 & 7 et sont soient
spécifiques de la MC ou de la RCH soient partagés par les deux pathologies (Ahmad et al.,
2004; Kaser et al., 2010). Ces études se focalisent sur 1’étude des SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) qui sont des variations de séquences d’ADN lorsqu’un seul nucléotide differe
entre les membres d’une méme espéce ou entre deux chromosomes de la méme paire. Elles
ont permis de mettre en évidence plus de 99 SNPs de susceptibilité aux MICI (Franke et al.,
2010) dont plusieurs genes essentiels aux fonctions gastro-intestinales telles que les fonctions
de barriére, la restitution épithéliale, la défense contre les pathogénes, I’immunité innée et
adaptative (Hisamatsu et al., 2013), la génération des ROS («Reactive Oxygen Species») ou
encore 1’autophagie (Weersma et al., 2008).

Le premier géne de susceptibilité de la MC a été identifié en 2001, il s’agit du géne
NOD2 pour «Nuclear-binding Oligomerization Domain containing protein 2», aussi appelé
CARD15 pour «Caspase Recrutment Domain containing protein 15» situé sur le chromosome
16912 dans le locus IBD1 (Hugot et al., 2001, 1996). Trois mutations ont été identifiees et
associées a la MC: R702W ou SNP8 multiplie le risque par 2, p.G908R ou SNP12 multiplie le
risque par 3 et I’insertion p.L1007 ou SNP13 qui multiplie le risque par 4 (Economou et al.,
2004). Une mutation de ce gene est retrouvée chez 50% des patients atteints de la maladie de
Crohn (Hampe et al., 2001, 2002), 15% des patients a 1’état homozygote, 10-30% pour 1’état
hétérozygote, 8-15% des sujets sains et n’est pas retrouvé chez les patients atteints de RCH.
De plus, les variants du gene NOD2 semblent associés, aux formes de MC touchant I’intestin
gréle, a la survenue de la maladie a un jeune age et a la tendance a développer des sténoses
(Ahmad et al., 2004; Economou and Pappas, 2008; Hugot and Cho, 2002; Lesage et al.,
2002). Cependant, ces variants NOD2 ne semblent pas impliqués dans 1’étiologie de la
maladie de Crohn dans tous les pays et surtout pas dans les pays asiatiques (Arnott et al.,
2004; Bonen and Cho, 2003; Cavanaugh, 2006; Kugathasan et al., 2005). Le risque relatif de
développer une maladie de Crohn est de 3 chez les sujets porteurs homozygotes et de plus de
30 pour les individus hétérozygotes. Ce géne NOD2 code un récepteur intracellulaire
impliqué dans la reconnaissance de peptidoglycanes bactériens non reconnus par les TLRs
(Girardin et al., 2003). 1l est exprime par les cellules dendritiques (Gutierrez et al., 2002), les
macrophages et également par les entérocytes, en particulier les cellules de Paneth.
L’inactivation de NOD?2 entrainerait des défauts de sécrétion de défensines et donc une perte
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de protection non immune contre les pathogenes luminaux. Malgré une expression de NOD2
augmentée dans les macrophages et les cellules de Paneth au cours de la MC (Ogura et al.,
2003), la perte de fonction au sein des macrophages induirait une infection bactérienne
persistante et donc un recrutement excessif des lymphocytes T. Enfin, un polymorphisme
NOD2 est aussi observé dans des pathologies auto-immunes comme le syndrome de Blau

confirmant son role dans des pathologies inflammatoires (Henckaerts and Vermeire, 2007).

De nombreux autres genes liés a la réponse immunitaire ont été associés aux MICI :
ATG16L1 (Autophagy 16 Like 1) sur le chromosome 2, IRGM (Immunity Related GTPase
M) sur le chromosome 5 et ITLN1 (Intelectine Lactoferrine Receptor) sont spécifiques de la
MC (Duerr et al., 2006). En revanche, des mutations liées a I’TL-10 (Glocker et al., 2010;
Kotlarz et al., 2012) et son récepteur, IL-10R (Glocker et al., 2010) ou encore I’ARPC2
(Actin-related Protein 2) semblent spécifiques de la RCH. CARD9 (Gross et al., 2006;
Zhernakova et al., 2008), IL23R (différenciation LTh17), IL27 ou encore TLR4 sont aussi
associés aux MICI (Barrett et al., 2008; Duerr et al., 2006). Par exemple, des souris KO pour
le TLR4 et stimulées chimiquement au DSS (Dextran Sodium Sulfate) développent plus
facilement des colites (Fukata et al., 2005, 2007) et des mutations TLR4 diminuent la
sensibilité de souris au LPS ce qui les prédispose a des infections par des bactéries a Gram
négatif (Qureshi et al., 1999). Il existe également un lien entre HLA et MICI avec le loci
IBD3 notamment 1’all¢le rare DRB1 codant une sous-unité betal du CHMII, prédispose a une
RCH (Turkcapar et al., 2006). Les résultats des études GWA ont permis de découvrir de

nombreux génes de susceptibilité assosiés aux MICI qui sont résumés dans la figure 58.
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Figure 58 : Modele de pathogenése des MICI basé sur les études GWA.

L’homéostasie de la barriere épithéliale intestinale est contrdlée par [’action coordonnée des cellules
épithéliales et des cellules de I'immunité innée et adaptative. La barriere devenue perméable permet
le passage de microbes détecté par le systeme immunitaire inné qui met en place une réponse
inflammacroire et réparatrice appropriée d’une part et par la libération de médiateurs extracellulaires
qui recrutent d’autres cellules notamment celles de 'immunité adaptative. Les variants génétiques, le
microbiote et les facteurs immunitaires affectent I’équilibre de ces signaux. Les génes impliqués dans
ces fonctions avec des SNPs (single nucleotide polymorphisms) associés aux MICI ont été classés
selon leurs fonctions. Le texte indique si les genes sont liés a des loci de risque associés a la MC (en
noir), a la RCH (en bleu) et aux deux pathologies (en rouge). Les astérisques correspondent aux
mutations codantes, les cis-expression quantitative trait loci (cis-eQTL) sont soulignées. G : goblet
cell; P : Paneth cell. D’apres Khor et al., 2011.

Si aucune indication a rechercher la présence de ces variants n’est réalisée en pratique

clinique, I’identification de biomarqueurs prédictifs ou de diagnostic ouvre des perspectives

cliniques intéressantes (Kaser et al., 2010; Tsianos et al., 2011).
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Facteurs environnementaux

-le tabagisme

Le r6le du tabac dans la survenue d’une MICI est bien établi (Ananthakrishnan,
2013a) mais les effets sont opposés entre la MC et la RCH. Le tabac apparait comme un
facteur protecteur pour la RCH en réduisant son risque de 40% (Calkins, 1989; Cosnes, 2004)
et en induisant une maladie moins sévere et moins étendue. Les ex-fumeurs ont 70% de risque
de développer une RCH par rapport aux non-fumeurs en particulier dans les deux années
suivant le sevrage (Mahid et al., 2006; Motley et al., 1988). L’arrét du tabac est également
aggravant et sa reprise bénéfique sans étre reproduite par 1’usage de patchs de nicotine
(Beaugerie et al., 2001; Cosnes et al., 2001; Nikfar et al., 2010). Concernant la MC, le tabac
est un facteur favorisant (risque multiplié par deux) : il augmente la fréquence des poussées,
les complications, la précocité des traitements lourds comme la chirurgie et aussi le risque de
récidive surtout chez la femme (Bernstein, 2010; Cosnes, 2004) (Figure 59). Le sevrage
tabagique fait donc partie intégrante du traitement de la MC en s’avérant bénéfique dés la 1%
année (Cortot et al., 2009; Cosnes et al., 2001; Lakatos et al., 2007). Quant au tabagisme
passif, il n’influence pas le risque de développer une MICI (Baron et al., 2005). Si le
mécanisme d’action du tabac reste non élucidé, des études ont montré qu’il modifie la
perméabilité de la BEI, la production de cytokines, les taux de métabolites de I’acide
arachidonique, la réponse immunitaire, le tonus des muscles lisses et la contractilité, la
vascularisation et la motilité intestinale (Lakatos et al., 2007). Ces effets seraient imputables a
la nicotine et au monoxyde de carbone, ce dernier induisant un déséquilibre entre les radicaux
oxygeénés libres et les anti-oxydants concourant aux lésions épithéliale et endothéliale. Pour
les patients atteints de RCH, 1’effet bénéfique serait 1ié a ’augmentation de la synthése de
mucines due a la nicotine (Birrenbach and Bocker, 2004; Lakatos et al., 2007).
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Figure 59: Comparaison du risque de rechute de la maladie de Crohn chez 3 groupes de patients:
fumeurs, non-fumeurs, et ex-fumeurs.
Ce graphique représente la probabilité de rechute de la MC chez 3 groupes de patients : quitters (ex-
fumeurs), continuing smokers (fumeurs) et non-smokers (non-fumeurs). Les chiffres sur les courbes
indiquent la probabilité en pourcentage a 18 et 36 mois aprés l'inclusion dans [’étude. La valeur p
montre une différence significative entre le risque de rechute pour les fumeurs et les ex-fumeurs d’ou

l'intérét d’inclure le sevrage tabagique dans la prise en charge de la MC. D’ aprés Cosnes et al.,
2004.

-I’appendicectomie
L’appendicectomie réduit le risque de survenue de RCH dans la plupart des études
publiées et de facon indépendante du tabagisme. Une méta-analyse incluant 13 études
représentant un effectif de 2770 patients atteints de RCH et de 3352 sujets cas-controles
conclut a une réduction d’environ 70 % du risque de survenue de RCH en cas
d’appendicectomie (Koutroubakis and Vlachonikolis, 2000). L’effet protecteur de
I’appendicectomie est d’autant plus important que celle-ci est réalisée avant 1’age de 20 ans et
pour une appendicite aigué ou une lymphadénite mésentérique et non de facon erronée
(Andersson et al., 2001). Ceci suggére que c’est la condition inflammatoire qui conduit a
I’appendicectomie, plutot que 1’appendicectomie elle-méme, qui est inversement corrélée au
risque de développer ultérieurement une RCH. L’appendicectomie ralentirait I’évolution
d’une RCH installée (Cosnes et al., 2002). Cet effet protecteur pourrait passer par la
modification du systéme immunitaire de la muqueuse intestinale (Koutroubakis et al., 2002).
Cet acte chirurgical pourrait en revanche augmenter la MC mais cet effet est discuté. En effet
en cas de maladie de Crohn, les patients ayant une atteinte ileo-caecale ont plus souvent une
appendicectomie dans les mois ou les anneées précédant le diagnostic, suggérant que
I’indication chirurgicale est portée pour une maladie de Crohn ignorée. Dans la plupart des
séries, 1’appendicectomie n’a pas de role protecteur contre la maladie de Crohn. Deux théories
ont été avancées pour expliquer le role protecteur de 1’appendicectomie contre la RCH.
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L’appendice en tant que réservoir de bactéries pourrait contenir un antigéne ou un agent
bactérien responsable de la RCH, disparaissant avec 1’appendicectomie. L’appendice posseéde
un tissu lymphoide abondant et pourrait étre un site d’activation des lymphocytes B : ceci
pourrait générer une réponse dirigée contre certaines bactéries de la flore normale et de fagon
croisée contre 1’épithélium colique. D’autres auteurs ont suggéré que c’est la production de
cytokines dans I’appendice qui serait a I’origine de modifications immunologiques le long du
colon. Ainsi, I’appendicectomie modifierait la réponse immunitaire ce qui protégerait contre

le développement ultérieur de la RCH.

Le tabac et I’appendicectomie sont les deux facteurs environnementaux ayant la plus
grande incidence sur la physiopathologie des MICI, les autres facteurs ayant un moindre
impact.

-le mode de vie (Powell et al., 2000)
Les pays occidentaux ont I’incidence la plus élevée de MICI malgré un bon état

sanitaire (eau potable, propreté et médication). Ceci s’expliquerait par une exposition limitée
a des infections dans I’enfance entrainant un manque de maturation du systéme immunitaire
qui conduirait a 1’age adulte, a une réponse immunitaire aberrante & certains antigénes
(Baumgart and Carding, 2007; Kabeerdoss et al., 2011; Ponder and Long, 2013). Ainsi, des
germes comme Mycobacterium paratuberculosis sont retrouvés dans les tissus de patients
ayant une MC, et Listeria monocytogenes dans les tissus intestinaux de 75% des patients
atteints de MC et 13% pour les patients atteints de RCH (Baumgart and Carding, 2007; Cortot
et al.,, 2009; Faharat et al., 1999). D’autres bactéries comme Chlamydia pneumoniae,
Clostridium difficile, Shigella flexneri (Radhakrishnan et al., 2007), Helicobacter pylori
(Hansen et al., 2011) ou des souches d’Escherichia coli entéroinvasives adhérentes (Baumgart
et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martin et al., 2004) semblent également
impliquées dans la pathogenese des MICI. Les patients atteints de MICI ont une incidence
plus élevée d’infections périnatales et infantiles, impliquant une exposition excessive aux
antibiotiques dans I’enfance (Shaw et al., 2011; Virta et al., 2012) qui en modifiant la flore
intestinale, multiplierait par plus de trois le risque de développer une MC. L’hypothése d’un
réle du virus de la rougeole (Ekbom et al., 1994, 1996) ou de son vaccin (Morris et al., 2000)

est aujourd’hui infirmée.
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-I’allothérapie

La prise d’antibiotiques, de contraceptifs oraux, de traitements hormonaux, d’anti-
inflammatoires non stéroidiens est également un facteur de risque relatif de MICI. Les
infections bactériennes dans la petite enfance, plus précisément 1’utilisation d’antibiotiques, a
I’origine de probables modifications du microbiote intestinal, sont associées a une
augmentation du risque d’apparition de MC pendant I’enfance, mais pas de RCH. Certaines
études suggerent que la contraception orale est un facteur favorisant I’apparition des MICI en
multipliant le risque par 1,4 (Cornish et al., 2008), leur aggravation (Ponder and Long, 2013)
et en augmentant le risque de rechute. Ceci concerne les traitements a base d’oestrogeénes car
ils stimuleraient I’'immunité, et donc la prolifération des macrophages qui provoqueraient des
Iésions thrombotiques gastro-intestinales, contrairement aux oestro-progestatifs qui n’auraient
pas d’influence (Cornish et al., 2008; Cosnes et al., 1999). Différentes études, notamment cas-
témoins, ont suggeéeré que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et plus rarement
I’aspirine pouvaient révéler une MICI ou en déclencher des poussées. La fréquence de cet
effet, dont I’estimation est rendue difficile par les effets digestifs propres des AINS, n’est pas
connue préecisément et les études récentes montrent que le risque, s’il existe, est trés faible.
Les informations sur les AINS anti-COX-2 sont également divergentes, mais un traitement de
courte durée (moins de 2 semaines) semble dépourvu d’inconvénient. Il en est de méme pour
I’aspirine prescrite a faible dose. L’effet délétére des AINS s’expliquerait par leur action
inhibitrice sur la synthése des prostaglandines ainsi que le blocage des cyclo-oxygénases
concourant a l’induction de dommages de la muqueuse intestinale et augmentant la
perméabilité intestinale (Ananthakrishnan, 2013b; Miner, 1997; Ponder and Long, 2013).

-I’alimentation

La modification des habitudes alimentaires pourrait expliquer 1’augmentation du
risque de développer une MICI, les antigénes présents dans 1’alimentation étant en contact
direct avec la muqueuse intestinale influencent la composition du microbiote (Wild et al.,
2007). Le régime occidental riche en graisses polyinsaturées, en protéines animales, en sucres
raffinés favoriserait la survenue de MICI (Ekbom and Montgomery, 2004; Jantchou et al.,
2010; Russel et al., 1998). Il existe notamment une corrélation entre 1’augmentation de la
consommation de saccharose (2 fois supérieure) et I’apparition d’'une MC (Riordan et al.,
1998). La consommation de fruits et Iégumes réduirait le risque de RCH et un régime riche en

fibres limitant I’adhérence des bactéries pathogenes, atténuerait le risque de MC. Le curcumin
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réduirait les colites dans un modéle de RCH, en raison de son effet anti-inflammatoire par
I’inhibition de NFkB (Ali et al., 2012; Arafa et al., 2009; Deguchi et al., 2007; Hanai and
Sugimoto, 2009; Richman and Rhodes, 2013). La consommation d’eau du robinet est selon
les études, protecteur (Baron et al., 2005) ou facteur de risque (Aamodt et al., 2008). Enfin, de
nombreuses études se sont intéressées a I’impact de 1’allaitement sur la survenue des MICI
montrant soit un effet protecteur s’il est supérieur a trois mois car favorisant 1’évolution de la
flore du nourrisson, soit délétere en transmettant des polluants et des agents infectieux
(Barclay et al., 2009; Baron et al., 2005; Baumgart and Carding, 2007; Hansen et al., 2011;
Klement et al., 2004; Louis and Marteau, 2010 ; Ponder and Long, 2013).

-la pollution

Des études ont montré un paralléle entre industrialisation et incidence des MICI mais
sans lien évident avec la pollution atmosphérique. Cependant, le dioxyde d’azote augmente le
risque de développer une MC et le dioxyde de soufre augmente celui d’une RCH (Kaplan et
al., 2010). L’aluminium connu pour étre impliqué dans une pathologie granulomateuse
digestive des équidés serait un candidat pour la prédisposition aux MICI (Louis and Marteau,
2010).

-le stress et les facteurs psychologiques:

La difficulté a évaluer I’impact du stress rend les résultats des études hétérogenes. Tandis
qu’une étude récente n’a pas montré d’influence significative du stress (Lerebours et al.,
2007), une autre étude a trouvé un réle significatif de la dépression et du stress (Maunder and
Levenstein, 2008). Un lien existe également entre des évenements stressants et des rechutes
chez les patients atteints de MICI (Ananthakrishnan et al., 2013; Louis and Marteau, 2010), le
stress entrainant un possible relargage de neuropeptides capables de modifier la perméabilité

intestinale.

Facteurs immunitaires : un déséquilibre de la flore intestinale

La flore intestinale ou microbiote est constituée de 10™* microorganismes (bactéries,
levures, champignons) (Seksik, 2010; Seksik et al., 2010) majoritairement anaérobie dont les
deux grands groupes sont Bacteroides et Firmicutes et une population moindre aérobie,
entérobacteéries et lactobacilles (Backhed et al., 2005) (Figure 60).

120



Etude bibliographique

Stomach 0 - 10? ‘
Lactobacillus
Candida
Streptococcus
Helicobacter pylori .
Peptostreptococcus | 7
— y |
A .EH-COION 10". 102
1/ ‘|| Clostridium groups IV and XtV
. | )| Bifidobactenum
Duodenum 102 - " || Y| Enterobacteniaceae
Streptococcus I
Lactobacilius v |}
' . (I TTJejunum 107 '
v /] /| Streptococcus
v/ Lactobacillus
Distal ileum 107-10° 1
Clostridium !4 ¥ S ' Proximal lieum 10° |
Streptococcus A= Streptococcus
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebactena

Figure 60 : Composition et concentration des especes microbiennes dominantes dans la
lumiere intestinale des diverse régions du tube digestif. D apreés Sartor,2008

Le microbiote, étant a la fois un facteur environnemental et un facteur immunitaire,
semble jouer un r6le clé dans la physiopathologie des MICI. En effet, les traitements
antibiotiques améliorent 1’état des patients (Wang et al., 2012), les modeles murins axéniques
ne développent pas de colite (Kim et al., 2005; Sartor, 2009) et la déplétion du microbiote
intestinal dans des modeles animaux réduit voire supprime I’inflammation. L’existence d’un
microbiote «colitogénique» est suggéré par le développement de colite chez une souris
sauvage a laquelle on a transféré le microbiote d’une souris mutée qui présente une colite. Des
études ont montré une réaction immunitaire de la muqueuse intestinale vis-a-vis des bactéries
commensales et non d’un agent exogéne. Une dyshiose est observée au cours de la MC : ce
déséquilibre entre des bactéries déléteres et des bactéries bénéfiques sous I’influence de
facteurs génétiques et environnementaux (Cho, 2008; Macfarlane et al., 2009b; Rioux et al.,
2007) pourrait méme étre prédictif de rechute de MC (Sokol et al., 2008). En effet apres
I’arrét de traitements immunomodulateurs tels que les anti-TNFa, des taux bas de bactéries
protectrices sont constatées dans les selles des patients (Clostridium coccoides, Bacteroides,
Firmicutes comme F. Prausnitzii productrice de butyrate, Lachnospiraceae) (Louis et al.,

2009; Louis, 2012). Le microbiote des patients atteints de MC montre une modification du
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rapport Firmicutes/Bacteroidetes, avec un rapport qui s’échelonne de 1/1 a 3/1 au lieu de 10/1
chez le sujet sain. Les selles des patients atteints de MC présentent également une réduction
non seulement quantitative de bactéries mais également qualitative, avec moins de bactéries
anti-inflammatoires comme Bifidobacteria ou Lactobacilli (Giaffer et al., 1991; Seksik, 2003)
et un exces de bactéries pathogénes comme Escherichia Coli adhérente et invasive (AIEC)
qui produit des cytokines pro-inflammatoires (Boudeau et al., 1999; Darfeuille-Michaud et
al., 1998, 2004; Glasser et al., 2001; Martinez-Medina et al., 2009). Le profil des peptides
anti-microbiens est modifié au cours des MICI) (Bevins and Salzman, 2011; Ho et al., 2013).
Ainsi, des auto-anticorps dirigés contre des composants microbiens sont retrouvés dans le
sang des malades atteints de MC (anti-Omp contre la membrane d’Escherichia Coli, anti-12
contre Pseudomonas Aeruginosa, ASCA contre Saccharomyces cerevisiae) ou encore BPI
(van Schaik et al., 2013; Schinke et al., 2004; Solberg et al., 2009).

De plus, de nombreuses mutations génétiques (NOD2, TLRs) touchent des genes
impliqués dans la réponse immunitaire acquise ou innée (Cario, 2010; Duerr et al., 2006;
Economou et al., 2004; Rioux et al., 2007; Wehkamp and Stange, 2006). Des variants NOD2
sont corrélés a une diminution des alpha-défensines 5 et 6 dans la MC (Bevins and Salzman,
2011; Wehkamp et al., 2005) et les TLRs en particulier le TLR4, récepteur au LPS est
surexprimé au cours des MICI (Cario et al., 2000). Le LPS induit une réponse immunitaire
exacerbée chez les patients atteints de MICI et son taux est retrouvé augmenté dans le sang

des patients (Caradonna et al., 2000).

Tous ces facteurs qu’ils soient liés a I’évolution du mode de vie ou aux facteurs

génétiques contribuent a la survenue des MICI (Figure 61).
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Figure 61: Les facteurs génétiques, environnementaux et le microbiote sont impliqués dans la
pathogenese des MICI. D’ apres Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011.

[11.2.1.7. Stratégie thérapeutique des MICI

Les MICI sont des maladies chroniques invalidantes dont les traitements reposent sur
le contrble des poussées, le soulagement de la douleur, la prévention des récidives (Colombel,
2010) ainsi que la gestion des complications (carences, nutrition...). Le choix du traitement
est fonction de 1’étendue des 1ésions, de la durée d’évolution de la maladie, des éventuelles
manifestations extra-digestives, des traitements antérieurs utilises et des antécédents

personnels des patients avec toujours pour objectif d’éviter la chirurgie.

Traitement médical

-les dérivés salicylés
Les dérivés salicylés sont les plus anciens des médicaments topiques utilisés dans les
MICI. La sulfapyridine (Salazopirine) est le premier médicament de cette famille (1942) qui a

connu depuis, de nombreux dérivés. Le principe actif de tous ces produits est I’acide 5-
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aminosalicylique, ou 5-ASA (mésalazine). Le mode d’action précis du 5-ASA reste encore
imparfaitement connu. Le 5-ASA est trés rapidement absorbé dans le gréle et 1’iléon terminal
et rapidement N-acétylé dans le gréle et le foie en dérivé inactif N-acétyl-5ASA. La fraction
métabolisée par le gréle est en partie régurgitée et excrétée dans les selles, et la fraction
hépatique éliminée par voie rénale. L’effet thérapeutique des 5-ASA est donc dépendant d’un
effet topique sur le colon (ce qui explique en partie la différence d’efficacité des 5S-ASA dans
la RCH et la MC). La concentration intraluminale de 5-ASA dans le c6lon est 10 a 100 fois
plus grande que la concentration muqueuse. Le 5-ASA agit sur la muqueuse et non pas apres
absorption. Il agit en réduisant la synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, TNFa) en
se liant 2 PPARYy ; il inhibe les médiateurs des lipoxygénases et cycloxygénases et est anti-
oxydant (lacucci et al., 2010). La place des dérivés du 5-ASA dans le traitement des MICI est
de plus en plus évidente. Ces produits sont devenus le traitement essentiel des formes

mineures et modérées de RCH aisni que du maintien en rémission des formes quiescentes.

-les corticoides

Les corticoides sont le traitement de référence des poussées d’intensité moyenne a
sévere. En cas de poussée sévére un traitement systémique d'attaque est débuté jusqu'a
I'obtention d'une rémission clinique. Afin de limiter les nombreux effets secondaires des
corticoides classiques, une recherche s’est développée pour mettre au point un corticoide
administrable par voie orale, mais ayant des effets systémiques limités (budésonide). Le
budésonide est un corticoide de synthése ayant une forte affinité pour les récepteurs aux
gluco-corticoides (195 fois celui de I’hydrocortisone) et un trés fort taux d’extraction
hépatique. Il exerce donc une action topique au niveau de !’intestin, mais avec des effets
systémiques moindres. Il est donc utilisé dans les formes iléo-caecales de MC. Il existe des
lavements a la bethaméthasone pour les formes distales de RCH. La liaison a leur récepteur
(récepteur aux glucocorticoides, GR) induit I’activation et la translocation nucléaire de ce
dernier qui agit comme un facteur de transcription. Les corticoides inhibent la production de
cytokines pro-inflammatoires et de phospholipase A;. Ils modulent I’inflammation en
favorisant les cellules immunitaires régulatrices, la migration leucocytaire, la phagocytose
(Dejean and Richard, 2013).
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-les immunosuppresseurs

Les immunosuppresseurs occupent aujourd’hui une place importante dans le
traitement des MICI. On estime a prés de 50% le pourcentage de patients traités par ces
agents. L’azathioprine ou son métabolite la 6-mercaptopurine sont indiqués en traitement de
fond pour prévenir les rechutes de la MC, ou pour les formes cortico-dépendantes, cortico-
résistantes et les lésions ano-périnéales. Ces analogues des purines induisent une cytotoxicité,
inhibent la prolifération des lymphocytes, réduisent la synthése d’anticorps, 1’activité des
cellules NK et la synthese de TNFa et d’IL-2. En cas d’intolérance a I’azathioprine ou
d’échec de ce traitement, le méthotrexate peut étre prescrit. Cet anti-métabolite bloque la
production des bases puriques et pyrimidiques et réduit la prolifération des cellules
immunitaires. Concernant la ciclosporine, son efficacité a été montrée pour les poussees

séveres et/ou corticorésistantes de RCH.

-les biothérapies

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire jouant un réle clé dans la pathogénie de
la MC qui est caractérisée par un phénotype Thl.Sa production accrue au cours des MICI
rend les anticorps anti-TNFa intéressants en thérapeutique. A ce jour, seuls I’infliximab
(anticorps monoclonal chimérique humain/murin) et 1’adalimumab (anticorps monoclonal
humain recombinant) ont une A.M.M. en France a la fois dans la MC et la RCH. Le
golimumab commercialisé depuis le printemps 2014 a obtenu récemment une A.M.M. pour la
RCH. Le certolizumab pegol n’a pas d’A.M.M. en France dans les MICI. Il a été montré que
ces biothérapies diminuent le recours a la chirurgie, réduisent le nombre d’hospitalisations,
permettent un sevrage des corticoides et une cicatrisation muqueuse endoscopique, et
améliorent la qualité de vie des malades, en plus d’entrainer une mise en rémission de la
maladie qui persiste chez environ un tiers des malades apres un an de traitement. lls sont
indiqués dans la MC luminale et fistulisante et en cas de localisation ano-périnéale. lls sont
également indiqués pour les RCH actives modérées a séveres chez les patients qui n’ont pas
répondu de maniére adéquate a un traitement conventionnel comprenant les corticoides et
I’azathioprine ou la 6-mercaptopurine, ou chez lesquels ce traitement est contre-indique.
Concernant les effets indésirables, Globalement, il faut retenir qu’il existe une légere
augmentation du risque d’infections séveres (incluant la réactivation d'une tuberculose

latente) mais pas de cancers sous anti-TNF seul au cours des MICI.
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-autres

Les antibiotiques (métronidazole) peuvent étre efficaces pour les poussées d’intensité
légéres & modérées. De nouveaux traitements sont également en cours d’expérimentation
comme la thalidomide, les inhibiteurs de molécule d’adhésion ou de facteurs de croissance,
les anti-cytokines. Des traitements symptomatiques de type anti-spasmodiques et anti-
diarrhéique font partie de la prise en charge globale des MICI (Larrieu, 2012), tout comme le
traitement des manifestations extra-digestives et des complications nutritionnelles.

La microencapsulation artificiclle, a base d’alginate-polylysine-alginate (APA), de
substances diverses comme le thalidomide diminuent le degré d’inflammation et le taux de
cytokines pro-inflammatoires dans un modeéle murin de colite DSS en limitant ses effets
secondaires et pourrait étre une piste thérapeutique pour les MICI (Fakhoury et al., 2014;
Metz et al., 2006).

Ces traitements médicamenteux s'utilisent de plus en plus en combothérapie afin
d'augmenter [I'efficacité sur la symptomatologie clinique et endoscopique puisque la

cicatrisation muqueuse est désormais I'objectif thérapeutique a atteindre.

Traitement chirurgical

Le caractére chronique et récidivant de la MC fait que, malgré 1’amélioration des
traitements médicaux, au moins les % des patients auront recours un jour a la chirurgie.
L'utilisation plus large des traitements immunosuppresseurs et l'apparition de nouvelles
drogues telles que les anti-TNF ont quelque peu modifié les indications de la chirurgie, au
moins sa survenue dans I’histoire de la maladie. Le risque du recours a la chirurgie est
dépendant de la localisation de la maladie. Les patients ayant une atteinte de 1’intestin gréle
ou de I’iléon terminal ont un risque relatif de 3,2 comparé a ceux qui ont une localisation
colorectale. Quelle que soit I’indication de la chirurgie dans la MC, celle-ci ne se congoit
qu’en association avec le traitement médical. En dehors d’une urgence révélant la maladie, la
chirurgie est toujours précédée d’un traitement médical, et le traitement postopératoire a pour
but de diminuer le risque de récidive post-opératoire. La principale indication de la chirurgie
dans la MC est I'échec du traitement médical, soit du fait de son inefficacité, soit par crainte
de ses effets secondaires. Les interventions chirurgicales sont la colectomie subtotale ou totale
(ablation du célon voire du rectum) avec ileostomie (raccord du gréle a la peau) avec une
remise en continuité dans les trois a six mois suivants (Faharat et al., 1999). L’anastomose
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iléo-anale (raccord du gréle a I’anus en recréant un réservoir distal) ou iléo-rectale (raccord du
gréle au rectum) constitue le traitement de référence de la RCH. Plus de 75% des patients
atteints de MC subiront au moins une chirurgie, il s’agit le plus souvent d’une résection iléo-
colique ou d’une résection du gréle en raccordant les parties saines (Maggiori and Panis,
2012; Regimbeau et al., 2001).

Mesures hygiéno-diététiques

La prise en charge des patients s’accompagne souvent de modifications des régles de
vie. Le sevrage tabagique fait partie intégrante du traitement des patients atteints de MC.
L’activité physique est recommandée et le suivi psychologique peut-étre conseillé. En ce qui
concerne 1’alimentation, aucune restriction alimentaire n’est recommandée en raison des
carences dues aux phénomeénes de malabsorption. Seule une consommation moindre en
graisses, en lait et en fibres, en particulier en période de crise et pour les patients présentant
des sténoses, est conseillée (Larrieu, 2012). En cas de poussées aiglies, de complications
séveres ou de dénutrition importante, une nutrition de type entérale ou parentérale peut étre

réalisée.

Aucun aliment thérapeutique n’a démontré son efficacité contrairement a 1’utilisation
de probiotiques et prébiotiques. Les probiotiques sont des micro-organismes vivants présents
dans notre alimentation ou apportés par des compléments alimentaires telles que les souches
microbiennes Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
et Saccharomyces boulardii. Des études ont démontré leur efficacité dans le maintien de la
rémission de la RCH ou encore en traitement post-chirurgical (Fujimori et al., 2009; Groeger
et al., 2013; Ishikawa et al., 2011; Matthes et al., 2010; Oliva et al., 2012). Les prébiotiques
sont des sucres non métabolisés par nos protéases intestinales mais digérés par les enzymes
bactériennes dont elles stimulent la croissance. Par exemple, des études ont montré que
I’ingestion de fructo-oligosaccharide induisait une réduction de ’activité des MICI (Marteau
et al., 2004; Scaldaferri et al., 2013). La co-administration symbiotique de probiotiques et de

prébiotiques peut également étre réalisée (Ducluzeau, 2002).

127



Etude bibliographique

l11.2.2 Les médiateurs cellulaires de l'inflammation en condition
pathologique
L’inflammation oservée au cours des MICI, est caractérisée par une dérégulation du
systéme immunitaire avec 1’activation des réponses immunitaires innée et acquise, ainsi
qu’une perte de tolérance vis-a-vis du microbiote (Sartor, 2004). Ces pathologies sont
caractérisees par le relargage d’un grand nombre de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires (Raddatz et al., 2005; Schreiber et al., 1999; Woywodt et al., 1999) au sein de
la muqueuse intestinale (Danese et Gasbarrini, 2005) et une augmentation du nombre de
lymphocytes T (Sartor, 2006) dont 1’extravasation est accrue (Baumgart and Carding, 2007;
Kaser et al., 2010; Thomas and Baumgart, 2012). De plus, il est maintenant établi que la RCH
présente un profil lymphocytaire Th2 et que la MC présente un profil lymphocytaire de type
Th1 (Michetti, 2000)

111.2.2.1. Réactions immunitaires

Les MICI sont caractérisées par une perte de tolérance immunitaire. Ainsi, au cours de
la MC, I"augmentation d’expression de CD14, CD16, HLA-DR rt et CD11b, c dans la
muqueuse inflammeée, indique un recrutement cellulaire massif (Rogler et al., 1997, 1998a).
De plus, les macrophages surexpriment des molécules de co-stimulation, ce qui perpétue la
réponse immunitaire (Rogler et al., 1999) en augmentant 1’activation de la voie NF«B dans la
muqueuse (Rogler et al., 1998b) et ’augmentation des TLR-2 et -4. D’autres études ont mis
en évidence I’induction d’une activité oxidative des macrophages et I’induction de la NADPH
oxydase (Hausmann et al., 2002) ainsi que la présence de taux élevés d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ROS) et de NO dans les tissus de patients atteints de MICI (Simmonds et al.,

1992) ce qui participe aux lésions tissulaires.
La réponse immunitaire excessive et inappropriée décrite au cours des MICI, est

accompagnée de deux autres événements majeurs concourant a la physiopathologie, une

altération de la BEI et une altération du SNE.
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[11.2.2.2 Atteintes de la barriére épithéliale au cours de
'inflammation intestinale

Les CEl impliquées dans la dysrégulation immunitaire

La reconnaissance des antigénes luminaux et les processus inflammatoires

caractéristiques des MICI débutent au niveau de la barriére épithéliale intestinale.

Les CEI posseédent a leur surface de nombreux médiateurs a I’interface de 1’hote-
microbiote (Goto and Ivanov, 2013; Goto and Kiyono, 2012) dont I’expression est modifiée
au cours de I’inflammation. Des défauts d’interactions des CEI avec les cellules dendritiques
sont alors observées (Strisciuglio et al., 2013). Une expression abérrante des molécules de co-
stimulation a la surface des CEIl induit une rupture de I’homéostasie immunologique
(Nakazawa et al., 2004). De plus, les CEI sécrétent du LBP (LPS binding protein) en réponse
a I’inflammation, qui a faible concentration est présenté au TLR4 et a forte concentration,
neutralise le LPS et prévient la réponse inflammatoire exacerbée. Le LBP est considéré
comme un nouvel agent thérapeutique pour promouvoir la réparation lors d’une entérocolite
nécrosante (Richter et al., 2012). La fixation du LPS sur le TLR4 des CEI induit I’expression
de COX2 via ERK qui nécessite la transactivation de I’EGFR. Cette voie favorise la
réparation épithéliale en stimulant la survie, la prolifération et la migration des CEIl (McElroy
et al., 2012). L’altération de la glycosylation mucosale augmente le recrutement des bactéries
(Ryder et al., 1995) en particulier, I’augmentation de la glycoprotéine CEACAMG6 associée a
la MC, qui constitue un ligand important pour E. coli (Barnich and Darfeuille-Michaud, 2010;
Barnich et al., 2007).

Au cours des MICI, une dérégulation de la voie Notch est observée. Il s’agit d’une
déplétion des cellules calciformes au cours de la RCH et d’une dérégulation de la
différenciation des cellules sécrétrices pour la MC (Gersemann et al., 2009; Zheng et al.,
2011). De plus, des souris traitées avec des inhibiteurs des y-secrétases donc présentant une
inhibition de Notch, développent des colites (Okamoto et al., 2009). Un défaut des cellules de
Paneth induisant une réduction de sécrétion de defensines comme HD-5 et HD-6 est
constastée au cours de la MC (J&ger et al., 2013; Simms et al., 2008). Les B-défensines hBD-
1, hBD-2 et hBD-3 sont surexprimées dans la RCH et diminuées dans la MC (Aldhous et al.,

2009; Wehkamp et al., 2002, 2003).
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Un défaut d’autophagie est également constaté au cours des MICI. Cette dysfonction
est liée a une modification phénotypique des cellules de Paneth car de nombreux genes de
susceptibilité des MICI et en particulier de la MC, gouvernent les fonctions de ces cellules,
notamment ATG16L1 et IRGM dont I’expression des protéinesest réduite (Scharl and Rogler,
2012). Les mutations ATGI6L1 induisent un défaut d’exocytose des granules et une
altération de la morphologie des cellules de Paneth, ce qui conduit a une survie prolongée des
bactéries invasives qui ont un taux de réplication élevée (Cooney et al., 2010; Spalinger et al.,
2014; Travassos et al., 2010) induisant une secrétion incontrolée de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa, 1’ IL-6 et I’ IL-1p (Lapaquette et al., 2012; Plantinga et al.,
2011). Des mutations NOD2 induisent une réduction des a-défensines, des mutations XBP-1
modifient la morphologie des cellules de Paneth et réduisent leur activité anti-microbienne.
De plus d’autres variants des génes PTNP2, TLR9, KCNN4, TCF4 et LRP6 réduisent les
activités anti-microbienne et bactéricide (Figure 62) (Bevins and Salzman, 2011; Jager et al.,
2013; Klag et al., 2013).
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Figure 62:Variations génétiques retrouvées dans la maladie de Crohn et qui modifient les fonctions
des cellules de Paneth. D apres Jéger et al 2013 et Klag et al., 2013.
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Enfin, un autre géne de susceptibilité, LRKK2 est impliqué dans la pathogenése des
MICI. En effet, des souris invalidées pour LRKK2 sont plus susceptibles au développement
de colite par le DSS car NFAT1 est inhibé et la production de cytokines pro-inflammatoires
augmenteée. Les cellules déficientes en LRKK2 présentent une diminution de leur capacité a
tuer des bactéries intracellulaires (Gardet et al., 2010). Ces phénomenes meénent a une
augmentation de susceptibilité a 1’infection bactérienne et sont a ’origine de la colite. Les
mécanismes de I’homéostasie de la BEI et ceux impliqués dans 1’inflammation mucosale sont

résumés dans la figure 63.

La sécrétion de cytokines par la BEI participe également a 1’inflammation intestinale
(Fiocchi et al., 1997). Or, les bactéries ou les cytokines pro-inflammatoires modulent ces
sécrétions. Ainsi, des infections bactériennes type E. Coli, L. monocytogenes, S. dysenteriae
ou C. difficile induisent une production d’IL-8 par des lignées de CEI, Caco-2, HT29 ou T84
(Jung et al., 1995). L’IL-P induit également la sécrétion d’1L-8 via p38 (Parhar et al., 2003)
par les CEI des lignées HT29 et Caco2, sécrétion diminuée par le butyrate (Bocker et al.,
2003). La PGE; induit la sécrétion d’IL-8 par des cellules T84 via I’AMPc (Yu and Chadee,
1998) et le TNFa est un puissant inducteur de la production d’IL-8 par des cellules HT29 et
T84 via les voies ERK1/2 et p38 (Jijon et al., 2002). Enfin, le VIP et la neurotensine induisent
la sécrétion d’IL-8 par des lignées de CEI (Toumi et al., 2004; Zhao et al., 2003). Chez les
patients atteints de MICI, des taux élevés d’IL-8 sont retrouvés (MacDermott, 1999) et
proportionnels au score histologique (Mazzucchelli et al., 1994), la concentration étant plus
élevée en zone inflammatoire que non inflammatoire et plus élevée pour la RCH que la MC
(MacDermott, 1999). Cependant une étude de Grimm et al., donne des résultats
contradictoires car aucune détection transcriptomique et protéique d’IL-8 n’est constatée dans

la mugueuses de patients MICI (Grimm et al., 1996).
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Figure 63: Réseau cellulaire de I’homéostasie immune intestinale et

processus conduisant a linflammation mucosale.
a) De nombreux mécanismes maintiennent [’homéostasie hote-microbiote comme la production d’IgA
par les cellules plasmatiques suivie de leur transport épithélial vers la lumiére, IgA sécrétés (slgA).
Cette production est augmentée par [’acide rétinoique (RA), le facteur activateur des cellules B
(BAFF) et le ligand induisant la prolifération (APRIL). Ces slgA limitent la translocation des
antigenes et bactéries. La couche de mucus et la production constitutive d’a-défensines protége la
surface épithéliale de [’exposition directe aux microbes. De plus, la sécrétion d’IL-22 par les cellules
NK, les lymphocytes CD4+ et les cellules dendritiques (DCs) CD103+ favorise la production
épithéliale de REG3y (regenerating islet-derived protein 3y). L’activation immune inappropriée est
contrblée par la dégradation enzymatique des constituants microbiens par [’alcaline phosphatase
intestinale (IAP) ou la PGRP2 (amidase peptidoglycan recognition protein 2). Les facteurs
régulateurs dérivant des cellules épithéliales comme la TSLP (thymic stromal lymphopoietin), le
TGFf (transforming growth factor ) et ['acide rétinoique, activent les cellules dendritiques
tolérogéniques qui favorisent le développement des lymphocytes T régulateurs (Treg). Les Treg et les
macrophages CX3CR1+ controlent les cellules Thl (T helper 1) et Thi7 via la production de TGFp et
d’IL-10. b) L’infection microbienne et les dommages tissulaires impliquent la rupture de la barriere
épithéliale, ce qui stimule la libération de peptides anti-microbiens et supprime les propriétés
tolérogéniques des cellules dendritiques par l'induction de leur production d’IL-6, d’IL-12 et d’IL-23.
L’IL-6 et I’IL-1 sécrétées par les macrophages activés induisent la production d’[FNy et d’IL-17 par
les Thl et Th17, ce qui stimule la réaction pro-inflammatoire impliquant I'infiltration des neutrophiles
et les cellules plasmatiques, la destruction tissulaire et potentiellement la dysfonction de [’organe.
D’aprés Renz et al., 2012,
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La BEI présente une permeéabilité accrue

L’atteinte épithéliale au cours des MICI est caractérisée par une altération de la
perméabilité intestinale avec un rapport lactulose/mannitol augmenté c’est-a-dire une
augmentation de la perméabilité paracellulaire (lactulose) et une diminution de la perméabilité
transcellulaire (mannitol) (Arnott et al., 2000; Flynn and Kane, 2011; Groschwitz and Hogan,
2011; J1 et al., 1993; Schmitz et al., 1999; Séderholm et al., 1999; Vogelsang, 2008). Celle-ci
est considérée comme un marqueur de diagnostic et de suivi. En effet, ’augmentation de la
perméabilité préceéde les rechutes (D’Inca et al., 1999; Séderholm et al., 2002), peut prédire
une MC chez les parents de premier degré avec un malade (Buhner et al., 2006; Irvine and
Marshall, 2000) et présente chez des sujets sains, est un marqueur de risque de MICI (Hilsden
et al.,, 1996). La barriére devient perméable aux nombreux pathogénes présents dans la
lumiere ce qui contribue a ’initiation et a I’entretien de I’inflammation (Bomsel and Alfsen,
2003; Niedergang and Kweon, 2005; Schmitz et al., 1999). De plus, le passage accru d’eau et
d’ions est responsable des diarrhées. Plusieurs phénoménes semblent étre a 1’origine de
I’augmentation de la perméabilité, tels que I’apoptose des cellules épithéliales, ’altération de
la couche de mucus, I’altération des jonctions serrées (Schulzke et al., 2009) et des

modifications d’architecture comme des ulcérations.

Des défauts d’initiation de la mort des CEI peuvent conduire a une accumulation
excessive et anormale de cellules participant au développement du cancer intestinal. Jusqu’a
récemment, 1’activation des caspases était considérée comme un mécanisme contribuant aux
dysfonctions et a I’inflammation. Or, I’utilisation de bloqueurs de caspase induit aussi des
dysfonctions de la BEI. Ainsi, un manque d’activité comme un défaut d’activité de la caspase-
8 conduit a une mort des CEI et a I’inflammation intestinale ce qui démontre la nécessité d’un
contrdle de I’apoptose des cellules épitheliales (Gunther et al., 2014). De plus, I’apoptose des
CEI est dérégulée au cours des MICI (Glnther et al., 2013). En effet, la présence de corps
apoptotiques a été trouvée dans des biopsies de patients RCH (Hagiwara et al., 2002; Souza et
al., 2005) et I’apoptose semble augmentée dans les zones inflammatoires au cours de la MC
(Di Sabatino et al., 2003). Cette apoptose, également sous le contr6le de cytokines, implique
le réarrangement des jonctions. De plus, la nécrose des CEI est augmentée par les bactéries au
cours des MICI notamment via la caspase-8 et le TNFa (Dourmashkin et al., 1983; Giinther et
al., 2013; Watson, 1995). Ainsi, une perte de CEI est constatée dans les zones inflammatoires

et les zones adjacentes (Iwamoto et al., 1996).
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La couche de mucus produite par les CEIl et présente a leur surface constitue la
premiere barriere de défense du TD. Le mucus est composé de mucine 2 produite et stockée
dans des cellules spécialisées, les cellules calciformes. 1l forme deux couches, la plus interne
est au contact de 1’épithélium tandis que la plus externe est colonisée par les bactéries
commensales (Johansson et al., 2011; Steck et al., 2012). De nombreux arguments sont en
faveur d’un réle du mucus dans la physiopathologie des MICI (Boltin et al., 2013).Un défaut
de renouvellement et de formation de la couche interne de mucus permet aux bactéries
d’atteindre 1’épithélium et est impliqué dans le développement de colite (Johansson and
Hansson, 2012) (Figure 64). La déplétion de la mucine 2 dans des modeles murins engendre
une colite spontanée (Velcich et al., 2002). De plus, au cours de la RCH, une réduction de
I’épaisseur de la couche de mucus, une réduction du nombre de cellules calciformes et une
diminution de production de mucine 2 accompagnées d’une augmentation de la colonisation
bactérienne ont été rapportées (Gersemann et al., 2012; Johansson et al., 2014; McCormick et
al., 1990; Pullan et al., 1994). Des études ont également montré une corrélation entre les
1ésions de la BEI (abcés, ulcérations) et 1’augmentation des bactéries luminales (Schultsz et
al., 1999; Swidsinski et al., 2007). L’altération du mucus est moins marquée pour la MC par
rapport a la RCH (McCormick et al., 1990; Pullan et al., 1994).
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Figure 64 : Le mucus, une barriére vis-a-vis des pathogenes.
(a) La couche de mucus est une ligne de défense contre les bactéries pathogénes. (b) Les bactéries
pathogéniques induisent la production de mucine2 via une voie NFkB dépendante ou non des TLRS
alors que d’autres bactéries pathogenes ont des activités d’enzymes mucolytiques qui détruisent la
couche de mucus. PAFR : platelet-activating factor receptor. D ’aprés Ashida et al., 2012.
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Des études ont montré que la perméabilité au **Cr-EDTA était augmentée dans les
mugqueuses iléales de MC (Soderholm et al., 2002). Dans les tissus de patients atteints de
MICI, des modifications d’expression de ZO-1, occludine, claudines 1 et 2 ont été retrouvées
sans modification de ZO-2 (Gassler et al., 2001). Une autre analyse de la muqueuse de
patients suggére que la transmigration des neutrophiles est associée a une diminution de
I’occludine, de la claudine-1 et de ZO-1 (Kucharzik et al., 2001). Au cours de la MC, les
claudines 5 et 8 sont redistribuées, les claudines 3, 4, 5, 8 et I’occludine sont sous-exprimees,
la claudine 2 qui participe a la formation des pores est sur-exprimée ce qui conduit a
I’augmentation de la perméabilité paracellulaire (Prasad et al., 2005; Zeissig et al., 2007). Les
études ont montré des changements identiques pour la RCH avec une surexpression
supérieure de la claudine 2 et une baisse d’expression des claudines 1, 3 et 4, de I’occludine et
de la tricelluline (Hering et al., 2012; Prasad et al., 2005).

Ces modifications protéiques semblent résulter de I’action de cytokines car la
surexpression de la claudine 2 peut étre due a la production d’IL-13, de TNFa et d’IFNy. Le
TNFa et I’IFNy correspondent au profil de la MC et peuvent induire une contraction du
réseau d’actine et myosine via 1’induction de I’expression de la MLCK (Wang et al., 2005).
L’activité de la MLCK est augmentée au cours des MICI et par le TNFa et I'IFNy et sa
surexpression est corrélée a 1’inflammation mucosale et a 1’activité de la MICI (Blair et al.,
2006; Wang et al., 2005). La MLCK phosphoryle la MLC et entraine 1’ouverture des
jonctions serrées et donc accroit la perméabilité (Al-Sadi and Ma, 2007; Al-Sadi et al., 2008,
2010). La revue de Suzuki et al résume ’effet des cytokines sur la perméabilité intestinale
(Suzuki, 2013). La breche de I’intégrité de la BEI induit une inflammation aigiie ou chronique
caractérisée par 1’augmentation de TNFa et d’IFNy (Braegger et al., 1992; Dionne et al.,
1997; Hering et al., 2012). Le TNFa seul ou combiné a I’I[FNy induit 1’augmentation de la
perméabilité, I’augmentation de I’expression des récepteurs TNFRI et Il et un changement
d’expression et de localisation des protéines des jonctions serrées (Ma et al., 2011b; Wang et
al., 2005). Des souris déficientes pour le TNFRI et soumises au DSS, développent une colite
via le TNFRII dont la fixation du TNFa active la MLCK et donc augmente 1’expression de la
claudine 2. Cela entraine 1’augmentation de la perméabilité, la rupture des jonctions et
1’apoptose (Su et al., 2013).
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Ainsi, le TNFa augmente la perméabilité in vitro et in vivo via ’activation de la voie ERK 1/2
qui conduit a I’activation du facteur de transcription Elk-1 qui est transloqué dans le noyau ou
il se lie au promoteur de la MLCK (Al-Sadi et al., 2013; Ma et al., 2005; Mankertz and
Schulzke, 2007; Ye et al., 2006). Le TNFa induit une sous-expression des claudines-1, -2, -4
et de I’occludine via I’activation de PI3kinase, de p38 et de NFkB qui augmentent a terme la
phosphorylation de la MLC et entrainent un déclin de la résistance des T84 (Fischer et al.,
2013). L’IFNy augmente également la perméabilité de cellules T84 (Bruewer et al., 2003,
2005; Madara and Stafford, 1989) via la surexpression de la claudine-2 limitée en condition
physiologique par le gene PTNP2 fonctionnel (McCole, 2012). La rupture des jonctions est
également due a la surexpression de HIF-1a et de NFxB (Yang et al., 2014).

L’IL-1B augmente la perméabilité in vivo et in vitro par ’activation de p38 et de
Erk1/2 qui phosphoryle et active respectivement le substrat ATF-2 (activating transcritpion
factor-2) ou Elk-1 qui se transloquent dans le noyau ou ils vont s’attacher au promoteur de la
MLCK (Al-Sadi and Ma, 2007; Al-Sadi et al., 2008, 2010, 2013). Ainsi, le TNFa, I’'IFNy et
I’IL-1B ou cytomix, augmentent la perméabilité paracellulaire et modifient 1’expression et la
localisation de ZO-1, de I’occludine et de la phospho-MLC, altérations réduites en présence
de CGE ou de GSNO (Cheadle et al., 2013).

L’IL-6 augmente également la perméabilité in vivo et in vitro pour le flux de
molécules de petite taille. L’IL-6 augmente I’expression de la claudine-2 via 1’activation de la
voie JNK qui conduit a I’activation d’AP-1 qui se lie au promoteur de la claudine-2 (Al-Sadi
etal., 2014; Suzuki et al., 2011).

De plus, lactivité des protéases bactériennes et le taux de trypsine luminale sont
augmentés au cours des MICI (Carroll and Maharshak, 2013). Or, des études ont mis en
évidence que les protéases augmentaient la perméabilitée dans des modéles de colite au TNBS
(Stein et al., 1998) avec une dégradation de 1’occludine également présente dans des modeles
d’infection parasitaire chez la souris (McDermott et al., 2003). Les protéases activent
notamment PAR2 (proteinase-activated receptor-2) qui augmente la perméabilité
paracellulaire associée a 1’inflammation (Cenac et al., 2002). PAR2 étant retrouve a des taux
élevés au cours des MICI (Hyun et al., 2008). Les acides gras a chaine longue, précurseurs
des eicosanoides comme 1’acide eicosapentaénoique (EPA), I’acide docosahexaénoique
(DHA) et I’acide linoléique diminuent la résistance et augmentent la perméabilité épithéliale

de Caco-2 mais font I’inverse sur des cellules T84 (Usami et al., 2001, 2003).
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En revanche, deux autres cytokines, 1’1L-10 et le TGFB1 (Hering et al., 2012; Howe et
al., 2005; Madsen et al., 1997) diminuent la perméabilité de la BEI.

Ainsi, les altérations de la BEI, caractéristiques des MICI, sont associées a une chute
de la résistance transépithéliale, a une augmentation de la perméabilité, a une production
augmentée de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa, IFNy, IL-1p, IL-8) et diminuée de
cytokines anti-inflammatoires (IL-1RA, IL-4, I1L-10). (Fiocchi, 1998; Merga et al., 2014;
Schmitz et al., 1999; Sdderholm et al., 2002).

Les CEIl présentent un défaut de réparation

Le TNFa entraine une desquamation de la BEI (Watson and Hughes, 2012) qui peut
étre visualisée par endomicroscopie confocale couplée a la fluorescéine chez I’homme et qui a
permis la mise an place du score de Watson, grade | (état normal), grade Il (défaut
fonctionnel), grade III (défaut de structure). L’inflammation induite par le TNBS provoque
aussi des desquamations restaurées en 6 heures et une BEI mature en 7 jours grace a une
phagocytose accrue des entérocytes (Pontell et al., 2009). La régénération en condition
inflammatoire a été étudiee chez la drosophile et a montré I’implication de la prolifération et
de la différenciation des cellules souches intestinales sous le contrle des voies JNK,
JAK/STAT, Wnt/Wingless, Notch, InR, PVR, EGFR et Hippo (Kux and Pitsouli, 2014). Au
cours des MICI, un défaut de réparation de la BEI est observée (Fiorino et al., 2011; Okamoto
and Watanabe, 2005; Sturm and Dignass, 2008) et est un facteur prédictif de I’activité des
MICI (Flynn and Kane, 2011).

L’IFNy, augmenté au cours des MICI, serait aussi protecteur en favorisant la
résolution de I’inflammation et la restitution épithéliale par I’augmentation de 1’expression
apicale du récepteur IL-10R1 sur les CEI et I’induction de la signalisation IL-10 et SOCS3
(Kominsky et al., 2014). De plus, la voie STATS5 impliquée dans la réparation (Gilbert et al.,
2012) est diminuée dans le cblon inflammé au cours de la MC. Or, STAT5 augmente
I’expression de ZO-1 et diminue I’activit¢ de NF«B, donc I’expression de la MLCK ce qui
rend la BEI moins perméable. Des modéles murins invalidés pour STATS5 sont également plus

sensibles au développement d’une colite (Han et al., 2006).
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Ainsi, la sécrétion de cytokines, I’altération du mucus, 1’apoptose des CEI et
I’altération des jonctions serrées concourent a 1’augmentation de la perméabilité (Bojarski et
al., 2001; Heller et al., 2005, 2008; Schulzke et al., 2009), élément clé de la pathogenese des

MICI (Figure 65).
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Figure 65: Modéle de la pathogenése des MICI
Un défaut de la BEI notamment d’autophagie entraine une penétration des bactéries commensales et
des pathogénes conduisant a un déséquilibre vers une réponse pro-inflammaroire qui serait a l’origine
de inflammation intestinale chronique. D aprés Scharl et Rogler 2012.

l11.2.3 Les PRRs en pathologie inflammatoire

L’évolution de la réponse inflammatoire reste le résultat d’un déséquilibre de la
balance entre des effets protecteurs et des effets déléteres au cours des MICI. Ainsi, la
dérégulation des TLRs et leur stimulation accrue induit une inflammation chronique et des
dommages tissulaires (Cario and Podolsky, 2006; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Les cytokines

pro-inflammatoires ou le LPS peuvent aussi modifier I’expression des PRRs.

Pendant I’inflammation, 1I’expression des TLR-2 et -4 est augmentée (Hausmann et al.,

2002). Le TNFa et I'IFNy induisent I’augmentation de 1’expression du TLR2 au niveau des
astrocytes centraux (Phulwani et al., 2008). L’IFNy augmente I’expression du TLR4 (Covacu
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et al., 2010) et le LPS augmente I’expression du TLR-2 et -4 (Faure et al., 2001). La voie
impliquée dans ces différentes régulations est celle du NFkB qui induit la production de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. Le LPS active le TLR4 et via la voie NFKB,
peut favoriser la survie (Anitha et al., 2012) ou induire la perte des neurones conduisant a

I’inflammation intestinale (Arciszewski et al., 2005, 2008). Le taux de LPS circulant est
retrouvé plus élevé chez les patients atteints de MICI (Caradonna et al., 2000). Le TLR4 des
neurones sensitifs est impliqué dans la modulation de la douleur (Rumio et al., 2006) et un
défaut d’expression protege des dommages liés a I’ischémie (Hua et al., 2007). D’autres
données montrent que les TLR-2 et -4 sont activés par I’ischémie et que leur non

fonctionnalité augmente la résistance a la mort induite par I’AVC (Tang et al., 2007, 2008a).

Des polymorphismes des TLRs sont associés aux MICIL. Au cours des MICI,
I’expression des TLR-3 et -4 est modifiée (Cario, 2010; Cario et al., 2000). L’expression des
TLR-2 et -4 et de leur corécepteur transmembranaire CD14 est augmentée au niveau des CEI
coliques au cours des MICI et au niveau de I’iléon pour la MC (Brown et al., 2014; Frolova et
al., 2008). L’expression du TLR4 est augmentée a la surface des CEI et sa distribution est
différente selon la pathologie. Il est retrouvé au niveau baso-latéral pour la RCH et au niveau
apical pour la MC, ce qui peut impacter sur les réponses a la flore commensale (Cario and
Podolsky, 2006; Vamadevan et al., 2010). Une surexpression des TLR-2 et -4 est retrouvée au
niveau des cellules de la lamina propria, notamment des cellules dendritiques, et semble
participer a I’altération de la reconnaissance microbienne avec pour conséquence une
sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation de 1’activation des
effecteurs de I’immunité acquise (Hart et al., 2005; Niess, 2008). L’augmentation
d’expression des TLRs conduit a I’activation du facteur NF«xB dont la translocation dans le
noyau induit une production massive de cytokines pro-inflammatoires : I’'IL-1B, le TNFa,
I’IL-6, I’1L-8 et le MCP-1 par les macrophages et production d’IL-1p, de TNFa et d’IL-8 par
les CEI (Rogler and Andus, 1998; Rogler et al., 1998b). En revanche, les modeéles murins
invalides pour le TLR-2, -4, -9 ou MyD88 ne développent pas spontanément de colite mais
ont une plus grande susceptibilité a en développer suite a une induction chimique comme le
DSS (Abreu, 2010; Cario, 2010). Les modeles invalidés pour le TLR2 développent une colite
au DSS qui induit des altérations de I’architecture du SNE et du codage neurochimique, une
réduction de motilité, des secrétions mucosales anormales avec une baisse de GDNF (Brun et
al., 2013). De plus, si la délétion du TLR3 protége d’une colite induite au DSS chez la souris,

139



Etude bibliographique

la délétion du TLR5 entraine le développement spontané d’une colite (Vijay-Kumar et al.,
2007). La délétion de Mal, protéine adaptatrice de I’intéraction TLR-MyD88, induit une colite
sévere avec une grave inflammation (Aviello et al., 2014b). De plus I’expression du TLR5 et
le taux de flagelline, son ligand spécifique, sont élevés chez les patients atteints de MICI, ce
qui induit une production importante de TNFa altérant les fonctions de la BEI (Sitaraman et
al., 2005). Enfin, une étude récente montre que les TLR-2, -3 et -4 sont impliques dans
I’inflammation intestinale a la fois par la dérégulation de la réponse immune mais également

par un effet pro-oxydatif sur les CEI (Latorre et al., 2014).

Les NLRs sont impliqués dans I’inflammation (Lala et al., 2003) et le cancer (Saxena
and Yeretssian, 2014). Les modeéles de souris KO pour NOD2 ne développent pas
spontanément une colite mais sont plus sensibles a son induction par le DSS. Ces souris
présentent une diminution de 1’expression des a-defensines par les cellules de Paneth
parallélement a une augmentation de la translocation bactérienne (Kaser et al., 2010; Ogura et
al., 2003), comme pour des mutations de NOD2 (Koslowski et al., 2010) qui entrainent
également une perte de I’inhibiton de la réponse Thl induite normalement par le TLR2
(Zelinkova et al., 2005). Ainsi, les variants de NOD2 sont associés a un défaut d’autophagie
observé dans la physiopathologie des MICI. En effet, ’autophagie via ATG16L est alors
inefficace (Kaser et al., 2010; Kobayashi et al., 2005).

L’activation de NFxB est également retrouvée dans la muqueuse des patients atteints
de MICI (Ellis et al., 1998; Schreiber et al., 1998). Si une inhibition de NFkB a été suggérée
comme bénéfique dans des modeéles murins de colite (Davé et al., 2007; Neurath and Meyer
zum Buschenfelde, 1996; Shibata et al., 2007), d’autres études ont montré que son inhibition
entrainait la mort des CEIl et la diminution de synthese de peptides anti-microbiens
responsables d’un passage accru de bacteries a travers la BEI (Pasparakis, 2009) (Figure 66).

Des modeéles de souris KO pour la protéine NEMO au niveau des CEI développent
spontanément une colite avec une perte de I’intégrité de la BEI, une diminution de la
production de B-defensines 3 et une augmentation de la translocation bactérienne vers la
muqueuse (Kaser et al., 2010; Nenci et al., 2007). La délétion d’TIKK[ atténue la formation

des tumeurs associées a l’inflammation en induisant 1’apoptose cellulaire (Greten et al.,

2004).
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Figure 66: L’inhibition de NFkB dans les CEI perturbe I’homéostasie
et provoque des colites chroniques.
L’inhibiton de NFkB induit une augmentation de la mort des CEI ainsi qu’'une diminution de synthése
de peptides anti-microbiens comme les a-défensines ce qui compromet [lintégrité de la BEI. Ce
phénomene conduit a ['invasion de la muqueuse colique par les bactéries commensales et ainsi au
developpement d’une colite chronique via MyD88 et TNFRI. D apres Pasparakis et al., 2009.

l11.2.4 Les cytokines en pathologie inflammatoire

La MC présente un profil de type Thl c’est-a-dire un déséquilibre de sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires TNFa, IFNy, IL-1B (Brand, 2009) induite par I’IL-1p, I’'IL-2,
I’'IL-6 et le TNFa produit par des macrophages et des cellules dendritiques, dans le but
d’¢éliminer les pathogenes intracellulaires en activant la production de métalloprotéinases par
les fibroblastes, de chimiokines comme MIP-3 par les CEI, les cellules endothéliales et
d’autres cellules immunitaires (Caprioli et al., 2008; Kaser and Tilg, 2012; Zenewicz et al.,
2009). Cette réponse immune Thl aberrante en réponse a des antigénes du microbiote
(Duchmann et al., 1995) est caractéristique d’une maladie autoimmune (Baumgart and
Sandborn, 2012; Zenewicz et al., 2009) qui suggere que la MC pourrait étre considérée en
partie comme une maladie autoimmune. La RCH présente un profil Th2 favorisé par la
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production d’IL-5 et d’IL-13 qui induisent la sécrétion, comme dans 1’allergie ou 1’asthme, de
nombreuses cytokines comme 1’IL-13, I’'IL-5, I’'IL-4, I’'IL-6, I’'IL-9, I’'IL-25 et I’IL-10. L’IL-
10 produites par les lymphocytes B, T, les CEI et les cellules dendritiques exercant un role
anti-inflammatoire en diminuant la production de TNFa et d’IL-12. L’IL-13 retrouvée en
grande quantité dans la muqueuse des patients atteints de RCH est impliquée dans les lésions
épithéliales (Heller et al., 2005).

D’autres phénomeénes sont observés aux cours des MICI comme une up-régulation de
la prolifération des lymphocytes Th17 avec une élévation de la production d’IL-17, d’IL-21,
d’IL-22 et de TNFo (Kaser et al., 2010; Zenewicz et al., 2009). Les lymphocytes Thl7
expriment I’TL-23-récepteur qui est retrouvé muté chez les patients atteints de MICI et aussi
up-régulé par I'IL-6. De plus, I’IL-22 produite est pro-inflammatoire car elle stimule la
production d’IL-6, d’IL-8 et d’IL-11 par les fibroblastes mais aussi d’IL-8, de TNFa, et de
Bdéfensines (Caprioli et al., 2008). Enfin, les cellules natural Killer présentent, sous
I’influence de I'IL-12, des effets cytotoxiques directs et sécretent des cytokines pro-
inflammatoires comme I’IL-17, I’IL-22 et I’'IL-13 (Middendorp and Nieuwenhuis, 2009). Des
études ont également montré un défaut d’apoptose des cellules immunitaires notamment au
cours de la MC (Ina et al., 1999) et une diminution du nombre de lymphocytes T régulateurs
qui ont un role crucial dans la suppression de I’inflammation via le TGFB (Bouma and
Strober, 2003). Une augmentation du nombre de cellules dendritiques dans la muqueuse des
patients est aussi observée (de Baey et al., 2003), ainsi que I’expression du CMHII (Krajina et
al., 2003).

L’IL-1p
Au cours de la MC, un taux élevé d’IL-1p est retrouvé dans les tissus intestinaux, le
sérum des patients, et est corrélé avec la sévérité de I’inflammation (Mahida et al., 1989;
Olson et al., 1993; Reinecker et al., 1993; Schreiber et al., 1999; Woywodt et al., 1994;
Youngman et al., 1993). De plus, son antagoniste naturel, I’IL-1ra, qui bloque 1’inflammation
en inhibant la production de prostaglandines et de leucotrienes (Cominelli et al., 1992; Ferretti
et al., 1994), est retrouvé en quantité moindre chez les patients atteints de MICI (Cominelli
and Pizarro, 1996; Heresbach et al., 1997a; Hyams et al., 1995). La source principale d’IL-1ra
serait les macrophages de la lamina propria (Nishiyama et al., 1994). Enfin, des
polymorphismes de I'IL-1 et de I’IL-1ra sont associés aux MICI et a leur sévérité
(Heresbach et al., 1997b; Manchanda et al.; Nemetz et al., 1999).
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L’IL-6

L’IL-6 est une cytokine clé de I’inflammation aiglie et chronique. Sa production est
induite par des facteurs inflammatoires comme le LPS, I’IL-1f ou encore le TNFa (Lotz,
1993). Des taux élévés d’IL-6 sont mesurés au cours des MICI et le sIL-6R semble participer
au maintien de la résistance des lymphocytes T de la muqueuse a 1’apoptose durant la MC et
ainsi contribuer a la poursuite de I’inflammation chronique (Atreya et al., 2000a, 2000b)
(Figure 67).
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Figure 67 : L’II-6, son récepteur et leur réle dans I’inflammation chronique.
La forme soluble du récepteur a I'IL-6, SIL-6R forme un complexe avec I'IL-6 qui se lie a gpl130
exprimé par les lymphocytes T et active via STAT-3, les génes anti-apoptotiques bcl-2 et bcl-xl. Au
niveau des macrophages, [’IL-6 peut induire [’expression de molécules d’adhésion pour le
recrutement leucocytaire. Ces phénomenes participent a l'inflammation chronique et font de la voie de
I’IL-6, une cible thérapeutique au cours des MICI. D aprés Atreya et al., 2000.

L’IL-8 et I'IL-10

L’idée du role prépondérant de I’IL-8 dans I’inflammation a persisté jusqu’a la
découverte du TNFa (van Deventer, 1997; Fiocchi, 1998). Sa production est accrue au cours
des MICI. La sécrétion d’IL-8 peut étre stimulée par le TNFa, I’IL-1f et certaines toxines
bactériennes et favorise la transmigration des neutrophiles en condition inflammatoire
(MacDermott, 1999; McCormick et al., 1993). De nombreuses chimiokines sont surexprimees
au cours des MICI, c’est le cas de I’IL-8, MCP-1, MCP-3, I’IP 10, MIP-1 (Banks et al., 2003;
Stadnyk, 2002; Uguccioni et al., 1999). Des modeles de souris génétiqguement modifiés, 1L10
-/- ou TCRalpha -/- deéveloppent des colites spontanées en conditions normales mais pas en
conditions axéniques (Arrieta et al., 2009; Balish and Warner, 2002; Kullberg et al., 1998).
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Le TNFa

Des études ont montré qu’a faible dose, le TNFo protégeait contre les infections
bactériennes et a forte dose, qu’il détruisait les tissus, provoquait un choc sceptique et
participait au développement des MICI (Echtenacher et al., 1996; Malaviya et al., 1996). Il
augmente la production d’IL-B, d’IL-6 et de molécules d’adhésion a la surface de
I’endothélium. Le TNFa joue un rdle central dans la genese des lésions intestinales en
stimulant D’endothélium, en augmentant le recrutement leucocytaire et [Iinfiltrat
inflammatoire (lymphocytes, neutrophiles) (Sanchez-Munoz et al., 2008; Williams et al.,
1990). La dégranulation d’enzymes et la libération de radicaux libres participent aux 1ésions
épithéliales et au remaniement tissulaire. Il augmente la perméabilité et renforce la
présentation antigénique ce qui maintien I’inflammation. Le TNFa induit la cytotoxicité et
I’apoptose via sa fixation au TNFRI et 1l, menant a ’activation de NFkB. Les cellules de la
lamina propria, de la muqueuse intestinale et les macrophages liberent de grandes quantités de
TNFa (Borruel et al., 2002; van Deventer, 1997; Reinecker et al., 1993; Rogler et al., 1998b;
Targan, 2000). De plus, I’utilisation d’anticorps anti-TNFo, comme 1’infliximab, induit des
effets bénéfiques (Baert and Rutgeerts, 1999; Baert et al., 1999; D’haens et al., 1999; Ricart
and Sandborn, 1999; Rutgeerts et al., 1999; Stack et al., 1997; Targan et al., 1997).

Enfin, au cours des MICI, les cellules de la lamina propria présentent une sécrétion
augmentée de TNFa, d’IL-6 et d’IL1-p Breese et al., 1994; Dionne et al., 1997; Reimund et
al., 1996; Reinecker et al., 1993; Schreiber et al., 1999). Plus récemment, 1’l1L-21, -27 et 32

ont éte identifiés comme des nouveux acteurs des MICI (Fantini et al., 2007).

[11.2.5 La voie des prostaglandines et du 15-HETE en pathologie

inflammatoire

L’implication des PGs dans la physiopathologie des MICI a été évoquée dés 1977
(Gould et al., 1977). Cependant, 1’exacerbation ou la réactivation des MICI induite par
I’inhibition de leur synthése par des AINS, suggére aussi un r6le bénéfique des PGs (Wallace,
1992). La prévalence des MICI peut étre augmentée par un déséquilibre entre des apports en
n-3 anti-inflammatoire et en n-6 pro-inflammatoire (Monk et al., 2012; Tyagi et al., 2012).
Par exemple, I’acide a-linoléique (n-3) diminue I’expression de iINOS, COX-2, d’IL-6, d’1L-8
et de TNFa (Hassan et al., 2010). Cependant, 1’étude d’Hokari et al montre que selon les n-3,
I’effet peut étre pro- ou anti-inflammatoire (Hokari et al., 2013).
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Régulation des enzymes en pathologie inflammatoire

Tout d’abord, en ce qui concerne les enzymes des voies de synthese, I’administration
de LPS a des cultures d’astrocytes, induit via le TLR4 une surexpression de COX-2 et une
diminution de I’expression de COX-1 conduisant a une production accrue de PGE, (Font-
Nieves et al., 2012). L’expression de COX-2 dans les entérocytes peut aussi étre induite par
un traitement au LPS et impliquée 'EGFR (McElroy et al., 2012). De nombreuses etudes
démontrent le réle de COX-2 dans le développement du cancer colorectal associé ou non a
une MICI (Agoff et al., 2000; Brown and DuBois, 2005). L’augmentation de I’expression de
MPGES-1 a été observée chez des patients présentant une MICI (Subbaramaiah et al., 2004)
et le LPS augmente également 1’expression de mMPGES-1 (Mancini et al., 2001; Yamagata et
al., 2001). Les modeéles murins invalidés pour mPGES-1 (Murakami et al., 2000) ont
notamment suggéré que la mPGES-1 jouait un réle essentiel dans la production de PGE; au
cours des processus inflammatoires (Mancini et al., 2001; Yamagata et al., 2001). Ainsi,
I’invalidation du géne mPGES-1 liée a COX-2 chez des souris soumises a une colite induite
par du DSS, entraine une exacerbation des symptdmes, une perte des CEIl et des abceés
cryptiques alors que I’invalidation de mPGES-1 liée a COX-1 montre une diminution de la
production de PGE; dans I’estomac des souris suggérant un role de PGE; dans la protection de
la muqueuse intestinale et notamment gastrique (Boulet et al., 2004).

Enfin, la L-PGDS peut étre induite par des stimuli inflammatoires. Ainsi, au sein du
tube digestif, une augmentation de la L-PGDS a été retrouvée lors d’une infection par
Helicobacter pylori. De méme lors d’une colite induite au DSS chez des souris, une
augmentation de I’expression transcriptionnelle de la L-PGDS a été observée. Cette
augmentation étant associée a une exacerbation de la colite (Hokari et al., 2009). En revanche,
un modele de souris invalidées pour la L-PGDS soumises au DSS, ne présentait pas
d’amélioration ni d’aggravation de la colite. De fagon similaire, il a été observé le méme

phénomene chez des patients atteints de RCH (Hokari et al., 2011).

Régulation des métabolites et de leurs voies en pathologie inflammatoire

La PGE;

La PGE; est décrite comme une PG pro-inflammatoire. Ainsi, au cours des MICI, des
taux de PGE; importants ont été mesurés sur le site inflammatoire et sont corrélés a I’activité
de la maladie (Sharon et al., 1978). Des modeles de colite induite au TNBS chez la souris ont
également montré que la production de PGE, exacerbait le processus inflammatoire par
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I’augmentation de la production des interleukines pro-inflammatoires IL-23 et IL-17
(Sheibanie et al., 2007). L’exposition a la PGE; induit une altération de la motricité en
augmentant 1’excitabilit¢ électrique des neurones myentériques et altére également les
sécretions de la muqueuse comme PGF; et PGI, (Frieling et al., 1995, 1997; Manning et al.,
2002). Cependant et de maniére intéressante, un role anti-inflammatoire de la PGE, a été
suggéré par I’utilisation des inhibiteurs de COX qui peuvent favoriser ou aggraver la maladie
(Bjarnason et al., 1993). De plus, il a été montré que la PGE, était nécessaire pour supprimer
les symptomes d’une colite et protéger I’épithélium contre les Iésions induites par
I’inflammation. Des souris invalidées pour COX-2 ou pour un récepteur de la PGE,, le
récepteur EP4 (PGE, receptor 4), sont plus sensibles au développement d’une colite
expérimentale. A ’inverse, I’utilisation d’agoniste du récepteur EP4 améliorait la colite chez
les souris sauvages (Kabashima et al., 2002; Morteau, 2000; Morteau et al., 2000). Enfin, la
PGE; joue un réle prédominant dans le développement tumoral colorectal, en se fixant a ces
récepteurs et en activant ainsi plusieurs voies de signalisation impliquées dans la prolifération,
I’angiogenése, dans le maintien de la tumeur et dans sa progression (Greenhough et al., 2009;
Wang and Dubois, 2006). L’ensemble de ces données suggére que la PGE, présente une
dualité dans son fonctionnement. Elle intervient dans le processus inflammatoire lors d’une
colite mais également au cours de la carcinogénése colique. De plus, sa présence semble

nécessaire au maintien de I’homéostasie de la muqueuse intestinale.

La PGD,
Des modeles de colites expérimentales suggerent que la PGD; joue un réle important

dans la résolution de I’inflammation et dans le maintien des altérations des colonocytes et des
fonctions de la BEI (Vong et al., 2010). Contrairement a la PGE, qui semble synthétisée
surtout pendant la phase aigie, la synthése de PGD, semble plus modérée, tardive et
persistante (Ajuebor et al., 2000; Vong et al., 2010; Zamuner et al., 2003, 2005). D’une part le
réle anti-inflammatoire de la PGD, a été suggére par de nombreuses études. Dans un modeéle
de colite chez le rat, une rapide augmentation de la PGD, a été décrite associée a une
diminution de [Dinfiltrat granulocytaire dans la muqueuse colique. Ces effets étaient
probablement médiés par I’activation des récepteurs de la PGD,, les récepteurs DP (Ajuebor
et al., 2000). De plus, une étude sur des patients, atteint d’une RCH, en rémission depuis 5 ans
au moins, a permis de mettre en évidence une concentration de PGD, colique importante.

Cette étude suggére que la PGD, constitue un médiateur pro-résolutif de I’inflammation, dans
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le cas de la RCH (Vong et al., 2010). De plus, lors d’une gastrite induite par Helicobacter
pylori, I’expression de la L-PGDS est augmentée dans les fibroblastes et dans la muqueuse
gastrique ainsi que la production de PGD,. Ces résultats montraient que la PGD; jouait un

réle protecteur sur la muqueuse gastrique (Hokari et al., 2009).

D’autre part des études suggerent également un role pro-inflammatoire de la PGD,.
Lors d’une colite induite par le TNBS chez le rat, il a été montré que I’activité de COX-2 et
probablement de la PGD,, participait au maintien de la sécrétion épithéliale et des
dysfonctions de la BEI (Zamuner et al., 2003). Enfin, la production prolongée de PGD, aprés
la résolution de colite favoriserait le processus de tumorigénése colique (Zamuner et al.,
2005). Cette hypothése est également suggérée dans 1I’¢tude de Vong et al ou la production de
PGD; dans la muqueuse pourrait a long terme favoriser 1’apparition d’un cancer colorectal
(Vong et al., 2010). Comme la PGE,, la PGD; présente une dualité dans son fonctionnement.
Elle protege contre le processus inflammatoire lors des phases précoces de I’inflammation. En
revanche, la PGD, serait délétere sur le plus long terme en exacerbant 1’inflammation et en
favorisant le la tumorigénese. La dualité de ces effets serait liée aux voies de signalisation
activées : I’effet bénéfique semblant passer via DP1 et PPARy (Rajakariar et al., 2007) tandis
que I’effet délétére semble passer par DP2 connu pour son réle dans la promotion de 1’allergie

(Fujitani et al., 2002).

En ce qui concerne la voie des acides hydroxyeicosatétraénoiques, la 15-LOX-2 est
sous-exprimée dans la muqueuse colique humaine des patients atteints d’'une RCH (Mangino
et al., 2006) ce qui conduit a la fois a une réduction de la production de 15-HETE mais
également de lipoxine A4 (Kaser et al., 2010; Mangino et al., 2006).

PPARYy
Des ¢études récentes suggerent I’implication des bactéries dans la régulation de PPARY.

L’augmentation de 1’expression de PPARy par les microorganismes implique en partie la
reconnaissance du LPS par le TLR4 exprimé par les CEIl activées. De plus, I’expression de
PPARYy est diminuée dans les biopsies de patients atteints de la RCH mais maintenue pour la
MC (Dubuquoy et al., 2003). L’implication de PPARY dans la régulation de 1’inflammation
intestinale a été démontrée par I’administration de troglitazone et de rosiglitazone a des souris
avec une colite induite au DSS, qui réduit la sévérité de I’inflammation (Dubuquoy et al.,
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2000; Su et al., 1999). A I’heure actuelle, plus de vingt publications ont rapporté des effets
similaires de PPARY chez différentes espéces (rat, souris, cochon) dans différents modéles de
colite (induction chimique, bactérienne ou inshémie-reperfusion) comme dans des colites
spontanées chez les souris IL-10 -/- (Tableau .VII).

Table 3 Anti-inflammatory properties of peroxisome proliferator activated receptor
(PPARY) in experimental models of inflammatory bowel diseases

Model Modulators Reference
Acute colifis
DSS Troglitazone Su’
Rosiglitazone Saubermann™
Pioglitazone Takagi,” Schaefer™
ClA Bassaganya-Riera™
TNBS Troglitazone Desreumaux'*
Rosiglitazone
Pioglitazone Schoefer™
FMOC-L-leu Rocchi**
5-ASA Rousseaux*!
Ischaemia/ reperfusion Rosiglitazone Nakajima™
15-d-PGJ2 Cuzzocrea™
NS-398 Sate”’
Glutamine Sate™
Bacteria induced colitis CLa Hontecillas™
Chronic coliis
DSS Troglitazone Tanaka™
TNBS Rosiglitazone Sanchez-Hidalgo™
CD4+CD45RBhigh CLa Bassaganyo-Riera™
IL-10 KO Rosiglitazone Lytle”
SAMP1/YitFc Rosiglitazone Sugawara’
Genelic evidence
PPARy+/— Desreumaux,'* Nakajima,™ Saubermann’
AdPPARy Katayama™
SAMP1/YitFc Sugawara’
PPARYVH Cre~ Bassaganya-Riera™

5-ASA, 5-aminosalycilic acid; 15dPGJ2, 15-deoxy-A12,1 4-prostaglandin J2; CLA, conjugated linoleic acid; DSS,
dextran sodium sulphate; FMOC-L-Leu, fluorenylmethyloxycarbonyl-L-leucine; IL-10 KO, interleukin 10 knockout
mice; PPARY"" Cre”, PPARy conditiondl knockout mice; TNBS, 2,4,6-frinitrobenzene sulfonic acid.

Tableau VII: Propriétés anti-inflammatoires de PPARy dans des modéles expérimentaux de MICI.
D’aprés Dubuquoy et al., 2006.

Malgré ces données, peu d’études ont évalué le role de PPARy dans les MICI. Une
diminution de 60% de 1’expression de PPARY est observée dans les cellules épithéliales du
colon de patients atteints de RCH (Bouguen et al., 2014) en zones inflammeées et saines, en
comparaison aux patients atteints de MC ou contréle. Une des hypothéses proposées est que
des modifications épigénétiques de PPARy diminueraient son expression et des taux élevés de
TLR4 dans les cellules épithéliales pourraient altérer la tolérance de la muqueuse au LPS
luminal ce qui conduirait a une inflammation colique superficielle (Annese et al., 2012;
Dubuquoy et al., 2003; Kaser et al., 2010) (Figure 68). Une étude récente de Sugawara et al a
suggéré que PPARYy était un géne de susceptibilité pour la MC en montrant le lien entre la
maladie et la fréquence de deux polymorphismes (SNP) des all¢les PPARy (Sugawara et al.,

2005).
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Figure 68: Modéle de la physiopathology de la RCH impliquant la dégradation
de PPARYy induite par le TLR4. D apres Dubuquoy et al, 2006.

Il faut également noter que des niveaux d'expression élevés sont retrouvés dans I'épithélium
au cours des cancers colorectaux, mais les données épidémiologiques permettant d'établir un
lien hypothétique entre le cancer du cdlon et PPARy sont en contradiction. En effet, d’une
part, il a été établi une forte corrélation entre I’augmentation du risque de cancer et la
consommation d’acides gras poly-insaturés qui sont des activateurs de PPARy (Giovannucci
etal., 1994; Wasan et al., 1997). D’autre part, la réduction du risque de cancer a été associée a
la prise d’AINS, qui sont également des activateurs de PPARy (Lehmann et al., 1995). De
plus, PPARy aurait une action anti-tumorale par des effets anti-prolifératifs et pro-

différenciateurs au sein des cellules épithéliales cancéreuses coliques humaines.

Nrf2
Le facteur de transcription Nrf2 est activé dans des macrophages stimulés par le LPS

(Ashino et al., 2008; Srisook et al., 2005). Cette activation fait intervenir le monoxyde d’azote
(NO) produit par les macrophages activés et conduit a 1’expression des génes antioxydants,
des enzymes intervenant dans la synthése du GSH et I’héme oxygénase (HO-1). Ces
antioxydants pourraient limiter les effets collatéraux de I’inflammation liés aux especes
réactives de I’oxygéne et du NO produits au cours de 1’activation de macrophages et des
neutrophiles (Dhakshinamoorthy and Porter, 2004). Une déficience en Nfr2 induit une
diminution de la résistance transépithéliale en modifiant I’intégrité des jonctions sérrées
comme 1’expression de la claundine 4 (Chen et al., 2014). Nrf-2 apparait comme un
modulateur important de I’inflammation et est envisagé comme une cible thérapeutique anti-
inflammatoire (Innamorato et al., 2008; Thimmulappa et al., 2007). Comme PPARYy, il semble
gue Nrf2 puisse protéger de la survenue de cancer mais également y participer (Osburn and
Kensler; Ramos-Gomez et al., 2001) et que son activation diminue [’efficacité des

chimiothérapies cancéreuses (Hayes and McMahon, 2006).
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[11.3 La neuro-inflammation

Les fibres nerveuses et les neurones entériques présentent des altérations au cours des

pathologies digestives (Tableau VIII).

Pathologie Atteintes des neurones
Maladie de Chagas Perte massive dans les régions dilatées ou non
Entérocolite nécrosante Neurodégenérescence
Atrésie Diminution de la densité neuronale
Constipation sévere Plasticité neurochimique
Diabéte Diminution de I’expression de la nNOS et mort

neuronale

Maladie de Crohn Plasticité neurochimique et mort neuronale
Rectocolite hémorragique Plasticité neurochimique et mort neuronale

Tableau VIII: Atteintes des neurones au cours des pathologies digestives.
D’apres Savidge et al., 2007.

[11.3.1 Les neurones entériques, cibles de I'inflammation intestinale

Tout d’abord le premier argument suggérant I’implication des neurones dans
I’inflammation est que la densité neuronale est corrélée a la sévérit¢é de 1’inflammation
intestinale (Ray, 2011) et qu’elle est augmentée dans les région inflammées durant les MICI
(Margolis et al., 2011). Pourtant de nombreuses études rapportent une perte neuronale
pendant I’inflammation, des modifications du codage neurochimique ou des propriétés
électrophysiologiques (Figure 69). Ainsi, au cours de la RCH, une perte de 61% de neurones
HuC/D" (Bernardini et al., 2012) est mesurée.

Au cours de I’inflammation, une perte de I’innervation VIPergique dans la lamina
propria et la sous-muqueuse est constatée (Kubota et al., 1992). Le VIP est le
neurotransmetteur le plus commun de la neuroplasticité (Ekblad and Bauer, 2004) car il est le
plus rapidement up-régulé dans les situations pathologiques. Il est retrouvé augmenté au cours
de la MC (Belai et al., 1997). De méme, chez les enfants ayant une MC, le plexus sous-
muqueux présente une augmentation du nombre de neurones immunoreéactifs pour le VIP,
avec des neurones nitrergiques peu détectables sur un nombre total inchangé. En revanche,
dans le plexus myentérique, une augmentation de neurones NOS est notée, sans différence

pour les VIPergiques pour un nombre total toujours inchangé (Boyer et al., 2007).
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Les modéles expérimentaux murins de colite induite chimiquement montrent d’autres
altérations de I’innervation. Un modele de colite au DSS provoque une augmentation de
nNOS et de NPY qui conduit & augmentation de production de TNFa et une diminution de
GSH (Chandrasekharan et al., 2008, 2013a). Des études montrent également une diminution
des neurones cholinergiques (Collins et al., 1992), une augmentation de 5-HT (Coates et al.,
2004) et de SP (Bernstein et al., 1993). Un premier modele au TNBS de Jacobson démontrait
une altération du plexus myentérique a la fois dans les régions inflammeées et non inflammées
(Jacobson et al., 1995). Par la suite, Lin et al ont montré une différence de réponse des
neurones a I’inflammation avec une plus grande sensibilité des neurones exprimant le NGF
(Lin et al., 2005). Parmi les neurones NGF, les auteurs notaient une réduction des neurones
excitateurs cholinergiques et ceux exprimant la calbindine et une augmentation des neurones
nitrergiques conduisant & un deséquilibre entre les voies neurales excitatrices et inhibitrices
(Lin et al., 2005). Une autre étude a montré que la colite au TNBS induisait une réduction de
la transmission synaptique des neurones sécrétomoteurs de type VIPergiques et non
cholinergiques pour un nombre de neurones inchange, ce qui concorde avec 1’étude de Abad
et al (Abad et al., 2003). Ces changements dans les circuits nerveux du SNE contribuent aux
dysfonctions sécrétoires localisées principalement au niveau du foyer inflammatoire (Hons et
al., 2009). Une autre étude évalue une perte de neurones sous-muqueux VIPergiques sans
changement des neurones nitrergiques, perte compensée par le GLP2 qui réduit
I’inflammation et prévient la perte neuronale (Sigalet et al., 2010).

Enfin, les travaux de Mawe et al se sont intéressés aux modifications
électrophysiologiques induites par le TNBS (Mawe et al., 2009). Ainsi, dans le plexus sous-
muqueux et myentériques, les neurones AH présentent des potentiels d’action plus courts,
insensibles a la TTX et deviennent hyperexcitables ce qui implique une diminution des
sécrétions neuronales, une dysmotilité et une activation de COX-2 et d’autres prostaglandines.
Pour les neurones de type S, seuls ceux avec des projections ascendantes sont hyperexcitables
(Brierley and Linden, 2014). Dans ce modéle au TNBS, une perte de neurones des ganglions
paravertebraux qui recoivent des informations provenant du plexus myentérique, peut étre
constatée (Linden, 2012). Au contraire, une inflammation due a un stress oxydant comme
I’H,0, semble réduire 1’excitabilité des neurones myentériques de rat en modifiant leur

potentiel de membrane par 1’inhibition des courants sodiques (Pouokam et al., 2009).
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L’inflammation induit des changements morphologiques de 1’ensemble du réseau
nerveux, avec une hypertrophie des fibres nerveuses de la sous-muqueuse et de la muqueuse,
ainsi qu’une hyperplasie et des dommages axonaux. Ces altérations sont associées a une
hypertrophie et une hyperplasie des neurones surtout au cours de la MC (Geboes and Collins,
1998). Une induction de PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) par I’inflammation dans
les neurones est un marqueur différenciant la MC de la RCH. PAI-1 est impliqué dans la
régénération nerveuse aprés une lésion (Laerum et al., 2008).
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Figure 69: Neuroplasticité du SNE pendant et aprés linflammation intestinale.
D'aprés Brierley et Linden, 2014.

l11.3.2 Les neurones entériques, acteurs de Iinflammation

intestinale

L’implication des voies nerveuses extrinséques est démontrée par les études de
dénervation chirurgicale ou I’utilisation d’antagonistes de la SP ou de la CGRP, qui réduisent
les manifestations de I’inflammation induites par 1’infection par la toxine A de C. Difficile
(Castagliuolo et al., 1994; Keates et al., 1998; Pothoulakis et al., 1994). Le r6le des voies
nerveuses dans I’inflammation a également été démontré dans des modeéles de colite. En effet,

I’inhibition du récepteur a la SP ou un antagoniste du NPY réduit I’inflammation induite par
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le DSS (Hassani et al., 2005; Stucchi et al., 2000) et un antagoniste de la SP diminue
I’inflammation provoquée par le TNBS (McCafferty et al., 1994). La SP et la CGRP
augmentent la sécrétion d’IL-1B, d’IL-6 et de TNFa par les monocytes/macrophages (Cuesta
et al., 2002; Laurenzi et al., 1990; Yaraee et al., 2003) et la SP induit la production d’IL-8 par
les neutrophiles (Serra et al., 1994).

Dans des modéles murins de colite induite au TNBS, I’administration de VIP réduit la
sévérité de I’inflammation en diminuant la production de TNFa, d’IL1-B, d’IL-6, d’IL-12 et
en augmentant celle de 1’IL-10 (Abad et al., 2003). Le VIP induit la production d’IL-8 par les
CEI (HT-29) via p38 et ERK1/2 (Toumi et al., 2004). La SP et son récepteur NK-1R sont
impliqués dans de nombreux processus pathologiques et en particulier dans I’inflammation
(Koon and Pothoulakis, 2006). Le VIP et le PACAP inhibent la sécrétion de chimiokines
(MIP-2, KC, MIP-1a, MIP-1B, MCP-1 et RANTES) en inhibant la voie NFkB (Delgado and
Ganea, 2001) et diminuent la production d’IL-6 et de TNFa par les macrophages de souris
stimulés au LPS (Delgado et al., 1999; Martinez et al., 1998). La somatostatine peut quant a
elle inhiber la dégranulation des mastocytes au cours d’infection par T. spiralis (Vergara et
al., 2002) et la sécrétion d’IL-8 et d’IL-1[ par des CEl traitées par du TNFa (Chowers et al.,
2000Db). De plus, des neurotransmetteurs comme le VIP ou le NPY participent également a
I’activation du systéme immunitaire au cours de I’inflammation (Chandrasekharan et al.,
2013b) (Figure 70).

De nombreuses études ont montré des sécrétions de cytokines pro-inflammatoires au
sein des plexus du SNE sans identifier leur source, CGE ou neurones entériques. Cependant,
une étude du laboratoire a clairement demontré, dans un modéle de co-culture
muqueuse/sous-muqueuse, que les neurones sous-muqueux pouvaient sécréter de 1’IL-8 en
réponse a la production d’IL-1B par la muqueuse durant une infection a C. difficile, ces
résultats ayant été confirmés par des lignées neuronales (NT2-N et SH-SY5Y) traitées a I’TL-
1B (Tixier et al., 2005). Une autre étude a montré une immunoréactivité des neurones
myentériques de 1’estomac de rat pour I'IL-1B et I’IL-6 en situation basale ou aprés

stimulation au LPS, suggérant une production neuronale (Schicho et al., 2003).
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Figure 70: Les interactions entre le SNE et le systéme immunitaire

régulent inflammation intestinale.
Des neurotransmetteurs comme le NPY et le VIP peuvent activer les cellules immunitaires
(lymphocytes, macrophages et neutrophiles) induisent la libération de cytokines comme le TNFa, /’IL-
6 et I'IFNy qui peuvent activer en retour les récepteurs du SNE. Ces échanges modulent le
recrutement des neutrophiles, la phagocytose, la production de cytokines, la mitogenése et la
différenciation des lymphocytes, la rupture des jonctions serrées et la mort cellulaire. D’aprés
Chandrasekharan et al., 2013.

[11.4 La glio-inflammation

De nombreuses études ont montré une altération du réseau glial au cours de
pathologies diverses en particulier digestives fonctionnelles ou inflammatoires, telles que la
constipation, la diverticulite ou encore les MICI. Cependant, I’implication fonctionnelle de
ces altérations n’a pas été caractérisée. Ainsi, des modifications de I’expression des
marqueurs gliaux sont observees au cours de nombreuses pathologies digestives (Tableau IX).

L’implication des CGE dans les MICI sera détaillée dans les parties suivantes.
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Pathologie

Atteintes des CGE

Maladie de Chagas

Perte gliale précéde perte neuronale

Pseudo-obstruction intestinale chronique

Infection spécifique des CGE par le JC virus

Cancers colorectaux

Diminution de I’expression de S100p3 dans les
zones tumorales et en marge des tumeurs

Entérocolite nécrosante

Diminution de I’expression de la GFAP

Maladie coeliaque

Augmentation de 1’expression de S100p3

Atrésie

Diminution de I’expression de la GFAP

Constipation sévere

Diminution de I’expression de S100p et de la
GFAP

Diverticulose colique

Diminution de I’expression de S100p et de la

GFAP
Non déterminé
Diminution de I’expression de S100B et de la
GFAP dans les zones non-inflammatoires
Induction de I’expression du CMHII
Augmentation de 1’expression de S100p et de
la GFAP dans les zones inflammatoires

Tableau IX: Principales atteintes des cellules gliales entériques

au cours de pathologies digestives.

D’apres Savidge et al., 2007 ; Neunlist et al., 2008 ; Esposito et al., 2007 ; Villanacci et al., 2008 ;
Wedel et al., 1998 ; Cornet et al., 2001, Geboes et al ;, 1992 ; Bassoti et al., 2005 et 2006 ; da Silveira
et al., 2009 ; Selgrad et al., 2009 ;

Diabéte
Maladie de Crohn

Rectocolite hémorragique

l11.4.1 Les modeles d’étude des cellules gliales entériques

L’implication directe des CGE dans le contréle des fonctions gastro-intestinales a été
établie grace a la mise au point de modéles d’ablation des CGE in vitro et in vivo.

Le premier modéle établie par Bush et al est un modele de souris transgénique
exprimant la thymidine kinase du virus de 1’herpes (HSV-TK) sous le contrdle du promoteur
de la GFAP (Bush et al., 1998). Le traitement au ganciclovir induit une destruction spécifique
des CGE car celui-ci est transformé par la TK en produits toxiques. Au bout de 6 jours, la
perte massive se situe dans le jéjunum et I’iléon, les CGE restantes présentant des altérations.
Au 1le jour, les souris développent une jéjuno-iléite fulminante avec des desquamations
massives de 1’épithélium, des altérations de ’architecture des cryptes, une hyperplasie, des
infiltrats de leucocytes et de neutrophiles, une fibrose de la lamina propria, des nécroses
tissulaires, une perforation transmurale, le tout accompagné d’une neurodégénérescence. Tous
ces phénomeénes conduisant a la mort au 19° jour. Ce modele a été repris par Savidge en 2007
et a permis de mettre en évidence le role des CGE sur les fonctions de la BEI via la libération
de GSNO (Savidge et al., 2007b).
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Le second modéle est un modele de souris transgénique aboutissant a une destruction
massive des CGE (Cornet et al., 2001). II s’agissait d’un mod¢le double transgénique obtenu
en croisant des souris exprimant I’hémagglutinine (HA) sous le controle de la GFAP et des
souris exprimant le récepteur a I’HA au niveau de leurs lymphocytes. Les lymphocytes T
CD8" cytotoxiques reconnaissent I’HA et détruisent les CGE. Les souris développent une
entérocolite fulminante avec des hémorragies, des ulceres, des perforations, des infiltrats et
une désorganisation de la paroi intestinale et elles meurent en 4 a5 jours. Une adaptation de ce
modele a été réalisé afin d’obtenir une destruction plus modérée du réseau glial (Aube et al.,
2006). 11 s’agit d’injecter a des souris exprimant I’HA sous le promoteur GFAP, des quantités
définies de lymphocytes T CD8" dirigés contre ’HA. Dans ce modéle, une modification du
codage neurochimique est également observée avec une perte de neurones VIPergiques et SP
dans le plexus sous-muqueux et de neurones nitrergiques dans le plexus myentérique, ce qui
explique en partie 1’altération du transit intestinal et le ralentissement de la vidange gastrique.

La perméabilité intestinale est également augmentée.

Un troisieme modéle utilise un agent gliotoxique, le fluorocitrate (Nasser et al., 2006).
Il ne détruit pas les CGE mais inhibe leur métabolisme mitochondrial en inhibant 1’aconitase,
enzyme clé du cycle de Krebs. Le fluorocitrate a été décrit comme rentrant préférentiellement
dans les astrocytes du SNC (Hassel et al., 1992). Suite a I’injection de fluorocitrate en IP
pendant 7 jours, une diminution de la capture des dipeptides par les CGE est observée mais
sans modification ni de leur morphologie, ni de leur nombre. Dans ce modeéle, une altération

du transit du gréle mais pas du cdlon est observée.

L’ablation sévére ou modérée des CGE induit une augmentation de la perméabilité
intestinale associée a une inflammation intestinale aiglie en cas d’ablation sévére (Savidge et
al., 2007). Elle est associée a une augmentation de perméabilité vasculaire dans la muqueuse
intestinale (Aube et al., 2006 ; Bush et al.,1998 ; Cornet et al., 2001).
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[11.4.2 Les cellules gliales entériques, cibles de I'inflammation

intestinale

La glie réactive est définie comme une glie présentant une hypertrophie, une
augmentation de prolifération, une augmentation de 1’expression de GFAP notamment apres
stimulation au LPS et dans les zones inflammatoires.Ainsi, des altérations des CGE sont
observeées chez les patients avec des pathologies inflammatoires, mais également au cours de
la constipation et de la diverticulite (Bassotti and Villanacci, 2011; Bassotti et al., 2007;
Neunlist et al., 2008; Wedel et al., 2002).

Tout d’abord au cours des MICI une hypertrophie et une hyperplasie des CGE sont
observées (Geboes and Collins, 1998). L’inflammation stimule la mitose et donc la
prolifération des CGE myentériques (Bradley et al., 1997). Le nombre de CGE semble
diminuer en zone non inflammatoire et augmenter en zone inflammatoire (von Boyen et al.,
2006; Villanacci et al., 2008). De plus, une autre étude montre qu’au cours de la RCH, il y a
une perte de 38% de CGE S100B positives avec une augmentation du rapport CGE/neurones
(Bernardini et al., 2012). D’autres études montrent également une réduction de la quantité de
CGE au cours de la MC (von Boyen et al., 2011; Cornet et al., 2001). Cette hyperprolifération
est aussi retrouvée par d’autres études chez les patients MICI (Collins et al., 1996 ; Geboes
and Collins, 1998 ; Cirillo et al., 2001). L’IL-1p augmente la prolifération des CGE in vitro,
alors que I’IL-10 a faible dose supprime la prolifération et a forte dose 1’augmente (Ruhl et
al., 2001) L’IL-1B, le TNFa et le LPS augmentent la prolifération des CGE GFAP positives
(Von Boyen et al., 2004) ainsi que les colites induites au TNBS (Bradley et al., 1997).

L’expression des marqueurs gliaux est altérée par I’inflammation intestinale. Ainsi, au
cours des MICI, une perte d’immunoréactivité des fibres nerveuses S100B est observée dans
la lamina propria et associée a la sévérité de la pathologie (Kubota et al., 1992). L’étude de
biopsies de patients atteints de la MC a montré une diminution de I’expression de la GFAP et
de S100B dans la muqueuse et la sous-muqueuse et dans les zones non inflammatoires
(Cornet et al., 2001 ; Villanacci et al., 2008). Une augmentation de 1’expression de la GFAP
en zone inflammatoire a été mesurée chez les patients MICI, plus importante pour la RCH
(Cornet et al., 2001 ; von Boyen et al., 2006). L’étude de Cirillo a montré une augmentation
de I’expression de S100p et de la iINOS au cours de la RCH (Cirillo et al., 2009). De plus,
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I’ajout de TNF-a, d’IL-1p ou de LPS induit I’expression de GFAP in vitro dans des cultures
primaires de CGE de rat (von Boyen et al., 2004). Enfin, I’inflammation induite par I’IL-1f et
le TNFo, mais pas par I'IL-4 et I’'TFNy, augmente 1’endothéline produite par les CGE. Or, les
CGE expriment les récepteurs ET-A et ET-B ce qui par action autocrine de I’ET-1 conduit a

la surexpression de la GFAP (von Boyen et al., 2010).

[11.4.3 Les cellules gliales entériques, actrices de I'inflammation

intestinale

Les CGE expriment de maniére constitutive le CMHI. En revanche, le CMHII est
induit au cours de I’inflammation dans les deux plexus. In vitro, I’'IFNy et le TNFa induisent
I’expression du CMHII et de I'ICAM-1 par les CGE, ce qui augmente 1’adhésion des
lymphocytes T (Geboes et al., 1992). Les CGE deviennent ainsi des cellules présentatrices
d’antigénes préférentiellement infectées par certains pathogenes comme M. paratuberculosis
notamment impliqué dans la MC (Chamberlin et al., 2001), ce qui renforce leur implication
dans 1I’étiologie de la MC (Sechi et al., 2007).

De plus, le LPS et I'IFNy activent les CGE ce qui est démontré par une activation de
c-fos et du CMHII, une augmentation de leur prolifération, une augmentation de I’expression
de S100B, de la GFAP et de la production NO par induction de I’espression de iNOS via
I’intéraction S100B-RAGE (Cirillo et al., 2011). L’IL-1p et le TNFo uprégulent 1’expression
de c-fos dans les CGE en cultures et dans les tissus (Cirillo et al., 2011; Rahl et al., 2001;
Tjwa et al., 2003). Chez les patients atteints de la MC, les CGE de la muqueuse présentent des
taux élevés de cytokines pro-inflammatoires (Schreiber et al., 1999). Ainsi, les CGE sont
capables de sécréter de I’IL-6 en réponse a I’IL-1P et au TNFa (R0hl et al., 2001) mais elles
peuvent aussi produire de I’IL-1p et du TNFa (RUhI et al., 1994). Soumises au LPS, les CGE
produisent de I’IL-1B ce qui augmente I’activité PLA;, COX-2 conduisant a la libération de
PGE; qui augmente la réponse neuronale a la bradikinine (Murakami et al., 2009). Les CGE

augmentent également la sécrétion de métalloprotéinases de la matrice (Lin et al., 2007).

Le TNFa et IFNy induisent 1’apoptose des CGE par I’activation des caspases 3/7 mais
pas ’IL-6 ou I’IL-1P (Steinkamp et al., 2012). Lors des MICI, la diminution d’expression du
GDNF et du BDNF induirait une apoptose massive des CGE qui serait responsable de la perte
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d’intégrité de la muqueuse et donc un passage accru des pathogeénes luminaux et ainsi
I’initiation du processus inflammatoire (Steinkamp et al., 2012). Cependant des données
contradictoires montrent une augmentation de GDNF et de NGF au cours des MICI (DiMola
et al., 2000 ; Steinkamp et al., 2003 ; von Boyen et al., 2006). De plus, les cytokines, en
particulier I’IL-1p et le TNFa, augmentent 1’expression de GDNF par les CGE (Von Boyen et
al., 2006; von Boyen et al., 2006) ce qui semble réduire I’inflammation, améliorer le transit

colique retardé par le DSS (Liu et al., 2014), augmenter la libération de iNOS (Xiao et al.,
2014) ou encore faciliter la réinnervation et le retour a I’homéostasie (Gougeon et al., 2013).
De plus, la déplétion en facteurs neurotrophiques, NT-3 et NGF, aggrave la séveérité de

I’inflammation dans un modele murin de colite au TNBS (Reinshagen et al., 2000).

En ce qui concerne les conséquences fonctionnelles sur les neurones entériques, une
altération des CGE peut conduire a une modification du codage neurochimique, comme
observé dans les modéles d’ablation de glie entérique, avec une diminution de la proportion
de neurones nitrergiques dans le plexus myentérique et une perte de neurones VIPergiques
dans le plexus sous-muqueux conduisant a un ralentissement de la motricité intestinale (Aube
et al., 2006). Pour les conséquences sur la BEI, au cours de la MC, les CGE altérées
(Cabarrocas et al., 2003 ; Cornet et al., 2001) induisent une augmentation de la perméabilité
de la BEI (Buhner et al., 2006; Soderholm et al., 2002) tout comme au cours de la RCH
(Buning et al., 2012). Cette augmentation de perméabilité précéde le développement de
I’inflammation (Savidge et al., 2007). Des défauts de réparation imputés aux altérations des
CGE sont également observées au cours de la RCH (MacDonald et al., 2005) et de la MC
(Okamoto and Watanabe, 2005).

Les disparités dans les résultats observés sont vraisemblablement dues tant aux

différences de modeles utilisés qu’aux marqueurs mesures.
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Objectifs de I’étude

L’analyse des données de la littérature mettent en évidence le réle clé du systeme
nerveux entérique (SNE) dans la physiologie du tube digestif mais son réle dans la
pathogenese des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) est peu connu. En
effet, via la libération de nombreux mediateurs (neurotransmetteurs, cytokines, médiateurs
lipidiques), les neurones et les cellules gliales entériques (CGE) contrélent 1’homéostasie du
tube digestif, en particulier en régulant les fonctions de la barriére épithéliale intestinale
(BEI). Ces dernieres sont majoritairement régulées par les médiateurs gliaux, le GSNO,
I’EGF, I'IL-6, le TGFp et plus récemment identifié, le 15dPGJ, (Neunlist et al., 2012). De
nombreuses études ont montré des altérations des CGE au cours des MICI, cependant il n’y a
pas de données précises sur les modifications de production de leurs médiateurs et leurs

conséquences fonctionnelles.

Ainsi, le premier travail présenté dans cette thése avait pour but :
1) de montrer que le SNE est un acteur de I’inflammation intestinale en particulier via la
production de cytokines pro-inflammatoires et d’identifier les voies de signalisation

impliquées

2/ de caractériser les CGE isolées a partir de piéces opératoires de patients atteints de la
maladie de Crohn (MC) (CGE pathologiques) par I’expression des marqueurs gliaux et la
production de médiateurs en comparaison a des CGE issues de patients atteints de cancers
(CGE controle)

3/ de mettre en évidence le rdle sur la BEI de glio-médiateurs dérivés de la PGD,, la 15dPGJ,

et le 11B-PGF,a et le role du 15-HETE, ainsi que les mécanismes de signalisation impliqués.

Ce travail de thése est présenté sous la forme de trois articles. Le premier article vient
d’étre accepté et visait a étudier I’implication du SNE dans I’inflammation intestinale et plus
particulierement la production de cytokines pro-inflammatoires, le TNFa et I’'IL-6 et leur
modulation par I’activation du SNE. L’activité du SNE peut étre modulée par des stimulations
électriques du systeme nerveux extrinseque comme une stimulation des racines sacrées qui

active le SNE et vient modifier les propriétés de la BEI (Annexe 3).
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Le second et le troisieme article sont en préparation et sont complémentaires. lls
s’intéressent a la caractérisation des CGE de patients atteints de MICI, la production de
médiateurs et les voies de signalisation impliquées. Pour ces deux études, un protocole de
cultures primaires de CGE isolées a partir de tissus de patients a été utilisé (Annexe 5). Le
deuxiéme article se focalise sur la production gliale de 15-HETE, son r6le sur la perméabilité
de la BEI et les mécanismes impliqués. Le troisiéme porte sur la caractérisation des CGE de
MC et en particulier la dysrégulation de la production de 15dPGJ; et de 11B-PGF,a et son
role dans le contrdle des fonctions de résistance, de prolifération, d’étalement des CEI et de

réparation de la BEI

Deux autres articles sont présentés en annexe. L’annexe 2 présente la validation d’un
modeéle d’endoscopie pour analyser le SNE au sein de biopsies panpariétales dans un modele
porcin. L’annexe 4 porte sur la comparaison de 1’endoscopie classique et de la
microendoscopie confocale pour analyser les cryptes épithéliales de la muqueuse des patients
atteints de la MC.
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Résultats

Article 1: L’activation du systéme nerveux entérique module la
réponse neuronale induite par le LPS
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Présentation de ’article 1

Le SNE joue un role central dans la régulation des fonctions gastro-intestinales (Furness,
2012), et s’il a été montré qu’il peut protéger I’organisme Vis-a-vis des pathogénes (Sharkey et
Savidge, 2014), sa réaction propre a des agents infectieux ou méme a un environnement inflammatoire
reste mal défini. Cependant, il a été montré que le SNE est sensible a son environnement. En effet des
analyses du SNE dans des modéles murins de colite ou dans des patients atteints de MICI ont mis en
évidence une hyperplasie des neurones et des changements de leur codage neurochimique ainsi qu’une
hypertrophie et une hyperexitabilité neuronale (Geboes et Collins, 1998 ; Lomax et al., 2005 ; Vasina
et al., 2006). Ces changements étaient associés a une augmentation de production de TNFa, et il est
maintenant bien défini que le SNE est capable de répondre a des cytokines (Margolis et al., 2011 ;
Lomax etal., 2006) et a des composants bactériens comme le LPS puisque les neurones et les CGE
expriment des récepteurs aux cytokines comme le TNFR1, le TNFR2 (Chandrasekharan et al., 2013),
ou ’ILR-1 (Stoffels et al., 2014), des Toll-like receptors, les TLR-2, -3, 4 et 7 (Rumio et al., 2006 ;
Barajon et al., 2009 ; Anitha et al., 2012 ; Esposito et al., 2013 ; Turco et al., 2013 ; Brun et al., 2013).
Les conséquences fonctionnelles de D’activation des TLRs restent mal connues, de méme que la
capacité du SNE a ne pas étre seulement sensible mais plutét réactif a des agents pathogenes. La
réaction du SNE a une infection dépasse-t elle les anomalies structurales observées? L’activation du
SNE module-t-elle cette réaction ?

Pour apporter des réponses a ces questions, nous avons voulu déterminer si le SNE pouvait
répondre directement au LPS en synthétisant une cytokine pro-inflammatoire majeure, le TNFa et si
I’activité neuronale pouvait moduler cette production in vitro et ex vivo.

Pour cette premiéere étude, nous avons mesuré la réponse au LPS de cultures primaires de SNE
mais également de plexus myentériques humains provenant de résections coliques de patients
contréles. L’impact de I’activation du SNE sur la production de TNFa en réponse au LPS a été évalué
par I’activation électrique et chimique du SNE, et des analyses biochimiques nous ont permis de

déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans ces phénomenes.

Ce travail démontre pour la premiére fois que le SNE et en particulier les neurones entériques
produisent du TNFa en réponse au LPS via ’activation des voies ERK et AMPK. De plus, I’activation
neuronale est capable d’inhiber cette synthése de réduire 1’expression du TLR2 et de moduler la
production d’IL-6. Ces données renforcent I’idée que le SNE est un acteur important dans la réponse
inflammatoire et surtout que 1’activation neuronale serait anti-inflammatoire confirmant la piste

thérapeutique de I’activation vagale ou celle des racines sacrées pour moduler le SNE.

Cet article a été soumis le 6 juin 2014 a Journal of Neuroinflammation et est actuellement en
révision.
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Abstract

Backeround

Evidence continues to mount concerning the importance of the entenc nervous system (ENS)
in controlling numerous intestinal functions in addition to motlity and epithelial functions.
Nevertheless, little is known conceming the direct participation of the ENS in the
inflammatory response of the gut during mfectious or mflammatory msults. In the present
study we analyzed the ENS response to bacterial lipopolysaccharide, in particular the
production of a major proinflammatory cytekine, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).
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Methods

THNF-o expression (measured by gPCR. quantifative Polymerase Chain Reaction) and
production {measured by ELISA) were measured in human longitudinal muscle-myentenic
plexus (LMMP) and rat ENS primary cultures (tENSpc). They were either treated or not
treated with lipopolysaccharide (LPS) m the presence or nof of elecirical field stinmlation
(EFS). Activation of extracellular signalregulated kinase (ERE) and 3 -adenosine
monophosphate-activated profein kinase (AMPE) pathways was analyzed by
mmnmnocytochemistty and Western blot analysis. Their implications were studied vsing
specific inhibitors (U0126, mitogen-activated protein kinase kinase, MEK., inhibitor and C
compound, AMPE inhibitor). We also analyzed foll-like receptor 2 (TLEZ2) expression and
mierleukin-6 (IL-6) production affer LPS freatment simultaneously with EFS or TINF-o-
nentralizing antibody.

Results

Treatment of human LMMP or tENSpc with LPS induced an increase in TNF-o production.
Activation of the ENS by EF5 significantly mmhibited TINF-o production. This regulation
occurred at the transcriptional level Signaling analyses showed that LPS mnduced activation
of ERK but not AMPE. which was constitutively activated in tENSpc neurons. Both U0126
and C compound almost completely prevented LP5-induced TNF-o production. In the
presence of LPS, EFS inhibited the ERE and AMPK pathways. In addition, we demonstrated
using TWF-o-neutralizing antibody that LPS-induced TINF-o production increased TLEZ2
expression and reduced IL-§ production.

Conclusions

Our results show that LPS induced TNF-o production by enteric neurons through activation
of the canonical ERE pathway and also in an AMPE-dependent manner. EN5 activation
through the inhibition of these pathways decreased TNF-a production, thereby modulating
the inflammatory response induced by endotoxin.

Keywords

Enteric nervous system, LPS, TWNF-o, AMPE. FRE

Background

The enteric nervous system (ENS), composed of neurons and enteric glial cells (EGC), 15 a
central regulator of gastromtestinal functions encompassing gut motility, electrolvie transport
and intestinal epithelial barner (IEB) functions [1]. Recently, the ENS has been recognized as
a major player in gut protection in response fo pathogen or mflammatory insult [2].
Conversely, the ENS 1s also affected 1n disease, in particular in inflammatory bowel diseases
(IBD). Alferations in EN5S finctions and phenotype (altered excitability and neuroplasfic
changes) occur in IBD [3.4]. These changes are associated with gastroinfestinal (GI)
dysfunctions such as altered motility, diarthea and even pain. The ENS could also be directly
mvolved m the mflammatory response to infections or inflammatory challenges. Indeed. in
amimal models of colifis, entenic neuronal hyper- and hypoplasia was associated with
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mcreased and reduced production of TNF-a. respectively [5]. In addition, hypertrophy and
hyperplasia of enteric neurons has been reported in IBD [6]. However, the mechanism
responsible for neuronal modulation of the severity of inflammation remains unknown. Being
putatively due to the modulation of neuroimmune interactions, it is tempting to speculate that
enteric neurons could directly produce and regulate ke cytokines involved in IBD.

During inflammation the ENS responds to a wide range of mediators, such as cytokines [7].
The ENS can also respond to bacterial challenges such as lipopolvsaccharide, as it expresses
a wide array of toll-like receptors (ILRs). Enteric neurons express TLE4 [8.9]. TLE3 and
TLR7 are expressed in the myentenic and submucosal plexi. TLR3, TLR4 and TLR7 are also
expressed 1n EGC [10-13]. The functional consequences of the activation of TLEs by their
ligands in enteric neurons remain largely unknown. TLR2 was nevertheless shown to be
necessary for maintaining ENS mtegrity and protection from colitis [14]. Stimmulation of
TLR4 m EGC induced the release of nitric oxide [12]. However, the ability of enteric neurons
to respond to lipopolysaccharides (LPS) and to synthesize cytokines such as TNF-o. as well
as the signaling pathways involved, remain unknown.

The overall aim of this study was to determine whether the ENS can directly respond to LPS
by producing the major proinflammatory cytokine TNF-o, and whether ENS actrvity can
modulate this production.

Methods

(reneration of enteric nervous syvstem cultures

Rat ENS primary cultures (tENSpc) were performed as previously described using the small
mtestines of E15 Sprague-Dawley rat embryos (Janvier Laboratories SA. Le Genest-St-Isle,
France) [15]. These procedures were approved by the local Animal Care and Use Commuttee
(agreement E. 44011; INSERM, Nantes, France). Briefly, the small infestines of rat embryos
were removed, diced in Hank's Buffered Salt Solution (Sigma-Aldrich Saint-Louis,
Missour, United States) and collected mn 5 mL of Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)-F12 (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, California, United States) (1:1) for
digestion at 37°C for 15 minutes in 0.1% trypsin (Sigma-Aldrich). The trypsin reaction was
stopped by adding medium confamming 10% fetal calf serum and then treated by DNase I
0.01% (Sigma-Aldrich) for 10 minutes at 37°C. After tnturating with a 10 mL pipette, cells
were cenfrifuged at 750 rpm for 10 mmnutes. Cells were counted and then seeded at a density
of 2.4 = 10° cells/cm™ on 24-well plates previously coated with a solution of gelatin (0.5%:
Sigma-Aldrich) in sterile phosphate buffered saline. After 24 hours, the medium was replaced
with a semum-free medium DMEM-F12 (1:1) contamming 1% of N-2 supplement (Life
Technologies. Cultures were maintained for 14 days. Usmng this method. rENSpc is
composed of well-orgamzed ganglia interconnected by mterganghonic fiber strands forming
a network that lavs on a smooth muscle cells monolayer (smooth muscle actin or SMA
positive cells). Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis, aimed to reveal the
cellular composition of the tENSpe, revealed that enteric neurons and glial cells represent >
to 6% and 20 to 40%, respectively, of cells present in culture (personal observation). Half of
the mediuvm was replaced every other day and the day before the experiment.
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Enteric nervous system treatments

The tENSpc were freated with lipopolysaccharides (Escherichia coli and Salmonella
fphosa; 1:1, Sigma-Aldrich) at 0.1 pg/ml for the indicated time, except for Figure 1A, where
different concentrations were tested. For the purpose of establishing which pathways and
receptors are implicated in TNF-o and TLE2 regulation. U0126 (nutogen-activated protein
kinase kinase 1/2 or MEK1/2 inlibitor; 10 uld), compound C (57 -adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPEK) inlubitor; 10 pM) (Calbiochem, Merk Millipore, Billerica,
Massachusetts, United States) and anti-rat TNF-a (1 and 10 pg/ml; eBiosciences, San Diego,
California, United States) were added 30 minutes prior to the addition of LP5S or ENS
stimmilation Pam3CSKE4 (TLR1/2 agomist; 100 ng/ml; Invivogen, San Diego, California
United States), A438079 (selective P23; anfagomist; 30 pM; Tocris Bioscience, Bristol,
United Kingdom). adenosine-5-triphosphate (ATP) (100 pM) and 2°(37)-0-(4-
benzovlbenzovl) adenosine-5'-triphosphate tniethylammeonium salt (BzATP) (selective P2XT
agomst; 100 pM; Sigma-Aldrich) were also used to treat ENS plus or minus LPS.

Enteric nervous system activation

To smdy the effect of neuronal activity on cytokine secretion, tENSpe were electrically
stinmilated in 24-well plates fitted with a pair of plafinum electrodes connected fo an electrical
stinmilator (Duallmpedance Research Stimulator, Harvard Apparatus Lid, Edenbnidge, United
Eingdom). The electrical field stimulation (EFS) parameters used were frains of constant
current pulses (pulse duration: 20 ps; amplitede: 8 V, frequency: 15 Hz) applied for seven
hours, with reversal of electrode polarity every 30 minutes. and supernatants and lysates were
collected after 24 hours for ELISA TNF-o measurements and cuantitative PCR (qPCR).
MNeuronal activation was verified by analysis of ¢-Fos expression after seven howurs of EFS
(Additional file 1). Putative newronal damage induced by EFS was also verified. Following
seven hours of EFS, no change in newron-specific enolase (NSE) in the culture medium or in
protein gene product (PGP)9.5 expression was observed as compared to confrol (non-
stinmilated condition), suggesting that EFS did not affect neuronal viability. Neuronal activity
during the seven hours was also measured using an essential neuromediator, ATP.

Enteric glial cells

Primary cultures of human and adult rat EGCs were obtained according to the procedure
descnibed by Soret af al. [16]. Briefly, Imman EGC were originated from colonic resections
of patients with colorectal cancer (according to the gumidelines of the French Fthics
Committee for Research on Human and registered under the number DC-2008-402). Adult
rat EGC were obtained from entire small intestines of Sprague-Dawley rats. After dissection
of rat or human segments, the remaiming longitudinal nuscle-myenteric plexus (LMMP) was
placed in GentleMACS tubes C in a GentleMACS dissociator (MiltenviBiotec, Bergisch
Gladbach, Germany) for enzymatic digestion (250 pl protease, 5 g/I”}; 250 pl collagenase. 20
g1™!: 400 pl bovine serum albumin. 50 g/17'; Sigma-Aldrich) and mechanical dissociation in
DMEMTF12 medinm (supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 100 I/ml
penicilling 100 pg/ml streptomyein. 1.1 pg'ml amphotericin B, 20 pg/ml gentamicin, § mM
glutamine and 2.1 gl NaHCO;; Life Teclmologies). Following gentle agitation at 37°C,
pellets were washed and resuspended in DMEMT12 complete medium. The suspension was
placed under a microscope and ganglia were picked up using a pipette with a sterile tip and
seeded in 24-well plate coated with gelatin. After 48 hours, the medinm was entirely replaced
and only EGC proliferated to reach confluency after two to four weeks. The primary cultures
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of EGC from rat embryos (JUG2 cell line) was obtained as described by Bach-Ngohou ef al.
[17] and dermved from ENS prmarv culfure after trypsinization and differential
centrifugation. EGC were treafed with LPS at a concenfration of 0.1 pg/ml for seven hours
before collecting supernatants.

Human tissue experiments

Colonic segments were pinned in a dissection dish confaining ice-cold, sterile oxygenated
Erebs solution (Sigma-Aldrich). Mucosae, subnmicosal and circular nmscles were carefully
removed under a dissection microscope and the remaining LMMP was placed in a 24-well
plate containing DMEM/TF12 complete medmum (supplemented as in EGC pnmary culture
procedure). The following day, the medium was replaced with 1:1 DMEM-F12 containing
1% N-2 supplement, and specimens were electrically stimulated with the same equipment
and parameters as for TENSpe stimulation. Afier seven hours, supernatants and lysates were
collected and tissues were weighted to normalize the ELISA analysis.

Immunofluorescence

After treatments, fENSpc were fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde at room
temperature for 30 minutes. Following pre-incubation in PBS contamning 5% donkey serum
and 0.5% Trton™ X-100 (Sigma-Aldrich) for 30 minutes, cells were mncubated with the
following primary antibodies overnight at 4°C: rabbit anti-phospho-p44/p42 (P-ERK), rabbit
anti-phospho-acetyl coenzyme A (CoA) carboxylase (P-ACC; 1:500; Cell Signaling
Technology., Beverly, Massachusetts, United States), goat anti-TLR2 (1:50; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, United States), and goat anfi-TNF-a (1:200; Santa Cruz
Biotechmology). Anfi-rabbit and anti-goat conugated to Cyanined (1:300; Jackson
Imnmnoresearch, West Grove, Pennsylvania, United States) were used as secondary
antibodies for one hour. In the following step, the cells were labelled with pnimary antibodies
for nenronal or glial markers: mouse anti-Hu (1:200; Molecular ProbesE Life Technologies),
rabbit anti-PGP9.5 (1:1,000; Ultraclone Limited, Tebu-bio, Le Pemray-en-Yvelines, France),
mouse anfi-5ox10 (1:300; BE&D systems. Minneapolis, Minnesota, United States), rabbit anti-
S100b (1:1,000; DakoCytomation, Glostrup, Denmark), mouse anti-S100b (1:1,000, Abcam,
Cambrnidge, United Kingdom), and mouse anti-B-tubulin IT (1:1,000; Sigma-Aldnich). After
secondary antibodies (FluoProbes™488; 1:200; Interchim or Cyamine5; 1:200; Jackson
Imnmnoresearch), images were acquired with an Olympus IX 50 fluorescence microscope
coupled to a digital camera (model DP71, Olympus), analyzed with Cell B software (Soft
Imaging System, Olympus), and treated with Image J software (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, United States).

Immunoblotting

ENS cells cultured for different times (as indicated). with or without stimuli, LPS or agonists,
were lysed in KA1 (Nucleospin RNATL Macherey-Nagel, Diiren, Germany) to separate EINA
and proteins. Proteins were precipitated and pellets were resuspended in Phosphate-buffered
salinefinis  (2-carboxvethvl)phosphine (PSB/TCEP) (Macherey-IMagel). Samples were
processed for electrophoresis using NuPAGE™ MES SD5 buffer kat (Life Technologies) and
separated on 4 to 12% Bis-Tris gels (NuPAGE. Life Technologies). Proteins were transferred
to mifrocellulose membranes with the iBlof™ system (Life Technologies). After blocking
with Tris-buffered saline (TBS), 0.1% Tween 20 and 5% nonfat dry milk for one hour, blots
were incubated overnight at 4°C with primary anfibodies diluted 1n TBS and 3% nonfat dry
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milk for rabbit anti-phospho-Thrl172-AMPE (P-AMPEK), rabbit anti-AMPE rabbit anti-
phospho-p44/p42 (P-ERK), rabbit anti-p44/p42 and rabbit anti-phospho-ACC (1:300; Cell
Signaling Technology), and mouse anti-beta-actin (1:5000; Sigma-Aldrich). Imnmmoblots
were probed with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
(Life Technologies) and visualized by chemiluminescence (ECL Crescendo or Forte, Merk
Millipore). Quantitative analysis was performed using Image J software. The value of
phosphorylated and fotal protein immunoreactivity was normalized fo the amount of P-actin
immunoreactivity and expressed as the fold increase relative to the control, taken as 1.

Real-time guantitative PCR analvsis

According to the manufacturer’'s recommendations, total RNA extraction from cells was
performed with Nucleospin RNAII kit (Macherey-Nagel) and 1 pg punfied RINA was
denatured and processed for reverse transcripfion using Superscript I reverse franscriptase
(Life Technologies). PCR. amplifications were performed using the Absolute Blue SYBR
green fluorescein kit (Roche, Basel, Schweiz) run on a Rotor-Gene (Qiagen. Venlo, The
Netherlands). The following primers were used:

S6 mumber: [GenBank:NM _001010].

Forward primer: 5" -CCAAGCTTATTCAGCGTCTTGTTACTCC-3".

Reverse pnmer: 5"-CCCTCGAGTCCTTCATTCTCTTGGC-3.

TNF-o number: [GenBankNM 012675 .3].

Forward primer: 5" -CTCATTCCTGCTCGTGGCGGG-3.

Reverse primer: 5"-TACGACGTGGGCTACGGGCTT-3".

TLR2 number: [GenBankNM 198769 2].

Forward primer: 5" -CAGATGGCCAGAGGACTCA-3".

Reverse primer: 5"-AATGGCCTTCCCTTGAGAG-3.

Felative quantification of gene expression was determined using the standard curve method
and endogenous control ribosomal protein S6 mBNA. The ratios, TNF-a/S6 or TLR2/S6,
were compared with control experimental conditions normalized fo 1.

ELISA

The concentrations of TNF-a and IL-6 were determined in rENSpc and human IMMP
specimen culture supematants by ELISA (BD '[ZI'Jl;nEI.i‘:.T""I ELISA Set. BD Biosciences,
Franklin Lakes, New Jersey, United States) according to the manufacturer's instructions.
Absorbance measurements were performed at 450 nm on a spectrophotomefric enzyme-
linked immmunosorbent sandwich assay (ELISA) plate reader (Varoskan™, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) using the Skanlt software (Thermo
Scientific). For human LMMP specimens. the TNF-a concentration was expressed related to

the weight of the specimen.
Statistical analvsis

Data resulted from independent experiments performed in duplicate or triplicate. Stafistical
significance was evaluated using GraphPad Prism software (GraphPad Software Inc., La
Jolla, California, United States). For time- and dose-dependent experiments, a two-way
AMNOVA test followed by a Bonfermrom posi-hoc test was used. The fime-dependent response
to LPS in Western blots was analyzed with a Kruskal-Wallis nonparametric ANOVA test,
followed by Dunn’s posi-hioc test. The differences between groups were calculated by a two-
tailed Student’s f-test for nonparametric and unpaired data. or bv Mann-Whitnev U test.
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Results

Neurons of the enteric mervous system produce TNF-o in response to
lipopolvsaccharide stimulation

To determine whether the ENS could respond to LPS by producing promflammatory
cytokines, we measured TINF-a concentrations in the supernatants of rENSpc treated with
different concentrations of LPS for two to 24 hours. We have verified that neurons of the
tENSpc expressed the TLR4 and were thereby able to respond to LPS (Additional file 2). The
TNF-o concentration was significantly increased after eight hours of 1 pg/ml LPS
stimulation, and between 12 to 24 hours for LPS concentrations ranging from 0.01 to 1 pg/ml
(Figure 1A). We chose the mtermediate LPS concentration (0.1 pg/ml) for the rest of the
study. Using immunocytochemistry, we further aimed to idenfify the ENS cell tvpe (neuronal
or glial) expressing TNF-a. In rfENSpc, enteric neurons were organized in ganglia connected
to each other by interganglionic fiber strands as demonstrated by immunostaining using pIII-
tubulin (Tuj) antibody (Figure 1B). EGCs, identified by S100p immunostaining, were also
present in enteric gangha (Figure 1B). We showed that in fENSpc treated with LPS for 24
hours, THF-o imnmumoreactivity was detected in the cyfoplasm of Tuj-positive cells, but not
in S100p-positive cells (Figure 1B). To confirm that EGC do not produce TNF-a. we
measured TNF-a production from human adult and embryonic rat EGC in response to
treatment with LPS. None of these cells responded to LPS treatment with an increase in TINF-
o production (Figure 1C). Our results show that enteric neurons are the cells of the tENSpe
producing TNF-o in response to LP5 stinmulation.

Figure 1 Enteric neurons produce TNF-o in response to LPS stimulation. (A) rENSpc
were treated in a fime- and dose-dependent manner with LIPS, Quantfication of TINF-a
secretion was measured by ELISA. Values represent the mean = SEM of between three and
seven independent samples per condition {fwo-way ANOVA test followed by a Bonferrom
post-hoc test; *P <005 as compared with the same time point without LPS). (B)
Representative images of TNF-a localization in the rENSpc (four mndependent samples).
Immmmocyiochemical triple labeling of ENS cultures were performed using anfi-TNF-o, anfi-
S100B {gha] marker) and anfi-Ty (neuronal marker) antibodies. Examples of neurons
expressing TINF-o are depicted with white arrowheads. Scale bar: 30 pm. (C) LPS freatment
of enteric glial cell cultures did not induce TNF-a production (between four and ten
mdependent expeniments). EGC, enteric ghal cells; LMMP, longitudinal nmscle / myenteric
plezus; LPS, lipopolvsacchandes; rENSpe, rat enteric nervous system pnmary culfure;
S100pB, S100 calcium binding protein beta; SEM, standard error of the mean; TNF-a, tumor
necrosis factor alpha; Tuy. PII-tubulin.

Rat enteric nervous svstem activafion inhibits the lipopolysaccharide-induced
increase in TNF-o transcript and protein levels

To assess if EN5 activity could regulate TNF-o production, we measured LP5-induced TINF-
a production in the supematants of TENSpc after EFS and in those not treated with EFS. EFS
had no significant effect on basal TNF-o production. However, EFS significantly miubited
TINF-a production induced by LPS in tENSpc (Figure 2A). qPCR analysis indicated that EFS
mhibited the mncrease in TWF-a mENA level observed affer LPS (Figure 2B). These results
show that LP5 induce an increase in TINF-g transcript and profein levels, and that ENS
activation reduces TNF-o production.
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Figure 2 ENS activation in rat primary cultures inhibits the LPS-induced increase in
TNF-o transcript and protein levels. (A) Evaluation of the impact of electrical field
stimulation (EFS) on TNF-a secretion was performed by ELISA in rENSpc treated (+) or not
(=) with LPS (0.1 pg/ml) (twelve mdependent experiments). (B) TNF-a mRNA expression
was measured in tENSpe by gPCR (twelve independent expeniments). (C) The effect of ATP
(100 pM) and involvement of P2X7 receptor on TNF-o secretion were measured by ELISA
m ENS cultures pretreated or not with BzATP (P2X7 agomst; 100 uM) or A439079 (P2X7
antagomist; 30 pM) (five mdependent experiments). Values represent the mean + SEM
(Mann-Whitney U test; *P <0.05 as compared with control without LPS; #P <(0.05 LPS with
EFS, agonist or antagonist versus LPS alone; §P <0.05 LPS with ATP compared with LPS
with ATP in presence of A438079). ATP, adenosine-3"-triphosphate; BzATP, 2°(37)-0-(4-
benzovibenzoyl) adenosine-5'-triphosphate tniethylammonium salt. CT. comtrol; EFS,
electrical field stimulation; LPS, lipopolysaccharide; mRINA, messenger nibonucleic acid;
tENSpc. rat enferic nervous system primary culture; SEM, standard error of the mean; TNF-
o, tumor necrosis factor alpha.

ATP inhibits lipopolysaccharide-induced production of TNF-a through P2X7
receptor activation

Various studies have demonstrated the anti-inflammatory effects of adenosine receptor
activation [18,19] and ATP 1s a common infercellular messenger produced by enteric neurons
[20]. To determune their putative regulatory role m LPS-induced TNF-a production by the
ENS, we studied the potential role of ATP and purinergic receptor activation. An increased
extracellular ATP concentration remarkably decreased the LPS-induced production of TINF-
. The application of BzATP. a P2X7 apgonist, induced a similar reduction in TNF-a
production, as did ATP. The ATP effects were partially reversed by the selective P2XT
antagonst, A438079 (Figure 2C). These results show that LPS-induced TINF-a production 1s
reduced by ATP stimulation of P2X7 receptors.

ERK and AMPK inlabition prevent lpopolysaccharide-induced TNF-o
upregulation

To decipher the signaling pathways responsible for LPS-induced TNF-a synthesis by the
ENS, and its modulation by EFS, we analyzed the possible implication of the canonical
extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway, and also of the 5'-adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) pathway. By Western blot analysis using
phospho-specific antibodies recognizing the active form of the ERKs, we showed that
phosphorylation of ERKs was mcreased after two hours of LPS stimulation. with no change
in ERK expression (Figure 3A). Activation of the AMPK pathway can be measured by the
phosphorylation of the Thr172 of the AMPE itself, or by the phosphorylation of acetyl-CoA
carboxylase (ACC), an AMPK target. on 1fs Serl9. Netther AMPK nor ACC phosphorylation
changed significantly over time, with or without LPS treatment (data not shown).
Imnmnocytochemical analyses revealed that the immunoreactivity for phospho-ERK and
phospho- ACC concurred with Tuj and Hu (neuronal markers), but not with S100p or Sox10
(glial markers) immmmoreactivity (Figure 3B). These data show that, wlule the AMPE
pathway was constitutively activated in neuronal cells, ERKs were activated in neurons after
LPS treatment. Pretreatment of rENSpc with U0126 or compound C inhibitors of the ERK or
AMPEK pathways, respectively, significantly reduced TNF-a mRNA expression (Figure 3C)
and TNF-a production (Figure 3D). Interestingly, ERK phosphorylation was not affected by
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compound C (Figure 3E), and ACC-phosphorylation was not modified by U0126 (Figure 3F).
again suggesting the independence of the two pathways. These results demonstrate that the
AMPE and ERK pathways participate independently in LPS induction of TNF-a production
by the ENS.

Figure 3 ERK and AMPK inhibition prevent LPS-induced increase in TNE-o transcript
and protein levels. (A) EREK pathway activation in tEN5Spe freated with LPS from two
minutes to seven hours was measured by Western blotting using phospho-ERE anfibodies (P-
ERK). The relative amount of P-ERK was determuned by normalizing with p-actin (four fo
eight independent experiments). Values represent the mean = SEM as fold/mean t0 (one-way
ANOVA ftest followed by Dunn’s posi-hoc test; *P <0.05 as compared with t0 without LPS).
(B) Localization of activated — ERK and — AMPK in rfENSpc treated for two hours with LPS
was performed by immumocytochemistry using P-FRK or phospho-Acetyl-CoA Carboxylase
(P-ACC), with S100p and Sox10 (glial markers) or Hu and Tuj (pII-tubulin, neuronal
markers). Scale bar: 50 pm. Inserts show higher magmification images (40x for P-EREK and
100w for P-ACC). ERK- and AMPE-dependent pathway contribution to TINFa production
were assessed nsing MEE1/2 mhibitor (U0126; 10 pb) and AMPE inhibitor {C compound,
CC; 10 pM) co-treatment on rENSpe treated (=) or not (—) with LPS for seven hours. (C)
Cuantification of TWNF-o mENA by qPCE (six fo 11 independent samples). (D) TWNF-o
secretion was assayed by ELISA with or without the presence of inhibitors (s1x independent
samples). The independence of the ERE and AMPE pathways was deternuned by Western
blotting. (E) ERK phosphorylation was not affected by CC and (F) ACC phosphorylation
was not modified by U0126 (eight and three independent experiments, respectively). (Mann-
Whitney U test; *P <0.05 as compared with control without LPS; #P <0.05 as compared with
LPS without inhibitor). () The EFS impact on ERK and AMPE activation was measured on
tENSpe treated (=) or not (=) with LPS and FFS for two hours by Western blotting using P-
ERK and P-AMPK anfibodies. Immunoblots are representative of five independent
expenments with similar results.

Electrical field stimulation inhibits AMPK and lipopolysaccharide-induced
ERK activation

To determine if EFS could inhibit TNF-a production by modulating the ERK and AMPK
pathwayvs, we analvzed EREK and AMPE acfivation in tEN5Spc freated, or not, with LPS, in
the presence or absence of EFS. EFS had no significant effect on basal pathway activity but,
combined with LPS treatment, it significantly reduced the phosphorylation of ERE and
AMPEK compared to the LPS conditions (Figure 3G). This suggests that ENS activation limits
THWF-o production by inhibition of LP5-induced ERE activation and decrease of AMPE
activity.

Human enteric mervous system activation inhibits the lipopolyvsaccharide-
induced increase in TNF-o production

To assess if the induction of TNF-o production by LPS and its regulation by EFS also occurs
m human samples, we measured LPS-induced TNF-o production in the supematants of
human LMMP after, or not, EFS. EFS had no significant effect on basal TNF-a production
However, EF5S significantly inhibited TNF-o production induced by LP5 in the LMMP
(Figure 4A). The application of BzATP, a P2X7 agonist, induced a similar reduction in TNF-
o production (Figure 4B). Prefreatment of LMMP with UJ0126 or compound C inlubifors of

172



Résultats

the ERK or AMPK pathways, respectively. sigmficantly reduced TNF-o production (Figure
4C). These results show that in human LMMP as in rENSpc, LPS induces an increase in
TNF-o production that depends on AMPK and ERK pathways, and that ENS activation
reduces this production by stinmlation of the P2X7 receptors.

Figure 4 ENS activation in human LMMP inhibits the LPS-induced TNF-o production.
(A) The impact of electrical field stimulation (EFS) on TINF-o secretion by the human
LMMP treated (+) or mot (=) with LPS (0.1 pg/ml) was performed by ELISA (four
independent experiments each performed in friplicate; CT means control). (B) The
mvolvement of P2X7 receptor on TNF-o secretion were measured by ELISA m human
ILMMP pretreated, or not, with BzATP (P2X7 agomst; 100 pM) before LPS stimulation
(three independent experiments each performed in triplicate; CT means control). (C) ERK-
and AMPE-dependent pathway contribution to TNFo production induced by LPS were
assessed using MEK1/2 inhibitor (U0126; 10 pM) and AMPEK inhibitor (C compound, CC;
10 pM) co-treatment on buman LMMP treated, or not, with LPS for seven hours (three
independent expeniments each performed in triplicate; CT means confrol). Values represent
the mean = SEM (Mann-Whitney U test; *F <0.05 as compared with control without LPS; #P
=0.05 LPS with EFS. agonist versus LPS alone). AMPE. 5"-AMP-activated protein kinase;
BzATP, 2°(37)-0-(4-benzoylbenzoyl) adenosine-5>'-triphosphate tnethylammonium salt; CT,
control; CC, C compound:; CT, control; EFS, electrical field stimulation; ERE. extracellular
signal-regulated kinase; LMMP, longitudinal muscle / myenteric plexus; LPS,
lipopolysacchande; MEK1/2, mitogen-activated profein kinase kinase 1/2; SEM. standard
error of the mean; TNF-o, tumor necrosis factor alpha.

Rat enteric nervous system primarv cultures upregulate the neuronal
expression of TLR2 in response to ipopolyvsaccharide stimulation

To further investigate the ENS response to LPS, we measured, using gPCRE. 7LRE? mBENA
expression in tENSpe. TLR? mRNA was detected in control conditions and LPS treatment
mduced a strong increase m 1its expression (Figure 5C). To determine if this regulation also
occurred at the profein level, and fo identify the cells expressing TLEZ. we compared
immunoreactivity for TLE2 with immunoreactivity for the neuronal marker Tuy or for the
glial marker S100p on tENSpe stimmulated, or not, with LP5. TLE? immmmoreactivity was
detected slightly in our confrol conditions but clearly appeared i Tuj-positive cells, and
rarely in S100p-positive cells, when rENSpc were treated with LPS (Figure 5A). To confirm
that TLR? expression 15 mainly neuronal, we have analyvzed TLE? immunoreactivity in
lwman EGC. The glial marker S100p staining of culiures of human FEGC always present
highly positive cells and low positive cells. Only the highly S100B-posttive EGC also
expressed the TLR2 (Figure 3B), but no changes were observed after LPS stinmulation. All
together these data show that mainly enteric neurons express the TLR2 and respond to LPS
through TLR2 upregulation.

Figure 5 LPS-induced TNF-v production leads to TLR2 upregulatdon and TLE2
contributes to TNFa production. (A) Localization of TLR2 on newronal or glial cells of the
tENSpc was analyzed by immunocytochemustry using anti-TLR2. —Tu (p-tubulin IIT) and —
5100p antibodies on cultures freated for seven hours with LPS (0.1 pg/ml), or not. Scale bar:
50 pm. (B) Expression of TLR2? was also observed in human EGC cultures by
immunocytochemistry using anfi-TLR2 and —S100p antibodies on cultures treated for seven
hours with LPS (0.1 pg/ml)., or not. (C) Relative expression of TLR2 mRNA in rENSpc
treated (+), or not (=), with LP5S for seven hours (15 independent samples). Values represent
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the mean = SEM of TLR2 mRNA quantification against RPS6 (Mann-Whitney U test; *P
=0.05 as compared with control without LPS). (D) Quantification of TLE2 mRNA 1n rtENSpc
treated (+). or not (=), with LPS (0.1 pg/ml) in the presence of, or not, anti-TNF-a (1 pg/ml
and 10 pg/ml), was performed by RT-qPCR (five independent samples) (Mann-Whitney U
test; *P <0.05 as compared with confrol without LPS; #P <0.05 as compared with LIPS
treatment without anti-TINFa). (E) TLR2 mRNA expression i tENSpc treated (+), or not (—).
with LPS in the presence of or not, EFS stimmlation (11 to 16 independent samples). TLR2
mRNA quantification relative to S6 was expressed as induction fold to the control mean
(Mann-Whitney U test; *P <005 as compared with control without LPS; #P <005 as
compared with LPS treatment without EFS). (F) ENS cultures were treated (+), or not (—),
with LPS (0.1 pg/ml) and Pam3CSK4 (TLR1/2 agonist; 0.1 pg/ml). Values represent the
mean = SEM of eight independent experiments (Mann-Whitney U test; *P =005 as
compared with control without LPS; §P <0.05 as compared with Pam3CSK4 without LPS).

Lipopolyvsaccharide-induced TNF-¢ production participates in TLR2
upregulation and can be prevented by electrical field stimulation activation of
the enteric nervous svstem

To determune if TNF-o production induced by LPS could be involved i the TLR2
upregulation observed in enteric neurons in response to LPS, we measured 7LR? mRNA
tENSpc stinmlated by LPS in the absence or presence of TINF-u-neutralizing antibodies.
Anti-TNF-o antibodies significantly reduced the expression of the TLR? mRNA induced by
LPS (Figure 5D). In the same manmer, EFS stimmlation of the rfENSpc significantly reduced
the TLR? mRNA expression induced by LPS (Figure 5E). These data show that TNF-a
production induced by LPS upregulated the TLE2 receptor expression and depends on ENS
activity.

TLR2 activation induces TNF-u production

TLR2, as well as TLE4, activation in different cell types can induce TINF-a production [21].
To assess the involvement of TLR2 in the ENS response to LPS, we measured TNF-a
production in rENSpc stimulated with the TLR1/2 agonist, Pam3CSE4. Pam3CSK4 induced
a significant increase in TINF-o production that could be further increased after the addition
of LPS (Figure 5F). These results suggest that TLR2 activation can induce TNF-a production
by enteric neurons.

Interleukin-6 production is potentiated by enteric nervous system activation

An additional functional consequence of TNF-a regulation by ENS activity could be the
regulation of other cytokines, such as mnterleukin-6 (IL-0). To address this issue, we measured
IL-6 production by rENSpc treated with LPS in the absence or presence of TNF-o-
neutralizing antibodies. Like TNF-o, IL-6 production was increased by LPS, but this was
delayed in time compared to the TNF-o response (data not shown) TNF-o-neutralizing
antibodies had no effect on basal IL-6 production but, surpnisingly. sigmficantly increased
that induced by LPS (Figure 6A). EFS stimulation of the ENS increased the IL-6 production
(Figure 6B). This suggests that ENS activation, through TNF-o downregulation can
potentiate IT-6 production.
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Figure 6 ENS activation potentiates IL-6 production due to downregulation of TNF-o.
(A) LPS-induced IL-6 production in tENSpc in the presence, or not, of anfi-TNF-a (1 pg/ml
and 10 pg/ml) was measured in an ELISA assay (five to seven independent samples). (B) The
impact of EFS stinmlation on IL-6 production by ENS cultures treated (+) with LPS (0.1
ug/ml) or without (—) (four to eight independent expeniments). Values represent the mean +
SEM (Mann-Whitney 1 test; *P <0.05 as compared with control without ILPS; #P <0.05 as
compared with LPS treatment). EFS. electnical field stimulation; LPS, lipopolysaccharide;
fENSpc. rat enteric nervous system; SEM, standard error of the mean; TNF-o, tumor necrosis
factor alpha.

Discussion

In this study, we showed that stimulation of human or rat ENS by LPS induces neuronal
production of TNF-a, which is inhibited by neuronal activity. This regulation partially occurs
through the inhibition of the ERK and AMPEK neuronal pathways activated by LPS, and can
be reproduced by ATP via P2X7 receptors. Furthermore, neuronal activation leads to a TINF-
a-dependent inlibition. LPS-induced neuronal TLR2 downregulation, and IL-6 production.

TNF-a production is one of the common inflammatory responses of the gut to LPS
endotoxm. An increase in plasma TNF-o level occurs i an animals as early as 90 muinutes
after an intraperitoneal injection of LPS [22]. In addition to this acute TNF-a production, an
elevated level of circulating TNF-a can be measured during chronic inflammation, such as
IBD [23]. In this context, our work addressed the question of identifying the ENS as TNF-o-
producing cells, among other known cells of the gut. Indeed, in the gut, TNF-uo is produced
by activated macrophages, CD4+ lyvmphocytes, natural killer [24] and dendntic cells. In
addition, nommmune cells such as epithelial cells, endothelial cells, smooth muscle cells,
vascular smooth muscle cells, fibroblasts and cardiac myocytes have also been shown to
produce TNF-a [25.26]. Our work showed that enteric neurons in primary culture produce
TNF-o in response to LPS stimulation. In confrast, we were unable fo detect any TNF-«
production, with or without LPS, in EGCs (from rENSpc, or from rat or human EGCs).
Besides producing TNF-ao, enteric neurons have also previously been shown fo produce other
cytokines and chemokines, such as IL-8 [27]. Production of TINF-u has also been shown in
the CNS, by neurons [28.29] and also, in contrast to the ENS, by astrocytes [19.30]
Altogether, our study suggests that enteric neurons could, as resident cells, relay a first
mflammatory reaction to LPS by producing TNF-a.

It 15 well known that the synthesis of biologically active TNF-a 15 regulated at several
different levels and that mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways are critical for
its production. as well as for that of several other proinflammatory cvtokines [31]. LPS can
signal through all three p38. c-Jun N-terminal kinase (JNK) and ERK MAPKs [32.33]. and
through different downstream effectors to regulate TNF-a transcription [34], as well as TNF-
a translation [35.36]. We observed that ERKs were activated in enteric neurons after LPS
challenge, and that FRK pathway inhibition significantly, but only partially, inhibited TNF-a
production and transcription. It was more surpnising to observe the basal activation of the
AMPE pathway in entenic neurons and the drastic inhibition of LPS-induced TINF-a
transcription and production by the AMPEK inlibitor, C compound. Indeed, several studies,
using vanous inflammatory stimuli, have shown that the energy-sensing enzyme AMPEK has
anti-inflammatory actions thought to be largely mediated by negative regulation of the
nuclear factor-kappa B (NF-«B) pathway [37-41]. However, some evidence emphasizes the
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dual effect of C compound on the inflammatory response, which upregulated the release of
TNF-o production in non-stinmlated microglia, but downregulated TNF-a release in LPS-
stimulated microglia [42]. This complex regulation 1s consistent with the inhibition of ERK
and AMPE phosphorvlation by ENS activation.

In a more general consideration, ERK is known to be activated in response fo stimuli linked
to neuronal activity [43]. However, 1t 1s also well known that the activation of MAPK is
transient [43.44] and hardly ever sustammed in physiological condifions, due to desensitizing
or negative feedback processes. We could assume that ENS activation precociously activates
ERK pathways that might not be further impacted by LPS stimulation. We also observed that
EFS effects on LPS-induced TNF-a production can be reproduced with ATP (Figure 2D), but
not with acetylcholine, serotonin or vasoactive intestinal polypeptide (unpublished results).
The ATP-induced inhibition of TNF-o production was reproduced by activation of the
purinergic receptor, P2X7, and blocked m part by a P2X7 antagonist. Various studies have
recently reported a wide range of actions of P2X7 in enteric neurons. First, P2X7 expression
has been reported to be widely expressed in enteric neurons [45.46]. Activation of P2X7 has
been shown to increase newronal excitability [45], as well as bemng responsible for neuronal
death induced by inflammation [47]. Here, we observed that activation of the P2X7 receptor
could limit TNF-a production in enteric neurons.

TNF-o can have various effects on different cell tvpes. such as immune cells. intestinal
epithelial cells or even mmscle cells during intestinal inflammation [48-52]. Our study
suggests that production of TINF-a by enteric neurons can modulate neuronal functions in an
autocrine manner, as demonstrated by the TINF-o-dependent increase in neuromal TLR2
expression. TINF-a has also been reported to have multiple other effects on enteric neurons.
For mnstance, TNF-a has been shown to inhibit norepinephrine release from the rat myenteric
plexus [33]. to modulate neuronal excitability [54] and even have neuroprotective effects
[55]). TNF-u production by enteric neurons could also induce enteric ghal reactivity [56]. In
addition, we have shown that TNF-o limits LPS-induced IL-6 production, which 1s, however,
amplified when the ENS is activated. This pleiotropic cytokine has a cenfral role in
generating acute-phase responses, inflammation and lvmphocyte differentiation. Concerning
the ENS. IL-6 increases neuronal excitability [57-39], and can participate in gastrointestinal
dysfuncfion associated with intestinal inflammmation or imitable bowel syndrome. In addition,
IL-6 can also reduce enteric neuronal survival [60]. In our study, the cellular onigin of IL-6
was not mvestigated but may invelve both EGCs and mtestinal smooth mmscle cells, both of
which respond to TNF-a stimulation by IL-6 production [61.62].

We also demonstrated that LPS-induced TINF-a production by enteric neurons induced the
neuronal expression of TLR2. TLR2 expression induced by LPS has already been described
m endothelial cells [63], and our work extends this regulation to neuronal cells, and shows
that this regulation occurs through TNF-a production. TLR2 is a TLR of particular interest
because it mediates reaction to inflammation [64]. could have nomimmune functions and
effects opposite those mediated by TLR4 [65] and its expression is mduced in the intestines
of patients with IBD [66]. The LPS-induced increase in TLR-2 expression in enferic neurons
could participate in a protective response to inflammatory or infections challenges. as recent
data have reported that genetic deficiency of TLR2 induces anomalies m the structure,
neurochemical coding and function of ENS. This is in part due to ghal cell-denved
neurotrophic factor (GDNF) production [14], which has been shown to have central
neuroprotective and neuromodulatory effects i the ENS [67,68].
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Conclusions

Although in vive data are lacking to make conclusions about the impact of ENS activity on
the intestinal response to LPS, our study is the first demonstration that the ENS can produce
TNF-a, that its activation inhibits TNF-a production and TLR2? expression and also
potentiates IL-0 production. This study thus defines the ENS as a potent player
nenroimmune inflammation.
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Figure 4

p o]

TNFx (pgig of tissus)

= = B8 & B
= = = = =
1 1 1 1 ]

=
L

LPS = s - +
cT EFS

1500 =

:

THF | pg of tissus)
h
=
=
1

cT BzATP

(o]

00 - *

400

200+

THFa (pg/g of tissue)

+ -+ - %

LPS -
CT uoize cC

187



Résultats

Figure 5§
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Additional file 1

EFS induces only neuronal activation.

Immunocytochemical double labeling of rENSpc were performed using anti-c-Fos
(Calbiochem) and anti-Tuj (Blll-tubulin; Sigma) antibodies after 7 hours of EFS. Scale bar : 50um.
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Additional file 2

Expression of TLR4 in ENS and EGC cultures is not modifiy by LPS treatment.
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Localization of TLR4 on neuronal and glial cells in rENSpc was analyzed
by immunocytochemistry using anti-TLR4 (Imgenex), anti-PGP 9.5 (Ultraclone
Limited) and anti-S100pB (DakoCytomation) antibodies. Scale bar : 50pm.

Cc

Expression of TLR4 on human enteric glial cells in EGC primary cultures was analyzed
by immunocytochemistry using anti-TLR4 and anti-S100p antibodies. Scale bar : 50um
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Article 2: Les cellules gliales entériques produisent du 15-HETE
pour réguler les propriétés de I'épithélium intestinal :
dérégulation au cours de la maladie de Crohn.
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Présentation de I’article 2

Notre premiere étude sur la réponse inflammatoire du SNE nous a permis de mettre en
évidence qu’en réponse au LPS, et selon leur activation, les neurones produisent du TNFa. Une des
conséquences de cette production est le controle de la production d’IL-6. p. Or, nous avons identifié
que la sécrétion d’IL-6 mesurée au sein des cultures primaires de SNE était d’origine gliale (résultat
non montré) (Ruhl et al., 2001). En plus de montrer la complexité des intéractions neuro-gliales, ces
résultats soulignent I’importance des CGE dans la réponse inflammatoire. Ces cellules, dont 1’étude a
longtemps été négligée, ont maintenant une place a part entiére dans la régulation des fonctions
digestives, en particulier dans le controle des propriétés et des fonctions de la BEI. La premiére
évidence est le résultat de I’ablation sévére des CGE qui induit une jéjuno-iléite fulminante
caractérisée par une rupture de la BEI (Bush et al., 1998 ; Cornet et al., 2001). Une ablation moins
sévere des CGE augmente la perméabilité paracellulaire et précéde le développement de
I’inflammation intestinale (Aube et al., 2006 ; Arrieta et al., 2009). D’autres arguments montrent le
contréle par les CGE de la prolifération, de la différenciation, de la réparation, de la résistance et de la
perméabilité épithéliale (Neunlist et al., 2013)

Ainsi, les CGE inhibent la prolifération des CEI via la libération de TGFB1 (Neunlist et al.,
2007) et régulent la prolifération et la différenciation des CEl via la 15dPGJ2 (Bach-Ngohou et al.,
2010). Les CGE augmentent également la restitution épithéliale par la production de pro-EGF (Van
Landeghem et al., 2011) et les CGE augmentent la résistance et diminuent la perméabilité
paracellulaire en partie par la production de GSNO (Savidge et al., 2007).. Tous ces résultats
identifient les CGE comme une source de facteurs solubles capables de renforcer la BEI via une
communication paracrine, mais le sécrétome des CGE n’est pas défini. On pourrait de plus, emmettre
I’hypothése que dans un contexte pathologique ou dans un environnement inflammatoire, en
particulier celui des MICI, ce sécrétome serait modifié puisque des altérations des CGE sont
observées, notamment des modification de 1’expression des marqueurs gliaux (Cornet et al., 2001 ;
Villanacci, 2008 ; von Boyen et al., 2011).

Les acides gras polyinsaturés sont des composés clés dans I’induction et la résolution de
I’inflammation et leur réle au cours des MICI fait depuis peu I’objet d’études. L’acide arachidonique
est métabolisé par trois voies biochimiques majeures : la voie des cyclooxygénases (COX) conduisant
a la synthese des prostaglandines, prostacycline et thromboxane ; la voie des lipoxygénases (LOX)
conduisant & des acides gras hydroxyeicosatétraenoiques (HETE) et les leucotriénes ; la voie de
I’époxygénase dépendante de P450 qui géneére les époxyeicosanoides. Des études ont montré une
régulation des COX et LOX au cours de la RCH active (Jupp et al., 2007), ainsi qu’une élévation de
thromboxane B2 (Hommes et al., 1996), de leucotriene B4 (Sharon et al., 1984) et de prostaglandine

E2 (Rampton et al., 1980) dans la RCH et la MC, mais ces productions sont attribuées a la muqueuse
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et plus spécifiqguement aux neutrophiles (Nielsen et al., 1987). Ainsi, la contribution des CGE dans la

synthese de ces acides gras polyinsaturés est peu connue méme s’il a déja été¢ démontré que les CGE

produisaient de la PGE2 (Murakami et al., 2007) et de la 15dPGJ2 (Bach-Ngohou et al., 2010).

Le but de ce travail était de définir en partie le sécrétome des CGE en réalisant un profil des
acides gras polyinsaturés présents dans le milieu conditionné de CGE de rat. Il s’agissait ensuite de
doser les médiateurs identifiés dans du milieu conditionné de CGE humaines controles ouissues de
patients atteints de MC et d’étudier leurimpact fonctionnel dans la régulation de la perméabilité de la
BEI.

Pour ces travaux, nous avons utilisé des cultures primaires de CGE issues d’intestins de rat ou
de piéces de résection intestinales de patients contrdles ou atteints de MC (Soret et al., 2013 ; Annexe
4). Le dosage de 24 lipides dans les milieux conditionnés des CGE (6kPGFja, TxB,, PGE,, PGE;,
PGA,, 8-isoPGA,, 15dPGJ,, LxA,, RvD;, LTB,, LTBs, PDx, 18-HEPE, 5-, 8-, 12- et 15-HETE, 17-
HDoHE, 14-HDoHE, 14,15-EET, 11,12-EEt, 8,9-EET, 5,6-EET, et le 5-0x0-ETE a été réalisé par N.
Cenac (CPTP Toulouse-Purpan, UMR563) par une méthode de spectrophotométrie décrite dans
Faouder et al., 2013. Les fonctions de barriere, résistance et la perméabilité, ont été mesurées in vitro
dans un systéme de culture de CEIl (lignée Caco-2) en monocouche sur des filtres transwell en

présence ou non de CGE ou d’un traitement en baso-latéral.

+CGE ou
traitement

Modele de culture des Caco-2 en monocouche sur des filtres transwell en co-culture avec des CGE
saines vs pathologiques ou cultivées en présence ou non d’un traitement.

La perméabilité a également été mesurée ex vivo aprés deux injections en IP de 15-HETE ou
de I’inhibiteur de la 15-lipoxygénase-1. La perméabilité paracellulaire est quantifiée via le flux d’acide
sulfonique-FITC a travers les filtres transwell ou les fragments coliques de rat placés en chambre

d’Ussing.

Cette ¢étude nous a permis de mettre en évidence I’existence d’altérations fonctionnelles
intrinseques des CGE au cours de la MC, qui est le non-maintien du contréle de la perméabilité de la
BEI. De plus, elle identifie un nouveau mediateur glial, le 15-HETE, et montre son réle dans le
contr6le de la perméabilité de la BEI via I’augmentation de I’expression de ZO-1 et une voie
dépendante de I’AMPK.

Cet article est actuellement en préparation.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Enteric glial cells (EGC) produce soluble mediator to regulate intestinal
epithelial barrier (IEB) homeostasis. The present study concerns the definition of the EGC
polyunsaturated fatty acid (PUFA) metabolite profile and functional studies of EGC and 15-
hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE) on IEB permeability in a physiological or a Crohn’s
disease (CD) context.

DESIGN: The PUFA signatures of rat EGC and 15-HETE dosage on human EGC
from control and CD patients were established using high sensitivity liquid chromatography
tandem mass spectrometry. 15-HETE producing enzyme was identified on rat and human
EGC and tissues by immunostaining. Human EGC impact on IEB permeability was measured
in a co-culture model using Caco-2. In vitro and in vivo 15-HETE functional impact on IEB
permeability as well as 15-HETE molecular signaling were analyzed using pharmacological
approaches and western blot analysis.

RESULTS: EGC expressed the 15-lipoxygenase-2 and mostly produced 15-HETE
that increased IEB resistance and decreased IEB permeability. The 15-HETE production by
EGC from CD patients was reduced compared to EGC from control patients. At the same
time, CD EGC were unable to decrease IEB permeability, but addition of 15-HETE backed up
the permeability to control conditions. In vivo, inhibition of 15-HETE production reproduced
pathological feature by increasing it. 15-HETE regulated IEB permeability through an
increase in ZO-1 expression and an inhibition of AMP-activated kinase (AMPK).

CONCLUSION: This study not only presents the first evidence for EGC functional
abnormalities in CD, but also reveals that 15-HETE can control IEB permeability in vivo
through an AMPK-dependent pathway.
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SUMMARY BOX

What is already known on this subject?

» In a physiological context, enteric glial cells (EGC) produce soluble mediator to regulate
intestinal epithelial barrier (IEB) homeostasis

» In CD patients, EGC present some phenotypic changes

» An increase in IEB permeability is observed in CD patients

What are the new findings?

» Human and rat EGC express the 15-lipoxygenase-2 and produce 15-HETE

» 15-HETE increased IEB spreading and resistance and decreased IEB permeability

» EGC from CD patients are functionally abnormal: they misproduce 15-HETE and fail to
reduce IEB permeability

» 15-HETE induces ZO-1 expression and inhibits the AMPK to regulate IEB TEER and
permeability

How might it impact on clinical practice in the foreseeable future?

» These results establish a molecular basis for developing and testing therapeutic strategies in
the field of CD by targeting 15-HETE production or AMPK inhibition.
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INTRODUCTION

Accumulating data demonstrate that under physiological conditions, enteric glial cells
(EGC) positively regulate the intestinal epithelial barrier (IEB). First evidence for EGC
requirement in maintaining IEB homeostasis is the drastic phenotype of mice model defective
for EGC. In vivo, severe ablation of EGC induces a fulminant jejuno-ileitis, characterised by
disruption of IEB integrity [1, 2]. Less severe ablation of EGC increases paracellular
permeability in the absence of gut inflammation [3] or prior to the development of intestinal
inflammation [4]. Additional arguments are the works demonstrating that EGC control the
major IEB properties that are proliferation, differentiation, healing, resistance and
permeability [5]. EGC inhibit intestinal epithelial cell (IEC) proliferation via the release of
transforming growth factor-B1 (TGF-B1) [6] and regulate IEC proliferation and differentiation
via the 15-deoxy-Al12,14-prostaglandin J, (15dPGJy) [7]. Both in vivo and in vitro
experiments show that EGC enhance IEB repair following mechanical or inflammatory injury
through production of derived pro-epidermal growth factor [8]. EGC also increase IEB
resistance and reduced paracellular permeability, in part by S-nitrosoglutathione (GSNO) [9].
Consistently, EGC increase IEB resistance evoked by stressers such as bacteria, inflammatory
mediators or skin burn injuries [10, 11, 12]. All together these studies identify EGC as a
source for soluble factors able to reinforce the IEB via paracrine signaling, but no broad glial
secretome is defined, and the production of gliomediators in pathological contexts remains to
be determined. This could be of particular interest to understand pathological mechanisms of
inflammatory bowel disease (IBD). Indeed in Crohn’s disease (CD) or ulcerative colitis (UC),
EGC present abnormalities. First, in UC, GFAP and GDNF expression are significantly
higher in the mucosa of patients with UC as compared to those of controls [13]. In contrast to
UC, a reduced number of GFAP positive EGC is present in non inflamed gut specimens of
patients with CD [2, 13]. However, none of the currently available data provide evidence of
EGC dysfunction in IBD that could be responsible for gut dysfunction and/or pathological
symptom generation.

Otherwise, polyunsaturated fatty acid (PUFA) metabolites are bioactive compounds
that play an important role in the induction and the resolution of inflammation, and
characterization of their role in IBD are currently in progress. The major PUFA in diet is the

linoleic acid, which is precursor to arachidonic acid (AA). AA is metabolized via three major
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biochemical pathways as followed: the cycloxygenase pathway leading to prostaglandins,
prostacyclin and thromboxane; the lipoxygenases (LOX) pathway giving rise to various
hydroperoxy and hydroxy (HETE) fatty acid as well as leukotrienes; the P450-dependent
epoxygenase pathway generating epoxyeicosanoids. Previous studied have shown up
regulation of COX and LOX in active UC [14] and elevation of thromboxane TXB, [15],
leukotriene LTB,4 [16] and prostaglandin PGE; [17] in UC or CD. But their productions are
attributed to mucosa [15, 16, 17] or more specifically to neutrophils [18]. EGC contribution is
unknown, but it has already been described that EGC can produce PGE; [19] and 15dPGJ,
[7].

In this study we wanted to define a part of EGC secretome by performing PUFA
profiling of EGC conditioned media. We additionally assessed functional impact of 2 PUFA
metabolites produced by EGC, and study the role of the 15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-
HETE) in the regulation of IEB permeability in CD pathological context.

MATERIAL AND METHODS

Human and rat EGC cultures

Cultures of human and adult rat enteric glial cells (EGC) were obtained according to the
procedure described by Soret et al. [20]. Briefly, human EGC originated from
macroscopically healthy areas of intestinal resections of control patients (patients having
undergone surgery for colorectal cancer) and of patients with an established diagnosis of CD
according to international criteria. Six control (age, 19-58 y; sexe ratio 1:1) and six CD (age,
17-63 y; sexe ratio 1:1) patients were included in this study. Patients gave their informed
consent to take part in the study and all procedures were performed according to the guidelines
of the French Ethics Committee for Research on Human and registered under the no. DC-2008-
402. Adult rat EGC (ROG) were obtained from entire small intestines of Sprague-Dawley
rats. Human EGC and ROG were maintained for 3 to 5 passages in Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM 4.5gL Glc) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum,
2 mmol/l glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin. All over the passages, an
immunocytochemistry study was assessed to verify the purity of the cellular population (see

Immunocytochemistry). EGC cultures presenting more than 80% of GFAP-, Sox10-, and
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S100p positive cells were use for these experiments. The rat embryonic cell line (JUG) was
obtained as described by Bach-Ngohou et al. [7] and was studied between passages 18 to 30.
PUFA dosage

The PUFA dosage was performed as described Le Faouder et al [21]. This innovative method
allow the simultaneously measurement of 24 lipids that are 6-keto-prostaglandin Fla
(6kPGF;a), thromboxan B, (TXB;), prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin E3; (PGEsj),
prostaglandin A; (PGA;), 8-iso prostaglandin A, (8-isoPGA;), 15-Deoxy-Deltal2,14-
Prostaglandin J, (15d-PGJ,) lipoxin A4 (LxAy), resolvin D1 (RvD;), leukotrien B4 (LTB,),
leukotrien Bs (LTBs), 10(S), 17(S)-protectin (PDx), 18-hydroxyeicosapentaenoic acid (18-
HEPE), 15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE) and 12-HETE, 8-HETE, 5-HETE, 17-
hydroxy-docosahexaenoic acid (17-HDoHE) and 14-HDoHE, 14,15-epoxyeicosatrienoic acid
(14,15-EET) and 11,12-EET, 8,9-EET, 5,6- EET, 5-oxoeicosatetraenoic acid (5-0xo-ETE).
Briefly, the 24 lipids of interest and 3 deuterated internal standards (LxA4-d5, LTB,-d4, 5-
HETE-d8), were separated by LC-MS/MS analysis on HPLC system (Agilent LC1290
Infinity) coupled to Agilent 6460 triple quadrupole MS (Agilent Technologies) equipped with
electro-spray ionization operating in negative mode. Reverse-phase HPLC was performed
using ZorBAX SB-C18 column (2.1 mm;50 mm;1.8 um) (Agilent Technologies) with a
gradient elution. Mobile phase A consisted of water, ACN and FA (75/25/0.1); Solvent B:
ACN, FA (100/0.1). Compounds were separated with a linear gradient to 85% B from 0 to 8.5
min and 100% B to 9 min. Isocratic elution continued for 1 min at 100% B then 100% A was
reached at 11 min and maintained to 12 min. The flow rate was 0.35 mL/min. The
autosampler was set at 5°C and the injection volume was 5 pL. Data were acquired in MRM
mode with optimized conditions (fragmentors and collision energy). Peak detection,
integration and quantitative analysis were done using Mass Hunter Quantitative analysis
software (Agilent Technologies).

PUFA profile was established in EGC conditioned media. 5000 JUG, ROG or HOG were
plated in 12 well plates and after one day placed in 2ml defined DMEM media supplemented
with 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin but without any serum. After 3 days,
conditioned media were centrifuged at 14,000 rpm for 5 minutes at 4°C, 1ml was used for

analysis of permeability and TEER on Caco-2 filters and 500l frozen at -80°C until analysis.
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Intestinal epithelial cell (IEC) culture

The human IEC line Caco-2 was cultured in DMEM (4.5gL Glc) media supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum, 2 mmol/l glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin.

Spreading and proliferation assessment

For spreading and proliferation experiments 60 000 Caco-2 cells were seeded on 12-well
transwell filters (Pore size 0.40 um, Corning, Avon, France). 5-HETE (100pg/ml) or 15-
HETE (100pg/ml) were added or not the following day for 2 other days. The IEC size was
measured thanks to anti-zonula occludens-1 (ZO-1) immunostaining. After the two days of
experiment, IEC transwell filters were fixed in PBS 4% paraformaldehyde for 15min. Fixed
filters were separated from the transwell and incubated for 30 min at RT with PBS containing
0.5% triton X-100 and 10 % horse serum (PBS-TX-HS). Filters were then incubated with a
mouse monoclonal antibody anti-ZO-1 (1:500; Invitrogen) diluted in PBS-TX-HS overnight
at 4°C. After washing with PBS, filters were incubated with an anti-mouse CY-3 (1:500;
Jackson ImmunoResearch) for 45 min at RT. Filters were mounted on slides for fluorescence
microscopy analysis. Images were acquired with a digital camera (Olympus DP 50) coupled
to a fluorescence microscope (Olympus 1X 50). Cell surface area was measured with ImageJ
software. An average of 45.3 +/- 7.3 IEC was analyzed for each experimental condition. The
proliferation rate was evaluated with the counting of DAPI nuclear staining.

Measurement of transepithelial electrical resistance (TEER) and permeability

For TEER and permeability experiments, 100 000 Caco-2 cells were seeded on 24-well
transwell filters coated with collagen I. To determine the effect of EGC conditioned media or
5- or 15-HETE on IEB resistance, the transepithelial electrical resistance (TEER) was
measured one day after treatment with an epithelial voltohmmeter (EVOM, World Precision
Instruments, Inc, Sarasota, FL). To determine the effect of EGC conditioned media or 5- or
15-HETE on IEB permeability, 50 uL of the apical medium was replaced by 50 uL of
fluorescein-5.6 sulfonic acid (1 mg mL™; Invitrogen). The fluorescence level of basolateral
aliquots (150 L) was measured every 30 min for a period of 180 min using a fluorimeter
(Varioskan, Thermo SA, France). Paracellular permeability was determined by average of the
gradient of change in fluorescence intensity over time, using a linear regression fit model

measured in the specimens.
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Immunocytochemistry and immunohistochemistry

Human and rat EGC seeded in 48-well plates were also fixed in PBS 4% paraformaldehyde
(PAF) for 15min. Immunostaining was performed as described above for IEC, using the 15-
Lipoxygenase-2 Polyclonal Antibody (1:500; Cayman) or the 15-Lipoxygenase-1 Polyclonal
Antibody (1:500; Cayman) and a secondary anti-sheep or rabbit 488 (FluoProbes®488;
1:1000; Interchim). Submucosal plexus of control patients were also analyze for lipoxygenase
immunoreactivity with slight modification of time and buffer composition from the above
described protocol. Tissues were fixed for 4hours in PAF, incubated in NH4CL (100mM) for
15min before incubation in PBS-0.5% triton X-100-1% saponine for 1h and blocking
procedure 2 hours in PBS-0.5% triton X-100-1% saponine and 10 % horse serum. Primary
antibodies are incubated 2 days, and secondary antibody overnight. S1003 (mouse
monoclonal antibody, Abcam) immunoreactivity allows the identification of EGC. Images
were acquired with an Olympus 1X 50 fluorescence microscope coupled to a digital camera
(model DP71, Olympus), analyzed with Cell B software (Soft Imaging System, Olympus).
Western blotting

After different time of 15-HETE stimulation, the Caco-2 filters were washed with ice cold
PBS and dived into ice cold RIPA buffer completed with protease inhibitor cocktail (Roche
diagnostic), and serine-threonine phosphatase inhibitor cocktail (Sigma). Nuclei and unlysed
cells were removed by centrifugation at 10 000 g for 10 min at 4°C and samples were
processed for electrophoresis using NUPAGE MES SDS buffer kit (Invitrogen) and separated
on 4-12% or 3-8% Bis-Tris gels (NuUPAGE, Life Technologies). Proteins were transferred to
nitrocellulose membranes with the iBlot™ system (Life Technologies). After blocking with
TBS/0.1% Tween20/ 5% nonfat dry milk for 1 hour, blots were incubated overnight at 4°C
with primary antibodies diluted in TBS/ 5% nonfat dry milk for mouse anti-ZO-1 (Thermo
Scientific, 1:200), rabbit anti-occludin (Abcam, 1:250), rabbit anti-claudin 1 ( Invitrogen,
1:250) rabbit anti-phospho-Thr172-AMPK (P-AMPK), rabbit anti-AMPK, rabbit anti-
phospho-p44/p42 (P-ERK), rabbit anti-p44/p42, rabbit anti phosphoY416Src, rabbit anti-Src
(Cell Signaling), anti-phosphotyrosine 4G10Platinium and mouse anti-beta-GAPDH (1:1000;
Santa Cruz). Immunoblots were probed with the appropriate horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Life Technologies) and visualized by chemiluminescence
(Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad) using Gel-Doc imager and the Image Lad Software

(Bio-Rad).The value of phosphorylated or total protein immunoreactivity was normalized to
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unphosphorylated form or GAPDH immunoreactivity, respectively, and expressed as fold
increase relative to the average of control values taken as 1.

Animal procedure

For in vivo assessment of 15-HETE in IEB permeability, 15-HETE (2ml of 400ng/ml PBS) or
15-lipoxygenase inhibitor 1 (2ml of 4ul/ml PBS; Cayman chemical) were given to male
Sprague Dowley rats (250g, Janvier) by two intraperitoneal injections of 1ml (IP) distanced of
2 hours. Four hours after the first IP, animals were sacrificed and the entire colon was
removed, opened and washed three times in cold Krebs’s solution (NaH,PO42H,0 0.187 ¢
L™ NaCl 6.84 g L KCI0.35g L™ NaHCO52.10 g L™, Glucose 1.98 g L™}, CaCl,.2H,0
0.368 g L™, MgCl,.6H,0 0.244 g L™). 4 pieces of each colon were mounted in Ussing
chambers (0.03 cm? exposed surface area) (Physiological instruments, San Diego, CA, USA)
as previously described [22] Each chamber contained 2 mL of Ham’s Nutrient Mixture
(HAM/F12; Invitrogen, Courtaboeuf, France). The media was maintained at 37 °C and
continuously gassed with 95% O, and 5% CO,. After 30 min of equilibrium, 200 xL of apical
medium was replaced by 200 uL of fluorescein-5.6 sulfonic acid (1 mg mL™"; Invitrogen).
The fluorescence level of basolateral aliquots (150 xL) was measured every 30 min for a
period of 180 min using a fluorimeter (Varioskan, Thermo SA, France). Paracellular
permeability was determined by average of the gradient of change in fluorescence intensity
over time, using a linear regression fit model measured in the specimens (GraphPad Software
Company, La Jolla, CA, USA). 4 rats were included in each group. Two rats of the control
group were treated with 15-HETE excipient, ethanol, whereas two others control rats were
treated with the 15-LOX inhibitor excipient that is chloroform at the same dilution than the
drugs.

Drugs

5- or 15-HETE were purchased from Cayman Chemicals. U0126 (MEK1/2 inhibitor; 10 pM;
Calbiochem) or AICAR (AMPK activator; 10 uM; Calbiochem) were added 30 min prior or
not to the addition of 15-HETE.

Statistical analysis

All graphics were drawn and analyzed with GraphPad Prism Software (GraphPad Software,
San diego, California) using a Kruskal-Wallis nonparametric ANOVA test followed by
Dunn’s post test. Values of p0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

Rat EGC produce 5- and 15-HETE

To uncover molecules potentially implicated in glio-epithelial communication, we
characterized the profile of 24 n-6 (eicosanoids)/n-3 (docosanoids) PUFA-derived metabolites
in conditioned media of adult rat EGC (ROG) or embryonic rat cell line (JUG). 5- and 15-
HETE levels were significantly higher in conditioned media of ROG and JUG compared to
defined DMEM culture media (figure 1).18-HEPE and 8-HETE levels were also significantly
higher in ROG conditioned media, but not in the JUG one (figure 1). This analysis shows that
rat EGC can produce 5- and 15-HETE.

15-HETE increases IEB spreading and resistance and decreases IEB permeability

In a first set of experiments we determined if these mediators could regulate IEB properties
by direct treatment of Caco-2 with 5- or 15-HETE. Compared to untreated cells, 15-HETE
significantly increased TEER (figure 2A) and decreased permeability (figure 2B) of Caco-2
monolayers, whereas 5-HETE has no significant effect. Both mediators increased Caco-2
spreading (figure 2C) compared to untreated cells. 5- or 15-HETE did not modify Caco-2 cell
number in these conditions (figure 2D). These first functional data demonstrate that 5- or 15-
HETE could regulate IEB properties, and that 15-HETE had broader effect than 5-HETE,

regulating spreading but also resistance and permeability of an IEC monolayer.

Human and rat EGC express the 15-lipoxygenase-2

To better understand the 15-HETE production by EGC, we analyzed the expression of its two
producing enzymes, the 15-lipoxygenase-1 (15-LOX-1) and the 15-lipoxygenase-2 (15-LOX-
2) in ROG, but also in human EGC and human sub-mucosal plexus, by immunostaining. 15-
LOX-2 immunoreactivity appeared as a cytoplasmic staining of 100% of ROG (figure 3A) or
human EGC (figure 3B). 15-LOX-1 immunoreactivity was undetectable. Co-staining of
human enteric submucosal plexus with 15-LOX-2 and S1008 glial marker showed that 15-

LOX-2 is expressed in situ in EGC, but also in neurons (figure 3C).
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Default of 15-HETE production by CD EGC is responsible for increased IEB
permeability

To analyze the importance of glial production of 15-HETE and its impact on IEB in a
pathological context, we studied EGC from CD patients compared to control patients. 15-
HETE production was measured in control and CD EGC conditioned media. It revealed a
significant lower level of 15-HETE in CD EGC conditioned media compared to control EGC

conditioned media (figure 4A). To study functional impact of control and CD EGC on IEB,
we replaced Caco-2 basolateral culture media by EGC conditioned media. Control EGC
conditioned media induced a significant decrease in IEB permeability, but CD EGC
conditioned media has no effect (figure 4B). 15-HETE supplementation in CD EGC
conditioned media significantly decrease IEB permeability but has no additional effect when
added in control EGC conditioned media (figure 4B). These data show that the functional
defect presented by CD EGC could be fixed by 15-HETE addition.

In vivo inhibition of 15-HETE production induces IEB permeability

To evaluate the range of 15-HETE impact on IEB permeability in vivo, rats were IP injected
with 15-HETE or 15-LOX inhibitorl, and permeability of colon pieces was measured in
Ussing chambers. Injection of 15-HETE has no significant effect, whereas injection of 15-
LOX inhibitorl induced an increase in IEB permeability (figure 4C). This shows that 15-
HETE production constantly hold IEB permeability in vivo.

15-HETE induces ZO-1 expression in IEC

To further understand the mechanisms of 15-HETE regulation of IEB permeability, we
analyzed the expression of tight junction proteins on Caco-2 cells treated with 15-HETE 5
min, 15 min or 24 hours. Expression of the zonula occludens 1 (ZO-1) was increased after 15
min and 24 hours of 15-HETE treatment, whereas claudin 1 and occludin expressions were
unchanged (figure 5A and 5B). This shows that 15-HETE could decrease IEB permeability

through a rise in ZO-1 expression.

15-HETE inhibits AMPK to increase IEB resistance

To refine signaling involved in 15-HETE control of IEB permeability, we analyzed the
transduction pathways activated by 15-HETE in IEC. No 15-HETE receptors are currently
described, but 15-HETE regulates several cellular functions through tyrosine phosphorylation,
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Src, ERK or AMPK activations [23, 24, 25]. Global tyrosine phosphorylation did no vary
along with time of 15-HETE stimulation (figure 6A and 6B). Quantification of specific major
signals of tyrosine phosphorylation at 22, 40 or 110kDa did not show further variations (data
not shown). ERK phosphorylation was significantly increased after 15 min and 24 hours of
15-HETE treatment, and Src phosphorylation remained stable (figure 6A and 6B). On the
contrary AMPK phosphorylation was significantly reduced after 15 min of 15-HETE
treatment (figure 6A and 6B). To study the implication of ERK activation or AMPK
inhibition on 15-HETE induced reduction of permeability, we pretreated Caco-2 with the
ERK pathway inhibitor U0126 or AMPK activator AICAR. U0126 treatment alone decreased
IEB permeability and 15-HETE had no additional effect (figure 6C). The AICAR compound
entirely blocked the 15-HETE-induced decrease in IEB permeability but had no effect alone
(figure 6D). These data demonstrated that ERK activation by 15-HETE was not responsible
for IEB permeability inhibition whereas AMPK inhibition did.

DISCUSSION

Whereas several works described phenotypic abnormalities in EGC from CD patients,
no functional study was available to define if these cells presented dysfunctions. Our work
demonstrates that CD EGC are defective for IEB permeability control, defect that could be
due to their low 15-HETE production. At the same time we describe that EGC express the 15-
LOX-2, and not the 15-LOX-1, to produce 15-HETE and regulate IEC spreading, IEB
resistance and permeability. In addition, 15-HETE controls IEB permeability through AMPK
and ZO-1 targeting.

The profile of PUFA derivatives produced by EGC indicate that a few metabolites are
present in EGC conditioned medium, and that LOX metabolites such as 5- and 15-HETE are
the most present. Considering the low stability of these compounds, we cannot conclude
about the absence of the other PUFA production by EGC, but we could ensure the production
of 5-and 15-HETE. The detection of 18-HEPE and 8-HETE in the culture of EGC from adult
(ROG) and not from embryos (JUG) underline that PUFA production can also be linked to
EGC development. We have previously shown that the 15dPGJ, prostaglandin could be
produced by rat EGC [7], but this was observed when EGC were cultivated in presence of
heat-inactivated fetal calf serum, that can activate AA release from phospholipids, and
thereby globaly increase PUFA production [26]. If we compare our data to measurement
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performed in cells, EGC produce about hundred or thousand time less 15-HETE than cancer
or normal prostate epithelial cells, respectively [27], cells that express the 15-LOX-2.

This study shows for the first time the expression of 15-LOX-2 in human EGC and
ganglionated submocosal plexus of the enteric nervous system. Among the 18 LOX
sequences published, the 15-LOX-2, originally identified in hair follicles has been found in
skin, prostate, and cornea [28] and later in lung, esophageal epithelial cells and ovarian tissue
[29, 30, 31]. The biological functions of 15-LOX-2 in different cell types are diverse. Until
now, 15-LOX-2 has mainly been studied in relation to cancer and atherosclerosis. 15-LOX-2
negatively regulates proliferation of prostate epithelial cells [27, 32] and have tumor
suppressing role [33, 34]. Concerning atherosclerosis, the beneficial role of 15-LOX have
been for a long while questioned regarding the 15-LOX anti-inflammatory effect through lipid
mediator production and pro-inflammatory and atherogenic effects through oxLDL formation
[35]. Nevertheless recent works focus on 15-LOX-2 proatherogenic role [36, 37, 38] in
particular by increasing inflammation. In fact, 15LOX-2 exerts biological activities via the
formation of bioactive lipids, mainly the 15-HETE, that could exhibit numerous pro- or anti-
inflammatory properties. 15-HETE increases platelet aggregation [39], induces endothelial
cell barrier dysfunction [40], angiogenesis [24, 41, 42, 43, 44] and vascular or pulmonary
smooth muscle remodeling [23, 25, 45, 46, 47, 48, 49, 50]. Concerning effects on epithelium,
15-HETE has been shown to induce cell growth of pre-confluent non-differentiated intestinal
epithelial cells [51]. We did not find 15-HETE effect on Caco-2 cell number, and couldn’t
explain this difference i.e. same cell line, drug concentration and incubation time, except that
we were cultivating IEC on filters. Only one other study described that 15(S)-HETE can
increase Caco-2 TEER and decrease permeability [52]. We confirm these results and have
additionally shown that 15-HETE induces Caco-2 spreading and control the permeability in
vivo. This enlarges the spectra of 15-HETE effects on IEB, and because they are beneficial,
we could consider them to reinforce the IEB, especially in a pathological context presenting
IEB defects.

Due to their anti- or pro-inflammatory properties, some PUFA has already been
measured in mucosa of inflammatory bowel disease patients [15, 16, 17, 18]. More recently, it
has been shown that levels of PGE,, PGD,, TXB,, 5-HETE, 11-HETE, 12-HETE and 15-
HETE are significantly elevated in inflamed mucosa and correlate with severity of
inflammation in UC patients [53]. 15-HETE production is also induced after ischemia in mice

jejunal tissue [54]. Our work brings evidence for a protective role of 15-HETE, prompt to
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reinforce the 1IEB by diminishing its permeability. But our data show that this is a continuous
effect performed by healthy EGC. We were unable to detect any significant impact of
additional 15-HETE on gut wall permeability, suggesting that 15-HETE overproduction
should have other target cells such as macrophages.

Our work additionally shows that on Caco-2 cells, 15-HETE does not activate Src or
induce tyrosine phosphorylation as previously described [25, 46], but activates the ERK and
inhibits the AMPK pathways. But ERK activation is not responsible for the reduction of
permeability observed, whereas the AMPK inhibition does. The energy sensor AMPK is
generally activated in response to cellular stress, as occurs during inflammation, and to our
knowledge few data link 15-LOX activity or 15-HETE production to AMPK. Nevertheless
the nordihydroguaiaretic acid (NDGA) inhibitor of 15-LOX induced phosphorylation and
activation AMPK [55], confirming the relation we are describing between 15-HETE and
AMPK. In addition, if the expression of AMPK is necessary for an amelioration of the
epithelial barrier [56, 57], AMPK activation has been linked to intestinal barrier dysfunction
[58, 59]. In addition AMPK activation has already been shown to decrease ZO-1 expression
[58]. Further work is necessary to define if as described, inhibition of the AMPalpha2
isoform, but not inhibition of the alphal can reinforce epithelial barrier [60].

Our works define the novel protective role of 15-HETE on the IEB, and shows that 15-
HETE mediate its effect through AMPK inhibition. In addition, this work brings the first
evidence of human EGC dysfunction in CD. Altogether our ex vivo functional studies indicate
that primary cultures of EGC isolated from non-inflamed intestine of CD patients exhibit loss
of function as compared to EGC isolated from control patients. These findings suggest that
CD EGC have altered intrinsic functional phenotype. It is thus tempting to speculate that
impaired intrinsic functions of EGC from CD patients predispose and/or directly participate to
the disease onset, supporting the idea that CD could be a ‘gliopathy'.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Rat EGC mostly produce 5- and 15-HETE.

Production of eicosanoids from arachidonic acid (AA) was measured using high sensitivity
liquid chromatography tandem mass spectrometry in the culture medium of adult rat EGC
(ROG) or embryonic rat cell line (JUG). Data represent means +SEM of 4 independent
cultures. *p<0.05

Figure 2. 15-HETE increases IEB spreading and resistance and decreases IEB permeability.
5- or 15-HETE functional impact on IEB was assessed by TEER, permeability, spreading and
proliferation measurement. (A) TEER was measured on Caco-2 monolayer after 1 day of 5-
or 15-HETE (100pg/ml) in the basolateral chamber. (B) Permeability was measured by
sulfonic acid flux through the same Caco-2 monolayer. (C) Spreading was measured using
Z0O-1 staining on Caco-2 after 2 days of treatments. (D) Cell proliferation was estimated by
direct counting of DAPI staining. These four parameters are represented as fold to the control
average. Data represent means £ SEM of 4 to 6 independent experiments.*p<0.05

Figure 3. Human and rat EGC express the 15-lipoxygenase-2.

(A) ROG immunostaining for 15-lipoxygenase-2 (15-LOX-2) (B) Submucosal
immunohistochemistry was performed using anti-1-5LOX-2 and -S1008 (glial marker)
antibodies. Representative pictures. Scale bar 100um.

Figure 4. EGC from CD patients are functionally abnormal: they misproduce 15-HETE and
fail to reduce IEB permeability.

(A) 15-HETE production was measured by liquid chromatography-tandem mass spectrometry
in the culture medium of human EGC from control (control) or CD (CD) patients. Data
represent means +SEM of 6 independent control and 5 CD EGC cultures. *p<0.05. (B)
Permeability was measured by sulfonic acid flux through the Caco-2 monolayer incubated
without (WO) or with control (cont) or CD (CD) EGC conditioned media, with the
supplementation in 15-HETE(+15-HETE) or not. Data represent means = SEM of fold to the
control average of 3 to 6 independent experiments.*p<0.05. (C) 15-HETE functional impact
in vivo was evaluated by the measurement of colon permeability of rats 4 hours after IP
injections with 15-HETE (15-HETE) or 15-lipoxygenase inhibitor 1 (15-lox INH). Data
represent means + SEM of two independent experiments, 4 animals per group for each

experiment; *p<0.05.
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Figure 5. 15-HETE induces ZO-1 expression in IEC

(A) Claudin-1, occludin and ZO-1 expressions were measured by Western blotting from
Caco-2 monolayers stimulated 5 min, 15 min or 24 h with 15-HETE (100 pg/ml) at the
basolateral side.(B) Quantification of Western blot analysis. Data represent means of fold to
control averagex SEM of 4 independent experiments.*p<0.05

Figure 6. 15-HETE inhibits AMPK to decrease IEB permeability

(A) Total phospho-Tyrosine (P-Tyr), ERK phosphorylation (P-ERK), Src phosphorylation (P-
Src) and AMPK phosphorylation (P-AMPK) levels were measured by Western blotting from
Caco-2 monolayer stimulated 5 min, 15 min or 24 h with 15-HETE (100pg/ml) at the
basolateral side.(B) Quantification of Western blot analysis. Data represent means of fold to
control averagex SEM of 4 independent experiments.*p<0.05 (C) Impact of ERK inhibition
on IEB permeability was assessed by pretreatment of Caco-2 monolayer with the MEK
inhibitor (U0126, 10 uM) 30min prior 15-HETE stimulation. Data represent means of fold to
control averagex SEM of 3 independent experiments.*p<0.05 (D) Impact of AMPK
activation on IEB permeability was assessed by treatment of Caco-2 monolayer with the
AMPK activator (AICAR, 10 uM). Data represent means of fold to control averagex SEM of
3 independent experiments.*p<0.05 vs control; .§p<0.05 vs 15-HETE
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Article 3: Un défaut de L-PGDS dans les cellules gliales
entérigues de patients atteints de la maladie de Crohn réduit les
capacités de réparation de la barriere épithéliale intestinale.
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Présentation de I’article 3

Dans I’article précédent, nous avons identifi¢ un nouveau médiateur lipidique produit
par les CGE de rat, le 15-HETE et nous avons ainsi montré son role dans le contréle de la
perméabilité épithéliale intestinale. De plus, nous avons mis en évidence un défaut de
production de 15-HETE par les CGE de patients atteints de la MC suggerant des dysfonctions
intrinséques des CGE qui pourraient concourir a la pathogenese des MICI.

Pour continuer nos investigations sur les CGE, nous nous sommes exclusivement
concentrés sur la caractérisation des CGE humaines en comparant des CGE pathologiques,
issues de pieces opératoires de patients atteints de la MC, a des CGE « saines », issues de
piéces de resection colique de patients atteints de cancer (Soret et al., 2013 ; Annexe 4). Nous
avons tout d’abord caractérisé 1’expression des marqueurs gliaux, S1003, GFAP et Sox10
mais aussi par la production de médiateurs gliaux connus (TGFp1, pro-EGF, IL-6, GSNO)
pour réguler la prolifération, la différenciation, la réparation, la résistance ou encore la
perméabilité de la BEI (Neunlist et al., 2013).

Pour élargir notre recherche et identifier d’autres glio-médiateurs potentiellement
impliqués dans la pathogenése des MICI, nous avons, par la méme technique de
spectrophotométrie que dans I’article précédent, effectué un screening de 31 lipides dans les
milieux conditionnés des CGE humaines (6kPGF,a, TxB,, PGE,, PGEs;, PGD,, PGF,,
11BPGF,a, PGA3, 8-is0-PGA,, 15dPGJ,, 7TMaR;, LxA4,RvD;, RvD,, LTB,, LTBs, PDX, 18-
HEPE, 5-, 8-, 12- et 15-HETE, 14- et 17-HDoHE, 14,15-EET, 11,12-EET, 8,9-EET, 5,6-EET,
5-0x0-ETE, 9- et 13-HODE). Nous avons caractérisé I’impact fonctionnel de deux nouveaux
gliomédiateurs sur 1’étalement, la prolifération, la résistance et la réparation de la BEI, ainsi

qu’identifier en partie les mécanismes impliqués dans ces effets.

Ce travail identifie un nouveau glio-médiateur lipidique, le 11BPGF,a et son rdle sur
la réparation de la BEI. Il met a nouveau en évidence une dysfonction intrinseque des CGE,
une moindre capacité a induire la réparation de la BEI, due cette fois a un défaut de
production de 11BPGF.a et de 15dPGJ, par les CGE de patients atteints de MC. Cette

dysfonction pourrait participer et/ou étre a 1’origine de la maladie de Crohn.

Cet article est actuellement en préparation.
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ABSTRACT 260words

Background & aims: Enteric glial cells (EGC) are essential to intestinal epithelial barrier
(IEB) homeostasis and functions. Particularly, in healthy intestines, EGC reduce IEB
permeability and promote mucosal healing. In Crohn’s Disease (CD), both EGC phenotype
and IEB functions are altered, but putative involvement of EGC in CD pathogenesis remains
unknown. We investigated whether EGC impact on IEB functions is altered/impaired in CD
and sought to identify the mechanisms involved.

Methods: EGC isolated from CD and control patients were cultured for phenotypic and
functional characterization. EGC secretome was studied using ELISA or high sensitivity
liquid chromatography tandem mass spectrometry for lipid profiling. EGC functional impact
on human IEC (Caco-2) was studied measuring transepithelial electrical resistance (TEER),
spreading, proliferation and wound healing in a non-contact co-culture model. 15dPGJ,,
PPARY agonist (Rosiglitazone) or antagonist (GW9662), as well as antagonists of
prostanglandin F receptor (AL8810) and prostanglandin D2 receptor (CAY10595) were to use
to assess signaling pathways involved.

Results: EGC isolated from CD and control patients showed similar expression of glial
markers (GFAP, S100B3, Sox10) and EGC-derived soluble factors (IL-6, TGFp, proEGF,
GSH), but CD EGC produced significantly decreased amounts 15dPGJ, and 11BPGF,a
and expressed less L-PGDS. In contrast to control EGC, CD EGC had no significant impact
on IEC TEER, spreading and proliferation. EGC effects on IEC proliferation, spreading and
IEB resistance were reproduced by 15dPGJ,, 11BPGF,ac and PPARy agonist, but were
blocked by FP, DP2 and PPARY antagonists.

Conclusion: CD EGC have impaired ability to promote IEB healing and this is caused by
defects in L-PGDS-dependent pathway.

Keywords : spreading, inflammatory bowel disease, PPARy, PUFA
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INTRODUCTION

Compelling evidence has demonstrated that defects in mucosal healing are central to
Crohn’s Disease (CD) pathogenesis and prognosis. In particular several studies have reported
that intestinal transmural lesions precede inflammation and are considered as a predictive
factor of relapse (Arrieta 2006; Wyatt 1993; Hollander 1986; Ma 1997). Mucosal healing has
further been suggested to represent a treatment goal and a predictive factor for sustained
clinical remission in CD (Froslie 2007; Baert et al, 2010).

The intestinal epithelium is a dynamic interface between the environment and the organism
that must constantly preserve its integrity to maintain digestive and barrier functions. After
injury, mucosal repair is a key process to restore epithelium lining, permeability and intestinal
homeostasis. Three main concomitant regenerative processes participate to mucosal healing
and include epithelial restitution, that involves cell spreading and migration into the wound,
cell proliferation and differentiation (Sturm 2008). It has now been well demonstrated that
IEB functions, including intestinal healing, are regulated by neighboring cells, the so-called
microenvironment, and in particular the enteric nervous system (ENS).

ENS is an integrative neuronal network localized along the gastrointestinal tract that regulates
key digestive functions such as gut motility and mucosal secretion (Shemann and Neunlist
2004, Furness 2006). ENS is composed of enteric neurons and enteric glial cells (EGC) that
outnumber enteric neurons by a factor of 4 to 10 (Hoff 2008) and share common markers and
functional properties with central nervous system astrocytes (Jessen & Mirsky 1980, Gabella
1981, Ferri, 1982, Ruhl 2004, Savidge 2007, Abbott 2006). EGC form a dense network that
surrounds intestinal crypts, and are located at less than 2um from intestinal epithelial cells
(IECs). A considerable number of studies from our group and others have now well
demonstrated that EGC are key regulators of IEB homeostasis and functions. In particular
EGC selectively impact IEC major functions via paracrine signaling. For instance they inhibit
IEC proliferation via the release of TGF-B1 and 15dPGJ,, a derivative of omega-6
polyunsaturated fatty acids (PUFA), and activation of PPARy-dependent pathways (Neunlist
et al, 2007; Bach-Ngohou 2010). Importantly, EGC promote mucosal healing via enhanced
cell spreading/restitution and proEGF secretion (Van Landeghem et al, 2011), and decrease

intestinal permeability via S-nitrosoglutathione (GSNO) production (Savidge et al, 2007).
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Of major interest, EGC ablation in transgenic murine models leads to
histopathological alterations reminiscent to CD (Bush et al 1998; Cornet at al 2001, Aube
2006). Some human studies have reported abnormalities of the EGC network in CD patients
with mostly altered expression of EGC markers such as S100p and GFAP (Von Boyen 2011;
Villanacci 2008, Cornet et al, 2001). However whether CD EGC have altered ability to
regulate IEC functions remains totally unknown.

In this study, we hypothesized that CD EGC will show impaired functional phenotype
as compared to ‘healthy’ EGC, thus participating to CD-associated defects in mucosal
healing. Using a non-contact co-culture model of human EGC isolated from CD or control
patients and IEC (Caco-2), we assessed whether CD EGC have differential impact on IEC
proliferation, spreading and healing than control EGC, and we identified glial-soluble factors

and signaling pathways involved.

MATERIALS AND METHODS

Enteric glial cells

Cultures of human enteric glial cells (EGC) were obtained according to the procedure
described by Soret et al. *. Briefly, human EGC originated from intestinal resections of
control patients (patients having undergone surgery for colorectal cancer) and from patients
with an established diagnosis of CD according to international criteria. 15 control (age 56—
89y; sexe ratio 5men:10women) and 11 CD (age, 17-63y; sexe ratio 4men :7women 1)
patients were included in this study. Patients gave their informed consent to take part in the
study and all procedures were performed according to the guidelines of the French Ethics
Committee for Research on Human and registered under the no. DC-2008-402. All over the
passages, an immunocytochemistry study was assessed to verify the purity of the cellular
population as described by Soret et al. *. EGC cultures presenting more than 80% of GFAP-,
Sox10-, and S100p positive cells were use for these experiments, at passage 3.

Co-culture model and spreading, TEER and healing measurement

The human IEC line Caco-2 was cultured in DMEM medium. For “spreading and resistance
experiments, Caco-2 cells and EGC were respectively seeded on 24-well transwell filters
(Pore size 0.45 um, Corning, Avon, France) at 90 x 10° cells/cm? and in 24-well plates at 7,9
x 10% cells/cm? for three days. The IEC size was measured thanks to anti-zonula occludens-1

immunostaining (see Immunofluorescence staining). The transepithelial electrical resistance
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(TEER) was measured every day with an epithelial voltohmmeter (EVOM, World Precision
Instruments, Inc). For “wound healing” experiments, Caco-2 cells and EGC were respectively
seeded onto 6-well filters at 122 x 10° cells/cm? and 'n 6-well plates at 2,1 x 10° cells/cm? for
15 days. Caco-2 monolayers were wounded with the 0.5-10ul tip of a pipette. Each hole was
photographed at 0 and 48h by using a microscope (Axiovert 200M; Zeiss; objective lens 5x)
with Axiovision software and surface was quantified with ImageJ software. Epithelial healing
was calculated as the percentage of the remaining wound area after two days of treatments or
EGC coculture compared to t0.
Immunofluorescence staining
IEC transwell filters were fixed in PBS 4% paraformaldehyde for 30min. The IEC size was
measured thanks to anti-zonula occludens-1 (ZO-1) immunostaining and proliferation rate
was evaluated by DAPI staining. Briefly, fixed filters were incubated for 30 min at RT with
PBS containing 0.5% triton X-100 and 10 % horse serum (PBS-TX-HS) and then incubated
with a mouse monoclonal antibody anti-ZO-1 diluted in PBS-TX-HS (1:500; Invitrogen) for 2
h at RT. After washing with PBS, filters were incubated with an anti-mouse CY-3 (1:500;
Jackson ImmunoResearch) for 45 min at RT. After washing with PBS conataining DAPI for
the first wash, filters were mounted on slides for fluorescence microscopy analysis. Images
were acquired with a digital camera (Olympus DP 50) coupled to a fluorescence microscope
(Olympus X 50). Cell surface area was measured with ImageJ software. An average of 149.9
+/- 8.6 IEC was analyzed for each experimental condition.
ELISA
The concentrations of IL-6 (BD OptEIA™ ELISA Set, BD Biosciences), TGFB1 ( Cytoset,
Novex®, Life Technologies) and GSH (glutathione assay Kkit, Sigma-Aldrich) were
determined in EGC culture supernatants by ELISA according to the manufacturer's
instructions. Absorbance measurements were performed at 450 nm on a spectrophotometric
enzyme-linked immunosorbent sandwich assay (ELISA) plate reader (Varioskan®, Thermo
Scientific) using the Skanlt software.
PUFA dosage
The PUFA dosage was performed as described Le Faouder et al 2. This innovative method has
been improved to the simultaneously measure 31 lipids that are 6-keto-prostaglandin Fia
(6kPGFy,), thromboxan B, (TXB;), prostaglandin E, (PGE;), prostaglandin E; (PGEj),
prostaglandin A; (PGA;), 8-iso prostaglandin A, (8-isoPGA;), 15-Deoxy-Deltal2,14-
Prostaglandin J; (15d-PGJ,) lipoxin A4 (LXAy), resolvin D; (RvD;), leukotrien B, (LTB,),
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leukotrien Bs (LTBs), 10(S), 17(S)-protectin (PDx), 18-hydroxyeicosapentaenoic acid (18-
HEPE), 15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE) and 12-HETE, 8-HETE, 5-HETE, 17-
hydroxy-docosahexaenoic acid (17-HDoHE) and 14-HDoHE, 14,15-epoxyeicosatrienoic acid
(14,15-EET) and 11,12-EET, 8,9-EET, 5,6- EET, 5-oxoeicosatetraenoic acid (5-0xo-ETE).
Briefly, the 24 lipids of interest and 3 deuterated internal standards (LxA4-d5, LTB,-d4, 5-
HETE-d8), were separated by LC-MS/MS analysis on HPLC system (Agilent LC1290
Infinity) coupled to Agilent 6460 triple quadrupole MS (Agilent Technologies) equipped with
electro-spray ionization operating in negative mode. Reverse-phase HPLC was performed
using ZorBAX SB-C18 column (2.1 mm;50 mm;1.8 um) (Agilent Technologies) with a
gradient elution. Mobile phase A consisted of water, ACN and FA (75/25/0.1); Solvent B:
ACN, FA (100/0.1). Compounds were separated with a linear gradient to 85% B from 0 to 8.5
min and 100% B to 9 min. Isocratic elution continued for 1 min at 100% B then 100% A was
reached at 11 min and maintained to 12 min. The flow rate was 0.35 mL/min. The
autosampler was set at 5°C and the injection volume was 5 pL. Data were acquired in MRM
mode with optimized conditions (fragmentors and collision energy). Peak detection,
integration and quantitative analysis were done using Mass Hunter Quantitative analysis
software (Agilent Technologies).PUFA profile was established in EGC conditioned media. 75
000 HOG were plated in T25 flasks and placed in 5 ml defined DMEM media supplemented
with 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 10% heat-inactivated fetal calf serum.
After 3 days, conditioned media were centrifuged at 14,000 rpm for 5 minutes at 4°C and
500ul frozen at -80°C until analysis.
Real-time quantitative PCR analysis
IEC filters were lysed in RA1 buffer (Macherey-Nagel) in order to study mRNA and protein
expression. According to the manufacturer’s recommendations, total RNA extraction from
cells was performed with Nucleospin RNAII kit (Macherey-Nagel) and 1 pg purified RNA
was denatured and processed for reverse transcription using Superscript Il reverse
transcriptase (Invitrogen). PCR amplifications were performed using the Absolute Blue
SYBR green fluorescein kit (Roche) and run on a Rotor-Gene (Qiagen). The following
primers (Sigma-Aldrich) were used:
GCLc (Glutamate cysteine ligase, catalytic subunit) # NM_001197115.1
Forward Primer: 5>-AGGTGACATTCCAAGCCTGC-3’
Reverse Primer: 5’-CCCCAGCGACAATCAATGTC-3’
Prostaglandine D2 synthase (L-PGDS or PTGDS) # NM_000954.5
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Forward Primer: 5’-AGAAGAAGGCGGCGTTGTCC-3’

Reverse Primer: 5’-CCACCACTGACACGGAGTAGG-3’

Prostaglandin-endoperoxide synthase2 (prostaglandinG/H synthase and cyclooxygenase)
(PTGS2 or COX2) NM_000963.3

Forward Primer: 5’-TGGGAAGCCTTCTCTAACCTC-3’

Reverse Primer: 5’-TCAGGAAGCTGCTTTTTACCTT-3’

IL6 # NM_000600

Forward Primer: 5’-CAATGAGGAGACTTGCCTGGTGAA -3’

Reverse Primer: 5’-TGTGGTTGGGTCAGGGGTGGTT-3’

S6 # NM_001010

Forward Primer: 5’-CCAAGCTTATTCAGCGTCTTGTTACTCC-3’

Reverse Primer: 5’-CCCTCGAGTCCTTCATTCTCTTGGC-3°

Relative quantification of gene expression was determined using the standard curve method
and endogenous control ribosomal protein S6 mRNA.

Immunoblotting

Lysates from RAL extraction were precipitated and pellets were resuspended in PSB/TCEP
(Macherey-Nagel). Samples were processed for electrophoresis using NUPAGE MES SDS buffer
kit (Invitrogen) and separated on 4-12% Bis-Tris gels (NUPAGE, Life Technologies). Proteins
were transferred to nitrocellulose membranes with the iBlot™ system (Life Technologies). After
blocking with TBS/0.1% Tween20/ 5% nonfat dry milk for 1 hour, blots were incubated overnight
at 4°C with primary antibodies diluted in TBS/ 5% nonfat dry milk for rabbit anti-proEGF (1:500;
Pierce), and mouse anti-beta-actin (1:5000; Sigma-Aldrich). Immunoblots were probed with the
appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Life Technologies) and
visualized by chemiluminescence (ECL, Biorad). Quantitative analysis was performed using
ImageJ software. The value of protein immunoreactivity was normalized to the amount of B-actin
immunoreactivity.

Treatment of IEC monolayers

IEC cultivated on filters as described in our “Co-culture model” section were also treated
with PGD2 (1uM); 15dPGJ2 (5uM); 11bPGF2a (5uM); 17phenyltrinorPGF2a (5puM) (all
from Cayman Chemical) or the PPARy agonist (Rosiglitazone; 5uM; Sigma-Aldrich) for
three days, and spreading, TEER, or healing were measured as described above. IEC co-
cultivated with control or CD EGC were also treated with FP receptor antagonist (AL8810 1
pHM; Cayman Chemical), DP2 receptor antagonist (CAY 10595 10 nM; Cayman Chemical), or
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PPARYy antagonist (GW9662; 10uM; Sigma-Aldrich) for two days, and healing was measured
as described above.

Statistics

Data are expressed as the mean £ SEM of three to ten independent experiment performed.
The significance of differences was determined using a Mann-Whitney test to compare two
groups and a one-way analysis of variance (ANOVA), Kruskal-Wallis test followed by a
Dunn’s post-test, to compare three groups or more. Differences were considered statistically

significant for p<0.05.
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RESULTS

Primary cultures of EGC from CD patients have lost their ability to regulate 1EC
functions.

In previous studies we and others have shown that EGC increase Caco-2 cell transepithelial
electrical resistance (TEER), indicative of accelerated sealing of the monolayer, stimulate cell
spreading and limit cell proliferation (Neunlist et al, 2007; Van Landeghem et al, 2011). To
determine whether CD EGC have impaired functional impact on IEC, we compared effects of
EGC isolated from CD patients vs. control patients on Caco-2 cell TEER, spreading and
proliferation in a non-contact co-culture model. Consistent with previous work (Soret et al,
2013), human control EGC massively increased Caco-2 resistance and spreading (Figure 1A,
1B and 1D), and also inhibited cell proliferation (Figure 1C). In contrast, CD EGC did not
impact TEER (FigurelA) or spreading (FigurelB and 1D), and even significantly stimulated
Caco-2 proliferation (FigurelC). Using an in vitro mechanically-induced wound healing
model, we also show that while primary cultures of control EGC enhanced wound closure,
CD EGC had no significant impact (Figure 1E and 1F). These results demonstrate that EGC

from CD patients have impaired effects on IEC functions.

CD EGC show altered secretome.

CD EGC exhibit no defects in IL-6, TGFB, EGF and glutathione production.

We hypothesized that CD-associated impairment of EGC functional phenotype was due to
altered soluble factor production. Thus, we first quantified four soluble factors secreted by
EGC and known to reproduce EGC impact on IEB functions. Those included interleukin 6
(IL6), TGF-B1, EGF and glutathione. IL-6 (Figure 2A), TGF-p1 (Figure 2C), EGF (Figure
2E) and GCLC (Figure 2G) mRNA were expressed at similar levels in control and CD EGC.
Consistently IL6 (Figure 2B), TGFP (Figure 2D), proEGF (Figure 2F) and glutathione (Figure
2H) proteins were produced at equivalent levels in control and CD EGC.

CD EGC produce less 15dPGJ; and 118PGFa and express less L-PGDS than control
EGC.

Previous work from our group and others has shown that EGC secrete PUFA metabolites that
regulate IEB functions such as 15dPGJ, and PGE; (Bach-Ngohou 2010; Martin-Venegas R et
al, 2006; Murakami M et al, 2007). We next sought to determine whether PUFA metabolite
release was altered in primary cultures of EGC vs. control EGC. Mass spectrometry data on
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EGC conditioned medium show that among 31 PUFA metabolites assessed, 21 were released
by both CD and control EGC (Table 1). Importantly 15dPGJ, and 11B-Prostaglandin F,o
(11BPGF,a) concentrations were significantly reduced in CD EGC conditioned medium
compared to control EGC conditioned medium (Table I). Both 15dPGJ, and 11BPGF,a derive
from transformation of PGD,, which is synthetized by L-PGDS and COX enzymes. To assess
if this pathway was altered in CD EGC, we assessed Cox-2 and L-PGDS mRNA expression.
Our RT-gPCR data demonstrated that Cox-2 mRNA was unchanged but L-PGDS mRNA
expression was significantly repressed in CD EGC compared to control EGC (Figure 3).
Collectively these results indicate that L-PGDS pathway is down-regulated in EGC derived
from CD patients.

15dPGJ; and 11BPGF,0 reproduce control EGC impact on IEC functions

To determine the impact of L-PGDS pathway, and specifically PGD, and its derivatives, on
IEB functions, we assessed IEC response to PGD,, 15dPGJ; and 11BPGF,0. Only 15dPGJ,
induced a significant increase in TEER and inhibited IEC proliferation (Figure 4A and 4C).
IEC spreading was strongly enhanced by both 15dPGJ, and 11BPGF,a (Figure 4B), but only
11BPGFa significantly accelerated wound closure (Figure 4D-E). These data demonstrate
that 15dPGJ, reproduced control EGC effects on IEC except healing, whereas 11BPGFza
pathway strongly enhanced cell restitution but did not impact proliferation.

PPARY agonist induces IEC spreading

15dPGJ; is an endogenous PPARYy ligand and our previous work demonstrated that EGC-
derived 15dPGJ, limits IEC proliferation via PPARy activation (Bach-Ngohou 2010).
However whether 15dPGJz-induced increases in IEC TEER and spreading involve PPARYy-
dependent regulatory mechanisms remains to be demonstrated. Using PPARy agonist
Rosiglitazone, our results demonstrate that PPARy activation results in increases in TEER

(Figure 5D) as well as cell spreading (Figure 5E).

Functional defect of CD EGC on IEB properties involved FP, DP2 and PPARy-
dependent pathways
To assess if 15dPGJ; and 11BPGFza are the mediators of EGC regulation of IEB, we blocked
15dPGJ; and 11BPGF,0 dependent pathways in our co-culture model of IEC and control or
CD EGC. 15dPGJ; can act through PPARYy but also through DP2 receptor, and 11BPGF,a.
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has been shown to act through FP receptor. We then used the selective FP antagonist
(AL8810), DP2 antagonist (CAY10595) and PPARy antagonist (GW9662). DP, FP and
PPARy antagonists had no effect on Caco-2 healing (Figure 6A) or on Cao-2 healing induced
by CD EGC (Figure 6C). On contrary the CAY10595 and GW9662 entirely blocked IEB
healing induced by control EGC, but the AL8810 had no effect (Figure 6B). These data shows
that DP2 and PPARy-dependent pathways are involved in IEB healing induced by EGC and
that CD EGC lack these regulations.

DISCUSSION

The main goal of this work was to assess whether primary cultures of EGC from CD
patients have altered effects on IEC functions compared to EGC from control patients. Our
data demonstrate that in contrast to control EGC, CD EGC do not stimulate TEER, spreading
or wound closure, indicating that CD EGC have lost their ability to activate cell restitution.
Interestingly, while control EGC limited IEC proliferation, CD EGC stimulated it. Our data
also show that human EGC from control patients produce 15dPGJ, and 11B-PGF.a
prostaglandin to induce IEC spreading and wound healing. Importantly CD EGC showed a
downregulation of L-PGDS expression and reduced production of 15dPGJ, and 11B-PGFa.
We also demonstrate that these mediators act through DP2- and PPARy-dependent pathways.

One of our main findings is that CD EGC did not accelerate sealing of epithelial
monolayers, did not stimulate cell spreading and as a result, did not promote wound closure,
as opposed to their healthy homologues. These data strongly implies that defects in mucosal
healing observed in CD are at least in part due to EGC that have lost their ability to promote
cell restitution (Figure 7). Also our results indicate that CD EGC stimulate IEC proliferation
in contrast to normal glia that is a potent inhibitor of IEC proliferation. This could participate
to CD-associated increased risk of hyperplasia and colorectal cancer development (Figure 7).
Altogether our ex vivo functional studies indicate that primary cultures of EGC isolated from
non-inflamed intestine of CD patients exhibit loss of function as compared to EGC isolated
from control patients. These findings suggest that CD EGC have altered intrinsic functional
phenotype. It is thus tempting to speculate that impaired intrinsic functions of EGC from CD

patients predispose and/or directly participate to the disease onset.

235



Résultats

In previous studies we have shown that 15dPGJ, was released by rat EGC 3, and
PGE,, PGD, or 15dPGJ, have been shown to be produced in central glial cells *’. In the
present study, among 31 tested and in addition to these 4 prostaglandins, we detected 17 other
PUFA derivatives in EGC conditioned medium, which attests that the three major AA
metabolic pathways, i.e. COX; LOX and p450 signaling pathway, are active in EGC.
Considering the low stability of PUFA catabolic products, we cannot rule out that the PUFA
derivatives that we did not detect are actually produced in EGC.

In this study we show that CD EGC release smaller amounts of 15dPGJ, than EGC
from control patients. 15dPGJ, derives from prostaglandin D2, which results from
prostaglandin H, (PGH,) isomerization by prostaglandin D synthase (PGDS). While IEC,
mast cells and fibroblasts express H-PGDS, the most representative form of PGDS in the gut
89 EGC express the lipocalin-PGDS (L-PGDS) *. Glial production of 15dPGJ, exerts anti-
proliferative and pro-differentiating effects on IEC * but has no effect on paracellular
permeability * '°. Here we confirmed 15dPGJ; anti-proliferative effects and demonstrate that
15dPGJ; also induces IEC spreading and accelerate IEC monolayer sealing. Thus 15dPGJ2
did not significantly promote wound closure, demonstrating that the healing measured
depends on proliferation. Beside its impact on IEC, 15dPGJ, can also regulate other cells of

113 and is

the glial microenvironment. For instance, 15dPGJ, is a neuroprotective agent
believed to be responsible for neutrophil recruitment **. Also COX pathway or PGD, have
been described to regulate enteric nervous system excitability *> *°. Thus it is likely that CD
EGC deficit in 15dPGJ, production participate to abnormalities/alterations observed in enteric
neurons during CD*"°.

Type 2 PGD, receptor (DP2) and peroxysome-proliferator activated receptor (PPARY)
are 15dPGJ, membrane and nuclear receptors, respectively. While 15dPGJ, can have other

binding-protein partners % and thereby can act via PPARYy-independent pathways ** 2

, current
views in the field suggest that 15dPGJ2-mediated regulation of IEC functions involves
PPARYy activation. Besides canonical pathways such as Wnt/p-catenin or Notch, recent data
have shown that PPARY signaling is also a key pathway in control of IEC major functions %%,
For instance, PPARYy activation inhibits IEC proliferation and promotes cell differentiation 23,
24 In the present study we demonstrate that PPARy activation, in response to EGC presence
or not, can promote IEC spreading and wound closure. The barrier-promoting impact of
15dPGJ,-PPARY pathway that we have observed in the intestine, could also be of interest in

other epithelial tissues, and explain protective effects of this pathway against lethal influenza
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infection with lung inflammation and lung viral load reduction 2°. We have also observed that
PPARYy antagonist showed the same potential than DP2 antagonist in decreasing IEB healing,
suggesting that glial 15dPGJ2 mediates its effect through both DP2 and PPARY.

Another finding of this work was that 113-PGF,a production was reduced in CD EGC
as compared to control EGC. 11B-PGF,a is the primary plasma metabolite of PGD; in vivo
(Liston and Roberts PNAS 1985) and had no known gastric function. It inhibits ADP- or
thrombin-induced human platelet aggregation (Pugliese JBC 1985), induces human bronchial
smooth muscle contractions (Coleman BJP 1989), inhibits adipose differentiation (Lepak
Prostagandins 1993) and promotes prostate cell proliferation %. Described as equipotent to
PGF,0, 11B-PGF.a is believed to act through FP receptors, although this still needs to be
clearly demonstrated. To the best of our knowledge this is the first study that demonstrates
that 11B-PGF,a is produced in the intestine by EGC and that it massively enhances cell
restitution and wound closure. The non significative effect of FP antagonist observed on IEB
healing, even a trend, suggests that other downstream signaling could also be involved to
induce 11B-PGF,a -dependent healing.

Collectively our results demonstrate that EGC from CD patients exhibit loss of
function as compared to control EGC, due to defects in L-PGDS, 15dPGJ, and 11B-PGFa
expression/synthesis (Figure 7). Thus this work confirms and extends the major role of EGC-
derived PUFA derivatives on intestinal homeostasis and mucosal repair after injury. Two
scenarios could be considered without being mutually exclusive. First, defects in L-PGDS
pathway in CD EGC could predispose to CD onset, but also it could favor relapse, since
PUFA metabolites are known to participate to inflammation resolution *" and we show here

that they promote mucosal healing.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Functional impact of human enteric glial cells (EGC) on IEC monolayers.

IEC properties were evaluated in Caco-2 monolayers after three days of indirect coculture
with control (+Control EGC), CD EGC (+CD EGC) or without coculture (-EGC). (A)
Transepithelial electrical (TER) compared to IEC TER —EGC considered as 1, (B) epithelial
spreading expressed as percentage of -EGC IEC surface, and (C) IEC proliferation expressed
as a percentage of -EGC cell number were expressed as mean + SEM. n=20 -EGC, n=14
control EGC; n=11 CD EGC; Kruskal-Wallis test; *p<0.05 as compared to -EGC. (D)
Representative ZO-1 immunostaining of IEC monolayers after three days of indirect coculture
with control (+Control EGC), CD EGC (+CD EGC) or without coculture (-EGC) (Scale
bar=100um).(E) Representative pictures of epithelial healing of IEC monolayers after two days
of indirect coculture with control (+Control EGC), CD EGC (+CD EGC) or without coculture
(-EGC).(F) Epithelial healing was measured as a percentage of remaining wound area at 48h
compared to the wound area at t0. n=7 -EGC and control EGC; n=4 CD EGC; Kruskal-Wallis
test; *p<0,05 as compared to IEC without EGG

Figure 2. No difference in EGC-derived soluble factors expression between control and
CD EGC.

Study of four glial mediators (IL-6, TGFB, EGF and glutathione GSH) expression was
performed by ELISA (B, D, H), Western-Blot (F) or g°PCR of the mediator or of its producing
enzyme (glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit, GCLc). n=12 control EGC and n=7-9
CD EGC; Mann-Whitney test.

Table I. Human enteric glial cells secrete PUFA metabolites.

31 polyunsaturated fatty acid (PUFA) metabolites were quantified by liquid
Chromatography/tandem Mass Spectrometry in EGC supernatants. Among the 21 mediators
secreted by human EGC, only two by-products of prostaglandin D2, 15dPGJ, and 11BPGF,a
were misproduced by CD EGC as compared to control EGC. n=14 control EGC and n=11 CD
EGC; Mann-Whitney test; *p<0,05 as compared to control EGC.

Figure 3. CD enteric glial cells present a defect in PGD, synthase expression. Quantitative
PCR analyze of Cox2 and L-PGDS mRNA expression related to RPS6 mRNA expression.
Control and CD EGC expressed the same level of Cox2 (A) mMRNA expression but CD EGC
have a significant reduced expression for L-PGDS. n=13 control EGC and n=11 CD EGC;
Mann-Whitney test; *p<0,05 as compared to control EGC.
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Figure 4. Functional impact of EGC-derived PGD, metabolites on IEC monolayers.

IEC properties were evaluated in Caco-2 monolayers after three days of culture in presence of
lipid mediators (PGD,, 15dPGJ; and 11BPGF.a) or not (CT) (A) Transepithelial electrical
(TER) expressed as percentage of CT TER, (B) epithelial spreading expressed as percentage
of CT IEC surface, and (C) IEC proliferation expressed as a percentage of CT cell number
were measured. n=5-8 independent experiments performed in duplicates; Kruskal-Wallis test;
*p<0,05 as compared to CT. (D) Representative pictures of epithelial healing of IEC
monolayers cultured without treatment (CT) or with the PGD, metabolites 15dPGJ, and
11BPGF,0 for two days. (E) Quantification of epithelial healing was calculated as a percentage
of remaining wound area at 48h compared to the wound area at t0. n=7-11; Kruskal-Wallis test;
*p<0,05 as compared to IEC without treatment.

Figure 5. PPARYy agonist reproduces control EGC effect on IEC monolayers.

IEC properties were evaluated in Caco-2 monolayers after three days of of treatment with
rosiglitazone (PPARy agonist) (A) Transepithelial electrical (TER) expressed as percentage of
CT TER and (B) epithelial spreading expressed as percentage of CT IEC surface were
measured. n=6 independent experiments; Mann-Whitney test; *p<0,05 as compared to CT.
(C) Representative ZO-1 immunostaining of IEC filters treated or not with rosiglitazone.
Figure 6. Implication of FP, DP receptors and peroxisome proliferator-activated
receptor (PPARYy) in IEB healing induced by EGC

FP (AL8810), DP (CAY10595) and PPARy (GW9662) antagonists were applied directly on
IEC culture (-EGC) (A), on IEC and control EGC coculture (Control EGC) or on IEC and CD
EGC coculture (CD EGC) during three days. Quantification of epithelial healing was
calculated as a percentage of remaining wound area at 48h compared to the wound area at t0.
n=3-6 independent experiments; Kruskal-Wallis test; *p<0,05 as compared to without
treatment.

Figure 7. Schematic representation of the control of IEC properties by human EGC
from control and CD EGC.

Human EGC can produce PUFA metabolites derived from omega-3 or -6 (w6). Among the 21
mediators secreted by human EGC, only two by-products of prostaglandin D, (PGD,),
15dPGJ2 and 11BPGF2a were misproduced by CD EGC that express less L-PGDS but the
same level of COX2. 15dPGJ; and 11BPGF,a glial production regulates IEB healing through
PPARy and DP2 dependent pathway.
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Suppl. Data 1. Human enteric glial cells characterization: control and CD EGC express
the same level of glial markers.

(A) GFAP, (B) S1004, (C) Sox10 mRNA expression were by RT-qPCR and expressed as a
ratio to S6 mRNA. n=14 control EGC and n=11 CD EGC; Mann-Whitney test.
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6kPGF1a TxB2 PGE3 11B-PGF2a PGF2a PGE2 PGD2
control 52,6 4589 117,5 418,7 354,2 85,5 111,6 (pg/ml)
80,4 2711 1723 168,8 313.7 102,2 54,5 SD
(o] 82,7 323,0 110,1 D349 197,6 347 1 1494 (pg/ml)
117,14 67,6 112,5 79,5 90,8 770,2 65,0 SD
LxA4 8isoPGA2 PGA1 7MaR1 PDx LTB4 18-HEPE
control 679,0 175,3 7.4 706,4 210,3 143,5 1338,4 (pg/ml)
513,2 161,7 25,8 972,3 2729 192,9 1307,4 SD
CcD 500,8 259,5 29,5 24,3 0,0 19,2 408,2 (pg/ml)
320,5 409,6 46,8 41,5 0,0 253 97,5 SD
15dPGJ2 15-HETE 17-HDoHE 14-HDoHE 8-HETE 12-HETE 5-HETE
control 108,2 1587,5 3811,7 4996,9 887,5 3685,2 258,2 (pg/ml)
32,6 1424,0 43540 4602,9 1020,5 2664,8 226,7 SD
cD * 72,9 6431 629,6 2476,2 259,3 2293,0 117,9 (pg/ml)
20,2 253,9 162,0 689,5 139,5 7717 62,1 SD
non detected LxB4 RvD2 RvD1 LTB5 5,6-DIHETE
11,12-EET 8,9-EET 5,6-EET 14,15-EET 50xoETE
Table |
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Discussion

Ces travaux de thése ont permis d’apporter de nouvelles données quant au role du
systeme nerveux entérique (SNE), neurones et cellules gliales entériques (CGE), dans la
réaction inflammatoire ou dans la maladie de Crohn. Le SNE a en effet un réle actif dans
I’inflammation intestinale, notamment en produisant des médiateurs solubles qui vont réguler
les cellules de son microenvironnement comme les entérocytes de la barriere épithéliale
intestinale (BEI). Nous avons montré qu’une cytokine pro-inflammatoire majeure, le TNFa,
peut étre produite par les neurones entériques en réponse a un pathogene, et que cette
production est réduite par I’activation du SNE. Le TNFa produit amplifie la réponse
inflammatoire en augmentant 1’expression du TLR2 et en diminuant la production
d’interleukine-6 par les CGE. La seconde partie de ce travail se focalise sur la caractérisation
des CGE humaines et I’identification de nouveaux glio-mediateurs lipidiques dans le cadre
des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI). En effet, nous avons montré que
les CGE de patients atteints de la maladie de Crohn (MC) présentent des modifications
intrinséques, en dehors de tout environnement inflammatoire, conduisant a leur dysfonction et
a un defaut de régulation des fonctions de la BEI (perméabilité, résistance, prolifération,
réparation). Nous discuterons ici le potentiel bénéfique de la réaction inflammatoire médiée
par le SNE puis alors la notion de « gliopathie » et I’intérét d’approfondir nos connaissances
sur les CGE.

Le SNE senseur de son environnement

Notre travail renforce I’idée que le SNE est un systéme intégratif, qui certes controle
I’homéostasie et les fonctions gastrointestinales, mais sans jamais oublier de répondre aux
informations du SNC et de son microenvironnement sain mais aussi pathologique. Les
neurones entériques participent en effet aux mécanismes de défense, et notamment a la
réponse aux entérotoxines (Castagliuolo et al., 1994 ; Pothoulakis et al., 1998). La modulation
de leur codage neurochimique ou de leurs propriétés électrophysiologiques aprés 1’exposition
a des stimuli inflammatoires ou des facteurs sécrétés par les cellules environnantes, comme
les cytokines (Lomax et al., 2006 ; Vasina et al., 2006), peut ne pas étre interprétée comme
une lésion du SNE, mais bien comme une réaction de propagation de la réponse
inflammatoire. Le SNE peut produire des cytokines qui régulent les fonctions de la BEI

(Neunlist et al., 2007 ;Tixier et al., 2006), mais la production de TNFa que nous avons mise
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en évidence peut aussi réguler les CGE ou d’autres cellules du microenvironnement. De
maniére générale, jusqu’a la découverte récente de 1’expression de Toll-like receptors (TLRS)
par le SNE, il était admis que son recrutement dans les réponses immunes et inflammatoires
nécessitaient un intermédiaire cellulaire, cellules épithéliales ou immunes (Goehler et al.,
2000 ; Wood, 2004). Les TLRs sont des récepteurs de I’immunité innée qui permettent une
reconnaissance rapide des MAMPs (microorganism-associated molecular patterns)
pathogenes ou non pathogenes (Akira et al., 2006). Ils induisent des réponses locales médiées
par les phagocytes via ’activation de voies de signalisation conduisant a la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-6 et TNFa) (Akira et al., 2001 ; Takeda et al., 2003).
Au sein des plexus sous-muqueux et myentérique, les neurones et les CGE expriment
constitutivement les TLR-3 et -7 qui reconnaissent les ARN viraux, le TLR2 qui reconnait les
lipopeptides bactériens et enfin le TLR4 qui lie le LPS et est plus fortement présent au niveau
du colon distal (Anitha et al., 2012 ; Barajon et al., 2009 ; Brun et al., 2013 ; Ortega-Cava et
al., 2003 ; Rumio et al., 2006). La proximité étroite du SNE avec les éléments luminaux peut
expliquer la différence avec le SNC, dont 1’expression des TLRs est constitutive seulement
pour les cellules gliales et la microglie (Bsibsi et al., 2002; Kielian, 2006), mais stimulée par
des conditions pathologiques pour les autres cellules comme les neurones (Jackson et al.,
2006; Lafon et al., 2006). En conditions physiologiques, le SNE n’est pas directement exposé
au contenu luminal et les interactions sont limitées a une localisation sous-épithéliale. La
translocation bactérienne pouvant étre un élément physiologique participant au
développement des tissus lymphoides, a I’induction de la tolérance vis-a-vis de la flore et
ainsi a I’homéostasie intestinale (Macpherson and Uhr, 2004a, 2004b). En revanche, en
conditions pathologiques comme au cours des MICI, une rupture de ’intégrit¢ de la BEI
entraine une augmentation de perméabilité et une translocation massive des bactéries et des
virus vers les cellules immunes de la muqueuse et des plaques de Peyer (Bomsel and Alfsen,
2003; Niedergang and Kweon, 2005) dont la proximité avec les fibres nerveuses est étroite
(Vulchanova et al., 2007). Or chez les patients atteints de MICI, le taux de LPS circulant est
retrouvé augmenté (Caradonna et al., 2000). Ce qui amplifie la problématique, c’est la
dysbiose observée (Cho, 2008 ; Macfarlane et al., 2009; Rioux et al., 2007) avec des taux bas
de bacteéries protectrices comme F. prausnitzii (Louis and Flint, 2009) ou anti-inflammatoires
comme Bifidobacteria (Giaffer et al., 1991; Seksik et al., 2003) et un excés de bactéries
pathogénes comme E.coli adhérente et invasive (AIEC) produisant des cytokines pro-
inflammatoires (Boudeau et al., 1999; Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Glasser et al.,
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2001; Martinez-Medina et al., 2009). Si différentes études ont démontre le réle des TLR-2 et -
4 dans les lésions neuronales, notamment suite a une ischémie, un AVC (Hua et al., 2007,
Tang et al., 2007) ou dans les MICI (Fort et al., 2005), certaines montrent que ’activation du
TLR4 promeut la survie neuronale (Anitha et al., 2012). Nous n’avons pas observée de
dommages neuronaux dans notre systeme. Les dosages NSE ou I’analyse de I’expression de la
caspase-8 (résultats non montrés) n’ayant pas mis en eévidence de mort neuronale. La réponse
au LPS que nous avons observée est tout d’abord une augmentation de I’expression du TLR2.
L’intérét pour 1’étude des TLR-2 et -4 notamment, vient des résultats des modeles murins
d’invalidation de ces TLRs : I’invalidation du TLR2 conduit au développement d’une colite
spontanée (Brun et al., 2013) alors que celle du TLR4 ou de MyD88, son adaptateur
essentiel ; augmente la susceptibilité au DSS (Abreu et al., 2010 ; Cario, 2010). Ce role
protecteur des TLRs est aussi suggéré par les polymorphismes du TLR2 associés aux MICI
(Mizushima et al., 2008). Par ailleurs, on a imputé des rdles importants aux modifications
d’expression des TLR-2, -4, de leur co-récepteur CD14 et de leur distribution sur les CEI
(Brown et al., 2014 ; Cario et al., 2000 ; Cario, 2010 ; Frolova et al., 2008). Des altérations de
la reconnaissance microbienne ont pour conséquence une sécrétion accrue de cytokines pro-
inflammatoires et une augmentation de I’activation des effecteurs de I’immunité acquise (Hart
et al., 2005 ; Niess, 2008). Des modeles intégrés de délétion inductible et tissus spécifique des

TLRs, nous permettrait de mieux définir leur contribution a la réponse inflammatoire.

La réponse au LPS que nous avons observée induit ensuite une diminution de la
production I’'IL-6 conseéquente & la production de TNFa. La encore la définition de I’'TL-6
comme cytokine pro- ou anti-inflammatoire serait trop simpliste, d’autant que ces notions
sont souvent associées a des effets néfastes ou bénéfiques. Neanmoins la balance TNFo/IL-6
gue nous avons mis en évidence suggere que le SNE transduit un signal inflammatoire par

une baisse de production d’IL-6.

L’activation du SNE est-elle bénéfique ?

De la méme maniere nous pouvons nous poser la question de I’effet bénéfique ou non
de I’activation du SNE, puisque nous avons montré qu’en activant le SNE nous inversions le
rapport TNFa-1L6.
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Il est décrit qu’une stimulation vagale est capable d’activer les neurones entériques
(Berthoud et al., 2001) qui par une signalisation cholinergique nicotinique activent a leur tour
les CGE ce qui améliore I’intégrité de la BEI (Cheadle et al., 2014) mais peut également via
I’activation de macrophages avoir un effet anti-inflammatoire (Ghia et al., 2006). La voie
cholinergique activée par la stimulation vagale a un effet anti-inflammatoire aux endotoxines,
comme le LPS, ou & une colite induite par le DSS, notamment en réduisant la libération de
TNFa, d’IL-1B, d’lI-6, sans effet sur I’IL-10 (Borovikova et al., 2000; Ghia et al., 2006;
Tracey, 2007). De méme, des études ont montré 1’intérét d’une stimulation des racines sacrées
(SRS), déja utilisée dans le traitement de 1’incontinence (Leroi et al., 2009) ou de la
constipation (Dinning et al., 2007), comme une nouvelle méthode de prise en charge des
patients atteints de MICI. En effet, une des études du laboratoire a mis en évidence que la
SRS dans un modeéle porcin active le SNE induisant des effets bénéfiques sur les fonctions et
Iintégrité de 1’épithélium (Meurette et al., 2012 ; Annexe 2). Cette premiére étude a donné
suite a d’autres travaux du laboratoire ayant montré I’intérét de la SRS dans la prise en charge
des MICI permettent la mise en place actuelle d’un essai clinique.

La réponse précoce du SNE au LPS serait de médier la réponse inflammatoire (nos
résultats et Cuesta et al., 2002 ; Hassani et al., 2005 ; Mc Cafferty et al., 1994 ; Ruhl et
al.,1994 et 2001) alors que son activation, conséquente ou non a I’inflammation, serait
impliquée dans sa résolution. Par ailleurs, au cours de I’inflammation intestinale chronique,
une hyperexcitabilité neuronale est observée (Lakhan and Kirchgessner, 2010) et pourrait étre

un reliquat d’inflammation non résolue.

La signalisation neuronale

La transcription de TNFa résulte de la voie des MAPKs (ERK1/2, p38 et INK/SAPK).
Or dans notre étude, le LPS active des voies ERK et AMPK conduisant a la production du
TNFa. Des données montrent que I’AMPK est impliquée dans de nombreuses voies de
signalisation (Li and Keaney, 2010; Young et al., 2005) notamment qu’elle peut activer p38 et
ainsi la production du TNFa (Li et al., 2005). Les modeles KO au niveau du SNC pour ERK
ne sont pas viables avec notamment de graves problemes de développement du cerveau

(Satoh et al., 2011). Dans les neurones corticaux ou hippothalamiques, I’inhibition de
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I’AMPK réduit les dommages suivant un AVC et I’activation de ’AMPK les augmente
(McCullough et al., 2005). Ainsi, il serait intéressant de mettre au point des modéles animaux
d’invalidation conditionnelle des voies et surtout neurone-spécifique pour observer

d’éventuelles modifications de la réponse inflammatoire.

Dans un deuxieme temps, nous avons montré que 1’activation neuronale, électrique
(EFS) ou chimique (ATP) via le P2X7, inhibe I’activation des voies ERK, AMPK et donc
réduit la production de TNFa. Par conséquent cette activation entraine une réduction de
I’expression du TLR2 et une potentialisation de la synthése d’IL-6. L’ ATP est important dans
la communication neuro-gliale (Gomes et al., 2009 ; Gulbransen and Sharkey, 2009) et de
nombreux récepteurs purinergiques sont exprimés par les neurones et les CGE
(P2X2,3,4,5,6,7 ainsi que P2Y1,2,6) (Burnstock, 2008; Fields and Burnstock, 2007; Gomes
and Chevalier, 2009). L’ ATP extracellulaire induit la libération de TNFa par la microglie via
la fixation au récepteur P2X7 provoquant un flux calcique et une activation ERK/p38 (Hide et
al., 2000; Suzuki et al., 2004). Cependant, ’ATP a 1 mM se fixe a P2X7, diminue la
production de TNFa induite par le LPS dans des cultures primaires d’astrocytes corticaux de
rat alors qu’a des doses plus faibles, I’ATP potentie la libération de TNFa (Kucher and Neary,
2005). Ces données suggerent que I’ ATP libéré par les cellules voisines des astrocytes induit
un mécanisme senseur de la sévérité des dommages du SNC qui va moduler la production de

TNFa par les astrocytes et ainsi leur réponse inflammatoire.

Le rble des PUFAs

Dans la littérature, nombre d’études ont suggéré I’intérét de la consommation des
oméga, n-3 et n-6, dans le bon fonctionnement de I’organisme, en particulier dans la
prévention des pathologies neurodégénératives ou cardio-vasculaires (régulation de la tension
artérielle, élasticité des vaisseaux, agrégation des plaquettes). En ce qui concerne les MICI,
les données ont montré que leur prévalence pouvait étre augmentée par un desequilibre entre
des apports en n-3 considérés comme anti-inflammatoires et en n-6 considérés comme pro-
inflammatoires (Monk et al., 2012; Tyagi et al., 2012) et dont I’excés peut provoquer des
douleurs et des maladies inflammatoires comme I'asthme ou I'arthrite. De plus, des études
ont montré que les n-3 avaient des effets bénéfiques sur I’inflamamtion intestinale en régulant

les réponses immunes (Stulnig, 2003; Whiting et al., 2005). Les n-3 préviennent la
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redistribution des protéines des jonctions serréees et ainsi la rupture de la BEI (Li et al., 2008).
Cependant, il existe des résultats contradictoires notamment 1’étude d’Hokari et al qui
démontre que selon les n-3, ’effet peut étre pro- ou anti-inflammatoire (Hokari et al., 2013).
Dans ce travail, nous apportons de nouveaux arguments pour reconsidérer le réle des n-6,
principaux constituants du systéme nerveux et du cerveau, dans 1’inflammation, et la nécessité

de cette inflammation pour la réparation et le maintien de la BEI.
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Les PGs ont des roles dans la réponse allergique comme dans la mise en place et la
résolution de I’inflammation en particulier la PGD, et ses dérivés la 15-déoxy-A'**-
prostaglandine J, (15dPGJ,) et le 11BPGF,0. La 15dPGJ,, issue de la déshydratation de la
PGD,, a été identifiée par une étude de notre laboratoire comme un gliomédiateur qui inhibe
la prolifération des CEI via PPARy (Bach-Ngohou et al., 2010) et possede des effets
neuroprotecteurs via Nrf2 et ’activation de la GCLc pour la synthese de GSH (Abdo et al.,
2010). Le 11BPGF;0, issu de la transformation enzymatique de la PGD; par les enzymes
AKR1C2 et AKR1C3, est connu comme marqueur de la réponse allergique, en particulier
dans I’asthme dd aux sulphites du vin ou apres ’exercice (Misso et al., 2009; Nagakura et al.,
1998) et reflete probablement I’activation des mastocytes (Bochenek et al., 2004). Le

11BPGF,a est up-régulé par les composants bactériens et les cytokines proinflammatoires
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(Mitchell et al., 2005). Nos travaux ont permis d’identifier un nouveau réle de la 15dPGIJ, qui
non seulement inhibe la prolifération des CEI mais augmente leur étalement et la résistance de
la BEIL Ils ont surtout permis d’identifier un nouveau gliomédiateur, le 11BPGF,a et son role
sur I’augmentation de 1’étalement et de la réparation épithéliale. Les études sur la PGD, ont
démontré la dualité de ses actions. D’une part, la PGD, est considérée comme anti-
inflammatoire et pro-résolutive de I’inflammation car elle augmente dans les modéles de
colite et est associée a une diminution de ’infiltrat granulocytaire dans la muqueuse colique,
effets médiés par 1’activation des récepteurs DP (Ajuebor et al., 2000). De plus, une étude sur
des patients atteints d’'une RCH en rémission a permis de mettre en évidence une
concentration de PGD, colique importante (Vong et al., 2010). D’autre part, des études
suggérent également un réle pro-inflammatoire de la PGD, notamment avec une activité
augmentée qui participerait aux dysfonctions de la BEI (Zamuner et al., 2003) et une
production prolongée apres la résolution de la colite qui favoriserait le processus de
tumorigénése colique (Zamuner et al., 2005 ; Vong et al., 2010). La PGD; est issue de 1’action
de la PGDsynthase en particulier la forme L-PGDS sur la PGHy, elle-méme issue de 1’action
des COX-1 et -2 sur I’acide arachidonique. L’inflammation ou la colite induite au DSS
augmente ’expression de la L-PGDS (Hokari et al., 2010). Pour la COX-2, son activité est
augmentée dans les colites et participerait aux dysfonctions de la BEI (Zamuner et al., 2003).
En ce qui concerne I’expression des COX2, les données de la littérature suggéraient une
augmentation d’expression donnant lieu a des essais thérapeutiques avec I’administration
d’anti-inflammatoires COX-2. Or, ils apparaissent délétéres dans les maladies inflammatoires
de I’intestin au méme titre que les AINS non sélectifs y compris I’aspirine, inhibant COX-1 et
COX-2. Les AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 ont une toxicité gastro-duodénale
(Fitzgerald et Patrono, 2001) réduite par rapport a celle des AINS non sélectifs. Au niveau du
colon, les études chez I'animal montrent que les anti-COX-2 entrainent une amélioration des
colites expérimentales induites par I'acide acétique (Karmeli et al., 2000), non confirmée dans
un modele de colite au TNBS (Lesch et al., 1999; Reuter et al., 1996). Les souris invalidées
pour COX-1 ou COX-2 ne développent pas de colite spontanée mais I'absence de COX-2 plus
gue l'absence de COX-1 augmente la susceptibilité coliqgue au DSS: les anti-COX-2
potentialisent les lésions (Morteau et al., 2000). Notre travail pose, comme pour le TLR2, la
question de la spécificité cellulaire. Nous décrivons une expression gliale de la L-PGDS, qui
peut aussi étre sécrétée par les CGE mais son activité dans le milieu est non connue (Bach-
Ngohou et al., 2010). La part de la production glial de PGD; par rapport a la production
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épithéliale est quantitativement vraisemblablement mineure, mais n’a fonctionnellement pas
forcément moins d’impact. La compartimentalisation, c'est-a-dire 1’organisation d’une
signalisation en microdomaines a été bien mise en évidence, notamment concernant le
calcium au niveau du cceur (Berthouze et al., 2011) et 1’on peut supposer 1’existence de
microdomaines riches en PGD, et/ou ses dérivees spécifiquement entre les CGE et le pble
basal des CEI. La localisation des récepteurs DP1 et DP2, et plus généralement la voie
d’action de la PGD; et ses dérivés sur les CEI reste a définir. Il serait par ailleurs déja

intéressant de comparer les effets des AINS administrés par voie orale ou intraveineuse.

Une autre possibilité est que les actions des produits finaux de la voie des COX soient
diverses et potentiellement contraires, et qu’une inhibition trés en amont ne permette pas de
voir ce qui se passe tres en aval. Par exemple, certains effets paradoxaux de la PGE;
commencent a étre expliqués de part les différentes fonctions liées a ses sous-types de
récepteurs EP1, 2, 3 et 4 (Rodriguez-Lagunas et al., 2010). Il en est de méme pour I’acide
15(S)-hydroxyeicosatétraenoique ou 15-HETE issu de la catalyse des AGPI par les LOX. La
15-LOX2 sous-exprimée dans la muqueuse colique humaine chez les patients atteints d’une
RCH (Mangino et al., 2006), ce qui conduit a la réduction de la production de 15-HETE
(Kaser et al., 2010 ; Mangino et al., 2006). Les études précédentes ont montré que le 15-
HETE induisait une croissance des CEIl (Cabral et al., 2013), une augmentation de la TER
(Ohata et al., 2005). Dans notre travail, nous avons montré que les CGE humaines
exprimaient la 15-LOX2, nous avons mesuré une baisse de production de 15-HETE par les
CGE pathologiques de patients atteints de la MC et identifié un nouveau role du 15-HETE : la
baisse de la perméabilité de la BEI. Le 15-HETE n’a pas de récepteur clairement identifié,
mais il a été montré qu’il peut se lier aux membranes plasmiques (Vonakis and Vanderhoek,
1993) ou au TRPV1 (Koskela et al., 2012). Nous avons observé qu’un ajout en apical des CEI
n’induit aucun effet contrairement a 1’addition dans le milieu basolatéral. Ceci suggere la
présence de récepteurs en basolatéral seulement et un contrdle par des cellules a proximité des
CEIl comme les CGE.

CIBLES EPITHELIALES des médiateurs GLIAUX

L’autre résultat majeur est que les effets des dérivés de la PGD, sont en partie médiés

par PPARYy, role confirmé par I’impact de son inhibiteur le GW9662 et la reproduction des
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effets par un agoniste séléctif, la rosiglitazone. Or, PPARy activé par 1’administration de
rosiglitazone, réduit la séveérité de la colite au DSS (Su et al., 1999). Malgré ces données, peu
d’études ont évalué le role de PPARy dans les MICI. Une diminution de 60% de I’expression
de PPARY est observée dans les CEI du colon de patients atteints de RCH (Bouguen et al.,
2014) en zones inflammées et saines, en comparaison aux CGE de MC ou aux CGE contrdle.
Une des hypothéses proposées est que des modifications ¢épigénétiques de PPARy
diminueraient son expression, et que des taux élevés de TLR4 dans les CEI pourraient altérer
la tolérance de la muqueuse au LPS luminal, ce qui conduirait a une inflammation colique
superficielle (Annese et al., 2012 ; Dubuquoy et al., 2006 ; Kaser et al., 2010). De plus, une
étude récente a suggéré que PPARYy était un géne de susceptibilité pour la MC (Sugawara et
al., 2005). Les données de la littérature montrent que la 15dPGJ, active PPARYy et inhibe
NFkB alors que le 11BPGF,a fait I’inverse. Dans notre étude, il nous reste a étudier les
niveaux d’expression de PPARy et de NF«B pour voir dans quelle mesure les voies sont
impliquées dans les défauts fonctionnels des CGE de Crohn. De plus, la 15dPGJ, peut
également intéragir avec le récepteur DP2 de la PGD,, or les Caco-2 utilisées dans cette étude
expriment DP2 mais pas DP1 (résultats non publiés du laboratoire Le Loupp et al., 2012). De
plus, le 11BPGF,a n’a pas de récepteur identifié. Nous avons ainsi testé 1’effet de
I’antagoniste CAY 10595 des récepteurs DP qui se résume donc a un effet sur DP2 et
I’antagoniste AL8810 du récepteur FP de la PGFza. Le CAY10595, mais pas I’AL8810,
inhibe la réparation épithéliale. Cependant, la réparation semblait majoritairement due a
I’action du 11BPGF2a. Ainsi, ce résultat suggere que le 11BPGF2a pourrait comme la

15dPGJ2 agir via le récepteur DP2.

Concernant le 15-HETE, il active les MAPK ERKs et inhibe I’AMPK des CEI. Nous
n’avons pas identifi¢ les conséquences de I’activation des ERK par le 15-HETE, mais avons
montré que 1’inhibition de I’AMPK ¢tait responsable de la diminution de la perméabilité par
le controle de 1’expression de ZO-1. Cette nouvelle voie est d’autant plus intéressante, que
I’AMPK, ce senseur énergétique, a une activité régulant et régulée par la prise alimentaire.
Par exemple, une supplémentation en n-3 peut restorer des mécanismes impliqués dans
I’homéostasie des fonctions cérébrales apres un traumatisme en activant I’AMPK (Wu et al.,
2007). De plus, I’activation de PPARY stimule I’AMPK et ainsi le métabolisme du glucose

cardiaque conduisant a une réduction des dommages tissulaires au cours des maladies
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cardiovasculaires (Xiao et al., 2010). PPARY peut également réguler la motilité des CEI via
I’activation des MAPK en particulier les voies PI3k, cdc42 et son effecteur PAK et ERK1/2
(Chen et al., 2006).

11 faut aussi noter que I’AMPK peut réguler les petites protéines G qui sont impliquées
dans les fonctions de la BEI. Ainsi, I’AMPKalest capable d’inhiber RhoA et induire un effet
vasoprotecteur (Gayard et al., 2011). Or, de nombreuses études ont montré I’implication de la
voie RhoA/ROCK dans I’inflammation (Segain et al., 2003) et son activation comme son
inhibition est corrélée a une augmentation de la perméabilité de la BEI, alors que Racl et
Cdc42 sont impliquées dans la stabilité de la BEI (Schlegel et al., 2010). De plus, si les
protéines Rho semblent essentielles pour la restitution épithéliale (Santos et al., 1997), des
études montrent que 1’inhibition de la réparation induite par les endotoxines ou 1’éthanol,
voire la rupture de la BEI, étaient médiées par 1’activation de la voie RhoA/ROCK (Cetin et
al., 2004; Elamin et al., 2014) et que I’activation de Racl était quant a elle essentielle pour la
migration et 1’étalement des kératinocytes (Hamelers et al., 2005). En effet, la réorganisation
du cytosquelette d’actine pour I’étalement des cellules épithéliales nécessite une activation de
Racl et Cdc42 et une inhibition de Rho (Filipenko et al., 2005). Il serait donc intéressant
d’identifier précisément les mécanismes impliqués dans les effets que nous avons observés en
analysant I’activation des petites protéines G. Une délétion tissu-spécifique de I’AMPK au
niveau de I’épithélium pourrait permetttre de voir, si dans un modeéle inflammatoire,

I’inhibition de cette voie rétablierait 1’effet hypo-perméant induit par le 15-HETE.

En conclusion, nous avons démontré que les CGE de Crohn possedent des propriétés
intrinséques délétéres avec la perte de la capacité a diminuer la perméabilité (défaut 15-
HETE), la prolifération des CEIl (15dPGJ;) et a augmenter 1’étalement, la résistance et la
réparation de la BEI (15dPGJ; et 11BPGF,a). De plus, certaines de nos données preliminaires
en contexte inflammatoire, suggerent que les CGE de Crohn contrairement aux CGE contrdle
perdent la capacité a réagir a I’'inflammation. En découvrant de nouvelles propriétés des
gliomédiateurs lipidiques, nous avons démontré 1’implication de nouvelles voies de
signalisation et suggéré, contrairement aux données de la littérature, que les n-6 pouvaient

avoir un role bénéfique dans I’inflammation.
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Les MICI, une gliopathie ?

Les neuropathies entériques sont definies par une neurodégénérescence et/ou une
altération des propriétés neuronales. Le concept de gliopathie est né d’études au niveau du
SNC, suggérant que les astrocytes participent a I’initiation et la propagation des pathologies
neurologiques (Verkhratsky et al., 2012). De nombreux arguments plaident en faveur d’une

gliopathie entérique au cours des MICI associée a I’initiation et/ou I’évolution de la maladie.

Tout d’abord, la notion de gliopathie est renforcée par I’impact de 1’ablation des CGE
(Aube et al., 2006 ; Bush et al., 1998 ; Cornet et al., 2001 ; Nasser et al., 2006) induisant selon
la séverité, des altérations de I’architecture de I’épithélium, une neurodégénérescence ou une
modification du codage neurochimique. De plus, I’inflammation intestinale induit une
hyperprolifération (Bradley et al., 2007 ; Cirillo et al., 2001 ; Collins et al., 1996 ; von Boyen
et al., 2004), une hyperplasie (Steinhoff et al., 1988) mais également une augmentation de
I’expression de la GFAP (von Boyen et al., 2004) et une induction du CMHII (Geboes et al.,
1992) qui font des CGE de potentielles cellules présentatrices d’antigénes. Les CGE sont
altérées au cours des MICI avec une diminution d’expression de la GFAP et de S100B dans la
muqueuse, la sous-mugueuse et les zones non inflammatoires (Cornet et al., 2001 ; Villanacci
et al., 2008) et une augmentation d’expression de la GFAP en zones inflammatoires (Cornet et
al., 2001 ; von Boyen et al., 2006) mais aussi de S1008 et iNOS dans la RCH (Cirillo et al.,
2009). Nous n’avons pas retrouvé de modification d’expression des marqueurs gliaux dans
nos CGE de patients. L’absence d’augmentation d’expression des marqueurs gliaux des CGE
en culture peut facilement s’expliquer par I’absence d’environnement inflammatoire, mais la
diminution d’expression de la GFAP que nous ne retrouvons pas en culture suggere (i) qu’il y
a effectivement une perte gliale dans la MC, ou (ii) que les sous-populations gliales sont
différentes dans la MC que celles isolées et utilisées pour notre étude. Jusqu’a maintenant,
aucune donnée ne nous permet de dire que les CGE présentes dans le plexus sous-muqueux et
celles du plexus myentérique seraient différentes au point de vue phénotypique et fonctionnel.
De plus, la MC étant une pathologie transpariétale, nous pouvons penser que méme si notre
étude porte sur I’analyse de CGE myentériques sur le controle de la BEIL, ce modele peut
permettre d’identifier des altérations gliales au cours de la MC. Ainsi, la mise au point d’une
nouvelle méthode d’isolation et de culture de CGE du plexus sous-muqueux afin de confimer

nos données et répondre a ces nouvelles questions, serait intéressante. Il nous faudrait encore
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étudier I’impact de ces CGE « pathologiques » sur le phénotype et les fonctions des autres
cellules de leur microenvironnement, neurones, cellules souches ou encore cellules

immunitaires.

Nos données montrent que les CGE de MC présentent des défauts fonctionnels qui
pourraient expliquer ou concourir au développement des lésions de la barriére observées au
cours de la MC. Nous n’avons pas encore déterminé si ces CGE de MC étaient
constitutivement dysfonctionnelles ou avaient été¢ rendu dysfonctionnelles par 1’inflammation
chronique. Il a en effet ét¢ montré que I’inflammation chronique pouvait entrainer des
modifications épigénétiques comme une méthylation de I’ADN (Karatzas et al., 2014). Ainsi,
nous pouvons nous demander si nos résultats viennent d’une prédisposition génétique des
CGE, qui présentent un défaut d’expression de L-PGDS, de 15-LOX2, ou encore de NOD2,
ces derniers étant associés aux MICI, ou s’il s’agit de modulation épigénétique des CGE liée a
une inflammation chronique. Sachant que lors de toutes nos études nous avons également
étudié des CGE de RCH et qu’elles ne présentent aucun des défauts fonctionnels observés
chez les CGE de MC, ce serait une inflammation chronique de type Thl et non Th2 qui
modifierait les CGE. Pour répondre a cette question, nous allons utiliser une analyse a grande
échelle des genes exprimés par les CGE controles et MICI a 1’aide de puces et analyser le

remodelage épigénétique que I’inflammation chonique a pu induire sur les CGE de MC.
CGE = astrocytes périphériques ?

La morphologie, les marqueurs et les fonctions des CGE sont en de nombreux points
similaires aux astrocytes centraux (Savidge et al., 2007). Les données permettent de faire un
veritable paralléle entre 1’unité neuro-glio-épithéeliale et la barriere hémato-encéphalique
(BHE). En effet, la BHE est régulée par les interactions des astrocytes avec les neurones et les
cellules endothéliales (Abbott et al., 2006). Les astrocytes renforcent la BHE en augmentant
I’expression des protéines de jonctions (Dehouck et al., 1990) en régulant le transport de
molécules par la modulation de 1’expression de transporteurs comme GLUT1 (McAllister et
al., 2001) et en régulant la fonction métabolique par 1’expression d’enzymes (Abbott, 2002).
Les astrocytes ont un réle dans la neuroprotection et produisent des cytokines (IL-6, IL-1B)
des médiateurs TGFB1 (Garcia et al., 2004), GDNF (lgarashi et al., 1999), GSH (Minich et

al., 2006).
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En s’appuyant sur ces constats de ressemblance et sur le fait que les CGE sont plus
accessibles que les astrocytes du SNC, leur étude pourrait permettre, comme une fenétre
ouverte sur le cerveau, d’améliorer les connaissances sur le phénotype et les fonctions des
cellules gliales en physiopathologie. D’une manicre plus spécifique, I’hypothése de Braak
suggere que I’initiation de la maladie de Parkinson serait digestive due a I’entrée d’un facteur
environnemental, et se propagerait via le nerf vague au SNC, les biopsies coliques des
patients fournissant du matériel pour étudier les altérations liées a la maladie et mieux
comprendre ses mécanismes. De plus, dans d’autres pathologies neurodégénératives comme
la sclérose en plaques, de nombreux patients présentent des troubles digestifs (constipation,
diarrhée) notamment dus aux 1ésions des nerfs de ’axe intestin-cerveau mais reflétant peut
étre un éventuel role du SNE dans la pathogenése de ces troubles. En effet, des études
suggérent la piste d’un pathogéne du tractus gastrointestinal qui contribuerait au

développement de la réaction auto-immune (Deretzi et al., 2009).

Conclusion

Les travaux exposes dans cette thése ont permis d’identifier de nouveaux roles du

systeme nerveux entérique dans I’inflammation intestinale.

Nous avons montré dans un premier temps, que les neurones entériques peuvent
sécréter du TNFa, en réponse au LPS, en activant des voies ERK et AMPK. Cette synthése
est inhibée par ’activation neuronale conduisant également a une diminution de 1’expression
du TLR2 et de la production d’IL-6 gliale, toutes deux induites par le LPS. L’ensemble de ces
mécanismes est résumé dans la figure ci-dessous. Ces nouvelles données renforcent 1’idée du

role actif des neurones dans la réponse inflammatoire digestive.
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ACTIVATION du SNE

Baisse de la production de TNFa, baisse de I’expression du TLR2,
augmentation de I’'IL-6

Dans un second temps, nous avons caractérisé les cellules gliales entériques humaines
issues de patients atteints de la maladie de Crohn afin de déterminer si leur phénotype et leurs
fonctions étaient modifiés devenant ainsi des cellules délétéres contribuant a 1’étiologie de la

MC et/ou concourant a sa poursuite.

Nous avons montré que les CGE de patients atteints de la MC en culture ne
présentaient pas de différence d’expression des marqueurs gliaux (GFAP, S1008 et Sox10) et
de production de gliomédiateurs connus (IL-6, TGFB, proEGF, GSH). En revanche, ces
travaux démontrent que les CGE pathologiques présentent une baisse de production de trois
médiateurs lipidiques le 15-HETE, la 15dPGJ; et un nouveau dérivé de la PGD, peu connu, le
11BPGF,a. Nous avons mis en évidence leurs fonctions et une partie de leur mécanisme
d’action. Ainsi, le 15-HETE diminue la perméabilité de la BEI par une inhibition de I’ AMPK
et une augmentation d’expression de ZO-1. La 15dPGJ,, en plus d’inhiber la prolifération des
CEl augmente 1’étalement des CEI et la résistance de la BEI, tandis que le 11BPGFa
favorise la réparation épithéliale en partiec via 1’activation de DP2 et une voie PPARy

dépendante. Les résultats de cette deuxiéme partie sont résumés dans la figure suivante.
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L’autre donnée importante de ce travail et des donnees préliminaires mentionnees,
repose sur la différence fonctionnelle entre des CGE de patients atteints de MC et de RCH.
Pour le moment, seule la perméabilité de la BEI a été évaluée en condition d’inflammation
aigué (TNFo+IL-1B). Ces données laissent place & deux hypotheses représentées sur le

graphique suivant.

Hypothése 1: les CGE «saines » comme les CGE « Crohn » sont protectrices, en
conditions physiologiques comme au cours de I’inflammation aigué. Par contre, soumises a
une inflammation chronique, elles présentent des défauts fonctionnels (profil Thl). En
revanche, les CGE « RCH » demeurent protectrices en conditions physiologiques comme
inflammatoires, elles ne présentent aucun défaut fonctionnel (permeabilité, résistance de la
BEI, étalement des CEI) et soumises a un stress inflammatoire, elles demeurent hypo-
perméantes (profil Th2).

Hypothése 2 : les CGE « saines » et les «<CGE « RCH » ont le méme comportement,
elles sont bénéfiques et renforcent leurs fonctions en condition inflammatoire tandis que les
CGE «Crohn» ont des propriétés intrinséques qui les rendent déléteres quelque soit

I’environnement.
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Ces données suggeérent que ces CGE « réactives » pourraient, comme les astrocytes
centraux reactifs, soit maintenir leurs effets bénéfiques pour les CGE « RCH » dont les
capacités seraient dépassées au cours de la maladie, soit devenir délétéres et participer au
développement de la maladie pour les CGE « MC ». En conclusion, ces travaux de these ont
apporté des éléments supplémentaires pour confirmer le réle du SNE dans la réponse
inflammatoire digestive, tant par la production de TNFa par les neurones entériques et la
modulation de I’activation neuronale, que par la production de médiateurs lipidiques par les

CGE régulant les différentes fonctions de la BEI
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Annexe 1: Méthodes d’étude de la perméabilité de la
barriére épithéliale intestinale

La perméabilité peut étre mesurée in vivo, ex vivo et in vitro (Arrieta et al., 2006). Il
s’agit de la mesure de la résistance transépithéliale et de la mesure de flux de traceurs
radioactifs ou fluorescents.

In vivo, la perméabilité intestinale peut étre évaluée grace a I’administration dans la
boisson de traceurs. Leur taux est déterminé dans le sang périphérique ou les urines
(Gotteland et al., 2001 ; Playford et al., 2001). Cependant, le sucrose, le lactulose, le mannitol
ou encore le rhamnose sont dégradés par la flore colique et sont donc principalement le reflet
de la permeabilité du gréle. Pour évaluer la perméabilité colique, des molécules stables
comme le Cr-EDTA ou le sucralose sont utilisés (Arrieta et al., 2006).

Ex vivo, la perméabilité peut étre mesurée en placant des fragments de mugueuse ou
des biopsies en chambre d’Ussing (Figure 17). Ce dispositif permet de délimiter un pdle
apical et un pole basolatéral et de mesurer le flux de traceur fluorescent a travers la muqueuse
placée dans la cassette entre les deux chambres. Il est possible d’ajouter un clamp électrique
pour mesurer la TER, c¢’est-a-dire le courant ionique, entre les deux compartiments.

AN
o8

Péle basolateral Pble apical

Traceur
fluorescent

Cassette contenant le
fragment de muqueuse

Figure 17 : Chambre d’Ussing pour mesurer la perméabilité paracellulaire ex vivo.
Inserm U913.
La perméabilité peut également étre mesurée in vitro sur des lignées de CEI (tableau

I). 1l s’agit de lignées tumorales obtenues a partir d’adénocarcinomes coliques humains, de
lignées feetales humaines ou de rat transformées par I’oncogéne T du virus simien (SV40)
mais qui sont souvent immatures (Quaroni et Beaulieu, 1997 ; Emami et al., 1989 ; Macartney

et al., 2000).
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Lignée Phénotype Référence

Caco-2 Entérocyte Pinto et al., 1983
HT29 Indifférencié Fogh, 1975

Entérocyte Pinto et al., 1982

Cellules mucosécrétantes Huet et al., 1987
HT29- Cellules mucosécrétantes Angeron et Laboisse, 1984
ClL.16E
HT29- Cellules sécrétrices d’électrolytes Angeron et Laboisse, 1984
CL.19A
HT29-MTX | Cellules mucosécrétantes Lesuffleur et al., 1993 et 1995
T84 Cellules sécrétrices d’électrolytes Dharmsathaphorn et al., 1984
DLD-1 Hétérogéne plutdt entérocytes Dexter et al., 1981
SW403 Hétérogéne plutdt indifférencié Leibovitz et al., 1976
SW620 Indifférencié Leibovitz et al., 1976
LS174T Hétérogene plutbt mucosécrétant Tomet al., 1976

Tableau: Lignées de cellules épithéliales issues d’adénocarcinomes coliques humains.

Ces lignées ont été utilisées comme modeéles en raison de la difficulté a isoler des CEI.
Depuis des études ont décrit des procédés de culture a partir de fragments de cryptes coliques
ou d’intestin feetal. (Moyer et al., 1996 ; Pang et al., 1996 ; Sanderson et al., 1996 ; Perreault
et Beaulieu., 1998 ; Kalabis et al., 2003) mais leur phénotype n’est pas complétement établi.
Les lignées de CEI sont utilisées pour étudier les phénomeénes sécrétoires, la prolifération, la
résistance et la perméabilité. En effet, cultivées sur des filtres perméables (« Transwell »), les
CEl, en particulier les Caco-2, forment une monocouche polarisée de cellules différenciées,
délimitant un pdle apical supérieur et un pdle basolatéral inférieur (Figure 18). Ce dispositif
permet d’étudier I’impact de traitement sur le phénotype et les fonctions épithéliales ou celui
d’une coculture avec d’autres lignées cellulaires. Ces filtres permettent ¢galement la mesure
de la TER avec un ohmeétre dont les deux électrodes, 1’une placée sur le filtre et I’autre dans le

puits, évalue la différence de potentiel électrique.

traceur
- fluorescent
ce T
felf=]
* CGE \M &1 tdrogue

Figure 18: Modeéle de coculture des cellules épithéliales intestinales sur filtre Transwell.

Les traceurs utilisés couramment pour mesurer la permeéabilité paracellulaire sont
I’acide sulfonique-FITC (400Da), le dextran-FITC ou I’inuline-FITC de 4 & 70kDa et pour la
perméabilité transcellulaire, la HRP (Horseradish Peroxydase, 40kDa). Les marqueurs
radioactifs comme le mannitol ou I’inuline marqués au tritium ou encore le *’CrEDTA (tétra-

acétyléne d’éthyléne diamine marqué au chrome 51) peuvent étre utilisés.
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Annexe 2 : “Colonic endoscopic full-thickness biopsies : from
neuropathological analysis of the myenteric plexus to the
functional study of neuromuscular transmission.”

NEW METHODS: Experimental Endoscopy

Colonic endoscopic full-thickness biopsies: from the neuropathological
analysis of the myenteric plexus to the functional study of
neuromuscular transmission

Michel Neunlist, PhD, Sabrina Coquenlorge, BS, Philippe Aubert, MS, Emilie Duchalais-Dassonneville, MS,
Stanislas Bruley des Varannes, MD, PhD, Guillaume Meurette, MD, Emmanuel Coron, MD, PhD

Nantes, France

Background: Better understanding of the pathophysiological mechanisms involved in severe dysmotility
disorders is crucial to improve patient management and identify novel therapeutic targets. Recent studies
suggested that endoscopic full-thickness biopsies (eFTBs) could be developed as an alternative to surgical
biopsies. However, currently it remains unknown whether eFTBs would allow myenteric plexus analysis on
whole mounts and the evaluation of neuromuscular transmission.

Objective: To determine with eFTB specimens the ability to analyze on whole mounts the key parameters of the
myenteric plexus, ie, ganglia and neurons, and to perform functional evaluation of neuromuscular transmission.

Design: An experimental pilot study in 6 pigs was conducted in accordance with French institutional guidelines.

Intervention: Under general anesthesia, pigs underwent a rectosigmoidoscopy. In each pig, an eFTB was
performed at 25, 30, and 35 ¢m from the anal margin with an EMR-based technique. Tissue specimens were
immediately processed for immunohistochemical and/or functional ex vivo analysis of neuromuscular transmis-
sion. In 2 pigs, over-the-scope clips were used to seal the perforation.

Main Outcome Measurements: Feasibility of obtaining specimens containing myenteric plexus and muscularis
propria, quantitative and standardized immunohistochemical evaluation of ganglia and myenteric neurons, ex
vivo assessment of neuromuscular transmission and its pharmacology, and closure rate (ancillary study).

Results: Adequate tissue specimens were obtained in 100% of the procedures, on average, in 6 £ 2 minutes.
Immunohistochemical analysis of a whole mount of the myenteric plexus showed that each eFTB contained
14 * 5 ganglia and 1562 = 1066 myenteric neurons. In circular muscle strips, electrical field stimulation or

50% of cases.

Limitations: Nonsurvival study; safety of the procedure needs to be specifically assessed and compared with
recently published data.

Conclusions: We demonstrate, for the first time, that full-thickness biopsy specimens obtained by using an
endoscopic approach allow the performance of a precise study of the ENS phenotype on whole mounts of the
myenteric plexus and the performance of functional studies such as evaluation of neuromuscular transmission.
However, further studies are warranted to identify the optimal and safest endoscopic procedure before appli-
cation of eFTB in humans. (Gastrointest Endosc 2011;73:1029-34.)

Abbreviations: EFS, electrical field stimulation; eF1B, endoscopic full- doi:10.1016/j.gie.2011.01.041
thickness bio, ENS, enteric nervous system; GINMD, GI neuromuscular
disease; OTSC, over-the-scope clips.
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GI neuromuscular diseases (GINMDs) are a heteroge-
neous group of dysmotility disorders that include achala-
sia, gastroparesis, chronic intestinal pseudo-obstruction
and slow transit constipation.!> Most GINMDs are associ-
ated with dysfunctions of key cellular components of the
gut, ie, the enteric nervous system (ENS), interstitial cells
of Cajal, muscle cells, or even immune cells.> However, in
humans, both diagnostic aspects and pathophysiological
mechanisms involved remain poorly established, mainly
because of the lack of both quantitative normative histo-
pathological data on ENS lesions and functional assess-
ment of neuromuscular transmission. A recent consensus
report highlighted the urgent need to use a standardized
access to tissues and evaluation methods of the ENS.?

There is growing evidence that full-thickness biopsy
specimens may be the material of choice in assessing
neuromuscular dysfunctions in severe GINMDs.* Although
surgery is the method of reference to obtain full-thickness
biopsy specimens, several novel endoscopic techniques
might be used as alternatives,> including EMR-based
techniques.” Full-thickness EMR techniques have been
mainly used to remove GI tumors”® but also in 1 study to
access the ENS in the stomach. Indeed, Rajan et al” estab-
lished proof-of-concept of performing a no-hole double
EMR technique to access to the myenteric plexus in the
stomach of a porcine model at the cost of a high rate of
delayed perforation. However, this study did not address
the issue of whether endoscopic full-thickness biopsy
(eFTB) could allow both an analysis of the ENS pheno-
type by using whole mounts and a functional study of
neuromuscular transmission. Further suggesting the po-
tential use of the endoscopic full-thickness resection
technique, both as a diagnostic and therapeutic tool,
are the recent data obtained in patients managed con-
servatively by standard endoclips for bowel perfora-
tions!®1! as well as the recent development of novel
clipping and suturing devices for natural orifice translu-
minal endoscopic surgery.'%-15

Therefore, the aims of our study were to establish that
EMR-derived eFTB specimens allow (1) the characteriza-
tion of whole-mount key parameters of the ENS, ie, gan-
glion and neuronal density, and (2) to perform ex vivo
functional evaluation of neuromuscular transmission.

METHODS

The research was conducted by using 6 Gall KO pigs (5
males; average weight 50 kg) in compliance with the
French institutional guidelines. These procedures were
approved by the local institutional animal research com-
mittee (Agreement E. 44010; Inserm, Nantes, France).
General anesthesia was induced and maintained with 2%
to 5% isoflurane (Abbott, Rungis, France). Surgically as-
sisted anterograde colonic lavage was performed by water
enema through a 6.5F catheter placed at 40 cm of the anal
margin before the endoscopic procedure.

Take-home Message

« With further studies identifying the ancillary steps for the
safest endoscopic procedure, endoscopic full-thickness
biopsy could be easily used in humans in well-defined
clinical research settings.

€eFIB technique

A rectosigmoidoscopy was performed in live pigs
with a standard endoscope (EG450; Fujinon, Saitama,
Japan). Three eFTBs were performed in each animal at
25, 30, and 35 ¢m from the anal margin with the Duette
device (Cook Medical, Winston-Salem, NC). We used an
EMR ligation technique, previously described in the
esophagus,'® and applied it to the colon as follows: the
colonic wall was suctioned of into a ligation cap without
previous submucosal injection, and then a single rubber
band was deployed at the base to create a panparietal
pseudopolyp, which was subsequently removed by a
snare placed below the band. In a subgroup of 2 pigs, a
12-mm OTSC (Ovesco Endoscopy, Tiibingen, Germany)
was placed at the resection site to close the defect (Fig.
1A, B). The Duette mucosectomy device was removed
and replaced by the OTSC on the tip of the same
endoscope. The full-thickness biopsy site was visual-
ized endoscopically, and tissue approximation was per-
formed by using a new prototype of grasping forceps
(Wilson Instruments Co, Shanghai, China). The grasping
forceps were then retrieved into the cap, suction was
applied, and the OTSC was deployed. Technical success
of closure was judged by the air and methylene blue
leakage test under laparotomy evaluation, with the co-
lon being submerged in saline solution. Animals were
euthanatized at the end of the endoscopic procedure.

Processing of tissue samples

Each resected specimen was dissected under a binoc-
ular microscope to obtain 2 tissue fragments: 1 containing
the mucosa and the other composed of the muscularis
(containing the myenteric plexus).

Morphological and immunohistochemical analy-
sis. The 2 segments (muscularis and mucosa) were
stretched in a Sylgard-coated Petri dish and fixed for 4 to
6 hours in paraformaldehyde at room temperature. Before
microdissection, the surface areas of the stretched muscu-
laris and mucosa specimens were determined by using
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Md).
Then, under a dissection microscope, the circular muscle
and part of the longitudinal muscle were removed from
the muscularis to obtain whole mounts of the myenteric
plexus. Immunostaining of the whole mounts was per-
formed according to standard methods!'” with antibodies
against NF220 (1:500, AB1989; Millipore, Billerica, Mass)
and Hu (1:200; Invitrogen, Breda, the Netherlands) for
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Figure 1. Technique of endoscopic full-thickness biopsy (¢FTB) and morphological evaluation of tissue samples. A, In the normal colon of the pig,
a panparietal pseudopolyp is created by suction into a transparent cap, then resected and removed for tissue evaluation. B, An over-the-scope clip is

placed at the resection site to close the defect. C, Following microdissection, muscularis (M) and mucosa (m) speceimens are pinned in a ¢

lgard coated

Petri dish. D, Surface area of all mucosa and muscularis specimens obtained from all endoscopic full thickness biopsies performed. The area of the
mucosa was significantly larger as compared with the one of the muscularis propria. *P < .0001, n = 18.

identification of ganglionic structures and neurons, re-
spectively. Whole mounts were then rinsed, placed on
slides, covered with fluorescent mounting medium (Dako,
Carpinteria, Calif), and observed with a microscope IX 50
(Olympus Medical Systems, Tokyo, Japan). Pictures were
acquired with a digital camera DP71 (Olympus Medical
Systems), connected to a computer through a frame grab-
ber card (Cell B; Olympus Medical Systems).

EX vivo measurements of neuromuscular trans-
mission. Strips of circular muscle (approximately 5 X
10 mm) were dissected and placed in an organ chamber
with 7 mL of Krebs solution at 37°C continuously bub-
bled with 95% O, and 5% CO,. Strips were stretched
with a preload of 10 mN, which was maintained during
an equilibration period of 90 minutes. Then, strips were
subjected to electrical field stimulation (EFS) by using
previously described parameters'® as follows: train du-

ration, 10 seconds; pulse frequency, 20 Hz; pulse dura-
tion, 300 us; and pulse amplitude, 12 V. This procedure
was repeated 2 to 3 times with 10-minute washout
periods between stimulation. The contractile response
of the muscle strip was continuously recorded by using
isometric force transducers (No. 7005; Basile, Comerio,
Italy), coupled to a PowerMac Performa 7100/80 com-
puter equipped with the MacLAb/4s System (ADI,
Spechbach, Germany). At the end of each experiment, a
dose-response curve with carbachol (10~ "-107* M) was
performed. The EFS-induced response was evaluated by
measuring the EFS-induced area under the curve during
the EFS period and the area over the curve 1 minute
after stimulation. The effects of carbachol were evalu-
ated by measuring the area over the curve of the
carbachol-induced contraction for 2 minutes after addi-
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tion of carbachol. All values were normalized to the
tissue weight.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with GraphPad
Prism software version 5.00 for Windows (GraphPad Soft-
ware, Inc, La Jolla, Calif). Data are expressed as the mean *
standard deviation. The significance of differences was de-
termined by using the 1-way analysis of variance for normally
distributed data or the Mann-Whitney I test. Differences were
considered statistically significant for 7 < .05.

RESULTS

The technique of eFTB was successfully completed on all
sites tested (100%, n = 18). OTSCs were successfully placed
to seal the perforation at 6 of 6 sites. However, air bubbles
and/or methylene blue leakage were observed at 3 of 6 sites.
Total time to perform a full-thickness biopsy (ie, from initial
insertion to removal of the endoscope with the specimen)
was 6 * 2 minutes per site (n = 18). The total time of the
closure procedure (ie, from the removal of the biopsy spec-
imen to the removal of the endoscope after placement of the
OTSCs) was 4 = 2 minutes per site (n = 6).

Morphological analysis of the eFIB specimens

The size of the mucosa specimen was significantly
larger than the muscularis specimen (Fig. 1C, D). The size
of the mucosa and muscularis specimens was independent
of the location of the biopsies (data not shown).

Immunohistochemical analysis

The size of the whole mounts of eFTB specimens (taken
at 30 cm from the anal margin) was 0.8 + 0.5 cm? (n = 6). For
each biopsy specimen, NF220 staining revealed the presence
of ganglia containing enteric neurons (Fig. 2). The number of
ganglia per biopsy was 14 * 5, and each ganglia contained
40 * 11 Hu-immunoreactive neurons (n = 6). The total
number of neurons per biopsy (contained within ganglia and
also within interganglionic fiber strands) was 1562 ® 1066
(n = 6). The individual values of each parameter evaluated
are presented in Table 1.

Neuromuscular transmission assessment

All circular muscle strips exhibited spontaneous con-
traction at baseline. Furthermore, EFS induced a biphasic
contractile response characterized by relaxation during the
EFS followed by a contractile response after the EFS (Fig.
3A, B). In addition, carbachol induced a dose-dependent
increase in muscle contraction (Fig. 3C, D).

DISCUSSION

This study established, for the first time, that eFTB
allows a precise study of ENS phenotype on whole
mounts of myenteric plexus to be performed and func-

Figure 2. Photomicrograph of colonic myenteric plexus and neurons
obtained in whole mounts preparations from endoscopic full-thickness
biopsy (¢FTB). A, Myenteric ganglia were identified with anti-NF220
antibody and contained (B) Hu-immunoreactive (IR) neurons. C, Merged
images of NF 220-IR and Hu-IR structures (scale bar, 100 wm; n = 6)
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Table 1. Neuropathological characteristics of pig colonic myenteric plexus obtained from endoscopic full-thickness biopsy (eFTB).
Parameters Pig1 Pig2 Pig3 Pig4 Pig5 Pig6 Mean (SD)
Whole mount area (cm?) 0.46 0.77 1.21 0.22 0.68 1.51 0.81 (0.48)
Neurons/eFTB 604 1209 2180 348 1817 3212 1562 (1066)
Ganglia/eFTB 12 13 16 6 17 19 14 (5)
Neurons/ganglia 23 51 42 32 50 43 40 (11)
Neuronal density (/cm?) 1313 1570 1802 1582 2672 2127 1844 (489)
Ganglia density (/cm?) 26 17 13 27 25 13 20(7)
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Figure 3. Mecasure of contractile activity in isolated segments of colon obtained from endoscopic full-thickness biopsy (¢FTB). A, Typical recording
showing muscular relaxation during electrical field stimulation (EFS) followed by a contractile off response. B, Quantitative assessment of muscular
response during EFS stimulation (10 sec) and for 1 minute after stimulation reported by area under the curve (AUC). C, Typical recording of carbachol
dose-response stimulation of contraction in circular muscle strip. D, Quantitative assessment of muscular response following carbachol administration,
measured for 2 minutes after stimulation showed by AUC (n = 3).

tional studies such as evaluation of neuromuscular
transmission to be performed. However, closure of the
EMR-induced perforation was achieved successfully in 3
of 6 cases (ancillary study).

An important aspect of this study is the ability to
obtain specimens of sufficient size to allow a precise
neuropathological characterization of the myenteric
plexus in the distal colon. In particular, the size of the

muscularis (2.1 ¢m?), before microdissection, is simi-
lar to that recommended by the London classification
(2.3 cm®.2

Second, our study demonstrates that the microdissection
of a single eFTB specimen allows whole mounts of myenteric
plexus to be obtained. This step is necessary to perform a
comprehensive and quantitative study of the phenotype of
the myenteric plexus. The neuronal density or number of
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neurons per ganglia appears high, although no previous
report analyzed these parameters in the pig colon. Our re-
sults also support the feasibility of performing precise neu-
rochemical coding of a single eFTB specimen. Indeed, be-
cause a large number of neurons are available per whole
mount (ie, 1500), dividing them into pieces would allow
multiple staining of various neuronal or glial mediators of
interest. Third, our study also shows the possibility of char-
acterizing both neuromuscular transmission and pharmaco-
logical studies on muscle strips obtained by eFTB. Indeed,
we showed in the circular muscle of the pig colon that EFS
induced a relaxation followed by a rebound contraction and
carbachol induced a dose-response contraction. In addition,
studying both neuromuscular transmission and circular
and/or longitudinal muscle response to various agonists
might help to better differentiate between neurons and mus-
cular lesions, in particular in GINMDs.

An important limitation to this study was the lack of
sufficient safety data, although this was not a primary
endpoint. Indeed, we reported a successful closure rate of
50%, which could be a major concern for the safety of an
eFTB procedure. These results were obtained in a small
number of experiments without taking into account the
learning curve for placing OTSCs. However, von Renteln
et al® reported a similar closure rate with OTSCs after
full-thickness resection. Nevertheless, in a second group
of animals, the authors improved their results to a closure
rate of 100% by combining an endoloop with the OTSC to
approximate the margins before the resection. These re-
sults might suggest better safety with a no-hole prophy-
lactic approach, as previously used by Rajan et al.” How-
ever, recent studies assessing the closure of natural orifice
transluminal endoscopic surgery access sites demon-
strated similar efficacy and safety between surgical repair
and endoscopic novel clipping or suturing devices.!?15
With further studies identifying the ancillary steps for the
safest endoscopic procedure, eFTB could be easily used in
humans in well-defined clinical research settings.!?

In conclusion, our study highlights the diversity of func-
tional and morphological analysis that can be performed
with eFTB specimens obtained in the pig colon. The com-
bination of these approaches could be used to answer
major unmet needs concerning the development of novel
diagnostic and therapeutic targets for GINMDs.
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Sacral nerve stimulation enhances epithelial barrier
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Abstract

Background The mechanism of action of sacral nerve
stimulation (SNS) remains largely elusive. The aims of
this study were to develop a clinically relevant animal
model for percutaneous SNS and to describe its effect on
the epithelial barrier of the rectum. Methods Under
general anesthesia and after percutaneous electrode
placement for S3 nerve root stimulation, six pigs
underwent unilateral stimulation and six bilateral
stimulation. Animals were stimulated for 3 h using an
external pulse generator (1-2.5 V; 14 Hz; 210 ps). Six
animals underwent electrode implantation without
stimulation and served as controls. Full-thickness rec-
tal biopsies were performed prior to and after stimula-
tion. Paracellular permeability was evaluated by
measuring sulfonic acid flux across the rectal mucosa in
Ussing chambers. Histological assessment of mucosal
thickness, epithelial desquamation, and mucus
expression were performed. Key Results Percutaneous
stimulation resulted in successful anal contractions
whose amplitude and uniformity was enhanced fol-
lowing bilateral compared with unilateral stimulation.
In controls, paracellular permeability significantly
increased during the stimulation period whereas it
remained unchanged following unilateral stimulation.
In contrast, permeability was significantly reduced by
bilateral stimulation. This effect was associated with a
concomitant reduction in mucosal thickness and a
trend toward increased amount of mucus on surface
epithelium compared with controls. Conclusions e)
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Inferences The development of a porcine model of per-
cutaneous SNS revealed the ability of neuromodulation
to reinforce rectal epithelial barrier. Furthermore, our
results suggest that SNS could be used for treatment of
gastrointestinal pathologies with reduced rectal
mucosal barrier functions

Keywords animal model, barrier function, sacral
nerve stimulation.

Abbreviations: ENS, enteric nervous system; [EB, intes-
tinal epithelial barrier; SNS, sacral nerve stimulation.

INTRODUCTION

Sacral nerve stimulation (SNS) has been shown to be
effective in the treatment of severe fecal incontinence
resulting in a significant improvement in continence
and quality of life of affected individuals.'”® Despite
being one of the most significant developments in the
management of fecal incontinence over the past
decade, the precise mechanisms of action remains
elusive and a matter of debate.*® Postulates include a
direct increase in sphincter tone, modulatory effects on
rectal and colonic motility, and central nervous system
adaptation.®

Among other gut functions putatively targeted by
SNS are the intestinal epithelial barrier (IEB) functions.
In fact, recent studies have shown that electrical stim-
ulation of the vagal nerve enhances IEB resistance and
reduce paracellular permeability during gut insults.”®
Interestingly, evidences suggest that SNS stimulates not
only sympathetic but also presacral parasympathetic
plexus.® In addition, neuromediators such as acetylcho-
line or vasoactive intestinal peptide (VIP) have been
shown to increase and decrease paracellular perme-
ability, respectively.”! Furthermore, IEB lesions
characterized by increased paracellular permeability
have been identified in several gastrointestinal diseases
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associated with motility dysfunctions, such as Irritable
Bowel Syndrome (IBS).!'! In this context, reducing para-
cellular permeability reduces visceral hypersensitivity
in animal model of IBS'? and even prevents the deve-
lopment of intestinal inflammation in IL10-/- mice."?
However, it remains currently unknown as to whether
SN can also modulate IEB functions, and in particular
paracellular permeability, offering another potential
explanation for its mechanism of action.®

Unraveling the precise mechanisms of action of SNS
and the identification of novel therapeutic targets have
been somewhat hampered over the years by the lack of
feasible animal models on which to conduct relevant
translational human trials. Animal models of SNS
performed in rats, dog, and rabbits have identified
possible mechanisms by which SNS affect gut motility,
but the results have been conflicting at best, probably
the result of interspecies differences and difficulties in
assessing treatment outcomes, particularly with anal
manometry.'* An alternative animal model that could
be used to address the current shortfalls in existing
animal models, both from a physiological and therapeu-
tic standpoint, is the pig. Indeed, the porcine anatomy is
more closely related to that of humans and thus more
relevant than smaller animals models'® allowing more
similar treatment parameters and protocols to be
adapted for use in humans. In addition, pigs have also
recently been used to better characterize the impact of
SNS on voiding dysfunction. These studies have dem-
onstrated a superior efficacy of bilateral stimulation
compared with unilateral stimulation on bladder func-
tion.'® At present, however, all animal models for SNS
have involved an invasive laminectomy for the place-
ment of electrodes, which fails to replicate the percuta-
neous approach used in humans, which in itself could
affect the true efficacy and interpretation of results
gleaned from such trials as a result of the added
morbidity of the laminectomy.

Therefore, the aims of our study was thus to firstly
evaluate the feasibility of the percutanous approach for
SNS in a porcine model and to subsequently determine
the effects of SNS upon epithelial barrier functions in
the rectum.

MATERIAL AND METHODS

Porcine model for percutanous SNS

A total of twenty pigs (weighing between 30 and 40 kgs) were used
in this study. All pigs were 6 months old and had achieved sexual
and brain maturity.'” Experiments were performed in a dedicated
surgical facility of the Research Laboratory, LGA (Laboratoire des
grands animaux, INSERM U 643), in accordance with French
Veterinary Regulations and Ethics Committee standards (Agree-

268

Neurogastroenterology and Motility

ment: E.44010). All procedures were performed under general
anesthesia, with animals in the right lateral position, with induc-
tion by Isofluran 5% and nitrous-oxide 60% and thereafter main-
tained onIsofluran 2%. The SNS started at least afteramean 30 min
of steady state anesthesia to minimize the influence of drugs of the
induction phase on the central of peripheral nervous system.

After cleaning with an iodine-based solution and draping,
percutaneous placement of electrodes was performed using the
conventional peripheral nerve evaluation test kits for humans
(Medtronic™ number 041828-004; Medtronic inc. Minneapolis
USA) and using surface landmarks predefined in preliminary
experiments (Fig. 1A,B). Further confirmation of the accurate
electrode placement was obtained with a laminectomy performed
in the two-first stimulated animals (Fig. 1C,D).

Twelve animals underwent percutaneous S3 stimulation, with
six of them undergoing unilateral stimulation and the other six
undergoing bilateral stimulation. The control group (sham stim-
ulated) comprised six animals submitted to percutaneous punc-
ture at the same landmarks without stimulation. Electrode
placement and stimulation was deemed satisfactory when con-
tractions of the anal sphincter were observed. Stimulation dura-
tion was set at 3 h and stimulation intensity was set at the
minimum level required to obtain anal contraction (1-2.5V;
14 Hz, 210 ps) using an external pulse generator (Medtronic™
Model 3625 Screener).

For each pig, two full-thickness rectal biopsies 3 cm above the
dentate line were performed via a transanal approach before and
after SNS. The rectal biopsy sites were primarily sutured for
hemostasis. At the end of SNS procedure, the animals were
sacrificed by intravenous injection of pentobarbital.

Ex-vivo assessment of rectal paracellular
permeability

Each biopsy was placed in ice cold Krebs solution (NaH,PO,2H,0
0.187 g L' NaCl 6.84 g L', KC10.35 g L~!, NaHCO; 2.10 g L!,
Glucose 198 gL™', CaClL,2H,0 0368 gL', MgCl.6H,0
0.244 g L") and sent to the laboratory for immediate processing
and analysis. Each specimen was micro-dissected to separate the
mucosa from the submucosa (in the plane of the submucosal
blood vessels).

Specimens of rectal mucosa were then mounted in dedicated
Ussing chambers (Transcellab, TBC, Paris, France) exposing a mean
surface of 0.0314 cm®. Specimens were bathed on each side in
1.5 mL of Ham’s Nutrient Mixture (HAM/F12, Invitrogen, France).
The media was continuously oxygenated and maintained at 37 °C
by a gas flow of 95% 02 and 5% CO2. After an equilibration period
of 30 min, 150 uL of apical medium was replaced by 150 uL of
fluorescein-5.6 sulfonic acid (1 mgmL™', 400 D, Invitrogen,
France). The fluorescence level of basolateral aliquots of 150 uL
was measured at 30 min intervals over a period of 180 min using a
fluorimeter (Varioskan, Thermo SA, France). Paracellular perme-
ability was determined by averaging the gradient of change in
fluorescence intensity over time using a linear regression fit model
measured in the specimens (GraphPad Prism 5, La Jolla, USA).

Histological evaluation of the impact of SNS
upon rectal mucosa

Following microdissection, specimens of mucosa were fixed in
paraformaldehyde (4% in PBS). After tissue washing in PBS, they
were dehydrated and embedded in paraffin. Sequential sections of
mucosa (5 um) were made. Bilateral stimulated and control
tissues were analyzed by classical microscopy following haemat-

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Figure 1 Electrode placement landmarks. (A) Percutanous placement of electrode for unilateral SNS using defined landmarks. (B) Percutaneous
placement of electrodes for bilateral SNS. (C) Following laminectomy and dissection, S3 root is approximately 2 mm in diameter and clearly isolated.
(D) Dissection after SNS revealed the close proximity between the electrode and the S3 nerve root.

oxylin-eosin staining. Each section was observed under an
Olympus IX 50 microscope (Olympus Inc., Center Valley, PA,
USA). Pictures were acquired using a digital camera DP71
(Olympus), connected to a computer through a frame grabber
card (Cell B software, Olympus). Three parameters were analyzed
to describe the morphology of the mucosa, as previously
reported'®: (i) mucosal thickness was determined by measuring
the distance between the surface epithelium and the underlying
muscularis mucosae.(ii) the height of the surface epithelium and
(iii) assessment of the surface epithelium continuity (% of
continuous epithelium along the mucosal surface), The mean
values were therefore computed on a total of 10 fields (three
values per field) examined per experiment and per condition.
Investigators were blinded for histological observations.

Assessment of the impact of SNS upon mucus
expression in the mucosa

Sections of mucosa (5 um) of bilateral stimulated and control
tissues were analyzed using classical microscopy following alcian
blue staining staining. Evaluation of mucus expression on the
surface epithelium and in the crypts was determined using a semi-
quantitative standardized score defined as follows:

0 No mucus on the field

1 Small amount of mucus (<25% of the surface epithelium)

2 Average amount of mucus (25-75% of the surface epithelium)
3 Large amount of mucus (>75% of the surface epithelium)

Statistical analysis

Data are presented as mean = standard deviation. Statistical
analysis was performed using Prism (GraphPad Prism 5, La Jolla,
CA, USA). To determine differences between two groups or
between multiple groups, Wilcoxon test or Kruskall-Wallis
followed by Dunn’s tests were used, respectively. Linear regres-

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Table 1 Clinical parameters monitored during the experiments

Oxygen
Temperature Heart rate saturation
Start End Start End Start  End

Mean + SD 37.1+0.5 356+ 12* 888 10742 95+2 95+2

*P < 0.05 compared with the start of stimulation.

sion analysis was also performed. A P-value <0.05 was considered
as statistically significant.

RESULTS

Percutaneous SNS in a porcine model

All 12 pigs undergoing stimulation had successful
contractions of the anal sphincter. Clinical parameters
(body core temperature, heart rate, and blood pressure)
were monitored throughout the experiments in each
group (Table 1). No significant variation was observed in
heart rate and blood pressure either within or between
the treatment groups. However, body temperature
decreased significantly during the course of the exper-
iments, but not differently between the three groups.
The anatomical landmarks of electrode position
were measured in eight animals at the end of the
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procedure. The electrodes were positioned at an aver-
age of 12.0 = 2.5 cm (n = 8) from the anal margin and
1 cm lateral to the vertebral midline, up to an average
depth of 3.9 =+ 0.2 cm (n = 8).

Unilateral stimulation resulted in ipsilateral spastic
contractions of the anus, whereas bilateral stimulation
not only enhanced contraction amplitude, but also
produced a more uniform contraction of the entire anal
sphincter complex (Video S1). These contractions
remained sustained during the whole stimulation
procedure.

Effect of SNS upon rectal paracellular
permeability

Paracellular permeability at the beginning of the
experiment was similar in all three groups (P = 0.31;
n=18). In controls (sham stimulated), paracellular
permeability increased by 24% (P =0.03; n=06)
between the beginning and the end of the experimental
procedure (Fig. 2A). During unilateral SNS, paracellu-
lar permeability remained unchanged (P = 0.84; n = 6)
(Fig. 2B). In contrast, paracellular permeability was
significantly reduced by 20% following bilateral
stimulation (P =0.03; n =6) (Fig. 2C). Furthermore,
compared with controls, changes in paracellular per-

Neurogastroenterology and Motility

significantly reduced following bilateral, but not uni-
lateral SNS (Fig. 2D).

Effects of SNS upon mucosal histology

We next focussed the study on bilateral SNS and
controls, as it had more significant effects upon rectal
barrier permeability than unilateral SNS. In controls,
rectal mucosa thickness did not change between the
beginning and the end of the procedure (93 + 34 vs
87 + 21 um, respectively; P = 0.31) (Fig. 3A,C). In con-
trast, mucosa thickness was significantly reduced
between the beginning and the end of bilateral stim-
ulation (101 + 30 vs 75 + 9 um, respectively; P = 0.03)
(Fig. 3B,D). Concerning the surface epithelium conti-
nuity and height, no significant difference was
observed between the control and the SNS group (data
not shown).

Effects of SNS upon epithelial mucus distribution

Concerning bilateral SNS, the score reflecting the
amount of mucus at the surface of the epithelium
was increased at the end of the stimulation pro-
cedure compared with the beginning (0.30 + 0.21 vs
0.15 + 0.09, respectively; P =0.06; Fig. 4B,D). In

meability induced during the course of SNS were contrast, in controls the mucus scores remained
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Figure 2 Impact of sacral nerve stimulation (SNS) on paracellular permeability. (A) In controls (sham stimulated) paracellular permeability increased
significantly between the beginning (t0) and the end of the procedure (t3). (B) During unilateral SNS, no significant change in paracellular permeability
occurred. (C) Following bilateral SNS, paracellular permeability decreased significantly. Individual values represent the mean obtained from two

segments per animal and per condition.* P < 0.05 Wilcoxon test. (D] Impact of SNS upon the changes in paracellular permeability induced during the
course of the experiments. Changes in paracellular permeability were significantly different between control and bilateral SNS *P < 0.05 Kruskal-

Wallis followed by Dunn’s test.
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Figure 3 Impact of sacral nerve stimulation (SNS) on mucosal histology. Sections of mucosa from control (A) and bilateral SNS (B) stimulated pigs
were stained with hematoxylin eosin and observed under a microscope. Mucosal thickness in the bilateral stimulated group (D) was significantly
reduced at the end of the 3 h stimulation period (t3) compared with the beginning (t0). In contrast, no change in mucosal thickness was observed in
the control group (C). Individual data represent the mean of three measures per field and 10 fields per animal and condition.* P < 0.05 Wilcoxon test.

Scale bar: 20 um.

unchanged after 3 h (0.10 = 0.08 vs 0.09 = 0.06, respec-
tively; P = 0.47; Fig. 4A,C). No difference was mea-
sured in the mucus score of the crypts in both groups
(Fig. 4E,F). However, interestingly, in stimulated pigs,
the surface epithelium mucus score and the crypt
mucus score were positively and linearly correlated
(r* = 0.88 and P = 0.03).

DISCUSSION

In this study, we have first demonstrated the feasibility
of a porcine model for percutaneous SNS, avoiding the
morbidity of a laminectomy-based approach, providing
therefore a suitable large animal model for SNS
research. Secondly, to the best of our knowledge, this
is also the first study showing that sustained SNS
induces a significant reduction in mucosal paracellular
permeability of the rectum, together with a concom-
itant reduction in mucosal thickness and increased
surface mucus secretion.

A first result of this pilot study was the observation
that bilateral SNS significantly reduced paracellular
permeability of the rectal mucosa. Although unilateral
did not decrease paracellular permeability, it prevented
the increase in paracellular permeability observed in
sham animals. These results performed on small-sized
groups need to be confirmed in the future on larger

© 2012 Blackwell Publishing Ltd

animal samples. Previous studies have shown that
vagal stimulation can enhance IEB resistance and
reduce paracellular permeability in the small intes-
tine.”® The effects of vagal stimulation could be
ultimately mediated by enteric neurons and/or glial
cells, as vagal stimulation increases enteric neuronal
activity.'”?° Consistently, direct electrostimulation of
the human enteric nervous system has also been
shown to reduce paracellular permeability of intestinal
epithelial monolayers.'!® Our results obtained with
SNS extend these findings to regions of the digestive
system that are not under direct vagal control (i.e.
distal colon and rectum). The SNS could exert its
effects upon the rectal barrier through stimulation of
parasympathetic presacral plexus, which has been
shown to be activated during SNS stimulation.® How-
ever, to date, the mediators responsible for the barrier
reinforcing effects of SNS remain to be identified.
Among putative candidates, vasoactive intestinal pep-
tide or S-Nitrosoglutathione have been identified as
enteric neuro-glial mediators enhancing barrier func-
tions.>!*? Interestingly, these mediators can reduce
paracellular permeability over short-term periods
similar to the duration of SNS used in our study. The
ability of bilateral SNS, but not unilateral SNS to
reduce paracellular permeability could be due to the
increased release of mediators by bilateral SNS com-
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Figure 4 Effects of sacral nerve stimulation (SNS) upon epithelial mucus distribution. Sections of mucosa from control (A) and bilateral SNS (B)
stimulated pigs were stained with alcian blue and observed under a microscope. In controls, the score reflecting the amount of mucus at the surface of
the epithelium remained unchanged after 3 h (C). In the bilateral SNS group, the mucus score was increased at the end of the stimulation procedure
compared with the beginning (P = 0.06; Wilcoxon test] (D). No difference in mucus score was measured in the crypts of the control (E) and the

bilateral SNS group (F). Scale bars: 10 ym.

pared with unilateral one. Interestingly, improved
results of bilateral SNS compared with unilateral
stimulation have been reported in the management of
voiding dysfunction, '® but also in the treatment of
fecal incontinence.”

We have further demonstrated that SNS increased
epithelial surface mucus amount. This could be due to
an increase in mucus secretion induced by SNS.
Indeed, previous studies have shown that neuromedi-
ators or activation of the ENS can induce mucus
secretion.”*?> Consistently, this increase in surface
epithelium mucus amount was correlated with the
amount of mucus observed in the crypts, suggesting a
secretory process. Altogether, increased mucus amount
on surface epithelium could, besides reduced paracel-
lular permeability, also enhance barrier protection by
SNS.

The exact mechanism of action of SNS in treating
fecal incontinence remains still largely unknown.’
Apart from a direct effect on sphincter tone, SNS has
been shown to modify colonic motility,***” probably
via the activation of central and peripheral nervous
pathways.”®?° Our findings offer new insights into the
possible mechanism of action, in which SNS reinforces
the rectal mucosa barrier. In particular, the effects of
SNS upon mucosal barrier functions could be involved
in the success of SNS reported in patients with IBS,
chronic constipation and chronic pelvic pain.??=2
In addition, recent reports highlight the need for a
critical appraisal of the criteria for selecting patients for
SNS.** In this context, our findings set the basis for
evaluating the effects of SNS upon paracellular perme-
ability in patients treated for fecal incontinence. If
correlated to improvement of anorectal functions, these

272 © 2012 Blackwell Publishing Ltd
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changes in paracellular permeability induced by SNS
could be used as future new marker of response to SNS.
Therefore, such a parameter could improve the early
selection of responding patients during the peripheral
nerve evaluation phase and the subsequent definitive
pacemaker implantation. Provided reinforcement of the
rectal barrier by SNS is confirmed in humans, its
potential benefits in gastrointestinal pathologies with
impaired mucosal barrier should be evaluated.

In conclusion, this study describes the first porcine
model for percutanous SNS that best replicates the
technique routinely employed in humans for the
treatment of severe fecal incontinence. We further
demonstrate that SNS can reduce paracellular perme-
ability of the rectal mucosa. These findings offer new

SN reinforces rectal epithelial barrier

insights into the mechanisms of action of SNS on
anorectal functions. Furthermore, SNS could offer new
therapeutical perspectives for treatment of gastrointes-

tinal pathologies with reduced mucosal barrier
functions
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Additional supporting information may be found in the online version of this article:

Video S1. Assessment of anal contraction during bilateral SNS in pig. Right and left S3 stimulation lead to right
side (first arrow) and left side (second arrow) anal sphincter contraction respectively. Bilateral stimulation causes a
full sphincter contraction.

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the content or functionality of any supporting materials
supplied by the authors. Any queries (other than missing material) should be directed to the corresponding author of
the article.
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Background: Probe-based confocal laser endomicroscopy enables microscopic examination of the diges-
tive mucosa.
Aims: (1) To identify and validate quantitative endomicroscopic criteria for evaluation of the colonic
mucosa and (2) to compare these criteria between healthy and Crohn's disease patients in clinical remis-
sion.
Methods: Six healthy controls and ten Crohn's disease patients in clinical remission were included in this
prospective study. Methylene blue-stained biopsies of the right colon and corresponding endomicro-
scopic images were analyzed. Major axis, minor axis, and major axis/minor axis ratio of crypt lumens
were quantified.
Results: Quantitative assessment was performed on 21 + 4 crypt lumens per patient. Major axis/minor axis
ratio values measured with endomicroscopy or methylene blue-stained biopsies were linearly correlated
(r=0.63, p=0.01). All macroscopically inflamed mucosa had values of major axis/minor axis ratio higher
than the median of controls. Interestingly, 50% (3/6) of Crohn's disease patients with macroscopically
normal mucosa had also a higher ratio than pooled controls. Histological analysis showed that 6/7 patients
with major axis/minor axis ratio superior to 1.7 had microscopic inflammation.
Conclusion: Probe-based confocal laser endomicroscopy allows quantitative analysis of colonic pit struc-
ture. Endomicroscopic analysis of major axis/minor axis ratio allows the detection of microscopic residual
inflammation with greater accuracy than standard endoscopy in Crohn's disease patients in clinical
remission.

© 2013 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.l. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Among key structural features used for diagnosis of colonic
mucosal lesions is the pit pattern. Pit pattern is mainly a descriptive

Various inflammatory gastrointestinal diseases are character-
ized by structural mucosal changes. These changes range from
focal or diffuse crypt architectural irregularity to complete ero-
sion or ulceration [1]. Interestingly, these changes are correlated
with severity of disease, or can be predictive of disease evolution
orresponse to treatment [2]. These observations fostered, at least in
part, the development of new endoscopic tools aiming at increasing
sensitivity to detect these changes.

* Corresponding author at: Institut des Maladies de I'Appareil Digestif, 1, place
Alexis Ricordeau, 44035 Nantes, France. Tel.: +33 0240087505/6.
E-mail 2 l.coron@c tes.fr,
nicolas.musquer@chu-nantes.fr (E. Coron).

parameter reflecting the shape of the crypt lumen, and is currently
the best validated endoscopic parameter to predict histology in
mucosal neoplasia[3,4]. Pit pattern changes during neoplasia result
in a more ellipsoidal shape of the crypt lumen, which is reflected
by an increase in the ratio of the crypt major axis (Ma) by its minor
axis (ma) as compared to healthy subjects.

Pit pattern detection is currently performed using chromoen-
doscopy. This method remains largely descriptive, although recent
studies have shown that the quantification of pit pattern using
computerized image analysis could (1) increase sensitivity of the
classification and (2) reduce operator-dependent analysis [5,6].
Among methods that have been used to analyze pit pattern is probe
based confocal laser endomicroscopy (pCLE). pCLE is an endo-
scopic imaging technique allowing examination of the digestive

1590-8658/$36.00 © 2013 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.l. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

http://dx.doi.org/10.1016/}.d1d.2013.01.018

in healthy and Crohn’s disease
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mucosa at a cellular and sub-cellular level with a magnification
of about 1000-fold [7]. This method has been used successfully to
describe various mucosal phenomena encompassing altered vas-
cular permeability and crypt morphology, inflammatory infiltrates,
epithelial gaps, or even the presence of single bacteria [8-10]. To
date, few studies have performed quantitative analysis of these
mucosal changes using pCLE. However, in a recent publication
evaluating patients with ulcerative colitis (UC), the authors quan-
tified crypt lumen density and showed that it correlated with the
severity of inflammation [ 11]. Whether pCLE can be used to assess
mucosal structural changes such as pit pattern in Crohn’s disease
(CD) remains unknown. In addition, the ability of pCLE to evalu-
ate pit pattern using standard histological methods remains to be
shown.

Therefore, the aims of this study were to (1) define and compare
the pCLE analysis of pit pattern with standard histological analysis,
and (2) apply this method to quantify the pit pattern in healthy
patients and in CD patients in clinical remission.

2. Patients and methods
2.1. Patients

The study was approved by the local multidisciplinary review
board. Full written informed consent was obtained from all study
participants. Enrolled CD patients were in clinical remission,
defined by a Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) <150 at the time
of enrollment, and referred for colonoscopy. Patients with no per-
sonal or family history of CD who were undergoing colonoscopy for
screening or surveillance of polyps/cancer served as control group.
Exclusion criteria were as follows: Unwillingness or inability to
provide informed consent, patient age under 18 years old, history
of allergy to fluorescein sodium, renal dysfunction, pregnancy or
breast feeding, and insufficient colonic preparation hampering the
endoscopic assessment. Between December 2009 and April 2010,
10 CD patients and 6 control patients were prospectively enrolled.

2.2. Endoscopic procedure

Twenty-four hours prior to the procedure, all patients under-
went standard colonic preparation with 4L polyethylene glycol
solution. All procedures were performed under general anaes-
thesia. The endoscopic appearance of the colonic mucosa was
assessed meticulously during the withdrawal of a high-resolution
endoscope (Fujinon EC530, Fujifilm Holdings Corporation, Tokyo,
Japan). The endoscopic aspect was classified using the same crite-
ria described from the Simplified Endoscopic Score of CD (SES-CD)
put forth by Daperno et al. [12].

The pCLE procedure was performed by a single experienced
endoscopist as follows: (1) the confocal miniprobe (ColoFlex UHD,
Cellvizio, Mauna Kea Technologies, Paris, France) was positioned
gently in the right colon onto a random mucosal area in con-
trols and CD-ER patients (CD patients with endoscopic remission)
or onto an inflamed mucosal area in CD-EI patients (CD patients
with endoscopic inflammation) under endoscopic guidance. No
cap was used for this procedure. Areas measured approximately
2cm x 2cm. Then (2) the optimal dose [13] of 5mL of 10% fluo-
rescein (Fluorescéine sodique 10%, Novartis Pharma, France), was
injected intravenously, and (3) pCLE videos were recorded from
the time of injection to 5 min post-injection for optimal analysis
[14]. This protocol allowed post-procedure reviews and measure-
ments from pCLE video clips (1 video clip per patient). After 5min
of recording, the confocal miniprobe was withdrawn, and biopsies
for ex vivo analysis and routine histopathology were taken from the
same area.

2.3. Quantitative analysis of in vivo obtained pCLE images

Following the procedure, all images from pCLE video clips were
transferred to an external drive in .png format to preserve best qual-
ity. Each video clip was reviewed by one endoscopist (EC), and 15
still images of optimal quality per patients were selected at regular
time-slots for further quantitative assessment. The dataset com-
prised 240 images from 16 patients, which were randomly assessed
quantitatively by an independent investigator (NM) who measured
Ma and ma of crypt lumens and the ratio (Ma/ma) that we defined
as “pit pattern value”. The quality of each image was also assessed
using a score ranging from O to 4 (0 =no structure visible; 1 =poor;
2 =average; 3 =good; 4 =excellent) based on quality of visualization
of crypts, crypts lumen, vascularization and lamina propria. 21 +4
crypt lumens were analyzed per patient from 15 images. The soft-
ware used to obtain quantitative assessment was Image | (1.42q,
National Institutes of Health, USA).

2.4. Exvivo analysis of pit pattern on colonic biopsies

To ensure reproducibility of the results obtained from pCLE
images, tissue architecture was also quantitatively assessed ex vivo
on standard biopsies (one biopsy per patient) obtained at the site
of pCLE imaging. These biopsies were specifically processed as fol-
lows: immediately following retrieval, the biopsies were gently
stretched in a Petri dish under a binocular microscope and fixed
in formalin. Then, they were stained with 1% methylene blue. The
same investigator (NM), who was blinded to the pCLE measure-
ments, quantitatively assessed on methylene blue stained biopsies
(MBSB) the same parameters as described above (i.e., Ma, ma, and
Ma/ma ratio) with the same software (Image J).

2.5. Statistical analysis

Due to the limited sample size, we used non-parametric
tests for all our statistical analysis. Comparisons of patient
characteristics were made using Mann-Whitney and )(2 tests. Com-
parisons between pCLE and MBSB measurements were made using
Wilcoxon test. Correlation was tested using Spearman rank corre-
lation test with linear regression. Analysis of pCLE measurements
and quality of pCLE images were made using the Mann-Whitney
test and the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test. We
used a 95% confidence interval and considered a statistical signifi-
cant difference to be p<0.05. All statistical analysis was performed
using Graphpad Prism 5.00 for Windows (Graphpad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA).

3. Results

Six healthy patients and ten CD patients were included. The
CD patients were stratified according to their SES-CD in the right
colon, and, accordingly, 6 were in endoscopic remission (CD-ER),
while 4 had endoscopically visible inflammation (CD-EI). The clin-
ical, biological, and endoscopic characteristics of all the patients
are summarized in Tables 1 and 2. Demographic characteristics
were similar between controls and CD patients, except for age,
which was significantly increased in control patients (Table 1). The
median score assessing quality of pCLE images for all patients was
good (3; n=16). In addition, no difference in this score was noted
between controls and CD patients (3 &1 versus 3 + 1, respectively,
p=0.35), and between the three subgroups (controls, CD-ER and
CD-EI) (p=0.47).
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Table 1
Characteristics of patients.

Controls (n=6) Crohn’s disease P

patients (n=10)

Age (yeary 61[43;79] 39(18;55] <0.01
Gender - N (%)

Male 3(50) 5(50)

Female 3(50) 5(50) 1
Tobacco consumption (n) 0 2 0.50
C-reactive protein (mg/l)® 3.9(1.5:2.4] 2.6(1.7:5.4] 091

3 Values are expressed as median [range].
b Values are expressed as median [interquartiles].

Table 2
Characteristics of Crohn's disease patients with or without endoscopic
inflammation.

CD-ER (n=6) CD-El (n=4) p
Age (year)?® 41(18;55] 30[20;39] 0.13
Gender N (%)

Male 2(33.3) 3(75)

Female 4(66.7) 1(25) 0.55
Tobacco consumption (n) 2 0 0.47
CDAI® 15[3:27] 50[32;72] 0.13
Duration of Crohn’s disease 18.5[16.25;21.5] 15[11.25;20] 0.59

(year)®
C-reactive protein (mg/l)® 7.716.9:8.4] 0.17

1.9[1.5;2.4]
0

SES-CD® (right colon) 3.5[2.75;4.25] NC

Abbreviations: CD-ER: Crohn’s Disease patients with Endoscopic Remission; CD-
El: Crohn's Disease patients with endoscopic inflammation; CDAI: Crohn’s Disease
Activity Index; SES-CD: Simplified Endoscopic activity Score for Crohn’s disease.

2 Values are expressed as median [range|.

b Values are expressed as median [interquartiles]/NC: non-calculated value.

3.1. Comparison between MBSB- and pCLE-based pit pattern
measurements

For one patient, the biopsy dedicated to MBSB could not be ana-
lyzed therefore only 15 patients were included in this analysis.
Comparison of in vivo-(pCLE) and ex vivo-(MBSB) obtained pooled
values of this 15 patients (CD and controls) showed that Ma/ma val-
ues obtained with pCLE were larger than those obtained with MBSB
(p=0.002; n=15) (Fig. 1D). However, Ma/ma values obtained with
both methods were linearly correlated (r=0.63; p=0.01; n=15)
(Fig. 1E).

3.2. Comparison of pCLE-based pit pattern measurements
between healthy and CD patients

In control patients (n=6), Ma/ma ratio was overall significantly
lower than in all CD patients (n=10) (medians: 1.62 versus 2.56;
p=0.016). Furthermore, Ma/ma ratio in control patients was simi-
lar to those obtained in CD-ER, but significantly smaller than those
obtained in CD-EI (p<0.05) (Fig. 2D). However, no significant dif-
ference was reported for Ma/ma values between CD-ER (n=6) and
CD-EI (n=4) (medians: 2.16 versus 3.9, respectively).

3.3. Definition of healthy pit pattern cut-off value

Using the pool of control patients, we calculated the 95th per-
centile. According to this cut-off value (set at 1.7), none of the
control patients, 3/6 (50%) of CD-ER, and 4/4 (100%) of CD-EI
had an abnormal Ma/ma. While standard endoscopic examination
showed that 4/10 (40%) of CD patients had macroscopically visible

Z(mn
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Fig. 1. Comparison and correlation between ratios of crypt lumen major axis over minor axis from endomicroscopic images and methylene blue stained biopsies. Endo-
scopic procedure showing (A) the macroscopic aspect of colonic mucosa by standard endoscopy and (B) the in vivo microscopic aspect with probe-based Confocal Laser
Endomicroscopy. (C) Methylene blue stained biopsies after fixation allowed quantitative analysis of crypt lumen major axis over minor axis ratio. (White lines represent
major and minor axis measurements.) (D) Major axis over minor axis ratios obtained from pCLE pictures were larger than the values obtained from methylene blue stained
biopsies (n=15; Wilcoxon test; p=0.002). (E) However, values of ratios obtained by the two methods were linearly correlated (n=15; Spearman rank correlation test; r=0.63;
p=0.01). Abbreviations: Ma: major axis; ma: minor axis; Ma/ma ratio: crypt lumen major axis over minor axis ratio; pCLE: probe-based Confocal Laser Endomicroscopy:

MBSB: Methylene Blue Stained Biopsies.
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Fig. 2. Comparison of ratios of crypt lumen major axis over minor axis between the different groups. Endomicroscopic images of (A) control patients, (B) Crohn’s disease
patient with endoscopic remission, and (C) quiescent Crohn's disease patient with endoscopic inflammation. (D) The ratio of crypt lumen major axis over minor axis in control
patients was significantly different from Crohn’s disease patient with endoscopic remission but not from quiescent Crohn’s disease patient with endoscopic inflammation
(medians and interquartile/*p <0.05 as compared to controls; Kruskal-Wallis followed by Dunn test). Abbreviations: Ma/ma ratio: crypt lumen major axis over minor axis
ratio; CD-ER: Crohn's Disease patient with Endoscopic Remission; CD-EI: Crohn’s Disease patient with endoscopic inflammation.

inflammation, pCLE Ma/ma cut-off value was largerthan 1.7in 7/10
(70%) of these patients.

Finally, we compared the values of Ma/maobtained in each indi-
vidual patient (control and CD) with the pooled individual Ma/ma
values of all control patients (Table 3). For each individual con-
trol, the Ma/ma value was identical to that of all the pooled control
patients. For CD-ER patients, 3/6 (50%) patients had a Ma/ma value
different from that of the pooled control patients (p <0.05), whereas
all 4 CD-EI (100%) had a Ma/ma ratio significantly different from all
controls.

Table 3
Comparison of ratios of crypt lumen major axis over minor axis of individual patients
with the pool of 6 control patients.

Patient Ma/ma ratio (median) P
Control patients 1 1.5 0.99
2 1.7 0.32
3 14 033
4 1.5 0.29
5 15 0.48
6 1.6 0.90
CD-ER 7 1.6 0.90
8 23 0.01
9 14 0.16
10 43 <0.01
11 17 0.35
12 3.6 <0.01
CD-El 13 26 <0.01
14 23 0.02
15 2.1 0.03
16 33 <0.01

Abbreviations: CD-ER: Crohn's Disease patients with Endoscopic Remission; CD-EI:
Crohn’s Disease patients with endoscopic inflammation; Ma/ma ratio: Crypt lumen
major axis over minor axis ratio.

3.4. Comparison between Ma/ma ratio and standard histology

Among the nine patients with a normal Ma/ma ratio (all six
controls and three CD-ER patients), no microscopic signs of inflam-
mation on standard histology were found except for one CD-ER
patient who present a moderate histological inflammation. Among
the seven CD patients with abnormal Ma/ma ratio, six (all CD-EI
patients and two CD-ER patients) had active mucosal inflamma-
tion proved by routine histopathology and one CD-ER patient had
histologic evidence of scar tissue without active inflammation.

3.5. Safety

No severe adverse event was reported in our patients. Only
one patient experienced a transient episode of bradycardia during
endoscopic procedure which was immediately reversed by intra-
venous injection of atropin.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study using a
quantitative approach to characterize the pit pattern of the colonic
mucosa by pCLE. Among the different morphological parameters
that could be quantified, we focused on the evaluation of the Ma/ma
ratio, corresponding to the pit pattern. This choice was justified
by the fact that the pit pattern is a validated endoscopic criterion
with good accuracy for detecting changes of the colonic architec-
ture during precancerous stages [3]. The pCLE-based pit pattern
values correlated well to the ex vivo quantitative analysis per-
formed on MBSB, which mimicked the same “en face” view and
level of magnification. However, although the correlation between
pCLE and MBSB-based pit pattern values was good, the absolute
values from pCLE study were higher than MBSB measurements.
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This retraction might be artefactual, due to dehydration induced
by para-formaldehyde fixation [15].

Applying this methodology to quantify the pit pattern in CD
patients in clinical remission, we showed that a cut-off value was
able to discriminate between control and CD patients. In contrast
to UC, there is no study that has attempted to quantify morpholog-
ical features of CD by confocal endomicroscopy using either pCLE
or eCLE (endoscope-based Confocal Laser Endomicroscopy). How-
ever, one study used a quantitative evaluation of the pit pattern in
colonic adenomas imaged with magnifying chromoendoscopy [5].
Notably, these authors found that a mean of Ma/ma of 1.6 was char-
acteristic of normal colonic tissue, a value close to that obtained in
our study.

The potential clinical relevance of this quantitative approach
needs to be discussed. In accordance with previous studies, 4/10
(40%) of our CD patients in clinical remission according to the ECCO
guidelines [1] at least had endoscopic inflammation using CDAI
as the only marker for remission. However, there is poor correla-
tion between CDAI and endoscopic scores of inflammation such as
Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS) and SES-CD
[16,17]. In addition, it is well established that patients in clini-
cal remission showing endoscopic evidence of inflammation are at
risk of relapse, not only after surgical resection [18] but also after
immunosuppressive therapy [19]. In our study, pCLE-based values
were able to distinguish all CD patients with endoscopic inflamma-
tion from controls. Changes in Ma/ma might reflect changes in crypt
architecture and therefore mucosal inflammation. In fact, crypt's
distorsion in IBD is caused by inflammatory infiltrates in lamina
propria (neutrophils then mononuclear cells) [20] and release of
pro-inflammatory cytokines (e.g. TNFa and INFy) [21].

Comparison between histology analysis and results of pCLE-
based Ma/ma found a good correlation. In fact, 6/7 (86%) patients
with elevated Ma/ma had microscopic inflammation whereas all
controls (n=6) had normal histopathologic examination. In con-
trast, one patient did not show microscopic inflammation but the
presence of scar tissue. Scar tissue might have induced crypts dis-
tortion despite of the clearance of inflammatory infiltrate [22].
However, we decided to use only a qualitative histopathologic
approach as no quantitative score of inflammation has been val-
idated [1]. We noted important heterogeneity of pit pattern values
within the subgroup of CD patients showing no endoscopic inflam-
mation while control patients displayed homogeneous mean pit
pattern values. Furthermore, 3/6 (50%) of CD patients with no endo-
scopic inflammation had significantly different pit pattern values
from controls. Whether these patients with clinical and endoscopic
remission but pCLE abnormalities are at higher risk of relapse
remains to be determined. If this is the case, pCLE might help moni-
tor therapy in CD patients with residual microscopic inflammation,
since immunosuppressive therapy such as anti-TNFa antibodies
and thiopurine have demonstrated their ability to achieve mucosal
healing [23,24].

Our study has several limits. Firstly, the sample size is small, and
therefore, it is difficult to extrapolate these results to a larger set
of patients. Secondly, there were significant differences between
controls and CD patients in age. We found no data suggesting a
change in crypt morphology over time in humans, and consistently,
there was no correlation between Ma/ma values and age in our
study. Thirdly, we focused on one area, i.e., the right colon, and it
might be necessary to perform a more complete mapping along
the colon, as previously reported in a non-quantitative study per-
formed in UC [25], to further reduce the risk of sampling error due
to the patchiness of the disease. It might be of interest to deter-
mine whether the heterogeneity for Ma/ma ratio measured for
CD-ER also affects other endomicroscopic parameters reported in
previous studies (such as qualitative evaluation of vascularization).
Lastly, the current approach is time-consuming and does not allow

[21] Amasheh M, Grotjohann I, Amasheh S, et al. Regulation of mucosal structure

and barrier function in rat colon exposed to tumor necrosis factor alpha and
interferon gamma in vitro: a novel model for studying the pathomechanisms
of inflammatory bowel disease cytokines. Scandinavian Journal of Gastroen-
terology 2009;44:1226-35.

[22] D'Haens G, Van Deventer S, Van Hogezand R, et al. Endoscopic and his-

tological healing with infliximab anti-tumor necrosis factor antibodies in
Crohn's disease: a European multicenter trial. Gastroenterology 1999;116:
1029-34.

real-time analysis during ongoing endoscopy. However, develop-
ment of specific software and algorithms might lead to real-time
quantification of pit pattern [5,6].

5. Conclusion

pCLE allows quantitative measurements of colonic crypt lumen
and these measurements reliably reflect crypts’ morphology. In
addition, in patients with CD in clinical remission, pCLE-based
analysis of Ma/ma allows the detection of microscopic residual
inflammation with greater accuracy than standard endoscopy.
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Key Messages

e The lack of phenotypical and functional informations about Enteric glial cells (EGC) in physiological as well as
pathological conditions is mainly due to technical difficulties.

e We have developed a simple method to isolate and culture human, rat or mouse EGC from longitudinal muscle
and myenteric plexus preparations of rat, mouse or human intestine obtained by microdissection.

e This study sets the basis for exploring glial biology and functions in human health and diseases. Cultured EGC
expressed the glial markers GFAP, S100b and Sox10 over 4 consecutive passages, and the majority of them
responded to ATP by an increase in intracellular Ca*+ concentration.

e In addition, EGC exhibit similar functional properties on the intestinal barrier independently of the species.

Abstract

Background Enteric glial cells (EGC) are major regu-
lators of neuronal and intestinal epithelial cell (IEC)
functions. Simple isolation methods of EGC, espe-
cially human tissues, remain scarce and limit their
study. We present herein a method to isolate EGC and
we characterize EGC phenotype and their functional
impact on IEC. Methods Longitudinal muscle and
myenteric plexus preparations of rat, mouse, or human
intestine were obtained by microdissection. After
mechanical and enzymatic dissociation, individual
ganglionic or interganglionic structures were seeded
into plates, maintained in culture several weeks and
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passaged up to 4 times. Purity of cultures was assessed
by immunocytochemistry using antibodies against
glial fibrillary acidic protein (GFAP), S1008 and Sox10
or smooth muscle actin. Effects of adenosine triphos-
phate (ATP) on intracellular Ca®* signaling in EGC
were studied. Co-cultures of EGC with IEC line, Caco-
2, were performed for 2-6 days to analyze their impact
on monolayer resistance, cell proliferation, and cell
spreading. Key Results More than 80% of DAPI-
positive cells were GFAP, S1008, and Sox10-immuno-
reactive. EGC expressed these glial markers over 4
consecutive passages, and the majority of them
responded to ATP by an increase in intracellular
Ca** concentration. In addition, rat, mouse, and
human EGC increased intestinal barrier resistance,
IEC size, and reduced IEC number. Conclusions e’
Inferences We have developed a simple method to
isolate and culture human, rat, or mouse EGC. EGC
exhibit similar functional properties on the intestinal
barrier independently of the species. This study sets
the basis for exploring glial biology and functions in
human health and diseases.
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INTRODUCTION

The enteric nervous system (ENS) is an integrative
neuronal network localized all along the gut and
organized into two ganglionated plexi, the submucosal
plexus, and the myenteric plexus. The ENS is com-
posed of two main cell types, neurons and enteric glial
cells (EGC).! Although the role of enteric neurons in
the regulation of gastrointestinal functions is well
described, the contribution of EGC has only started
recently to be elucidated.>” Recent reviews highlight
the current limitations of phenotypical and functional
studies concerning EGC.%?

The lack of phenotypical and functional information
about EGC in physiological and pathological condi-
tions is mainly due to technical difficulties hampering
the study of EGC. Two major complementary methods
have been developed over the past years to study them.
One approach used transgenic mice models of EGC
ablation'®'? or in vivo pharmacological inhibition of
EGC using the gliotoxin fluorocitrate.'? Isolation and
culture methods of EGC were developed in parallel to
obtain cells from newborn guinea pigs,'* adult rats'® or
mouse'® and, more recently, from human tissues.®
These latter methods have allowed researchers to gain
insight both into the functions of EGC and their
interaction with the cellular components of their
microenvironment, neurons, or intestinal epithelial
cells (IEC). 2461718

However, especially in humans, the methods used to
obtain EGC required purification steps to discard
contaminating cells. These purification steps lead, in
part, to the consequences that multiple passages (on
average 5 passages) are required to obtain sufficient
EGC in order to study their functions.*!° Increasing
passages might also enhance the risk of dedifferentia-
tion of EGC. Therefore, increasing the yield of the
purity of EGC cultures during the initial dissociation
step might enhance the ability to obtain EGC cultures
with few passages. Characterization of human EGC
was mainly restricted to the analysis of the expression
of glial markers.*'>**?! Functional data of EGC (such
as their Ca” response to adenosine triphosphate [ATP])
or their impact on their cellular environment (IEC,
neurons) remained scarce. Therefore, obtaining human
EGC represents a first mandatory step to better char-
acterize their functions and phenotype both in health
and diseases. Furthermore, despite that many trans-
genic animal models of diseases have been developed
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in mice, few data have been obtained using mice
EGC.'® Therefore, development of an isolation tech-
nique of EGC easily adaptable for different species,
including human, could greatly facilitate the develop-
ment and use of syngenic EGC based co-culture models
with different cell types (neurons, IEC...]. Such a
method should ideally be common for all species and
be easily standardized.

Therefore, in the first part of this study, we devel-
oped a method for isolating, culturing, and character-
izing EGC from rat, mouse, and human intestinal
tissues. In the second part, we determined their
functional role in major IEC functions and their
intracellular Ca** response to ATP.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Patients (11 males and 7 females, age median [range]: 69.3 [19-84]
years) undergoing surgery gave their informed consent to take part
in the study. The study was approved by the “Fédération des
Biothéques” (biobank) of the University Hospital of Nantes,
according to the guidelines of the French Ethics Committee for
Research on Human, and registered under the no. DC-2008-402.
Indications for intestinal resections were colorectal cancer
(n=11), polypes (n=1), Hirschsprung (n=1), fistula (n=1),
sigmoiditis (n = 1), volvulus (n=1), and pancreatic adenoma
(n = 2). Intestinal segments originated from jejunum (n =2),
ileum (n = 1), and colon (n = 15). Tissues used for EGC isolation
were from macroscopically normal segments of uninvolved
resection margins. Immediately after resection, tissues were
transported to the laboratory and placed into sterile, ice-cold,
oxygenated Krebs’s solution containing (mM; 117 NaCl, 4.7 KCl,
1.2 MgCl,, 1.2 NaH,PO,, 25.0 NaHCOj;, 2.5 CaCl,, and 11
glucose).

Animal models

The experiment was carried out in accordance with the local
Animal Care and Use Committee of Nantes (France). Sprague-
Dawley rats and C57BL/6 mice (Janvier Laboratories S.A, Le
Genest-St-Isle, France) were housed under standard conditions.
Animals were anesthetized with isoflurane and sacrificed by
cervical dislocation. The entire small intestine was removed and
dissected for isolation of primary EGC as described below.

Preparation of tissue for the isolation procedure

Dissection of human samples The specimens were pinned flat,
mucosa up, in a dissection dish containing ice-cold, sterile,
oxygenated Krebs solution that was changed every 15 min. The
mucosa, submucosal and circular muscles were then carefully
removed under a dissection microscope. The remaining longitu-
dinal muscle/myenteric plexus (LMMP) layer was cut into small
pieces (~0.5 x 0.5 cm).

Dissection of rat and mouse samples The entire small intestine
was washed with sterile Krebs solution using a syringe and cut in

© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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pieces (2 cm length each). Individual segments were slipped onto
a sterile pipette. Longitudinal muscle/myenteric plexus associ-
ated with circular muscle layer was scarified with a scalpel and
removed from the underlying mucosa with a pair of fine dissec-
tion forceps.

Procedure of enzymatic digestion The LMMP specimens were
collected in GentleMACS tubes C (MiltenyiBiotec, Paris, France)
containing 5 mL of DMEM/F12 complete medium (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium/F12; Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS), 100 IU mL ' penicillin, 100 ug mL™' streptomycin,
1.1 ygg mL~' amphotericin B, 20 yg mL ' gentamicin, 6 mM
glutamine, and 2.1 g L' NaHCO; (all from Invitrogen); 250 uL
protease (type I from bovine pancreas; stock solution: 5 g L),
250 uL collagenase (Clostridium histolyticum; stock solution:
20 g L'}, and 400 uL bovine serum albumin (BSA; stock solu-
tion: 50 g L) (all from Sigma-Aldrich, Paris, France) were added
to each tube. The tubes were then placed in a GentelMACS
dissociator (MiltenyiBiotec) and a mechanical dissociation pro-
cedure was performed (MiltenyiBiotec programs “m-brain 01-
02": 30 s at 200 rpm for mouse and rat tissues, and “A-01": 25 s
at cycles of 400 rpm clockwise and 300 rpm counter clockwise
for human tissues). These programs were chosen in preliminary
experiments among the different programs available as the ones
giving the highest yield of ganglia. Next, the tubes were
incubated under gentle agitation on a rocker (continuous
rotation, highest speed of the Macsmix; MiltenyiBiotec) at
37 °C in a dry incubator for 12 min, 15 and 45 min for mouse,
rat and human, respectively. At the end of the incubation,
another dissociation program (identical to the initial one) was
run prior to the addition of 10 mL of DMEM/F12 supplemented
with 10% FCS to each preparation and centrifugation at 425 g for
5 min. The pellets were washed by pipetting up and down 3
times with ice-cold, sterile Krebs solution and after centrifuga-
tion were resuspended in 10 mL of DMEM/F12 complete
medium. The suspension was then transferred in Petri dishes
(@ 10 cm).

Isolation of ganglia and interganglionic strands
and cultures of EGC

Petri dishes were placed under a binocular microscope and
individual ganglia or interganglionic fiber strands (Fig. 24,
D and G) were picked up using a pipette fitted with a 200 uL
sterile round gel-loading tip (Starlab, Bagneux, France). Gangli-
onic structures numbering 10 to 20 were then seeded in gelatin
(gelatin type A from Porcine skin 90-110; 0.5% in phosphate
buffered saline [PBS], Sigma-Aldrich) coated 24-well plates and
cultured in 500 uL of DMEM/F12 complete medium for 48 h at
37 °C in a 5% CO, incubator. After a 48 h culture period, half
of the medium was replaced with complete DMEM medium
((Invitrogen), DMEM 4.5 g L' glucose, supplemented with 10%
FCS, 2 mM glutamine, 50 IU mL ' penicillin, 50 pg mL !
streptomycin). After 48-72 h, the medium was entirely replaced
by complete DMEM medium and the cultures were maintained
between 14 and 28 days (PO) with changes of half of the
medium every 3 days. After 3-5 days of culture, only wells
with clearly identified ganglia (Fig. 2B, E and H) were main-
tained in culture. Wells presenting too much isolated cells or
patches of fibroblasts or smooth muscle cells were discarded.
When cells reached between 1/2 and 3/4 confluency, they were
passaged in adapted well plates for expansion and for experi-
mental use up to a maximum of 4 passages (P4) during the
following 4-12 weeks. At P1 to P4, some wells were fixed 24

© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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48 h after the passage in order to assess the purity by
immunohistochemistry. Around 10% of the wells (at P1) were
contaminated with more than 20% of DAPI-positive cells by
other cell types (SMA-IR or not). These latter wells were
discarded and not included in our study.

EGC/Caco-2 cell co-culture

A co-culture model was used as previously described.* The human
IEC line Caco-2 was cultured in DMEM medium. For co-culture
experiments, Caco-2 cells {20 x 10%) were seeded on Transwell
filters (Pore size 0.45 um, surface area 0.33 cm? Corning, Avon,
France) and cultured in 24-well plates containing EGC (50 x 10%
at passages Pl to P4) (in DMEM medium) for 1 week. Half of
apical and basolateral culture medium was replaced with fresh
medium every 2 days. Transepithelial resistance was measured
every 2 days with an epithelial voltohmmeter (EVOM, World
Precision Instruments Inc, Sarasota, FL, USA).

Intestinal epithelial cell counting

At the end of the co-culture period, Caco-2 monolayer was
dissociated with trypsin-EDTA (Invitrogen), washed, and resus-
pended in culture medium. The cell number was counted using a
Malassez slide, as previously described.* Counts were performed
in triplicates.

Intestinal epithelial cell size measurement

At the end of the co-culture period, another set of Transwell filters
of Caco-2 cells were fixed in PBS containing 4% paraformalde-
hyde, for 30 min at room temperature (RT). Filters were separated
(cut with a scalpel blade) from the Transwell and then incubated
for 30 min at RT with PBS containing 0.5% triton X-100 and 4%
horse serum (PBS-TX-HS). Filters were then incubated with a
mouse monoclonal antibody anti-ZO-1 diluted in PBS-TX-HS
(1 : 500; Zymed, San Francisco, CA, USA) for 1 h at RT. After
washing with PBS, filters were incubated with an antimouse CY-3
antibody (1 : 500; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc,
Suffolk, UK) for 30 min at RT. Filters were mounted on slides
for fluorescence microscopy analysis. Images were acquired with a
digital camera (Olympus DP 50, Hambourg, Germany) coupled to
a fluorescence microscope (Olympus IX 50). Cell surface area was
measured with DP-Soft software (Olympus). An average of
352 +£ 41 (n=18) IEC were analyzed for each experimental
condition.

Immunohistochemical analysis of EGC in whole
mounts and in culture

Longitudinal muscle/myenteric plexus or primary cultures of EGC
were fixed at RT in PBS containing 4% paraformaldehyde for 3 or
0.5 h, respectively. Following incubation with PBS-TX-HS, the
tissues or the cultures of EGC were incubated sequentially with
primary (24 h for tissues and 3 h for cells) and secondary antibodies
(3 h for tissues and 1 h for cells). The following combinations of
primary and secondary antibodies were used: mouse antiglial
fibrillary acidic protein (GFAP; 1 : 500; Covance, Princeton, NJ,
USA) and antimouse 488 (1 : 1000; Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc); rabbit anti-S1008 (1 : 10 000; Swant, Bellinzona,
Switzerland) and antirabbit Cy3; mouse anti-HuC/HuD (1 : 200;
Invitrogen) and antimouse CY5 (1 : 1000; Jackson ImmunoRe-
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search Laboratories Inc); mouse anti-Sox10 (1 : 200; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and antimouse CY5; mouse
anti- 2-smooth muscle actin (xSMA] (1 : 500; Abcam Inc., Cam-
bridge, MA, USA) and FITC-conjugated antimouse (1 : 500; Jack-
son ImmunoResearch Laboratories Inc). Nuclei were stained with
4’ 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI; 1 : 200;
Sigma, Paris, France). An average of 1053 + 52 DAPI-IR cells was
characterized for every marker and for each culture.

Intracellular calcium measurements

The impact of ATP on intracellular Ca®* concentration was
analyzed in four human, four rat, and three mouse EGC cultures,
coming from four patients, four rats, and three mice. Cultures of
EGC (at passages P1-P3) were first washed three times with HBSS.
Next, EGC were loaded with fluo-4 AM (final concentration
0.5 uM for human EGC and 5 M for rat and mouse EGC; stock
concentration in Dimethylsulfoxid 1 mM, Invitrogen) for one hour
at 37 °C. Enteric glial cells were then washed three more times
with HBSS and observed using an epifluorescence microscope
(Olympus IX 50). Acquisition started 10 s before the addition of
100 uM ATP and lasted until cells returned to baseline fluores-
cence (between 90 and 180 s). Images were acquired with a digital
camera (Olympus DP 50) coupled to the microscope (exposure time
500 ms for human, and 100 ms for mouse and rat EGC) under a
magnification objective of 20x as audio video interleave. Movies
were converted using VirtualDub in jpeg format forimage (2 images
per second forhuman, 10 images per second for mouse and rat EGC)
analysis using Image] software. This software was used to charac-
terize (i) the variation of the maximum amplitude of the Ca>*
response induced by ATP as compared to basal value (expressed in
percentage) (ii) the durations (total, half maximum amplitude
duration and ten percent maximum amplitude duration) of the Ca>*
response induced by ATP.

Statistics

Data are expressed as the mean + SD. The significance of
differences was determined using one-way anova followed by a
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Bonferroni test. Differences were considered statistically signifi-
cant for P < 0.05.

RESULTS

In situ phenotypical characterization of rat,
mouse, and human EGC of the myenteric plexus

After microdissection and prior to dissociation, prep-
arations of LMMP of rat, mouse, and human intestine
contained well organized enteric ganglia in which large
number of both Hu-immunoreactive (IR), S1004-IR,
and GFAP-IR cells were observed (Fig. 1A-1).

Isolation of rat, mouse, and human myenteric
ganglia and EGC cultures

After mechanical and enzymatic dissociation, individ-
ual ganglia could be morphologically identified under a
binocular microscope. Rat, mouse, or human myen-
teric ganglia looked like a cellular accumulation with
high birefringence property, often presenting branching
(Fig. 2A, D and G). Human myenteric ganglia pre-
sented less branching and a more parallelepipedic
shape. Using a pipet, identified ganglia were transferred
in 24-well plates coated with gelatin. After 3-5 days of
culture, cells began to proliferate around adherent
ganglia and formed small round clusters of cells
(Fig. 2B, E and H). In contrast to rat or mouse cells
that spread rapidly, human cells tended to be organized
longer as a spheric structure (Fig. 2H) before spreading.
The cell clusters increased further in size over time
(Fig. 2C, F and ).

Figure 1 Enteric neurons and enteric glial
cells in muscle/myenteric plexus.
Immunohistochemical labeling of
myenteric plexus of rat (A-C), mouse (D-F),
or human (G-I) intestine. Myenteric
neurons were identified using an anti-Hu
antibody (A, D and G) and enteric glial cells
(EGC) using anti-S100f (B, E, H) and
antiglial fibrillary acidic protein (C, F, I)
antibodies (scale bar: 200 um).

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

292



Annexes

Figure 2 Isolation and culture of rat, mouse,
and human enteric glial cells (EGC). Phase
contrast picture of isolated myenteric
ganglia of rat (A), mouse (D) (white scale bar:
100 pm), or human (G) (black scale bar:

200 pm) i ine. Phase pi of
cultures of rat (B and CJ; mouse (E and F);
and human (H and I) EGC at 3 to 5 (B, E and
H) and 10 to 20 (C, F and 1) days of culture
(black scale bar: 200 um).

Phenotypical characterization of rat, mouse, and
human EGC cultures

At P1, the phenotype of the cells in culture was
assessed by immunoreactivity for the three glial
markers GFAP, S1004, and Sox10. Among the cells
identified with DAPI staining, more than 80%
(Fig. 3M-O) were GFAP-IR (Fig. 3A, E and I, rat
92.2 + 8.0%, mouse 81.5 + 7.7%, human 85.5 +
12.2%), S-1004-IR (Fig. 3B, F and J, rat 82.8 + 13.5%,
mouse 90.2 + 6.2%, human 88.5 + 4.7%), and Sox10
(Fig. 3C, G and K, rat 87.5 + 14.2%, mouse
89.2 +32%, human 81.3 +7.1%) (n=18). Only
8.2 + 10.5%, 1.6 + 2.2%, 15.2 + 8.5% of cells were
2SMA-IR (Fig. 3M-O) for rat, mouse, and human
cultures, respectively (Fig. 3D, H and L). Enteric glial
cells retained their phenotypical characteristics over
the different passages studied, i.e. up to passages 4 (P4)
(data not shown). Concerning the presence of neurons,
in rat cultures after 3-5 days of culture, some cells
were Hu-IR (Fig. SIA and B). After 10-20 days of
culure, NSE-IR (Fig. S1IC and D) and Tuj-IR (Fig. 1E
and F) but no HU-IR cells were observed. In human
preparations, after 5 days of culture neither HU-, NSE-
nor Tuj-IR cells were observed (data not shown). At P1,
independent of the species, no cell was IR for any of the
neuronal marker tested.

Rat, mouse, and human EGC intracellular Ca®**
response to extracellular ATP

Purines are intercellular messengers that have been
previously used to activate EGC via a transient

© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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day 3-5 day 10-20

increase in the concentration of intracellular cal-
cium.?>?* In order to evaluate EGC functionality, we
have characterized their intracellular Ca>* response to
extracellular ATP. In presence of 100 uM of ATP, 55%
of mouse EGC, 76% of rat EGC, and 88% of human
EGC responded with a transient rise in intracellular
Ca”" concentration (Fig. 4 and Table 1). Whereas the
duration of the intracellular Ca®" transients was sim-
ilar, their amplitude in rat EGC was almost twice the
ones measured in human EGC (Table 1).

Functional characterization of rat, mouse, and
human EGC on IEC

The effects of rat EGC have been previously well
described on IEC resistance, proliferation, and
spreading.**'7 We therefore used the same outcomes
to validate our rat EGC cultures and to determine if
mouse and human EGC have also the capabilities to
regulate IEC functions. Co-culture of Caco-2 IEC with
rat, mouse, or human EGC (P3) induced, in all cases, a
significant time-dependent increase in Caco-2 mono-
layer resistance as compared to control (Caco-2
cultured alone) (Fig. 5A, D and G). After 6 days of
co-culture with rat, mouse, or human EGC, the
number of IEC was significantly reduced (Fig. 5B, E
and H) and their surface area was significantly
increased as compared to control (Fig. 5C, F and I).

DISCUSSION

In this study, we developed a simple and reproducible
method of isolation and culture of adult EGC from

293



Annexes

R. Soret et al.

M 120 rat N
& 100 5
o o
Z 80 =
8 3
[ 60 o
2 2
5 40 o
2 2
= R

078 © & 4 Q

AT R\ A

& o 8 &

mouse

Q
>
o

& $

Neurogastroenterology and Motility

% positive cells/DAPI

N @V

Figure 3 Characterization of cultures of rat, mouse, and human enteric glial cells (EGC) Immunocytochemical labeling of cultures of EGC from
rat (A-D), mouse (E-HJ, and human (I-L) longitudinal muscle/myenteric plexus. EGC were identified using antiglial fibrillary acidic protein
(GFAP) (A, E and 1), anti-S1008 (B, F and J), and anti-Sox10 antibodies (C, G and K). Contamination of cultures with smooth muscle cells or

myofibroblasts was as:

sed using antialpha smooth muscle actin (¥SMA) antibodies (D, H and L). Quantifications in cultures (at passage P1) of cells

immunoreactive for glial (GFAP, S100f, and Sox10) or smooth muscle or myofibroblasts (xSMA|) markers are represented as a percentage of
DAPI-positive cells (M, N and O; n = 18; data are presented as the mean =+ SD (scale bar: 200 ym).

different species ranging from mouse to human.
Mouse, rat, and human EGC expressed the three glial
markers GFAP, S100f, and Sox10. Enteric glial cells
from the different species also responded to extracel-
lular ATP by a transient rise in intracellular Ca®'
concentration. Furthermore, using a non-contact co-
culture model, we demonstrated that mouse, rat, and
human EGC inhibited IEC proliferation and concom-

itantly enhanced cell spreading and epithelial
resistance.
Although previous methods have successfully

isolated EGC, they all encompassed mechanical and
enzymatic dissociations combined with purification
methods.>!*! In particular, antimitotic inhibitors and
complement-mediated lyses of fibroblasts were used to
purify the EGC cultures.'*'®2> More recently, Cirillo
et al. developed a Dynabead based method to isolate
human EGC.? However, probably due to the low yield
of cells after the purification steps, different passages of
EGC were required prior having EGC in sufficient

number in order to study their function. Contamina-
tion of cultures of EGC by fibroblasts was also reported
in a recent study of human EGC obtained from
mucosal biopsies.?® In this context, an advantage of
our method is that the use of a mechanical dissociator
while allowing the preservation of ganglionic and
interganglionic structures is able to get rid of a large
proportion of adherent fibroblasts or muscle cells to the
ganglia that cannot be removed with more gentle
dissociating procedure. This method has also the
advantage to enable the isolation of sufficient gangli-
onic structures to obtain large amounts of EGC with
limited number of passages. Another advantage of this
method over cell sorting-based approaches is that cell
sorting strategies require that the epitope used to sort
is either expressed or absent (for negative cell sorting)
on EGC under both physiological or pathological
conditions. However, this is still largely unknown
and this study, by isolating the entire glial cell
population (contained in ganglionic or interganglionic

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

294



Annexes

Enteric glial cell isolation and study

Figure 4 Adenosine triphosphate (ATP) induces Ca>* transients in cultured rat, mouse, and human enteric glial cells (EGC). Representative
picture of rat (A and B), mouse (C and D}, and human (E and F] EGC (at passages P1 to P3) loaded with Fluo-4 AM at rest (left; A, C, and E} and
upon activation (right; B, D, and F) with ATP (100 uM). EGC that did not respond to ATP were depicted with white arrowheads (scale bar: 200 ym for

A, B, E, and F; 100 um for C and D).

Table 1 Effect of adenosine triphosphate (ATP) on intracellular Ca** concentration measured using Fluo-4 AM-loaded rat, mouse, and human

enteric glial cell (EGC] (at pass:

es P1 to P3). The proportions of responding cells (% of total cell number identified using phase contrast microscopy)

were analyzed in EGC cultures isolated from four human, four rat, and three mouse tissues (each culture consisting of 3 wells). The amplitude
of ATP-induced Ca*" transients and their durations were measured in 12 individual cells for each culture

Responding cells (%)

Increase of [Ca']; (%) Half maximal amplitude duration (s) Ten percent maximal amplitude duration (s

Rat EGC
Mouse EGC
Human EGC

75.6 = 8.2
54.8 + 10.8
88.1 + 3.3

207.8 + 21.1
149.0 + 17.5 349
107.5 £ 9.7 40.5 +

47.1 £ 28

1.9

3.2

90.4 + 6.9
79.0 + 4.1
71.6 + 6.4

strands), allows all EGC populations to be considered
initially.

Our results showed a high yield of EGC in our
cultures with more than 80% of cells expressing the
glial markers GFAP, S1008, and Sox-10. Besides EGC, a
few fibroblasts/muscle cells were present in cultures
but they did not exceed 15% of cells. In addition, no
neurons were observed in our cultures after 5 days for
human preparations, and after 10-20 days for rat
preparations. No immunoreactivity for pan-neuronal

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

markers was detected for mouse EGC. They might
have degenerated following lesions, such as axotomy,
induced by the dissociation procedure.*” Concerning
the characterization of our cultures over different
passages, we showed that they preserved their pheno-
typical properties over multiple passages (at least up to
4), suggesting that no major dedifferentiation processes
occurred in our system. This is in contrast to other
glial cell types such as Muller cells that lose quickly
their glial phenotype and express fibroblasts markers as
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carly as after 2 passages.”® Sox10 has been identified as
a general marker of mature EGC from humans and
guinea pig tissues, but is also expressed in the central
nervous system in oligodendrocytes.?’ Interestingly,
the vast majority of Sox10 IR cells also expressed
S100p. This is consistent with reports showing that
S100p is a good general glial marker and that, in
culture, EGC maintain their expression of S1008.%°
The high proportion of GFAP-IR in our cultures of EGC
is in contrast with other studies performed in rat.*'
Such difference might be due, in part, to the high
affinity of the antibody used to detect GFAP expression
as compared to other studies or to the difference in
culture condition used. Interestingly, in each EGC
culture from different species, we could distinguish a
small proportion of very high S1004-IR cells as com-
pared to the general population of S100-IR cells,
suggesting the existence of different subpopulations of
EGC, as previously described.?!

An important task of our study was to demonstrate
that the functionality of EGC was preserved in culture

" _EGC +EGC
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Figure 5 Rat, mouse, and human enteric
glial cell (EGC) impact on intestinal
epithelial cell functions. Intestinal epithelial
cells (IEC; Caco-2) were co-cultured (¢) or

| not (A} with rat EGC at P3 (A-C), with
mouse EGC at P1 (D-F) or with human EGC
at P3-P4 (G-1). The resistance of Caco-2
monolayer was measured every 2 days from
day 0 to day 6 (A, D and G). Caco-2
proliferation was quantified by counting the
IEC after 6 days of co-culture (B, E and H).
Caco-2 cell surface area was measured after
4 days of co-culture (C, Fand 1) (n = 6 for rat
and human cultures, n = 3 for mouse
cultures; *P < 0.05 compared to control
values; one-way ANOva; data are presented as
the mean + SD).

-EGC +EGC

for all species tested. We showed that in EGC cultures
of the different species, the ATP-induced Ca®* tran-
sients presented similar characteristics (duration and
amplitude). In our study, ATP-induced Ca>* transients
in EGC seemed similar to the one induced by ATP in
enteric glia of guinea pig myenteric plexus®?* and
also in mice,>* although differences existed between
the protocols used for ATP application. However, the
ability of ATP to regulate Ca>* transient in myenteric
EGC of human remained unknown. Interestingly, our
study suggests that a larger proportion of human
myenteric EGC (88%) respond to ATP as compared to
submucosal ones (50%).2° This observation can be
paralleled to previous reports showing that a larger
proportion of fast excitatory postsynaptic potentials
have a purinergic component in myenteric neurons as
compared to submucosal ones (22%).>**® In addition,
we showed that a lower proportion of EGC responded
to ATP in mice in our study as compared to the one of
Gulbransen and Sharkey.>® This might be due to
differences in regions studied (small intestine in our
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study vs distal colon) or also to the fact that ex vivo
ATP might have activated neuron to glia signaling.
Interestingly, Ach or 5-HT can directly induce Ca**
transients in EGC from primary cultures.>® We have
also additionally described that impact of EGC upon
key properties of IEC remained identical in the
different species tested. These effects were similar to
the ones reported in studies using transformed and
non-transformed rat EGC. Indeed studies have shown
that EGC increased intestinal epithelial barrier resis-
tance,® enhanced IEC spreading,'” and reduced IEC
proliferation.* Interestingly, functional properties
of EGC upon IEC also remained similar during
the different passages of EGC tested, consistent
with absence of dedifferentiation of EGC during the
passages.

Altogether, we have developed an isolation and
culture method of myenteric EGC that can easily and
reproducibly be adapted to different species, including
humans. Such a method represents an important step
to better characterize both phenotypical and functional
changes in EGC during human diseases and in animal
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Additional Supporting Information may be found in the online version of this article:

Figure S1. Analysis of rat, mouse, and human enteric glial cells (EGC) cultures for neuronal marker expression.
Representative immunocytochemical labeling of primary cultures of EGC from rat following 3-5 (A, B) or 10-20
(C-F) days of culture. EGC were identified using an anti-Sox10 antibody (A, C, E) and neuronal cells using an anti-Hu
(B), NSE (D) or beta-tubulin3 (Tuj, F) antibodies. Expression of neuronal markers was not detected in human
cultures, but HU-IR was detected after 3-5 days of culture for rat cultures, and NSE- or Tuj-IR was detected after
10-20 days of culture for rat cultures, but not later. No immunoreactivity for pan-neuronal markers was detected in
mouse EGC cultures (scale bar: 200 um).
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Impact de ’inflammation intestinale sur la plasticité fonctionnelle des
neurones et des cellules gliales entériques : exemple de la maladie de Crohn

Résumé: Le systeme nerveux entérique (SNE) constitué de neurones et de cellules gliales entériques
(CGE) régule les fonctions gastro-intestinales dont celles de la barriére épithéliale intestinale (BEI).
Néanmoins, son implication au cours de pathologies inflammatoires demeure peu connue. Nous avons
d'abord montré que les neurones entériques, en réponse au LPS, produisaient du TNFa via des voies
ERK, AMPK et que I’activation neuronale inhibait cette synthése. Nous avons ensuite étudié I'impact
de CGE de patients atteints de la maladie de Crohn (CGE pathologiques ; CGEp) sur les fonctions de
la BEI en comparaison a des CGE de patients atteints de cancer (CGE controle; CGEc). Par rapport
aux CGEc, les CGEp augmentaient la perméabilité paracellulaire, la prolifération des cellules
épithéliales intestinales (CEI) et diminuaient la réparation de la BEIL Par rapport aux CGEc,
I'expression de marqueurs gliaux clés et la sécrétion de médiateurs connus étaient identiques dans les
CGEp. En revanche, leur production d'acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que le 15HETE, le
11BPGF,a et la 15dPGJ, était diminuée. Nous avons aussi montré que le 1SHETE, le 11BPGF,a et la
15dPGJ, régulaient la perméabilité paracellulaire, la réparation de la BEI et la prolifération des CEl,
respectivement, en partie via une voie PPARy. Ces travaux démontrent que le SNE participe
directement a la réponse inflammatoire intestinale. Ils ont conduit a I’identification de nouveaux AGPI
produits par les CGE et impliqués dans I'homéostasie de la BEI. Enfin, ils suggerent que des défauts
de production de certains AGPIs pourraient contribuer aux dysfonctions de la BEI au cours de la
maladie de Crohn.

Mots-Clés: neurones entériques, cellules gliales entériques, inflammation intestinale, TNFa, maladie
de Crohn, barriére épithéliale intestinale, acides gras polyinsaturés, PPARY.

Impact of intestinal inflammation on enteric neurons and glial cells
functional plasticity: example of Crohn’s disease

Abstract: The enteric nervous system (ENS) composed of neurons and enteric glial cells (EGC),
regulates gastrointestinal functions and in particular, the intestinal epithelial barrier (IEB) functions.
However its role during inflammatory diseases remains largely unknown. In the first part of this study
we showed that enteric neurons, in response to LPS, produced TNFa via ERK, AMPK pathways and
that neuronal activation inhibited this production. In the second part we studied the effect of EGC
from Crohn’s disease patients (pathological EGC; pEGC) on IEB functions compared to EGC from
cancer patients (control EGC; cEGC). Compared to cEGC, pEGC increased paracellular permeability,
intestinal epithelial cells (IEC) proliferation and decreased IEB healing. Compared to cEGC, pEGC
expressed similar glial markers and produced same amount of well-known glio-mediators in a same
manner, but produced a reduced amount of polyunsaturated fatty acids (PUFASs) such as 15HETE,
11BPGFa and 15dPGJ,. Then we showed that 15HETE, 11BPGF,0 and 15dPGJ, regulated
respectively paracellular permeability, IEB healing and IEC proliferation in part via a PPARy-
dependent pathway. Thus, our data demonstrated that ENS contributes directly to intestinal
inflammatory response. They led to the identification of new PUFAs produced by EGC and involved
in IEB homeostasis. Finally, they suggest that defects in PUFAs production could contribute to IEB
dysfunctions observed during Crohn’s disease.

Keywords: enteric neurons, enteric glial cells, intestinal inflammation, TNFa, Crohn’s disease,
intestinal epithelial barrier, polyunsaturated fatty acids, PPARy.



