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Ig: Immunoglobuline

[-xB: Inhibitory protein-xB

IKK: I-xB kinase

IFN: Interféron

IL: Interleukine

LIE: Lymphocytes Intra-Epithéliaux

LPL: lamina propria lymphocytes

LPMC: Lamina Propria Mononuclear Cells (Cellules mononucléées de la lamina propria)
LPS: Lipopolysaccharide

LRR: Leucine Rich Repeat



MAPkinase: Mitogen Activated Protein kinase

MC: Maladie de Crohn

MCT1 : Monocarboxylate transporter de type 1
MICI: Maladie Inflammatoire Chronique Intestinale
NBS : Nucleotide Binding Site

NF-«B: Nuclear Factor-«B

NOD: Nucleotide Oligomerisation Domain

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells (Cellules mononucléées du sang périphérique)
PCR: Polymerase Chain Reaction

PKA: Protéine Kinase A

PP: Plaque de Peyer

RCH: Rectocolite Hemorragique

RDP: Rational Design Peptide

RT-PCR: Reverse Transcriptase-PCR

SCID: Severe Combined Immune Deficiency
STAT: Signal Transducer and Activator of transcription
TcR: T cell receptor

Tg: Transgénique

TGF: Transforming Growth Factor

Th: T helper cells

TLR: Toll Like Receptor

TNBS: Acide Trinitrobenzene Sulfonique

TNF: Tumor Necrosis Factor

Tr: T regulatory cells



I. MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES INTESTINALES (MICI)

I.1. Définition, épidémiologie

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) regroupent deux affections
principales : la maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH). Ces deux
maladies touchent le sujet jeune et évoluent de fagon chronique par poussées entrecoupées de
rémissions de plus ou moins longues durées. Cette évolution particuliere est a ’origine de
Iésions intestinales d’ages différents que I’on peut distinguer macroscopiquement et
histologiquement en Iésions aigues et chroniques (Desreumaux et al., 1997. D’Haens et al.
1998.). Il existe de nombreux arguments, en particulier génétique, pour affirmer qu'il s'agit de
maladies distinctes pour lesquelles les stratégies thérapeutiques médicales ou chirurgicales
seront différentes (Hugot et al., 2001).

Le diagnostic de MICI, que ce soit de RCH ou de MC, repose sur un faisceau
d'arguments anamnestiques, cliniques, endoscopiques et histologiques. Il n'existe, a I'heure
actuelle, aucun marqueur permettant d'affirmer avec certitude le diagnostic de I'une ou de
l'autre maladie. Dans la majeure partie des cas, la distinction entre MC et RCH ne pose gucre
de difficulté. C'est le cas lorsqu'il existe des Iésions anopérinéales typiques de MC, quand les
lésions macroscopiques sont hétérogénes et entrecoupées d'intervalles de muqueuse saine et
lorsqu'il existe des granulomes épithélioides et giganto-cellulaires a 1'examen histologique des
prélévements endoscopiques. En revanche, en cas d'atteinte limitée au rectum et au colon, la
distinction entre RCH et MC a localisation colique peut étre difficile et le diagnostic peut
rester indéterminé pendant de nombreuses années ou de fagon définitive (Joossens et al.
2002).

Les MICI constituent un probléme majeur et font partie des priorités de santé publique

en Gastroentérologie du fait de leur chronicité, de leur fort retentissement socio-professionnel,
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de leur retentissement sur la qualité de vie de malades jeunes et de leur colit élevé direct et
indirect pour la société. La prévalence des MICI a augmenté en raison d’une incidence
croissante jusque dans les années 1980 et reste stable depuis. Sur la base des chiffres
d’incidence de 1991 et de la médiane de survie, il est estimé qu’en 2005, 580000 Américains
seront atteints de MC et 740000 de RCH. En France, les données épidémiologiques
proviennent de deux registres : le registre EPIMAD du Nord-Ouest de la France et le registre
ABERMAD des départements bretons. Le registre EPIMAD a montré une incidence des
MICIT stable depuis 1988 : 5,6 nouveaux cas de MC et 3,5 nouveaux cas de RCH pour 100000
habitants et par an (Gower-Rousseau et al. 1990). L’incidence des MICI dans les
départements bretons est comparable a celle du Nord-Ouest de la France (Pagenault et al.
1997). En utilisant les mémes régles de calcul et les données du registre EPIMAD, 120000

Francais seront atteints de MC et 80000 de RCH en 2005.

I.2. Facteurs génétiques

L’influence des facteurs génétiques dans la physiopathologie et la survenue des MICI ont été
suggérées depuis de nombreuses années dans des études épidémiologiques. Ces études ont
montré une agrégation familiale et une fréquence plus élevée de la maladie chez les jumeaux
homozygotes que dizygotes (Bonen et Cho, 2003). Ainsi, 5 a 10 % des patients atteints de
MICI rapportent I’existence d’un antécédent familial le plus souvent concordant de MC ou de
RCH suggérant que D’existence d’un cas familial de MICI est le facteur de risque
prépondérant de survenue de la maladie (Russel et al., 1997). Dans les études de cohorte, le
risque relatif chez les apparentés au premier degré d’un patient atteint de MICI est proche de
10 pour la RCH et de 14 pour la MC comparativement a la population générale. Ces études

ont également démontré que la maladie, MC ou RCH, était similaire dans une famille dans les
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trois quart des cas et que dans seulement 25 % des familles atteintes, il existait a la fois des
cas de MC et de RCH (Orholm et al, 1991. Pecters et al, 1996). Ces données
épidémiologiques sont renforcées par les résultats des études ayant croisé les registres des
jumeaux monozygotes ou dizygotes et les registres des MICI. Ces études ont montré un taux
de concordance pour la MC tres supérieur chez les jumeaux monozygotes comparativement
aux jumeaux dizygotes 44 et 27 % versus 4 et 0 %. Pour la RCH, la concordance est, en
général, plus faible et n’est pas significativement différente entre les deux groupes de
jumeaux (Subhani et al., 1998. Thompson et al. 1996. Tysk et al. 1988). Les résultats de ces
¢tudes épidémiologiques sont donc en faveur d’un modele de pathogénie faisant intervenir
plusieurs geénes de susceptibilité dont certains seraient spécifiques a la MC ou a la RCH et
d’autres génes communs aux deux maladies.

De nombreuses études, soit par des techniques de génétique inverse, soit par des
techniques de recherche du géne-candidat ont permis d’identifier une quinzaine de régions de
susceptibilité aux MICI sur les 23 paires de chromosomes. Les principaux loci sont résumés

dans le tableau 1 et la figure 1.

Tableau 1 : Principales régions de susceptibilité associée aux MICI.

Chromosome Etudes Diagnostic Geéne Candidat
IBD1 16q12 Hugot et al. MC NOD2
IBD2 12q13 Satsangi et al. RCH VDR, IFN-y
IBD3 6pl3 Hampe et al. MC, RCH MHC [, II, TNF-a
IBD4 14q11 Ma et al. MC TCR a/0
IBD5 5q31-33 Rioux et al. MC IL-3,-4,-5,-13
IBD6 19p13 Rioux et al. MC, RCH ICAM-1, C3, LTB4H
IBD7 1p 36 Cho et al. MC, RCH TNF-R, CASP9

VDR : récepteur a la vitamine D, IFN : interferon, TCR : T-cell Receptor, IL : interleukine,
ICAM : intercellular adhesion molecule, LTBH : leucotriene B hydroxylase, TNF-R :
récepteur du TNF, CASP : caspase.
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FIGURE 1 loci mici
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Le locus IBDI1 sur le chromosome 16 est spécifiquement associ¢ a la MC et a donné lieu a
I’identification du premier gene de susceptibilité¢ de la MC (i.e NOD2/CARD15) en 2001 par
trois équipes différentes sur trois cohortes distinctes de patients (Hugot et al., 2001. Ogura et
al., 2001. Hampe et al., 2001).

Trois mutations principales (3020 insC, Arg702Trp, Gly908Arg) représentant 80 %
des mutations et 28 autres mutations secondaires ont été¢ décrites comme associées a la MC
dans la population européenne (Lesage et al. 2002). Dix a 30 % des patients atteints de MC
sont hétérozygotes pour 1I’'une des trois principales mutations et 3 a 5 % sont homozygotes ou
double hétérozygotes composites. En comparaison, seulement 5 a 10 % des sujets controles
sont hétérozygotes et 0 a 1 % homozygotes ou double hétérozygotes composites. Cette
proportion n’est pas différente chez les patients atteints de RCH. Ainsi, le risque relatif de
développer une MC sporadique ou familiale est compris entre 1,5 et 3 si le sujet est porteur
d’une des trois principales mutations et compris entre 10 et 40 si il a deux mutations
identiques ou non. Cependant, les mutations de CARDI5/NOD2 n’expliquent pas a elles
seules la survenue des MC et il a ét¢ démontré que la fréquence des mutations de
CARDI15/NOD2 dans les populations asiatiques ou afro-américaines €tait moindre que dans
les populations caucasiennes (Tamboli et al., 2003). En plus d’avoir une influence sur le
risque de survenue de la MC dans la population générale, il a été suggéré que les mutations de
CARDI15/NOD2 pouvaient influencer le phénotype de la maladie. Ainsi, il a été démontré
dans une population européenne que I’existence d’une ou deux mutations sur les trois
mutations principales était associée a une maladie débutant tot avant I’4ge de 15 ans, a une
atteinte plus souvent iléale et a une maladie de type sténosant selon la classification de Vienne

(Lesage et al., 2002).
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Le géne NOD2/CARDIS5 code pour une protéine intracellulaire exprimée dans le
cytoplasme de cellules dont les monocytes/macrophages (Ogura et al.,, 2001). La protéine
posséde trois domaines : le domaine CARD (caspase-activating and recruitment domain) a
son extrémité N-terminale, un domaine NBS (nucleotide binding site) permettant la
dimérisation de la protéine et un domaine LRR (leucine reach repeat) a son extrémité C-
terminale. Grace a son domaine LRR, Nod2 joue le role de récepteur a des fragments
bactériens intra-cellulaires et permet une activation de signaux de transduction par interaction
protéine-protéine grace a son domaine CARD N-terminal (Chamaillard et al. 2003). Apres
oligomérisation de Nod2 via son domaine NBS, la protéine induit I’activaton de NF-kxB par
I’intermédiaire de la voie Rip2/IKK (Ogura et al., 2001) et permet I’activation de genes
codant pour la syntheése de cytokines pro-inflammatoires et immunomodulatrices (figure 2).
Alors qu’il était suggéré que Nod2 comme Nodl étaient des récepteurs aux
lipopolysaccharides (LPS) bactériens, il a ét€¢ récemment démontré que Nod2 reconnaissait un
motif spécifique de peptidoglycane : le muramyl dipeptide (MDP) a la fois pour les bactéries
Gram- et Gram+ (Girardin et al., 2003. Inohara et al., 2003). De plus, il a été¢ démontré que les
mutations de NOD2/CARD15 associées a la MC étaient responsables d’une perte de fonction
de la protéine entralnant une diminution de I’activation de NF-kB en réponse aux MDP
(Chamaillard et al., 2003b).

La protéine Nod2 est exprimée dans les monocytes/macrophages circulants et dans les
monocytes de la lamina propria de la muqueuse intestinale du gréle. Nod2 est également
exprimée dans les cellules épithéliales digestives de lignées cancéreuses coliques ou en
culture primaire de cellules normales. Cette expression peut étre induite et augmentée en
situation inflammatoire par le TNF-a et 'IFN-y (Guttierez et al. 2002). Cette induction
pourrait expliquer la surexpression de Nod2 constatée au cours de la MC dans la muqueuse

intestinale a la fois dans les cellules épithéliales digestives, et les cellules mononucléées
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adjacentes (Berrebi et al., 2003). De plus, il a été¢ récemment démontré, au cours de la MC,
une expression de Nod2 dans les cellules de Paneth situées au fond des cryptes intestinales.
Ces cellules ont un role particulier dans la lutte anti-bactérienne digestive par leurs propriétés
de phagocytose et par la présence de lysosomes a leur pdle apical. Le niveau d’expression de
I’ARNm de Nod?2 était corrélé a I’inflammation digestive. L’ARNm de Nod2 était également
retrouvé dans le colon dans des zones d’inflammation chronique ou les cellules de Paneth
métaplasiques ont été décrites (Lala et al., 2003, Ogura Y et al., 2003).

Concernant le role de Nod2 dans la physiopathologie de la MC, I’ensemble de ces
données suggere que Nod2 pourrait étre un récepteur bactérien intracellulaire impliqué dans
la premiere ligne de défense de I'immunité innée du tube digestif contre les bactéries.
L’existence d’une mutation de NOD2/CARDI15 entrainerait une perte de fonction et une
diminution de I'immunité innée. Cette inefficacité relative des premicres lignes de défense
serait a l’origine d’une stimulation anormale de I’'immunité acquise antigene spécifique

faisant intervenir les lymphocytes effecteurs CD4+.
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Figure 2 : Reconnaissance intra-cellulaire et extra-cellulaire des fragments bactériens par les
récepteurs cellulaires. Les récepteurs Toll reconnaissent des Pathogen-Associated Molecule
Pattern (PAMP) et activent la voie de transduction NF-xB. Aprés I’activation du récepteur
Toll par un PAMP, la fraction intra-cytoplasmique du récepteur recrute la protéine Myd88
associée a I’'IL-1 Receptor Associated Kinase (IRAK). Le complexe induit la phosphorylation
de IRAK puis le recrutement de TRAF6 (TNF Receptor —Associated Factor 6) et permet la
phosphorylation de IkB kinase et enfin la dissociation du complexe IkB et NF-kB. NF-xB est
transloqué dans le noyau permettant ’activation de nombreux genes. De fagon comparable

aux récepteurs Toll, les protéines Nod2 ou Nodl sont des récepteurs intra cellulaires aux
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PAMP et par ’'intermédiaire de leur domaine CARD activent la voie de signalisation NF-xB

(Bonen et Cho, 2003).

1.3. Facteurs environnementaux

Plusieurs arguments plaident en faveur de I’implication de facteurs environnementaux dans la
survenue et dans la pathogénie des MICI notamment 1’absence de concordance compléte chez
les jumeaux monozygotes dont 'un est atteint de MC ou de RCH. Un deuxi¢me argument est
la constatation de variations significatives de I’incidence des MICI en fonction de la zone
géographique. Il est admis que les MICI, MC et RCH, sont plus fréquentes dans I’hémisphere
nord que dans I’hémisphere sud et que ce gradient Nord-Sud existe également en Europe et en
Amérique du Nord (Shivananda et al., 1996. Sonnenberg et al., 1991). Par ailleurs, dans les
familles ayant plusieurs membres atteints de MC, la fréquence constatée de MICI chez les
conjoints des patients est supérieure a la fréquence attendue (Laharie et al., 2001) et la
distribution de la maladie chez les descendants au premier degré n’est pas seulement due au
hasard mais aussi influencée par 1’ordre des naissances (Hugot et al., 2003).

De nombreux facteurs environnementaux ont été incriminés comme le tabac, le type
d’alimentation, I’hygiéne au cours de la petite enfance, des agents infectieux viraux ou
bactériens ou encore le stress (Fiocchi, 1998. Gent et al. 1994).

Les relations entre phénomenes de stress aigus ou chroniques et poussées de MICI
sont en pratique clinique des sujets de controverses. Il n’est pas clairement démontré qu’il
existe une relation étroite entre évenements heureux ou malheureux et déclenchement d’une
premire poussée de MICI. En revanche chez I’animal et dans plusieurs modeles de colite
expérimentale, il a été démontré que le stress aigu par I’intermédiaire de I’axe hypothalamo-

hypophysaire peut induire une modification de la réponse immune et ré-orienter cette réponse
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vers une réponse de type Th2. Le stress chronique modifie également I’homéostasie du tube
digestif et induit chez I’animal une augmentation de la perméabilité intestinale, une
augmentation des translocations bactériennes dépendante des lymphocytes CD4+ et de la
production d’IFN-y (Ferrier et al., 2003). Le profile de sécrétion en cytokines induit par le
stress répété est variable d’un organe a I’autre.

Parmi ces facteurs, il a été clairement démontré que le tabac avait une influence sur
I’évolution et I’histoire naturelle de la MC et de la RCH. Le tabac a un effet « protecteur » au
cours des RCH et aggravant sur la MC. Par ailleurs, il ne s’agit pas d’un facteur
environnemental figé puisque la modification des habitudes de consommation tabagique
modifie le cours évolutif de la MC de fagcon bénéfique en diminuant la fréquence des récidives
et en diminuant le recours aux traitements immunosuppresseurs (Cosnes et al. 1996. Cosnes et
al., 2001).

Des agents infectieux viraux ont été incriminés dans la physiopathologie des MICI en
particulier le virus de la rougeole qui chez la femme enceinte ou chez le nouveau né
augmenteraient le risque de MC (Wakefield et al., 1995). Des bactéries ont été également
incriminées comme Mycobacterium paratuberculosis, Listeria monocytogenes ou une souche
adhésive et invasive d’Escherichia Coli (Liu et al., 1995, Darfeuille-Michaud et al., 1998).
Cependant, la responsabilité d’une bactérie pathogéne dans le déclenchement ou la
pérénisation des poussées de MICI n’a pas été confirmée.

En dehors des agents pathogenes, il existe des arguments en faveur d’une implication
de la flore digestive commensale en tant qu’initiateur et/ou amplificateur de I’'inflammation
digestive chronique dans les MICI ; en effet, plusieurs études ont montré que la modification
de la flore par I’utilisation d’antibiotiques ou inversement de probiotiques avait un impact sur

le cours évolutif de la maladie (Rutgeerts et al., 1995. Shanahan, 2000). De plus, les mod¢les
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expérimentaux d’inflammation intestinale sont trés souvent dépendants de la présence d’une

flore commensale chez I’animal (tableau 2).

1.4. Modéles animaux d’inflammation intestinale (tableau 2)

Quatre groupes de modeles animaux développent des colites inflammatoires.
L’utilisation de ces modeles animaux a permis d’étudier les événements précoces de la
réponse inflammatoire digestive, d’identifier les différentes populations cellulaires
(lymphocytes, macrophages, cellules dendritiques, cellules épithéliales digestives) et les

interactions cellulaires a 1’origine des lésions ou participant a la pérennisation de

I’inflammation chronique.
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Tableau 2 : Modeéles animaux de 1ésions inflammatoires intestinales.

Animal Localisation flore

Colites induites par délétion ou surexpression d’un géne

IL-2 7/- Souris Colon Oui
IL-2R o /- Souris Colon ?
IL-10 7/- Souris Colon Oui
TGF B1 7/- Souris Diffus ?
TCR a3 /- Souris Colon ?
MHC class 11 /- Souris Colon ?
Gai2 /- Souris Colon ?
IL-4 géne Tt Souris Iléon ?
IL-5Tg Souris Colon ?
IL-7 Tg Souris Colon ?
N-cadherin Tg Souris Colon ?
HLA-B27 Tg Rat Estomac, Colon Oui
CD3g26 Tg Souris Colon ?
TNF a Knock in Souris Iléon Oui
SAMP1/Yit Souris Iléon Oui

Colites induites par transfert de cellules

CD45RB SCID Souris Colon Oui

Colites induites par agents chimiques

Polysaccharides/peptidoglycan Rat Iléon, Colon Oui
TNBS Rat, Souris Colon Oui
Acide Acétique Rat, Lapin, Souris Colon Oui
DSS Souris Colon Oui
Indométacine Rat, Souris Gréle Oui
Oxazolone Rat, Souris Colon Oui

Colites spontannées

C3H/HejBir Souris Colon Oui

Cynomolgus Singe Colon Oui
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De plus, un certain nombre de modeles ont permis de démontrer 1’importance de
facteurs environnementaux comme la flore digestive dans le déclenchement de la réponse
immunitaire et du terrain génétique dans la susceptibilité aux colites.

Le premier groupe est représenté par les modeles de colite dite spontanée survenant
chez des animaux génétiquement modifiés. Ces animaux sont soit invalidés pour un gene
(animaux knock-out) ou au contraire expriment anormalement un gene dans 1’ensemble de
I’organisme (animaux knock-in) ou dans un tissu ou un organe particulier (transfert de géne
sous contrdle d’un promoteur spécifique d’organe).

La colite peut étre également induite par le transfert de cellules immuno-réactives
comme dans le modéle de colite induite chez la souris immuno-déficiente SCID. Les souris
SCID développent des colites apres le transfert de lymphocytes ayant un phénotype et des
propriétés particuliéres : les lymphocytes T CD45RB™®".  In situ, en raison de
I’immunodéficience des souris et de I’absence de lymphocytes suppresseurs, ils acquierent un
phénotype s’approchant des lymphocytes effecteurs T helper 1. Ces lymphocytes sont isolés
par tri sélectif de la rate et séparés des autres splénocytes. La colite induite chez 1’animal
receveur peut €tre prévenue ou traitée par le transfert ou le co-transfert d’une autre sous-
population de lymphocytes CD4+ de phénotype CD45RB'Y, ayant des propriétés régulatrices.

Dans un troisieme groupe d’animaux, les colites sont induites par 1’administration
d’agents chimiques (acide trinitrobenzene sulfonique, sulfate de dextran sodique,
indométacine, oxasolone) ou par des produits bactériens (peptidoglycans) (Elson et al., 1995).
Enfin, dans le quatrieme groupe de modele, les animaux dévellopent spontanément des colites
inflammatoires sans manipulation génétique ni administration d’agent chimique. Il s’agit des

souris C3H/HejBir ou des singes cynomolgus.
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Dans beaucoup de ces modeles, les 1ésions macroscopiques et histologiques sont
associées a une augmentation des concentrations muqueuse en cytokines pro-inflammatoires
comme I'IL-13, le TNF-a/f ou I'I[FN-y de fagon comparable aux lésions digestives chez
I’homme au cours des MICI. Cependant, il n’existe pas un profil sécrétoire unique
reproductible d’un modele a l'autre et dans certains cas, I’inflammation intestinale peut
survenir aussi bien dans des souches sauvages que chez des animaux invalidés pour la
synthese de cytokines comme le TNF ou I'IFN-y. Inversement, dans certains modeles,
I’hyperexpression de cytokines pro-inflammatoires rendent les animaux d’autant plus
susceptibles a I’'induction de colites.

Nous avons utilisé au cours de notre travail un modele d’inflammation digestive chez
le rat induit par I’instillation intra rectale d’acide trinitro benzene sulfonique (TNBS) (Article
2, Article 3, Annexe). Ce modele est comparable chez le rat et la souris. Les signes cliniques
sont représentés par une altération de 1’état général avec une perte de poids, une diarrhée
sanglante et parfois un prolapsus rectal. L’inflammation est quantifiée aprés sacrifice des
animaux et dissection du colon inflammatoire. Aprés ouverture du colon inflammé, il existe
un ¢épaississement de la paroi, des ulcérations recouvertes de fausses membranes pouvant aller
jusqu’a des perforations et un érythéme prédominant sur le colon distal (figure 3). L’examen
histologique des segments coliques inflammatoires montrent un infiltrat mononucléés et a
polynucléaires prédominant dans la lamina propria, un épaississement et des ulcérations
muqueuses (figure 3). De facon comparable a la MC, il a été décrit des granulomes
¢pithélioides et giganto-cellulaires. L’intensité de la colite est évaluée par la mesure de scores
histologiques et macroscopiques validés (Morris et al, 1989. Wallace et al, 1989).
L’instillation par voie intrarectale de TNBS dans le colon de rats génétiquement susceptibles
induit une réponse immune a médiation cellulaire caractérisée par une infiltration massive de

lymphocytes T et de monocytes/macrophages dans I’ensemble de la paroi digestive. Une
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caractéristique de ce modele est la pérennisation de I’inflammation en I’absence méme de ré-
administration de TNBS. Ce stade d’inflammation chronique est secondaire au phénotype
particulier des lymphocytes T dont le transfert chez des animaux naifs induit une colite
comparable a celle induite par I’instillation de TNBS (Neurath et al. 1996, Neurath et al.,
2000). I1 existe de plus, une rupture de tolérance vis a vis de la flore et les lymphocytes isolés
de la lamina propria sont activés et proliferent en présence de sonicats de flore autologue
(Neurath et al.,, 2000). Les lymphocytes T isolés de la lamina propria du colon et les
splénocytes des animaux inflammés par le TNBS sécrétent apres stimulation non spécifique
par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 préférentiellement de I'I[FN-y et du TNF-a et de
faible concentration en IL-4 témoignant d’un phénotype plutot de type Thl que Th2. De plus,
les concentrations intra-muqueuses d’IL-12, orientant la réponse immunitaire vers un profil de
type Thl, dans le colon des animaux inflammés, sont anormalement ¢levées (Neurath et al.,
2000). Dans le mod¢le colite induite par I’instillation de TNBS, I’activation et la prolifération
des lymphocytes de type Thl nécessitent une interaction entre des cellules présentatrices de
I’antigéne : les monocytes/macrophages exprimant fortement le CD40 et les lymphocytes
exprimant le ligand correspondant (CD40L). Le traitement des animaux par anticorps anti-
CDA40L prévient I’induction de la colite en bloquant la différenciation des lymphocytes en
profil de type T helper 1 (Stuber et al., 1996). L’ensemble de ces données est en faveur d’un
modele animal d’inflammation chronique induit par une dérégulation du systéme immunitaire
muqueux comparable a la MC chez ’homme. Il a été également démontré que le TNF-o
jouait un rdle prépondérant dans I’inflammation digestive des animaux inflammés.
L’inflammation est considérablement diminuée par I’injection intra-péritonéale d’anticorps
anti-TNF-a et inversement I’inflammation ne pouvait étre induite chez les souris TNF knock-

out (Neurath et al., 1997). Ainsi, le modele de colite induite par le TNBS semble étre un
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modéle adapté a I’étude de molécules thérapeutiques inhibitrices de sécrétion du TNF-o dans

la MC.
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Figure3: TNBS colitis
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II. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

I1.1. Réponse immunitaire normale du tube digestif.

Les cellules immunitaires intestinales sont en partie regroupées en nodules lymphoides au
niveau des plaques de Peyer et des ganglions mésentériques. Les lymphocytes sont ¢galement
dispersés dans la Lamina Propria (LPL) et dans I’épithélium intestinal (LIE). Les plaques de
Peyer sont situées directement au contact de cellules épithéliales M spécialisées dans la
capture et le transport d’antigénes vers les macrophages ou les cellules dendritiques. Ces
derni¢res sont des cellules présentatrices de I’antigéne (CPA) qui présentent des peptides
antigéniques associes aux molécules du complexe majeur (CMH) de type I a des lymphocytes
CD8+ ou aux molécules du CMH de type II aux lymphocytes T CD4+. Les lymphocytes T
activés migrent dans la circulation générale via les ganglions mésentériques et la circulation
lymphatique. La majorité des LT recoloniseront la lamina propria ou I’epithélium grace a
I’expression membranaire d’intégrines (a4p7, aEB7) impliquées dans le tropisme vers la
muqueuse. La majorité des cellules T de I’épithélium et de la lamina propria expriment le
récepteur T pour I’antigene (TcR) aff et le marqueur CD45RO caractéristique des cellules
mémoires. Cependant, il existe des différences entre les LPL et les LIE (tableau3) (Cerf-
Bensussan, 2000). Les LPL sont majoritairement CD4+ et les LIE CD8+. De plus, 5 a 15 %

des LIE expriment le TCR yd.
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Tableau 3 : Pourcentage de lymphocytes de la lamina propria (LPL) et de lymphocytes intra-
épithéliaux (LIE) exprimant différents types de récepteur T a I’antigéne et de molécules de

surface dans le tube digestif (d’aprés Cerf-bensussan, 2000).

TcRaff TcRyd CD4 CD8uaff CD8aoa aEB7 CD45RO Réle

LPL 95 5 70 30 ND?* 40 90 Réponse a
médiation
cellulaire et
humorale
LIE 80 15 10 70 5-10 95 >90 Réponses
cytotoxiques

*Donnée manquante,

I1.2. Cellules épithéliales digestives et présentation antigénique

Alors que, les macrophages et les cellules dendritiques sont des CPA professionnelles,
les cellules épithéliales digestives sont des CPA non professionnelles de la muqueuse
intestinale.

Les trois types cellulaires expriment des récepteurs membranaires appartenant a la
famille des récepteurs Toll (Toll like receptor, TLR) 1 a 10 ou cytoplasmiques (Nod1, Nod
2/Card15) leur permettant de détecter des structures moléculaires communes a de nombreux
types de microbes : les Pathogen Associated Molecule Pattern (PAMP) (Sakagushi, 2003).
Les structures reconnues par ces récepteurs peuvent étre soit des lipopolysaccharides (LPS),
soit des peptidoglycanes (PGN) ou des fragments plus petit : les muramyl dipeptides (MDP)
(Revillard, 2001. Chamaillard et al., 2003). La stimulation des TLR, de Nod1 et Nod2, par les
PAMP déclenche I’activation du facteur transcriptionnel NF-xB favorisant la transcription de
nombreux genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3, TNF-a), des cytokines
de type T helper 1 (Thl) (IL-12, IFN-y), des chemokines, des molécules associées a la

présentation antigénique, des enzymes dont les produits contribuent au processus
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inflammatoire comme la forme inductible de la nitric oxyde synthase (iNOS) et la forme
inductible de la cyclo-oxygenase 2 (COX-2) et des génes impliqués dans 1’apoptose et la
survie (Pahl, 1999. Yamamoto et Gaynor, 2001).

Les cellules dendritiques sont des CPA professionnelles regoupées au niveau des PP et
dispersées dans la lamina propria. Plusieurs phénotypes de cellules dendritiques ont été
décrits avec des profils de sécrétion en cytokines différents. La sécrétion de cytokines va
influencer I’activation et la prolifération des lymphocytes. Les antigénes non pathogénes
induisent plutot la sécrétion d’IL-10 par les cellules dendritiques orientant les lymphocytes
vers un phénotype régulateurs ne proliférant pas et ainsi n’entrainant pas de réaction
inflammatoire, alors que les antigenes pathogénes vont plutdt induire la sécrétion d’IL-12
orientant les lymphocytes vers un phénotype de type Thl effecteur a l’origine d’une
inflammation locale.

Depuis de nombreuses années, les propriétés de présentation antigénique des cellules
épithéliales digestives ont été explorées. Par sa situation anatomique, I’épithélium digestif et
les cellules épithéliales jouent un réle primordial dans I’immunomodulation intestinale et les
phénomenes de tolérance. En effet, les cellules épithéliales représentent la premiere porte
d’entrée des antigénes nutritionnels ou bactériens vers le compartiment immunitaire de
I’organisme. Par ailleurs, il a été démontré que la présentation d’antigéne exclusivement par
les cellules épithéliales digestives a des LT CD8+ contribuait a leur anergie ce qui implique
que les cellules épithéliales digestives ont un role effectif de présentation antigénique (Vezys
et al., 2000). Cette fonction nécessite que les cellules épithéliales aient les capacités
d’internaliser des antigénes, de les dégrader, de les modifier (processing), et de les présenter a
des lymphocytes en association a 1’expression membranaire de molécules associées a la

présentation antigénique pour les activer et les stimuler.
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L’internalisation d’antigénes solubles, par pinocytose, par les cellules épithéliales
digestives est un phénomene démontré de longue date aboutissant a la dégradation des
antigénes dans I’endosome puis a leur présentation, soit a des LT CD4+ en association a des
molécules du CMH de classe 11, soit a des LT CD8+ en association a des molécules du CMH
de classe I ou a des molécules du CMH de classe Ib comme le CD1d et des molécules de co-
stimulation comme le gp 180 (Shao L et al., 2001).

De plus, il a été¢ démontré que les cellules épithéliales digestives avaient la capacité de
dégrader les antigénes avant de les présenter a des lymphocytes par des voies différentes en
fonction de leur internalisation soit au pdle apical, soit au pole baso-latéral. En réponse,
différents sous-types de LT peuvent étre activés par un méme antigéne témoignant de
I’existence et de la fonctionnalité de différentes voies de processing dans la cellule épithéliale
digestive (Hershberg et al., 1997, 1998, 2000).

A la phase finale, les cellules épithéliales digestives expriment a leur surface les antigénes
“procéssés” associés aux molécules du CMH de classe 1 ou II et a des molécules de co-
stimulation comme le CD80 (B7-1) et le CD86 (B7-2) nécessaire a une activation optimale
des lymphocytes. En situation normale, les cellules épithéliales expriment faiblement ces
molécules et n’entrainent pas de ce fait de réponse lymphocytaire importante. Cependant, au
cours d’une inflammation, I’expression membranaire des molécules associées a la
présentation antigénique comme les molécules du CMH de classe I et II, ICAM-1, LFA-3,
CD80, CD86 sont induites et permettent une plus grande capacité des cellules épithéliales a
présenter et a stimuler les LT vis & vis d’un antigéne (Hershberg et al., 1997). Nous avons,
dans la premicre partie de cette these, évalué I’expression des molécules associées a la

présentation antigénique apres stimulation inflammatoire et traitement par I’IL-10.
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I1.3. Sous-populations lymphocytaires T.

Le syst¢eme immunitaire digestif doit a la fois assurer une défense efficace de 1’organisme
contre les agents pathogeénes tout en maintenant une tolérance vis-a-vis des antigénes
alimentaires et de la flore endogene. La régulation de la réponse immunitaire est un élément
crucial pour maintenir I’intégrité du tube digestif et de I’organisme.

Deux sous-populations de lymphocytes CD4+, lymphocytes T helper 1 (Thl) et T
helper 2 (Th2) ont été mis en évidence pour la premiere fois dans les années 90 et se
différencient notamment par le profil de cytokines produites par I’'un et ’autre type (Mosman
et al., 1986). Les lymphocytes Thl produisent majoritairement de I’'IFN-y, du TNF-a/p et de
I’IL-2 et sont a ’origine de réponses a médiation cellulaire et des réactions d’hypersensibilité
retardée. Les lymphocytes de type Th2, produisent d’avantage d’IL-4, d’IL-5, d’IL-10 et
d’IL-13 et sont responsables des réponses a médiation humorale et allergiques en induisant la
production d’IgE et d’IgG par les lymphocytes B (Abbas et al., 1996). La différenciation des
lymphocytes naifs CD4+ en sous-population de type Thl ou Th2 est une étape clé de la
réponse immunitaire et fait intervenir entre autres facteurs, I’environnement cytokinique et les
facteurs de transcription associé¢s. Parmi ces cytokines, I’'IL-12 induit une différenciation de
type Thl par I'intermédiaire de I’induction du facteur de transcription : Signal Transducers
and Activators of Transcription (STAT) 4 (O’shea et al., 2002). A I'inverse, la différenciation
des lymphocytes en sous-population de type Th2 est induite préférentiecllement par la
production d’IL-4 via ’activation de STAT6 (Zhu et al., 2001). Cependant, STAT4 et STAT6
ne sont pas les seuls facteurs de transcription responsables de la différenciation des
lymphocytes en sous-population de type Thl ou Th2 et d’autres facteurs ont été identifiés tels
que T-bet pour les lymphocytes Thl et GATA-3 pour les lymphocytes de type Th2 (O’Shea et

Paul, 2002).
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Outre les sous-populations de type Thl et Th2, de nouvelles populations de
lymphocytes CD4+ et CD8+ ont été identifiées ayant des propriétés régulatrices. Ces
lymphocytes participent au contrdle de la réponse immunitaire en diminuant voire en inhibant
I’activation et la prolifération des lymphocytes effecteurs Thl ou Th2. Récemment, des
lymphocytes CD4+CD25+ ont été isolés du sang périphérique et du thymus chez la souris, le
rat et ’homme (Takahashi et al., 1998). Ces lymphocytes T régulateurs (Treg) représentent
environ 10 % de I’ensemble des lymphocytes T CD4+ circulants et sont thymo-dépendants. 11
existe d’autres sous-populations régulatrices thymo-indépendantes qui sont induites a partir de
LT CD4+ naifs périphériques activés dans un environement cytokinique favorable : les
lymphocytes de type Th3 et Trl (Chen et al., 1994, Groux et al., 1996). 1l a été démontré que
les lymphocytes CD4+CD25+ Treg pouvaient empécher le développement de maladies auto-
immunes (diabete, gastrite) chez la souris ou chez le rat et diminuer I’immunité anti-tumorale
ou l'intensité de colites expérimentales chez la souris (Singh et al., 2001). Les lymphocytes
CD4+CD25+ expriment a leur surface les récepteurs TLR 4, 5, 7 et 8 et leur activité
suppressive et immunorégulatrice est augmentée par le LPS en I’absence méme d’interaction
cellulaire avec des CPA comme les macrophages et les cellules dendritiques (Caramalho et
al., 2003. Chandrashekhar et Medzhitov, 2003). Cependant, outre ses effets sur les
lymphocytes CD4+CD25+, le LPS est plutdot connu pour activer la réponse immunitaire
effectrice via son interaction avec TLR4 sur les cellules dendritiques ou les macrophages.
Ceci a pour effet d’augmenter leurs capacités de présentation antigénique, I’expression des
molécules du CMH de classe II et des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et la
production de cytokines pro-inflammatoires. Les propriétés a priori contradictoires du LPS
sur les CPA et les lymphocytes régulateurs CD4+CD25+ semblent étre dépendantes des
concentrations en LPS nécessaires. Il semble que de faibles concentrations soient suffisantes

pour activer les CPA et permettre une réponse immune effectrice adaptée contre les infections
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alors que de fortes concentrations de LPS, comme on peut le voir au cours des chocs
septiques, activent les lymphocytes régulateurs évitant la production en excés de cytokines
pro-inflammatoires (TNF-o, IL-1) par les CPA via la production de cytokines immuno-
régulatrices (IL-10) (Belkaid et al., 2002. Xu et al., 2003).

Une autre voie de régulation implique les interactions entre les molécules de co-
stimulation CD80/86 exprimées sur les CPA et leurs ligands CTLA-4 et CD28 exprimés sur
les lymphocytes CD4+CD25+. L’affinit¢ de CTLA-4 pour le CD80 est 100 fois supérieure a
celle du CD28. L’interaction de CD80 et de CTLA-4 permet la régulation de la réponse
immunitaire alors que I’interaction entre le CD80 et son autre ligand le CD28 inhibe les
fonctions suppressives des lymphocytes CD4+CD25+. En I’absence d’infection, les CPA
expriment faiblement les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et les lymphocytes
régulateurs CD4+CD25+ interagissent avec les CPA via CTLA-4 et non CD28 permettant
leur role immuno-régulateur. En cas d’infection, les CPA activées expriment fortement
CD80/86 et interagissent simultanément avec CTLA-4 et CD28 sur les lymphocytes
régulateurs CD4+CD25+. L’interaction avec le CD28 inhibe les capacités suppressives des
lymphocytes et permet I’activation des lymphocytes effecteurs de type Thl ou Th2 (Salomon
et Bluestone, 2001).

Concernant les sous-populations Trl et Th3, I’environnement cytokinique joue un rdle
important pour la différenciation des lymphocytes naifs CD4+. En présence d’IL-10 et d’IFN-
a, la stimulation répétée de lymphocytes T naifs aboutit a une différenciation en lymphocytes
de type Trl. Les lymphocytes Trl se caractérisent par la sécrétion de grandes quantités d’IL-
10 et de TGF-3, de faibles quantités d’IFN-y, d’IL-5 et d’IL-2 et par ’absence de sécrétion
d’IL-4. Ils ne proliférent quasiment pas apres stimulation via le TCR et suppriment la réponse
immunitaire de lymphocytes T naifs par I’intermédiaire de leur sécrétion en IL-10 et TGF-

B (Groux et al.,, 1997). Les propriétés immunosuppressives des lymphocytes Trl ont été
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démontrées in vivo dans le modele de colite induite par le transfert de lymphocytes effecteurs
T CD45RB"€". La colite est induite par le transfert de ces lymphocytes chez la souris SCID

% ou le co-transfert des deux populations est

alors que le transfert des lymphocytes CD45RB
sans effet. De facon identique aux lymphocytes CD45RB™, la colite pouvait étre prévenue
par le co-transfert de lymphocytes de type Trl. Dans ce modé¢le, les lymphocytes de type Trl
préalablement sensibilisés a I’ovalbumine pouvaient étre réactivés in vivo de fagon antigene-
dépendant par I’administration orale d’ovalbumine chez la souris SCID inflammée.

Les lymphocytes Th3 se caractérisent eux par la sécrétion de grande quantité¢ de TGF-f3 et de
quantit¢ variable d’IL-10 et d’IL-4. Cependant, il apparait actuellement difficile de

différencier les sous-populations Trl et Th3 et il a été suggéré que les deux populations

correspondaient a un sous-type identique de lymphocytes.

III. REPONSE IMMUNITAIRE AU COURS DES MALADIES INFLAMMATOIRES

CHRONIQUES INTESTINALES

IIL.1. Production de cytokines par les lymphocytes T

En fonction de la nature et de la concentration antigénique, la réponse immunitaire muqueuse
pourra étre orientée vers un profil de type Thl caractérisée par un exces de production d’IFN-
v, d’IL-2 et de TNF ou un profil de type th2 caractérisé par un exces de production d’IL-4,
d’IL-5 et d’IL-13 . Les MICI n’échappent pas a cette dichotomie entre réponse de type Thl et
réponse de type Th2.

Il existe de nombreux arguments chez ’homme et chez ’animal pour supporter I’hypothese
d’une réponse de type Thl au cours de la MC bien qu’il ait été suggéré a la phase précoce de

récidive de la maladie un profil de type Th2 dans I’iléon (Desreumaux et al., 1997). Dans les
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lésions ulcéreuses, il existe une production excessive d’IL-12 par les macrophages de la
lamina propria au cours de la MC comparativement a des témoins et a des patients atteints de
RCH (Monteleone et al., 1997) ce qui est cohérent avec 1’expression en excés des facteurs de
transcription STAT4 et T-bet dans des extraits nucléaires de lymphocytes T et de I’expression
membranaire de la chaine 2 du recepteur a I'IL-12 (IL-12R(2) (Neurath et al., 2002.
Weigmann et Neurath, 2002). Dans ces conditions, il n’apparait pas surprenant que les
lymphocytes T CD4+ isolés de la lamina propria spécifiquement de patients atteints de MC
produisent préférentiellement de 'ITFN-y plutét que de I’IL-4 (Fuss et al., 1996). Un argument
supplémentaire en faveur d’une réponse de type Thl au cours de la MC est apporté par
I’efficacité¢ thérapeutique d’anticorps monoclonaux anti-IL-12p40 sur la réponse
inflammatoire. Ces anticorps agissent en amont de la production de cytokines pro-
inflammatoires en empéchant la réponse immune de type Thl (Schmidt et al., 2003. Bouma G
et Stober W, 2003). Une autre cytokine, I’'IL-23 a ¢té associée a la réponse de type Thl dans
la MC. L’IL-23, associant la sous-unit¢ p40 de I'IL-12 et la sous-unité¢ pl9 de I'IL-23,
maintient et pérennise la réponse de type Thl via une induction de STAT4 dans des
lymphocytes mémoires CD45RO mais son role exact chez ’homme reste a déterminer.

A D'inverse de la MC et de son profil de type Thl, il existe des arguments en faveur
d’une réponse immune de type Th2 au cours de la RCH. Cependant, il n’a pas été clairement
démontré que les lymphocytes T isolés de la muqueuse digestive de patients atteints de RCH
avaient un profil de sécrétion typiquement Th2. En effet, ces lymphocytes ont une production
accrue d’IL-5 mais pas d’IL-4 (Fuss et al., 1996) . Cependant, la fréquence élevée des auto-
anticorps, la prédominance des anticorps de type IgG1 et IgG4 et ’expression de Epstein-
Barr-Virus-induced gene 3 (EBI3) spécifiquement au cours de la RCH, sont des arguments en
faveur d’une réponse immune de type Th2. De plus, dans un modele animal validé de RCH, la

colite induite par ’oxasolone (tableau 2), le role déterminant de lymphocytes T sécrétants en
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IL-13 a été démontré (Heller et al. 2002). Des travaux préliminaires ont également montré que
la production d’IL-13 par des lymphocytes extraits de la lamina propria de patients atteints de
RCH ¢était plus importante que celle de lymphocytes provenant de 1ésions de MC et de
témoins indemnes de MICI (Bouma et Stober, 2003).

D’autres cytokines non typiquement classées dans un profil de sécrétion de type Thl
ou Th2 sont produites en exces par les cellules effectrices de la réponse immunitaire au cours
de la MC ou de la RCH comme I'IL-15, ’'IL-16 ou I'IL-18. Cependant, a I’inverse de I'IL-12
ou de I'[L-13 dont le role respectif a été démontré dans des modeles animaux ou par
I’efficacité¢ d’anticorps monoclonaux, il est peu probable que ces cytokines aient un role

majeur dans la physiopathologie des MICI [Bouma G et Stober W, 2003].

I11.2. Inflammation chronique non spécifique

La réponse immunitaire de type Thl dans la MC ou de type Th2 dans la RCH aboutit a
I’activation de macrophages et a la production de cytokines pro-inflammatoires comme 1'IL-
1B, I'IL-6 ou le TNF, cytokines responsables de I'inflammation chronique digestive. Parmi ces
cytokines, le TNF joue un réle central dans la MC et de nombreuses études ont confirmé une
augmentation de sa concentration dans la muqueuse intestinale, les selles, le sérum, les
cellules mononucléées de la lamina propria ou du sang périphérique des patients (Plevy et al.,
1995. Noguchi et al., 1998. Bouma et al., 1995). De plus, cette augmentation de la production
de TNF par les biopsies et les lymphocytes de la lamina propria de patients atteints de la MC,
était également associée a une augmentation de la sécrétion d'IL-1B et d'IL-6 (Reimund et al.,

1996, Segain et al., 2000).
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I11.3. Lymphocytes régulateurs

La réponse inflammatoire intestinale est normalement équilibrée entre les cellules effectrices
Thl et Th2 et les cellules T régulatrices. L’inflammation chronique, qui caractérise les MICI,
pourrait étre secondaire a un exces des cellules effectrices ou a un défaut des cellules
régulatrices ou a I’association des deux.

Le role des lymphocytes régulateurs de type Trl dans la physiopathologie des MICI a
été suggéré dans le modeéle de colite chez la souris SCID induite par le transfert de
lymphocytes CD45RB"¢" (Groux et al, 1997). Le co-transfert des lymphocytes Trl et
CD45RB"" inhibait 1’induction de la colite.

D’autre part, dans les plaques de Peyer, plusieurs phénotypes de cellules dendritiques
ont ét¢ décrits. En particulier, les cellules dendritiques myéloides CD8a-/CD11b+ sécrétent
de grande quantité d’IL-10 comparativement a de faible concentration en IL-12, permettant un
environnement cytokinique favorable a la différenciation de lymphocytes naifs en
lymphocytes régulateurs Trl (Iwasaki et al., 2001). Ainsi, les lymphocytes Trl activés en
réponse a la présentation d’antigénes par ces cellules dendritiques pourraient, en association
aux lymphocytes régulateurs CD4+CD25+ sécrétant du TGF-f3, contrdler la réponse contre
des antigenes de la flore digestive. Au cours des MICI, un défaut de régulation pourrait étre a
I’origine d’une activation anormale de la réponse immunitaire effectrice de type Thl.
Cependant, si la présence d’IL-10 est nécessaire pour le contrdle de I’inflammation digestive
et pour la sécrétion de TGF-B chez la souris (Kuhn et al., 1993), son role li¢ ou non aux
lymphocytes de type Trl chez ’homme n’a pas été clairement ¢lucidé.

La régulation de la réponse immunitaire digestive est un phénomene complexe faisant
intervenir plusieurs sous-populations de lymphocytes CD4+ et il a été récemment mis en

évidence chez I’homme une sous-population régulatrice de lymphocytes CD8+ (Allez et al.,
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2002). Les cellules épithéliales digestives ont la capacité d’activer des lymphocytes intra-
épithéliaux ou périphériques majoritairement de type CD8+. Parmi les sous-populations
activées, certains lymphocytes CD8+CD28- exprimant le CD101 et I'intégrine oE7 ont des
propriétés régulatrices. Ces propriétés nécessitent d’une part un contact cellulaire avec les
cellules épithéliales digestives et d’autre part la présentation de 1’antigéne associée a
I’expression de la molécule de co-présentation gp180 et de molécules du CMH de classe Ib :
le CD1d [Allez M et al., 2002].

Le role des lymphocytes régulateurs CD8+ au cours des MICI est a définir mais il
apparait de plus en plus que les différents sous-types de lymphocytes régulateurs ont une
responsabilit¢ dans la physiopathologie des MICI et ouvrent de nouvelles voies

thérapeutiques.
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IV. THERAPIE BIOLOGIQUE EXPERIMENTALE

IV.1. Introduction, but de la thése

Les travaux concernant le systéme immunitaire du tube digestif chez 1’animal et chez
I’homme ont permis, ces derniéres années, d’identifier de nouvelles voies d’activation
lymphocytaire, de signalisation et des populations lymphocytaires impliquées dans Ia
physiopathologie des maladies inflammatoires digestives. L’identification des mécanismes de
différenciation des lymphocytes naifs en lymphocytes de type Thl, Th2 ou régulateurs (Trég,
Trl, Th3) et la perspective ouverte par 1’identification de nouveaux phénotypes (lymphocytes
CD8+CD28-) permettra d’¢largir le nombre des cibles thérapeutiques.

De fagon générale, les thérapies dites biologiques incluent 1) des molécules ou des
préparations isolées de ['organisme comme les produits dérivés du sang, 2) des
microorganismes inactivés ou atténués, 3) des peptides ou des protéines recombinantes
comme I’hormone de croissance et I’érythropoiétine, 4) des anticorps monoclonaux, 5) des
oligonucléotides anti-sens, et 6) finalement des techniques de thérapie cellulaire ou génique.
A Theure actuelle, concernant les MICI, les thérapies biologiques utilisées en pratique
clinique courante ou en cours d’investigation sont principalement représentées par les
protéines recombinantes, les anticorps monoclonaux et les oligonucléotides antisens
(Sandborn et Targan, 2002) (Tableau 4).

La connaissance des différentes étapes du processus inflammatoire ou des différentes
cibles moléculaires au cours des MICI ouvrent le champ d’investigation thérapeutique en
permettant, soit un screening des petites molécules déja connues et gardées en réserve, soit de
créer des séquences peptidiques dont les propriétés découlant de leur structure seront

spécifiquement ciblées sur une molécule d’intérét.
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Le but de notre travail a été d’explorer les mécanismes d’action et d’évaluer
I’efficacité thérapeutique de différents composés (IL-10, RDP58 et Butyrate) dans différents
modeles d’inflammation soit ex vivo en utilisant les biopsies et les LPMNC de patients
atteints de MC et in vivo dans un modele animal de colite induite par ’administration de

TNBS (figure 4).

Tableau 4 : Molécules utilisées ou en cours d’évaluation dans les MICI chez 1’homme.

(d’apres Sandborm et Targan, 2002).

Cible thérapeutique Firme Indication

Différenciation des lymphocytes CD4+ en lymphocytes de type Thl ou Th2

Anticorps anti-IFN-y Protein Design Lab MC
Anticorps anti-IL-2R? Protein Design Lab RCH
Anticorps anti-I1L-12 Genetic Institute MC
IL-10 (tenovil) Schering Plough MC, RCH
Circulation lymphocytaire entéro-lymphatique
Anticorps anti-o4 (natalizumab) Elan pharmaceuticals MC, RCH
Anticorps anti-a437 (LDP-2) Millenium Pharmaceuticals MC, RCH
Oligonucléotides antisens ICAM-1° (ISIS 2302) Isis Pharmaceuuticals MC, RCH
Inhibiteur de TNF
Anticorps anti-TNF-o chimérique (infliximab) Centocor MC
Anticorps anti-TNF-o. humanisé (CDP571) Celltech MC
Récepteur de TNF-a. (etanercept) Immunex MC
Protéine de fusion au TNF-ap55 (onercept) Serono MC
Inhibiteur de Map-Kinase (CNI 1493) Cytokine pharmasciences MC
Inhibiteur de Map-Kinase (BIRB) Boerhinger MC
Cibles variables
Granulocyte macrophage colony stimulating factor Immunex MC
Epidermal growth factor CIBG RCH
Anticorps anti-CD40 Ligand IDEC pharamaceuticals MC

“IL-2R : récepeteur a I'IL-2 ; "Intercelular Adhesion Molecule-1
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figure 4
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IV.2. Interleukine-10.

L’IL-10 est une cytokine produite majoritairement par les lymphocytes de type Th2 et les
lymphocytes régulateurs. L’IL-10 inhibe la production d’IFN-y par les lymphocytes de type
Thl et diminue la production d’IL-12 par les macrophages. Les souris Knock-out pour le géne
codant pour I'IL-10 développent des colites inflammatoires prévenues par 1’administration
d’IL-10 recombinante (rHu IL-10). L’initiation de la colite est dépendante de la flore
digestive, et a les caractéristiques immunologiques d’une inflammation de type Thl. Par
ailleurs, 1’analyse histologique du tube digestif des souris IL-10-/- montre une inflammation
comparable aux anomalies constatées au cours de la MC chez ’homme (Kuhn et al., 2000).
Ces propriétés ont permis d’identifier I’'IL-10 comme étant une cytokine d’intéret pour la MC.
Outre ses capacités a diminuer la production de cytokines de type Thl (de Waal Malefyt et
al., 1991), I'IL-10 réduit également les propriétés de présentation antigénique via la
diminution de I’expression de molécules associées a la presentation antigénique sur des
monocytes humains ou d’autres CPA comme les cellules de Langerhans, les cellules
endothéliales et les astrocytes (de Waal Malefyt et al., 1991b. Enk et al., 1993. Vora et al.,
1994). Compte tenu 1) du rdéle accessoire de présentation antigénique, 2) de I’expression
démontrée dans notre laboratoire des molécules du CMH de classe II sur les colonocytes
(Siavoshian et al., 1996) et 3) de leur situation anatomique au contact des antigeénes bactériens
intra-luminaux, les cellules épithéliales digestives représentent des cibles potentielles de 1I’IL-
10 et de ses propriétés immuno-modulatrices. Dans la premiére partie de notre travail (article
1) nous avons déterminé la présence d’un récepteur a I’'[L-10 sur des cellules épithéliales

digestives dérivées de lignées cancéreuses coliques et nous avons évalué I’effet de I'IL-10 sur
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I’expression de molécules associées a la présentation antigénique : CMH de classe I, HLA-
DR, ICAM-1 et CD 80 (Bourreille et al., 1999).

Les propriétés de I'IL-10 ont a cette méme période conduit a la réalisation de
différents essais thérapeutiques chez ’homme au cours de la MC (van Deventer et al., 1997.
Fedorak et al., 2000, 2001. Schreiber et al., 2000. Colombel et al., 2001). Apres des premiers
résultats encourageants de I'IL-10 administrée par voie intraveineuse (IV) dans un essai
ouvert chez des patients atteints de MC, les essais controlés réalisés chez des patients ayant
des formes cortico-dépendantes ou non, en poussées mineures ou modérées, ou en prévention
de récidives post-opératoires ont ¢ét¢ décevants et n’ont pas confirmé les bons résultats
initiaux. Il semblait que I’'[L-10 recombinante humaine administrée par voie IV ou sous
cutanée pouvait étre efficace a forte dose mais était associée a des effets secondaires
empéchant son utilisation en pratique courante.

Les données préliminaires concernant I’I[L-10 ont conduit a 1’utilisation de la forme
recombinante humaine par voie générale comme traitement au cours de la MC pour empécher
la réponse de type Thl. A cette €époque, les propriétés d’induction des lymphocytes
régulateurs par I’'IL-10 n’étaient pas connues. De plus, les capacités pro-inflammatoires de
I’'IL-10 dans certaines conditions d’utilisation et a forte concentration n’avaient pas été
décrites (Tig et al., 2002). En effet, il a ét¢ démontré que I'lL-10 avait des propriétés
immunostimulantes notamment en augmentant 1’expression membranaire des molécules du
CMH de classe II sur les lymphocytes B et en favorisant leur activation et la production
d’immunoglobulines IgM, IgG, IgA (Groux et Cottrez, 2003). De plus, I'IL-10 pouvait activer
des thymocytes et les lymphocytes CD8+, et en synergie avec I'[L-3 et I'IL-4, permettre la
prolifération de mastocytes murins (Thompson-snipes et al., 1991).

Une nouvelle voie d’utilisation de I’IL-10 au cours des MICI a donc été explorée chez

I’animal par le transfert de lymphocytes transfectés de fagon stable par des rétrovirus
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produisant de I'IL-10. Les lymphocytes transfectés par le rétrovirus étaient efficaces en
traitement curatif et préventif de colite induite par le transfert de lymphocytes CD45RB™€"
chez la souris SCID et n’étaient détectés que dans le tube digestif et les organes lymphoides
de drainage. La production directement in situ par les lymphocytes transfectés permettrait
d’obtenir de forte concentration d’IL-10 et d’induire la différenciation de lymphocytes T naifs
en lymphocytes T régulateurs sans avoir les effets secondaires systémiques décrits avec les
plus hautes doses d’IL-10 recombinante humaine administrée par voie générale (van
Montfrans et al., 2002a, 2002b).

En conclusion, I'IL-10 dont les propriétés immuno-régulatrices étaient plutodt
favorables pour son utilisation dans la MC n’est pas efficace en traitement classique
administrée par voie générale. L’identification récente des lymphocytes régulateurs Trl et du
role de I’IL-10 dans I’induction de ce phénotype via ’activation des lymphocytes CD4+ naifs
par des cellules spécialisées dans la présentation antigénique oriente d’avantage son utilisation
en thérapie locale ou vers des protocoles de thérapie cellulaire. Par ailleurs, si les cellules
épithéliales digestives ont un réle accessoire et certain de présentation antigénique, il n’y a

pas encore d’argument en faveur d’un role spécifique de I’IL-10 sur les interactions entre les

cellules épithéliales digestives et les lymphocytes.
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IV.3. Rational Design Peptide 58 (RDP58).

Les stratégies permettant, a priori, d’identifier des peptides susceptibles d’avoir une efficacité
thérapeutique sont utiles et complétent les stratégies de screening de molécules déja
identifiées. Ces dernicres années, plusieurs travaux se sont orientés vers 1’étude des séquences
peptidiques des molécules du HLA de classe I impliquées directement dans la liaison et dans
la présentation des antigenes a des lymphocytes T cytotoxiques. Ainsi, il a été démontré que
des peptides dérivés de la région conservée et fonctionnelle située entre les acides aminés (aa)
75-84 de la chaine al de la molécule HLA de classe 1 possédaient des propriétés
immunomodulatrices potentiellement interressantes en pathologie humaine, particulierement
dans le cadre des transplantations (Clayeberger et al., 1987. Parham et al., 1987). Parmi ces
peptides, ceux correspondant aux séquences aa 75-84 des molécules HLA-B7 et HLA-B2702
non seulement bloquaient la différenciation in vitro des lymphocytes T cytotoxiques mais
pouvaient également in vivo prolonger la survie de souris et de rats dans des modéles animaux
d’allogreffe cardiaque (Gao et al., 1996. Cuturi et al., 1995). Cependant, les effets
immunomodulateurs parfois contradictoires in vitro et in vivo n’ont pas été clairement
expliqués. Le peptide RDP58 dérive lui-méme des peptides décrits ci-dessus par la
substitution d’aa en fonction d’une stratégie de recherche assistée par ordinateur (Rational
Design). Cette stratégie combinant a la fois les propriétés biologiques et les propriétés
structurelles des peptides (volume ellipsoidal, lipophilie, flexibilité, nombre d’atomes
d’oxygene, d’azote, de carbone, d’hydrogéne, de groupes éthyls, méthyls, hydroxyls....) a
aboutit a la sélection de 5 peptides qui ont été testé in vivo dans des modeles animaux
d’allogreffe (Iyer et al. 2002). Quatre des cinq peptides ont permis d’améliorer la survie de
souris allogreffées et le peptide RDP58 a été sélectionné en raison de son efficacité a la plus

faible concentration de 1mg/Kg/jour (Grassy et al., 1998).
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Le RDP58 est un decapeptide (NH2-r-nle-nle-nle-r-nle-nle-nle-g-y-CONH2) d’un poids
moléculaire de 1228 daltons. Les deux isoméres (L- et D-) ont une activité similaire in vitro et
in vivo. Les mécanismes d’action du RDP58 ne sont pas complétement ¢lucidés mais peuvent
étre séparés en deux catégories d’une part I’inhibition de synthése du TNF et d’autre part

I’augmentation de ’activité enzymatique de I’Héme oxygénase de type 1 (HO-1) (Magee et

al., 1999).

IV.3.1. Le RDP58 diminue la sécrétion de TNF-o

Le TNF est une cytokine clef de la réponse inflammatoire non spécifique et les stratégies
visant a bloquer la synthese ou ’activité du TNF au cours de la MC ont montre leur efficacité
sans que leurs mécanismes d’action soient non plus parfaitement connus. En effet,
I’infliximab, anticorps monoclonal chimérique murin-humain dirigé contre le TNF-oo a
démontré son efficacité pour le traitement des formes graves de MC résistantes aux
traitements usuels, fistulisantes ou non. Il se fixe sur le TNF-a circulant et transmembranaire
et son efficacité semble étre trés supérieure a d’autres anticorps anti-TNF-o humanisés
(CDP571 et CDP870). 1l a été suggéré que I’infliximab non seulement bloquait le TNF-o
avant qu’il ne puisse interagir avec son récepteur mais qu’il induisait également 1’apoptose
des lymphocytes de type Thl exprimant le pro-TNF-a transmembranaire (van den Brande et
al., 2003). L’infliximab est utilis¢é en traitement d’attaque de la MC permettant d’obtenir
environ 60 % de rémission entre la 8™ et la 10™ semaine aprés la premiére perfusion et
peut étre également utilisé en perfusions répétées toutes les huit semaines pour le traitement
des formes sévéres récidivantes permettant de maintenir une rémission chez environ 35 % des
patients a un an (Targan et al. 1997. Present et al. 1999 Hanauer et al., 2002). L’efficacité

(Doubremelle et al., 2003) et la tolérance (Baert et al., 2003) de I’infliximab sont améliorées
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par I'utilisation concomitante d’immunosuppresseurs classiques comme [’azathioprine et le
méthotrexate qui diminuent la fréquence de survenue des anticorps anti-infliximab dont les
concentrations sont corrélées aux nombres de rechutes et aux effets secondaires.
L’immunogénicité de I’infliximab est a I’origine non seulement d’échec du traitement mais
aussi d’effets secondaires parfois graves : intolérance dans 15 % des cas, choc anaphylactique,
hypersensibilité retardée chez 25 % des patients traités a nouveau apres un délai de 2 a 4 ans,
survenue d’anticorps anti-nucléaires chez 34 % des patients et d’anticorps anti-DNA chez 9 %
des patients (Sandborn et Targan, 2002).

In vitro, le RDP58 diminue la production de TNF-a induite par le LPS seul ou en
association a I’'IFN-y, de facon dose dépendante sur des lignées de macrophages murins et
humains, les cellules RAW 264.7 et THP1 (Iyer et al., 2000). En revanche, le RDP58 ne
modifiait pas le niveau d’expression de ’ARNm du TNF-a traduisant un mécanisme d’action
traductionnel. La régulation de la traduction de I’ARNm du TNF-a implique I’extrémité 3°-
UTR de ’ARNm et en particulier les ¢léments Au-Rich Element (ARE) (Caput et al., 1986).
Il a été¢ démontré que I’inhibition de synthése du TNF-a par le RDP58 dépendait de la région
3’-UTR de ’ARNm mais indépendament des ¢léments ARE (Iyer et al., 2000). Les ¢léments
responsables de la régulation de la production de TNF-a par le RDP58 ne sont actuellement
pas connus. /n vivo, le RDP58 diminue également la synthese de TNF-o dans plusieurs
modeles animaux d’inflammation. Le premier modele dans lequel, le TNF-a joue un role
essentiel est un modele de choc septique létal chez la souris induit par I’injection intra
péritonéale de LPS et de D-galactosamine. L’administration intra-peritonéale de RDP58 a la
dose de 10 mg/kg inhibait la sécrétion de TNF-o et diminuait la mortalité dans 90 % des cas
(Iyer et al., 2002). Le RDP58 semble avoir une action spécifique sur la synthese de TNF-a et

il a été démontré qu’il ne modulait pas la sécrétion d’IL-1, d’IL-2, d’IL-4, d’IL-6 et d’IL-10 ni
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par les cellules THP1 et RAW 264.7, ni in vivo dans le mod¢le d’inflammation aigue induit

chez la souris par I’administration de concavaline A (Iyer et al., 2000).

IV.3.2. Le RDP58 régule ’'Héme Oxygénase-I.

Outre ses propriétés sur la synthese de TNF-qa, il a été démontré que le RDP58 modulait
I’activité enzymatique de I’héme-oxygénase de type 1 (HO-1). HO-1 est la forme inductible
des trois isoformes de I’héme oxygénase. HO-1 est I’enzyme limitant du processus de
dégradation de I’héme en biliverdine, monoxyde de carbone (CO) et en fer. La biliverdine est
alors métabolisée en bilirubine par la bilirubine réductase et le fer est utilisé pour le
métabolisme intracellulaire ou stocké en fer de réserve (Maines, 1997). HO-1 est impliquée
dans la réponse oxydative au stress en ayant un effet protecteur notamment en inhibant
I’apoptose induite par le TNF-a via la production de CO. (Brouard et al., 2000). L’implication
de HO-1 dans I’inflammation digestive a ét¢ étudié¢e dans le modele de colite au TNBS chez
le rat. Dans ce mode¢le, il existait dans la lamina propria du colon une corrélation entre
I’intensité de I’inflammation jugée macroscopiquement, histologiquement et par le dosage de
my¢lopéroxydase et I’expression de HO-1. L’inhibition de I’activité enzymatique de HO-1
par la mésoporphyrine aggravait significativement la colite suggérant un rdéle protecteur de
HO-1 dans les colites inflammatoires (Wang et al., 2001).

In vitro, il a été démontré que le RDP58 inhibait de facon dose dépendante 1’activité
enzymatique de HO-1. Inversement et de facon comparable a d’autres inhibiteurs de HO, in
vivo, le RDP58 augmentait précocemment le niveau d’expression de I’ARNm puis la

sécrétion et finalement ’activité enzymatique de HO-1 (Iyer et al. 1998).
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IV.3.3. Le RDPSS8 est efficace pour le traitement des colites chez le primate

et chez la souris.

Les singes, cynomolgus et macaques maintenus en captivité, développent de facon
spontanée des colites inflammatoires chroniques récidivantes caractérisées par une diarrhée
glairo-sanglante et une altération de I’état général. Aucun agent infectieux bactérien,
parasitaire ou viral n’a été identifi¢ et les traitements antibiotiques sont pour la plupart
inefficaces. La corticothérapie par voie générale a une efficacité variable mais souvent de
courte durée avec des récidives précoces a l’arrét du traitement (Ribbons et al., 1995).
Macroscopiquement et histologiquement, les lesions sont comparables a celles décrites dans
la RCH avec une atteinte continue du rectum et du colon, sans intervalle de muqueuse saine et
un infiltrat inflammatoire polymorphe associ¢ a une désorganisation architecturale. Il a été
montré que le RDP58 administré par voie orale ou par voie IV a des doses variables et
répétées de 0,1 mg/Kg a 5Smg/Kg quatre fois par semaine était efficace sur les symptomes sans
effet secondaire notable (Ganesan et al., 2002). Il n’y a pas eu d’analyse histologique ni
endoscopique des animaux au cours des traitements par RDP58. Il n’y a pas eu d’effet toxique
constateé.

Le RDP58 a été également testé sur un modele de colite induite par I’administration
orale continue de Sulfate de Dextran Sodique (DSS). Le DSS est administré par voie orale
dans I’eau de boisson donnée ad [ibitum aux souris a une concentration de 2,5 % pendant 6
jours. Les souris étaient traitées par RDP5S, soit en gavage oral a la dose de 5 mg/Kg/j, soit
par injection intra péritonéale a la méme dose (Boismenu et al., 2002, Murthy et al., 2002).
L’administration de RDP58 diminuait significativement I’intensité de 1’inflammation jugée

par la mesure des scores macroscopiques et histologiques et diminuait Dinfiltration a
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polynucléaires neutrophiles jugée par la mesure de la myélopéroxydase comparativement aux
animaux non traités.

L’ensemble des propriétés du RDP58, tant sur les modéles in vitro que in vivo nous
ont conduit a tester son efficacité sur le modele de colite induite par le TNBS et a évaluer son
action sur la production de cytokines par les biopsies et les LPMNC isolées de la muqueuse

colique inflammatoire de patients atteints de MC active (Article 2).

IV.4. Butyrate.

Le butyrate est un acide gras a chaine courte (AGCC) produit par la fermentation bactérienne
colique de fibres alimentaires riches en amidon résistant et en polysaccharides non-amylacés.
La fermentation des hydrates de carbone est effectuée par les bactéries anaérobies. Elle
aboutit a la formation d’acétate, de propionate, de butyrate, de dioxyde de carbone,
d'hydrogeéne et de méthane. Le butyrate représente la principale source d'énergie pour le
colonocyte. En effet, l'oxydation du butyrate fournit a elle seule 70% de 1'énergie utilisée par
le colonocyte (Roediger, 1982). La production d'AGCC est dépendante de la flore bactérienne
et du substrat (Mortensen et Clausen, 1996). Les bactéries responsables de sa production font
partie de la famille des Clostridium sp., Eubacterium sp., Fusobacterium sp.,
Peptostreptococcus sp., et Butyrivibrio sp. Dans des conditions physiologiques, les
concentrations en AGCC produites restent relativement constantes avec 75 mM d'acétate, 25
mM de propionate et 15 mM de butyrate (Cummings, 1993). Le butyrate est transporté a
travers la paroi cellulaire par un transporteur : I’isoforme 1 du monocarboxylate transporter
(MCT1). MCT]1 appartient a une famille de neufs transporteurs exprimés a la surface de
nombreux types cellulaires et MCT1 est spécifiquement exprimé sur les colonocytes (Garcia

et al., 1994. Cuff et al., 2002). Le butyrate, contrairement aux autres AGCC (propionate et
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acétate) augmente 1’expression membranaire de MCT1 et le niveau d’expression de son
ARNm et entraine une augmentation significative de son transport. Il a été également
démontré que MCT1 pouvait étre régulé par une hormone digestive : la leptine dont les
concentrations intra-coliques au cours de I'inflammation digestive sont considérablement
augmentées. La leptine, outre ses propriétés sur la régulation de la prise alimentaire, régule
certaines fonctions d’absorption et de sécrétion digestive et pourrait jouer un rdle dans
I’inflammation digestive (Guimeau et al. 2002. Barbier et al. 2001). De plus, la leptine
augmente I’expression membranaire de MCT1 sur les cellules épithéliales coliques Caco-2 et
pourrait ainsi participer a la régulation de I’inflammation via le butyrate (Buyse et al., 2002).

Le métabolisme du butyrate de sodium a été étudié chez I’animal et chez I’homme en
utilisant des dérivés radio-marqués (1-'*C-butyrate) et des techniques de chromatographie.
L’administration orale ou intra-péritonéale de 1-'*C-butyrate chez la souris est suivie 30
minutes apreés d’un pic de radio-activité dans le foie et le plasma, suivi d’'une décroissance
progressive a partir de la deuxieéme heure. Quarante pourcent de la radio-activité est encore
présente a 24 h. Le pic de concentration plasmatique du butyrate non marqué est atteint en 5
min et 57% du butyrate est ¢liminé dans les 10 min. Chez ’homme, apres une perfusion de
500 ml & 5 % de butyrate d’arginine pendant 90 min, la demi-vie immédiate est de 30
secondes puis elle augmente a 13 min (Daniel et al., 1989). Pendant la perfusion, I’élimination
urinaire était quasi-nulle ce qui suggere que le butyrate de sodium était rapidement
métabolisé.

Le butyrate joue un rdle prépondérant dans la physiologie gastro-intestinale en
régulant la motricit¢ ou encore la trophicit¢é de la muqueuse et l'absorption d'eau et
d'¢lectrolytes. Cependant, le butyrate posséde également des proprié¢tés immunomodulatrices

suggérant un role important dans la régulation de I'immunité intestinale.
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IV.1. Inhibition et activation des facteurs de transcription

Plusieurs études ont démontré que le butyrate modulait des facteurs de transcription dans
différentes lignées cellulaires cancéreuses et les macrophages. Notre équipe a montré que
I’inhibition de I’activation du facteur NF-xB par le butyrate dans des cellules mononucléées
traitées au LPS impliquait I’inhibition de la dégradation de I’inhibiteur cytoplasmique de NF-
kB, [-xB (Segain et al., 2000).

NF-kB régule les réponses inflammatoires et la réponse immune en augmentant de
facon spécifique dans différentes cellules dont les cellules épithéliales digestives, les
macrophages ou les lymphocytes, la transcription d’une trentaine de génes codant pour des
cytokines proinflammatoires (TNF-a, IL-13) ou des chémokines (Yamamoto et Gaynor,
2001. gerondakis S et al., 1998). NF-kB est activée de facon plus importante dans les Iésions
actives qu’en zone non inflammatoire dans la muqueuse de patients atteints de MC et de
RCH. D’autre part, les différents traitements dont la prednisone entrainent une diminution de
I’activation de NF-kB suggérant son implication dans les mécanismes de régulation de la
réponse inflammatoire. L’activation et la translocation du cytoplasme au noyau de NF-kB est
I’aboutissement de plusieurs étapes enzymatiques impliquant de nombreuses protéines. En
I’absence de stimulus, les protéines de la famille NF-kB sont localisées dans le cytoplasme
des cellules associées a des facteurs inhibiteurs IkB (IxBa., IxkBf, IxBg). Apres stimulation
inflammatoire, les protéines NF-xB sont libérées. Les protéines de la famille 1xB possédent
plusieurs domaines dont un domaine NH2 terminal permettant la phosphorylation de la
protéine puis son ubiquitination par 1’ubiquitine ligase E3 et enfin sa dégradation dans le
protéasome (Zandi et Karin, 1999). Aprés dégradation de 1kB, NF-kB peut étre transloquée
dans le noyau et transactiver différents génes. La phosphorylation des protéines kB est sous

la dépendance d’autres protéines enzymatiques appelées IkB kinases (IKK) existant sous la
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forme de complexe protéique impliquant IKKa, IKKf et une sous-uinté régulatrice Iky ou
NEMO.

L’inhibition de I’activation de NF-kB peut, au cours de I’inflammation, diminuer la
production de cytokines pro-inflammatoires comme cela a été décrit avec la dexaméthasone
ou la sulphasalazine (Scheinmann et al., 1995. Wahl et al., 1997).

Il existe peu d'études concernant les effets du butyrate sur le facteur de transcription
CREB (cAMP responsive element binding protein). Cependant, Souleimani et Asselin avaient
rapporté que le traitement de cellules Caco-2 par le butyrate entrainait une augmentation
CREB-dépendante de la transcription du géne codant pour le proto-oncogene c-fos induite par
CREB (Souleimani et Asselin, 1993). L'effet du butyrate sur ce facteur est d'autant plus
intéressant qu'il est responsable de la transcription des génes codant pour I'1L-10. Nous avons
pu observer que dans des PBMC, le butyrate activait CREB et par conséquent 1’expression

d’IL-10 (Article 4).

IV.4.2. Le butyrate en pratique clinique

Au cours des MICI, le butyrate a été essentiellement évalué dans la RCH étant donné ses
propriétés énergétiques sur les colonocytes et 1’incapacité supposée du colonocyte a oxyder et
métaboliser les AGCC au cours de la RCH (Roediger, 1980). Plusieurs essais cliniques ont été
publiés et ne permettent pas d’avoir un avis définitif sur son efficacité. Breuer et al. ont publié
en 1997 les résultats d’un essai comparant chez des patients atteints de RCH distale
I’efficacité d’un mélange d’AGCC en lavement (acétate, propionate, butyrate) a un placebo.
Apreés des résultats intermédiaires encourageants, il n’a pas été montré de supériorité
significative des AGCC sauf chez les patients ayant une poussée évoluant depuis moins de six

mois (Breuer et al., 1997). Scheppach et al. ont publié les résultats de deux études comparant
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le butyrate de sodium ou un mélange d’AGCC en lavement a un placebo. Dans le premier
essai ou chaque patient était son propre témoin, il existait un avantage significatif en faveur
du butyrate mais qui n’a pas été confirmé dans la seconde étude randomisée et contrdlée
(Scheppach et al., 1992, 1996). Deux autres essais ouverts concernant 9 et 10 patients ont été
publiés et ont montré un bénéfice a I’utilisation du butyrate (Steinhart et al., 1994. Vernia et
al., 1995a et b). Plus récemment, la méme équipe italienne a rapporté les résultats d’un essai
comparant le butyrate par voie orale en association a du 5-ASA a du 5-ASA seul. S’il n’y
avait pas d’effet significatif de I'un ou de 'autre traitement, en revanche, les auteurs ont
montré que I’administration orale de 4g de butyrate était bien tolérée sans effet secondaire. 11
s’agissait de comprimés de 800 mg entouré d’un copolymere d’Eudragit S (Vernia et al.,
2000).

Nous avons émis 1’hypothese que les résultats mitigés du butyrate au cours de la RCH
¢taient dus, en partie, a ces propri¢tés immunomodulatrices plus orientée vers une
inflammation de type Thl comme dans la MC. Les propriétés du butyrate et ses mécanismes

d’action ont donc été étudiés in vitro et in vivo en tant qu’agent pharmacologique.

IV.5. Rho GTPases et inhibiteur spécifique

Les protéines Rho-GTPases appartiennent a un sous-groupe de la superfamille des
protéines Ras qui se lient au GTP et dont le poids moléculaire est compris entre 20 et 30 kD.
Ce groupe comprend chez les mammiferes une dizaine de protéines distinctes dont RhoA, B,
C, D, E, Racl et 2 et Cdc42 (Etienne-Manneville et Hall, 2002). Elles existent dans la cellule
soit, sous forme inactive liée au GDP ou sous forme active liée au GTP et participe a
I’organisation du cytosquelette, au trafic membranaire et a d’autres fonctions biologiques par

I’intermédiaire de 1’activation de différents facteurs de transcription. Le passage de la forme
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active liée au GTP a la forme inactive liée au GDP et inversement est sous la dépendance de
trois groupes de protéines (figure).

Les enzymes du groupe des Guanine nucleotide Exchange Factors (GEF) permettent le
passage de la forme inactive Rho-GDP a la forme active Rho-GTP en libérant le GDP et en
permettant la fixation du GTP. Inversement, les enzymes du groupe GTPase-activating
Proteins (GAP) catalysent I’hydrolyse du GTP en GDP et le passage a une forme inactive de
Rho. Rho-GDP inactive peut étre compléxée avec la Guanine nucleotide exchange Inhibitor
(GDI) empéchant son interaction et sa fixation a la membrane cytoplasmique. Dans les
cellules au repos, les protéines Rho sont sous forme inactives liées au GDP et compléxées a la
GDI. Certains facteurs extracellulaires, comme 1’acide lysophosphatididique, entrainent la
libération de Rho de GDI et activent GEF permettant I’é¢limination du GDP, la fixation du
GTP et l’activation de Rho. Rho-GTP peut alors agir sur un de ses effecteurs, la
sérine/thréonine Rho-associated kinase (Rho-kinase) ROK (Ridley, 2001). D’autres effecteurs
ont été décrits comme la Citron kinase dont I’activation par Rho régule les contractions de
I’actomyosine et la PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-biphosphonate) jouant un réle important
dans la régulation des protéines liées a I’actine. Plusieurs molécules dont le Y-27632 et
I’hydroxyfasudil inhibent spécifiquement I’activité enzymatique de ROK par I’intermédiaire
du site de fixation de I’ATP sur le domaine catalytique de Rho-kinase. L’utilisation de ces
inhibiteurs a permis d’identifier plusieurs propriétés de Rho-kinase (Amano et al. 2000). Rho-
kinase permet la phosphorylation de plusieurs composants du cytosquelette comme la MBS
(mysosin-binding subunit of the myosin phosphatase), la MLC (myosin light chain) ou la
GFAP (glial fibrillary acidic protein) et la vimentine sur le résidu serine71 (Apenstrom,
1999).

Initialement, il a été démontré que les protéines Rho, Rac et Cdc42 étaient impliquées

dans le contrdle de I’organisation du cytosquelette dans les cellules eukaryotes. L’activation
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de Rho modifie 1’agencement des filaments d’actine et de myosine en fibre de stress
interragissant avec des intégrines pour former des complexes d’adhésion. L’activation de Rac
et de Cdc42 entraine la réorganisation et la polymérisation de I’actine sous membranaire
permettant ’emission par la cellule de prolongements cytoplasmiques. Ces protéines sont
impliquées dans la polarisation et les mouvements cellulaires. La polarisation des cellules
épithéliales digestives dépend des jonctions adhérentes, des jonctions serrées et des
interractions avec la lame basale via I’expression memmbranaire d’intégrine. La formation de
ces jonctions se fait en association avec une réorganisation du cytosquelette. Cdc42 est
impliquée dans la formation des jonctions serrées inter-cellulaires empéchant la migration des
protéines et des phospholipides membranaires du pole apical au pdle baso-latéral ou
inversemment et Rac est impliquée dans le controle de I’assemblage de la laminine extra-
cellulaire dans la lame basale jouant également un role important dans le contréle de la
polarité cellulaire (Mackay et Hall, 1998).

De fagon plus récente, plusieurs travaux ont démontré I’implication des protéines de la
famille Rho dans I’activation et la régulation des voies de signalisation et des facteurs de
transcription de différents geénes. 11 a été montré que Rac et Cdc42 activaient la voie de
signalisation c-Jun kinase/stress-activated protein kinase (JNK/SAPK) et p38 dans différennts
mode¢les cellulaires par I’intermédiaire de MEKK (mithogen-activated protein kinase kinase
kinase) qui entraine la phosphorylation de JNKK (mithogen-activated protein kinase kinase).
JNKK phosphoryle et active JNK. Il a été également démontré que Rho, Rac et Cdc42
pouvaient activer NF-xB par des voies différentes incomplétement connues mais
indépendente de MEKK pouvant impliquer les protéines de la famille Rho dans la régulation
de genes de I’inflammation (Cammarano et Minden, 2001). Rac entrainait la phosphorylation

de NIK (NF-xB inhibitory-kinase) entrainant la phosphorylation du complexe IKKa et 3

permettant la phosphorylation et la dégradation de IkB et enfin la transmigration de NF-kB
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dans le noyau (Cammarano et Minden, 2001). Il a été également démontré que Rho et Cdc42
pouvait activer la voie de signalisation NF-kB impliquant de fagon moins certaine le
complexe IKK a et B et Ik-B (Cammarano et Minden, 2001. Li et Karin, 1998, Montaner S et
al., 1998).

Compte tenu des premiers travaux impliquant les protéines de la famile Rho dans le
controle de différentes voies de signalisation et dans la transcription de genes eux-mémes
impliqués dans la réponse inflammatoire, nous avons émis I’hypothése d’une implication de la
voie RhoA/ROK dans I’inflammation digestive au cours de la MC. Nous avons montré que
RhoA était préférentiellement sous sa forme active liee au GTP dans la muqueuse
inflammatoire des patients atteints de MC et dans le modele de colite induite par le TNBS. Y-
27632 inhibait de fagon dose dépendante la production de TNF-a et d’IL-1f par les LPMC et
les PBMC activés. Y-27632 inhibait la transmigration intranucléaire de NF-xB et empéchait
la phosphorylation et I’activation de I-kB et I’activation de IKKa suggérant un bénéfice anti-
inflammatoire a I’utilisation d’inhibiteur de ROK dans la MC (Segain et al., 2003). Ces
résultats obtenus in vitro ont été confirmés in vivo dans le modéle de colite au TNBS.
L’administration orale de Y-27632 diminuait I’inflammation colique macroscopique et

histologique.
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V. TRAVAUX SCIENTIFIQUES

V.1. « L’Interleukine-10 ne régule pas I’expression membranaire des molécules

associées a la présentation antigénique sur les cellules épithéliales coliques. »

V.1.1. Résumé

Les cellules épithéliales coliques ont un role accessoire de présentation antigénique.
L’interleukine-10 (IL-10) a des propriétés immunomodulatrices dans le systéme immunitaire
digestif. Cependant, il reste a établir si les cellules épithéliales digestives ont un récepteur
fonctionnel a I'IL-10 et si cette cytokine peut moduler I’expression membranaire de
molécules associées a la présentation antigénique.

Méthode : La fixation de I'IL-10 biotinylée a été¢ étudiée par cytométrie en flux sur les
cellules SW1116, HT-29 et T84. Le niveau d’expression de I’ARNm du récepteur a I'IL-10 a
¢té évaluée par reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) dans les mémes
cellules. L’effet de I'IL-10 sur I’expression membranaire des molécules associées a la
présentation antigénique a été étudié par cytométrie en flux.

L’IL-10 biotinylée se fixe sur les cellules SW1116, HT-29 et T84. L’ARNm du récepteur a
I’IL-10 a été détecté dans les cellules SW1116. Les cellules SW1116 et HT-29 exprimaient
les molécules du CMH de classe I et ICAM-1 mais n’exprimaient pas le CD80 et les cellules
SW1116 exprimaient le HLA-DR. L’IFN-y augmentait 1I’expression du HLA-DR et de ICAM-
1 sur les deux lignées cellulaires et le LPS augmentait I’expression de ICAM-1 sur les cellules
SWI116.

La présence du récepteur a I'IL-10 sur les cellules épithéliales digestives suggere un rdle

potentiel qui cependant reste a déterminer.

V.1.2. Publication 1 : « Eur J Clin Invest 1999 ;29 :48-55 »
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Lack of interleukin 10 regulation of antigen presentation-
associated molecules expressed on colonic epithelial cells

A. Bourreille, ). P. Segain, D. Raingeard de la Blétiére, S. Siavoshian, G. Vallette,
). P. Galmiche and H. M. Blottiere

Centre de Recherche en Nutrition Humaine, Nantes, France

Background Colonic epithelial cells may behave as antigen-presenting cells. Interleukin 10
(TL-10) is known to play a major role in the intestinal immune system; however, it remains to
be determined whether human intestinal epithelial cells express IL-10 receptor, and whether
this cytokine modulates their expression of antigen presentation-associated molecules

Meathods The binding of bictinylated IL-10 was studied in SW 1116, HT-20 and T84
human colonic epithelial cell lines and freshly isolated normal colonic epithelial cells.
Reverse transcription-polymerase chain reaction was also performed to detect I[L-10
receptor mRNA. The effect of [L-10 on antigen presentation associated molecules was

Results Biotinvlated IL-10 bound to SW 1116, HT-209, T84, and normal colonic epithelial
cells. I1-10 receptor mEMNA was detected in SW 1116 and normal epithelial calls. SW 1116
and HT-29 cells expressed MHC class I and ICAM-1, but not CD&0, and SW 1116
constitutively expressed HLA-DR. Interferon-y up-regulated HLA-DE and ICAM-1
expression on both cells, whereas lipopolysaccharide increased ICAM-1 expression only
on SW 1116, IL-10 failed to modulate these antigens, even after stimulation by lipopoly-
saccharide or interferon—y. Morsover, these molecules decreased IL-10 binding in both

Conclusion The presence of IL-10 recepror on intestinal epithelial cells suggest that IL.-10
may play a role in mucosal phvsiclogy, however its effect on the immune response remains to

Keywords Epithelial cells, human colon, HLA-DR, ICAM-1, interleukin-10 receptor.

Abstract

assessed by flow cytometry.

lines.

be determined.

Eur §F Clin Invest 1999; 29 (1): 48-55
Introduction

It has recently been determined that chronic inflammaton
of intestinal mucosa is associated with an imbalance of
proinflammatory cytokines such as interleukin (1L 1, 1L-6,
mmour necrosis factor (TNF)-a or interferon (IFN) 4 as
well as anti-inflammatory cytokines, including IT-4 and IT.-
10. Among anti-inflammatory cytokines, the crucial role of
IL-10 in the digestive tract has been illustrated in IL-10-
deficient mice [1], which develop enterocolitis and undergo
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profound alterations in the digestive tract, although other
major organs appear to be normal. In this context, IL-10
has been proposed as a potental therapeutic agent in
inflammatory bowel disease (IBD) and was first used as
an enema in steroid-refractory patients with ulcerative
colitis [2]. Exogenous [L-10 has also been effective in the
treatment of experimental granulomatous enterocolitis in
an animal model [3]. More recently, recombinant human
[L-10 has been successfully uszed for treatment of patients
with active steroid-resistant Crohn's disease [4].

Like most cytokines, IL-10 is pleiotropic and acts on
both antigen-specific and antigen non-specific immune
responses [5]. It decreases the production of IL-1e, IL-
18, IL-6, IL-8 and TNF-o by activated monocytes in vitro
[6] and inhibits the antigen-specific proliferative response
of T cells when several antigen-presenting cells {APCs) are
used, mcluding monocytes [7], Langerhans cells [8] and
others [2]. The mechanisms by which IL-10 inhibits anti-
gen-specific Tocell proliferative response are not well
defined and seem to differ between APCs. These mechanisms

@ 1999 Blackwell Science Led
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involve modulation of the expression of several antigen
presentation-associated molecules such as major histocomn-
patibility complex (MHC) class IT [7,10], intercellular adhe-
sion molecule—1 (ICAM-13 [11] and CD 20/B7-1 [12,13].

Intestinal epithelial cells (TECs) have extensive contact
with T lvmphocvtes, within both the epithelium and the
lamina propria. Moreover, IECs may express MHC class [T
antigens, and their expression 15 strongly up-regulated in
inflammatory bowel disease (IBD (for review see Ref. 14).
Several reports have demonstrated that IECs can function
as APCs both in rodents [15,16] and in humans [17,18].
Recently, Hershberg ¢t @f. [18] showed that the presenta-
ton capacities of IECs were greatly enhanced in inflam-
matory conditions. Data obtained in animal models [3] and
humans [2,4] suggest that IL-10 may be a candidate for the
weatment of IBD. However, it is still unknown whether
IECs, as antigen-presenting cells, may be a cellular target
for this cytokine. The purpose of our study was to deter-
mine whether IL-10 receptor exists on IECs and to assess
its possible effects on antigen presentation through mod-
ulation of cell surface molecules such as MHC class I,
HLA-DR, ICAM-1 and CD 80.

Materials and methods
Human cell lines

HT-29 colonic adenocarcinoma cells were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemen-
ted with 10% fetal calf serum (FCS), 2mmolL™" r-gluta-
mine, 50U ml™" penicillin and 50mgml.~' streptomyein.
SW 1116 colon adenocarcinoma cells and THP-1 and
Jurkat lvmphoma cell lines were cultured in RPMI-1640
medium supplementad with the same reagents. T84 colon
adenocarcinoma cells were cultured in F12/DMEM (vi)
supplemented similarly. The cell lines were obtained from
the American Tvpe Culture Collection (Rockwille, MD,
USA)Y. All cell culture reagents were from Gibco-BEL
{(Cergy-Pontoise, France).

Human normal colonic epithelial cells were isolated
from macroscopically normal mucosa obtained after large
bowel resection from three patients with colon cancer as
described previously [19].

Exponential growth phase cells were treated with IL-10
(20 ngmL":- for 24, 48 or 72h and harvested for flow
cvtometry analysis.

In some experiments, SW 1116 cells were sumulated by
LPS (1ugmL~" for 24, 48 or 72h together with IL-10
before being harvested for flow cvtometric analvsis.

In other experiments, 8W 1116 and HT-29 cells were
stimulated by IFN-+ (1000 U mL"). Interferon v was
added to growing cells 72h before harvesting and IL-10
was added 48 h before harvesting to determine its effect on
IFM-y-stimulated cells. Interleukin 10 and IFMN-y were
from Peprotech (Le Perray en Yveline, France) and LPS
{(from Salmonella typhosa) was from Sigma (L'Tsle Dabeau
Chesne, France).
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Flow cytometry analysis

After two washes in phosphate-buffered saline (PBS) with-
out Cat and Mg®", 5x10° cells were incubated with
primary antibodies at 4°C for 30 min. Two other washes
in PBS preceded incubaton with FITC-conjugated anti-
mouse IgG diluted 1:1000 at 4°C for 30 min (Bioatlantic,
Nantes, France). After two additional washes, analysis of
stained cells was performed on a FACScan (Becton Dick-
inson) or an EPICS XL (Coultronics, France). The cell
population was gated according to its forward and wide-
angle light scattering. Diata were expressad as mean relative
fluorescence intensity (MFEID of 3000 cells.

The binding of biotinyvlated IL-10 was studied using an
IL-10 fluorckine kit (R & D Swvstems, Abingdon, TUK)
according to the manufacturer’s instructions. Sovbean
tryvpsin inhibitor (SBTT) bictnylated to the same degree
was provided in the kit and used as negative control.

Mouse ano-HLA-DR (IgG2b), antu-HLA class I
(IgG2a), anti-CD 54/ TCAM-1 ({IgG1l) and anti-CD 80
(IgG1) were purchased from Immunotech (Marseille,
France) and used according to the manufacturer's instruc-
tions (2pg'5«10% in PBS plus gelatin 0-1%. Isotype-
matched controls (Caltag, Burlingame, CA, TTSA) were
used at the same concentration. Each experiment was
performead at least three times, and the means of the
mean relative fluorescence intensity was compared using
a two-tailed paired Student’s ¢-test.

Reverse transcription-polvmerase chain reaction
(RI-PCR)

Total FINA were isolated from several cell lines by the
guanidinium thiocyanate phencl chloroform extracton
method [20]. RNA were spectrophotometrically quanti-
fied. First-strand cDINA svnthesis was performed with 1 pg
of total EMNA in a 20ul reverse transcription reaction
volume using random primers and murine Moloney leu-
lkaemia virus reverse transcriptase according to the manu-
facturer’s instructions (Gibco). One microlitre of the
reverse transcription reaction was used in 35-cycle PCR
in a total volume of 50 pl. containing 50 pmol of each sense
and antdsense primer, 1 pL of 10mmol L' dNTPs, 3 uL. of
25mmol L™ MgCls, 5 L. of 10x Goldstar DMNA polvmer-
ase buffer and 0-5 units of Goldstar DNA polymerase
{Burogentec, Seraing, Belgium). Each PCR cvcle consisted
of 30 5 at 92°C, 30s at 55°C and 1 min at 72°C. An IL-10
receptor fragment of 504 bp was amplified with the follow-
ing primers: sense - GAGAGTTCTGTGTCCAGG-3
and antisense ¥ -CTATTGCTGCTGCCACTACTGC-3
(Genosys, Cambridge, UK. 8-Actin was amplified with
sense F-GGCATCGTGATGGACTCOG-3 and anti-
sense §-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3. HLA-A, B,
C was amplified with sense ¥-TGGAGAGGAGCAGAGA
TACACC-3 and antisense 5-AACAACTCTTGCCTC
TCAGTCC-3. CD 80 was amplified with sense 5-CAT-
CACGGAGGGTCTTCTAC-¥ and antisense 5-AGGA
TCTTGGGAAACTGTTGT3. HLA-DR was amplified
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with sense 5-CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAG-
CACG-3' and anusense 5-TCGCCGC TGCACTGT-
GAAG-3. ICAM-1 was amplified with sense 5-
GTAGCAGCCGCA GTCATAATGG-3' and antisense
5-A TGCTGTTGTATCTGACTGAGG-3'. The ampli-
fied ¢cDNA fragments were electrophoresed in a 1-5%
agarose gel and stained with ethidium bromide under
ultraviolet light.

Results

IL-10 receptor expression on human colonic
epithelial cell lines

The binding of biotnylated IL-10 fluorokine was tested by

flow cytometry to detect the presence of IL-10 receptor on
human colonic epithelial cell lines. Sovbean trypsin inhi-
bitor biotinylated to the same degree as IL-10 was used asa
negative control. As shown in Fig. 1, HT-29, SW 1116 and
T84 epithelial cells bound biotinylated IL-10. Jurkat and
THP-1 lymphoma cell lines used as a positive control [21]
displayed similar binding. Moreover, freshly isolated
normal colonic epithelial cells also displayed biotinylated
IL-10 binding (Fig. 1). Around 55% of the cells were able
to bind IL-10; the remaining cells showed similar fluores-
cence intensity than the negative control. The epithelial cell
population was negative for CD3, CD4, CDS8 and CDé4
expression (data not shown). To determine the specificity
of biotinvlated IL-10 binding on colonic epithelial cell
lines, the same experiments were performed in the presence
of blocking antibody to human IL-10 or of unlabeled IL-
10. As illustrated in Fig. 2 for HT-29, the binding of

1 1 19 168 1888

HT-29 SW 1116
1888 1808
T 84 THP 1
1088 hﬂh_.
JURKAT Normal colonic epithelial cells

1l

1804

1 1 18 pLL]

Figure 1 Binding of bictinylated IL-10 on HT-29, SW 1116, T84, THP 1, Jurkat and freshly 1solated normal colonic epithelial cells as
analysed by flow cytometry using the IL-10 flucrokine kit. Soybean trypsin inhibitor biotinylated to the same degree was used as a
negative control (shaded area). This figure shows the graphs obtained in one experiment representative of three experiments performed.
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Figure 2 Specificity of the binding of biotinylated I1.-10 on HT-29 cells as analysed by flow cytometry using the IL-10 fluorckine kit.
Fluorescence intensity histograms were obtamed with soybean trypsin inhibitor (a), biotinylated I1.-10 alone (¢}, or in the presence (b}
of either anti-buman [L-10 blocking antibody (a) or unconjugated IL-10 (B). The figure shows the graphs obtained in one experiment

representative of three experiments performed.

bictinylated [L-10 was diminished in both conditions. RT-
PCR was performed to confirm the presence of IL-10
receptor in colonic epithelial cells. T1.-10 receptor mENA
was detected in SW 1116 cells and in freshly isolated
normal colonic epithelial cells (Fig. 33, Jurkat and THEP-1
cells used as a positive control [21] also expressed IL-10
receptor mENA. However, mENA for IL-10 receptor
could not be amplified in HT-20 or T84 cells

Expression of antigen presentation-associated
molecules on HT=29 and SW 1116 cells

SW 1116 and HT-20 cells constitutively expressad MHC
class [ and ICAM-1 molecules (Fig. 4). However, SW 1114
cells strongly expressed these antigens, whereas HT-20
displaved low expression. Moreover, SW 1116 cells pre-
sented low HLA-DR expression, whereas HT-20 cells were
negative. Regardless of the conditions used, CDa0 was
never expreszed on both cell lines. Daudi cells, a human
Burkitt lvmphoma line used as a positive control, strongly
expressed CDa0 (data not shown). Moreover, by RT-PCR,
we were not able to detect any mBMNA for CD&0 in SW
1116 and HT-20, whereas CD&0 mBENA was detected in
peripheral blood mononuclear cells used as positive control
(data not shown). The effect of LPS {1 pgmL ") was then
analysed on MHC class [, HLA-DR and ICAM-1 suface

1 =HT-29

2=5W 1116
B actin I-TH4

4 = Jurkat

5=THP I

-1 R
6 = normal cells

Figure 3 Agarose gel stained with ethidum bromide showing

RT-PCR product for IL-10 receptor or f-actin mEMA in colon
adenocarcinoma cell lines HT-29, W 1116 and T84, in Jurkat
and THP1 lymphoma cell lines, and in freshly sclated normal

colonic epithelial cells.

expression in SW 1116 and HT-20 cells (Fig. 4). LPS
significantly up-regulated ICAM-1 cell-surface expression
in SW 1114 (P <0-05) but not in HT-29 cells (Fig. 4). Mo
significant modulation was noted on HLA class T and
HIA-DE expression in either cell line. When cells were
cultured with TFN-y (1000 U mL-") for 48 h, a strong up-
regulation of HLA-DR, class I and ICAM-1 antigen
expression was observed on both cell lines (Table 1). It is
noteworthy that HLA-DE, which was not expressed on
HT-20 cells, was induced by IFN-+.

IL-10 did not modulate MHC class 1, HLA-DR and
ICAM-1 expression on colonic epithelial cells

The effect of IL-10 on antigen presentaton-associated
molecule expression was analvsed in SW 1116 and HT-
29 cells. Interleukin 10 used at 10ngmI~"' (data not
shown) or at 20ngmL™" (Fig. 5 did not significantly
modulate HLA-DR, class I or ICAM-1 antigen basal
expression in SW 1116 cells. Similar results were obtained
in HT-29 cells (data not shown). Moreover, when cells
were stimulated with LPS (1 pggmL ") together with IL-10,
no modulation of these antigens was noted (Fig. 5). Finally,
IL-10 was still unable to modulate the cell surface expres-
sion of these molecules even when greatly enhanced by
IFN—y (Table 1). The biological actvity of IL-10 was
controlled by analysis of the modulation of HLA-DR
expression on peripheral blood monocyvtes (data not
shown). We also performed RT-PCE on SW 1116 and
HT-20. Whatever the conditions were, IL-10 did not
down-regulate HILA-DE, ICAM-1 or HLA class 1
mRMNA expression (data not shown).

LIPS and IFN-+ down-regulate biotinylated IL-10
binding

The effect of IFN—y (1000 UmL"} and LPS (1 pgmL-%
on IL-10 binding to its receptor was analysed using the IL-
10 fluorckine kit. 5W 1116 (Fig. 6) and HT-22 {data not
shown) were cultured in the absence or presence of [FN—y
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Figure 4 Flow cytometry analysis of HLA-DE, ICAM-1 and MHC clasz [ expression by SW 1116 (a) and HT=29 (b) cells stimulated
or not by LPS (1 pgmL ™" for 72 h. Results are expressed as means + SEM of the MFI obtained in three separate experiments.

and LPS for 48 h. As illustrated in Fig. 6, IFN-y and LPS
decreased the binding of biotinylated IL-10 on both ceall
lines.

Discussion

The present study shows that freshly isclated normal
colonic epithelial cells and different human colon adeno-
carcinoma cell lines bound biotinylated IT-10 similarly to
THP1 or Jurkat lvmphomas. Moreover, [L-10 receptor
mBNA was detected by RT-PCR in SW 1116 cells and
normal colonic epithelial cells, but not in HT-20 and Ta4
cells. These cell lnes expressed antigen presentation-
associated molecules, but IL-10 failed to regulate their
basal or stimulated (LPS or IFMN-y) expression.

The use of a bictinylated cytokine showed that II-10
bound to normal colonic epithelial cells and HT-29, Ta4
and SW 1116 human colonic epithelial cells, which is in
agreement with observations reported in abstract form
[22-24]. In a previous study, we showed that SW 1116
displayed features of differentiated cells, i.e. polarization,
high alkaline phosphatase or dipeptidyl aminopeptidase TV

enzyme activities, whereas HT-29 cells were for the most
part poorly differentiatad [25]. A similar [L-10 binding was
detected on undifferentiated HT-20 cellz and differentiated
SW 1116 cells. Moreover, butyrate-treated HT-20 cells
bound biotinvlated [L-10 similarly to untreated cells
(data not shown). Thus, no relationship was observed
between colonic carcinoma differentiation and IL-10 bind-
ing. Howvever, when normal colonic epithelial cells were
screened for [L-10 binding, around 45% of the prepared
isolated cells displaved no IL-10 binding. The nature of
these cells remains to be characterized. The absence of TL-
10 receptor mBEMNA in T84 and HT-20 cells that bound
specifically biotinylated IL-10 raised two hypothesis. Either
the receptor expressed on these cells is truncated or
mutated 1n the fragment amplified using the selected
primers, or IECs express a new IL-10 receptor, vet umi-
dentifisd.

The expresszion of antigen presentation-associated mole-
cules on human colorectal carcinoma cells is well docu-
mented [26,27]. Our study showed that class 1 or ICAM-1
antigen expression was low for HT-29 cells but high for SW
1116 cells, which in fact exhibited a low level of HLA-DR
expression. Proinflammatory molecules such as IFN-y
modulated these expressions. Moreover, LPS up-regulared

Table 1 Effect of IFN-y and IL-10 on expression of cell surface antigen by SW 1116 and HT-29 cells.

SWllle HT-z0

Contral TEN—y IFN-y + IL-10 Contrel TFN- TFN-y + IL-10
HLA-DR jeax0l lo4=x0-3 10-3x0-2 0-2x01 34+ 30 30x2-8
ICAM-1 21.9x1-5 65,9+ 132 6l-2+9-5 1-0x0-4 81 *6-5 10.7+99
Class 1 T54*158 106.4 % 26-3 964+ 11-8 1-0x0-2 49 * 36 4.4*38

Results correspond to the mean relative flucrescence intensity (MFT) of 3000 cells determined by flow eytometry. In the table, the
mean = SEM of the MFI obtained in three separate experiments are provided. IFN-y was used at 1000 U mL™" and IL-10 at 20ng mL™".
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0T 404 ® O LPS 1 (ugmi:)
O control B 1L-10(20 ng mI:)
30+ @ 1L-10 (20 ngmE:') 30+
E 20 20
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HLA-DR ICAM-1 class |

HLA-DR ICAM-1

class I

Figure 5 Effect of IL-10 (20 ngmL™") on HLA-DR, ICAM-1 and MHC class I expression by SW 1116 stimulated (b) or not {a) with
LPS (1 ugmL ™"}, Results are expressed as means = SEM of the MFI obtained in three separate experiments.

ICAM-1 cell-surface antigens on SW 1116 but had no
effect on HT-29 cells. A lack of LPS effect has already been
reported for HT-29 and T84 cells [28]. However, an effect
of LPS on a colon carcinoma cell line (SW 620) was also
reported in another study [29]. Nevertheless, it has been
reported that the expression of [CAM-1 on epithelial cells,
both in vive and in vitro, is limited to the apical side, and
that its regulation depends largely on the nature of the
pathogenic bacteria used [28]. Our results for SW 1116
cells indicate that bacterial LPS may also be involved in
ICAM-1 regulation in epithelial cells, thereby contributing
to the inflammatory process and attracting neutrophils to
the epithelial surface.

The expression of antigen presentation-associated mole-
cules by IECs and the potential regulation by proinflam-
matory molecules indicate the potential role of IECs in
antigen presentation. Several studies have shown the capa-
city of IECs to present antigens [15-18]. A recent study
reported two pathways of class II antigen processing by

IECs and found that IECs behaved like professional APCs
after IFN—-y stimulation [18]. In this context, IL-10 plays a
major role in the regulation of antigen presentation by
several APCs [7-9]. As IECs can behave like APCs, it is
conceivable that IL-10 regulates IEC expression of antigen
presentation-associated molecules, egpecially HLA-DR.
However, our study showed that IL-10 was unable to
regulate the expression of antigen presentation-associated
molecules, even after stimulation with LPS or IFN-+. IL-
10 has been shown to regulate MHC class II antigens on
several APCs, including monocytes [7] and microglial cells
[10], resulting in a reduction in their ability to present
antigens. However, IL-10 inhibited antigen presentation by
astrocytes and dermal microvascular endothelial cells
through another pathway than down-regulation of MHC
class IT antigens [11-13]. In fact, several studies have
shown that IL-10 affects antigen presentation through
modulation of CD80/B7 [11-13] or ICAM-1 [11] expres-
sion. Yet we found that B7/CD80 was not expressed by the

IFN-y

18 1688 1868

-1 1 18

188

1888

Figure 6 Effect of IFN-y (1000 UmL™) and LPS (1 ugmL™") on the binding of biotinylated IL-10 on SW 1116 cells as analysed by
flow cytometry using the IL-10 fluorokine kit. Soybean trypsin inhibitor was used as a negative control (a). Histograms represent the
relative fluorescence intensity obtained with biotinylated IL-10 in control cells (¢) or in cells treated by IFN-y or LPS (b). Negative
control of IFN-y and LPS-treated cells (not shown) were similar to that of untreated cells. The figure shows the graphs obtained in one

experiment representative of three experiments performed.
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human colonic epithelial cell lines tested, even after stimu-
lation with IFIN-y or LPS. Moreover, ICAM-1 was not
modulated by IL-10. IECs can regulate T-cell activation
through interaction with a non-conventional class I antigen
(CD1d [30]) or with a gp180 molecule [31], and IFN-y
modulates CD1d surface expression on epithelial cells
[32]. The potental regulation of CDd expression by IL-
10 has not been studied. It is noteworthy that a down-
regulation of IL-10 receptor expression was observed in our
study under stimulation with IFN-y or LPS, as described
elsewhere for HT-22 and T84 cells [22].

Although our results show that IECs expressed IL-10
receptor, the potential role of IL-10 on IECs is stll
unknown. Interleukin-10 may be able to modulate cell
proliferation because Panja et al. [22] noted twofold
enhancement of cell growth after addition of IL-10 to
culture medium. Conversely, a 40% inhibition of HI-29
cell growth was reported in the presence of IL-10 [24]. Our
tests of the effect of IL- 10 on the proliferation of HT-20 and
SW1114 revealed no modulation of cell proliferation and
no modification of cell cycle progression analvsed by fow
cyvtometry after DMA staining with propidium iodide (data
not shown). Finally, Madsen et al. [33] found that IL-10
prevented cyvtokine-induced disruption of T84 monolayver
barrier integrity and limited chloride secretion. This effect
may contribute to the potentially beneficial role of IL-10 in
IBD, in addition to modulaton of the immune system.
Mevertheless, it is still uncertain whether IL-10 is involved
in the regulation of antigen presentation by I[ECs.
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V.2. « RDP58, un nouveau peptide immunomodulateur : étude pharmacologique
dans le modé¢le de colite induite par ’acide trinitrobenzéne sulfonique et dans la maladie

de Crohn. »

V.2.1. Résumé

Le TNF joue un rdle clef dans la physiopathologie de la MC. Le RDPS58 est un nouveau
peptide ayant des propriétés immunomodulatrices. Récemment, il a ét¢ démontré que la
RDP58 inhibait la synthése de TNF a un niveau traductionnel. Le but de cette étude était
d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires du RDP58 dans un mode¢le de culture ex vivo de
muqueuse de patients atteints de MC et dans un modele in vivo de colite induite par le TNBS
chez le rat.

Les biopsies coliques et les cellules mononucléées isolées de la lamina propria de 18 patients
atteints de MC active ont été cultivées pendant 24 h en présence ou en absence de RDP58. La
sécretion de TNF a été quantifiée par bio-essai, celle d’IFN-y et d’IL-13 par ELISA. La colite
a ¢t¢ induite par I'instillation intrarectale d’acide 2, 4, 6 Trinitrobenzene Sulfonic (TNBS)
chez le rat. L’inflammation a été évaluée apres 7 jours de traitement oral par RDP58 ou un
placebo.

Le RDP58 entrainait une diminution de la production de TNF et d’IFN-y mais pas d’IL-1f3 par
les biopsies et par les cellules mononucléées isolées de la lamina propria des patients atteints
de MC. Le traitement oral par RDP58 a diminué I’intensité des signes cliniques, la perte de
poids et amélioré significativement les scores histologiques et macroscopiques
d’inflammation colique chez les rats.

Nos résultats suggerent que le RDP58 pourrait devenir un traitement oral efficace de la MC

chez ’homme.

V.2.2. Publication 2 : « Scand J Gastroenterol 2003;38:526-32 »
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Summary
Background: Tumour Necrosis Factor (TNF) plays a key role in the pathogenesis of Crohn’s
disease (CD). RDP58 is a novel anti-inflammatory decapeptide which was developed using a
novel rational design strategy. Recently, RDP58 has proved to be a potent inhibitor of TNF
production at a post-transcriptional step. The aims of this study were to investigate the anti-
inflammatory properties of RDP58 ex vivo in human CD and in vivo in an experimental model
colitis.
Methods: Biopsies and lamina propria mononuclear cells from inflamed colonic mucosa of
18 CD patients were cultured for 24 h in the presence or absence of RDP58. TNF was
quantified in a bioassay; interferon (IFN)-y and interleukin (IL)-1f levels were measured by
enzyme-linked immunosorbent assays. Colitis was induced by intra-rectal administration of 2,
4, 6 Trinitrobenzene Sulphonic acid (TNBS) in rats. Inflammation was assessed following 7
days of oral therapy with RDP58 or vehicle alone.
Results: RDP58 led to decreased TNF and IFN-y (but not IL-1f3) production by biopsies and
lamina propria mononuclear cells from CD patients. In rats with TNBS-induced colitis, oral
RDP58 therapy reduced weight loss and diarrhoea and improved macroscopic and histological
inflammation scores.
Conclusions: Our results suggest that RDP58 may be an effective therapy for CD with the
clinical advantage of an oral administration.
Key words: Crohn’s disease; Inflammation; Inflammatory Bowel Disease; TNF; RDP58.
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Crohn's disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease (IBD) associated with
significant morbidity and substantial economic costs (1-3). Pro-inflammatory and type-1
cytokines [e.g. interleukin (IL)-1, tumour necrosis factor (TNF) and interferon (IFN)-y] are
implicated in CD pathogenesis and are thus obvious targets for new attemps at therapy (4).
There i1s abundant evidence that TNF plays a pivotal role in the pathophysiology of CD. TNF
levels are elevated in intestinal mucosa, stool, serum, lamina propria mononuclear cells
(LPMNC) and peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) in CD patients (5-9). TNF also
modulates other pro-inflammatory molecules, making it an attractive target for intervention
(10). The most compelling evidence that TNF plays a major role in CD comes from studies
employing TNF antibodies. Several therapeutic trials have demonstrated the efficacy of anti-
TNF monoclonal antibody (mAb) therapy in patients with moderate to severe CD who failed
to respond to conventional therapies (11,12). However, the mechanism by which anti-TNF
mADb mitigates CD symptoms, has not been fully elucidated. It has been suggested that the
beneficial effect results from neutralisation of soluble and membrane-associated TNF as well
as from lysis of TNF-expressing cells by antibody-dependent cytotoxicity and T Lymphocytes
apoptosis (13,14). Unfortunately, mAb-therapy may result in a host anti-mAb antibody
response with subsequent immediate infusion reactions, serum-sickness and delayed
hypersensitivity reactions (15). Therefore, it seems relevant to search for other therapeutic
strategies to reduce TNF-mediated inflammation. TNF inhibition or blockade may be
achieved using a variety of agents including: (i) prostanoids or TGF-3 which inhibit TNF
protein synthesis; (ii) Inhibitors of the TNF alpha converting enzyme (TACE) which is
involved in the process and release of TNF; (iii), Recombinant soluble TNF receptors which

bind and neutralise TNF.
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Down-regulation of TNF may also be effected via a novel anti-inflammatory peptide,
RDP58. This peptide was developed using a computer-assisted, rational design approach
based on peptides derived from the heavy chain of the HLA Class I molecules (16-21). In
vitro, such peptides, particularly those derived from HLA-B2702 and HLA-BO7 can inhibit
the cytotoxicity and differentiation of cytotoxic T cells. In vivo, they were shown to prolong
allograft survival in rodents (16-19). A second generation of immunomodulatory peptides has
been developed (22) including RDP1258 and its D-isomer RDP58, which have shown
enhanced efficacy both in vivo, in rodent allograft models, and in vitro, in inhibiting
cytotoxicity in human and mouse T lymphocytes (23,24). Despite the effectiveness of RDP
1258 and RDP58 in these models, their mechanism of action is not fully elucidated. Early
observations indicated that the peptides did not interact directly with T cell receptors or NK
cell inhibitory receptors (16,17). More recently, it was shown that RDP58 inhibited TNF
synthesis without altering TNF mRNA expression, which suggests that the peptide acts at a
post-transcriptional step (25).

This potent inhibition of TNF prompted us to investigate the effect of RDP58 on the
production of pro-inflammatory cytokines by biopsies and LPMNC obtained from patients
with CD. In addition, the therapeutic effect of orally administered RDP58 was studied in the

TNBS-induced colitis model in rats.
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Materials and Methods

Patients

Eighteen patients with CD involving the colon (with or without associated ileitis) were
prospectively enrolled in the study after informed consent was obtained. Fifteen of these 18
patients (7 males, 11 females; 18-72 years old) had active disease as shown by a CDAI higher
than 150. The demographic characteristics of the 18 patients are summarised in table 1. At the
time of the study, four patients were on steroids, four aminosalycilates and steroids, four
azathioprine and one aminosalycilates, whereas five patients were receiving no medication.
Colonoscopy was performed under general sedation, and approximately 10 biopsies per

patient were taken in inflammatory segments, usually close to ulcerations.

Tissue and cell culture conditions

All tissue culture products were from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Immediately after
colonoscopy, biopsies were washed twice in 0.9 % NaCl, weighed and cultured in 24 well-
plates for 24 h in RPMI-1640 supplemented with 10% Foetal Calf Serum (FCS), L-glutamine,
penicillin, streptomycin and gentamycin (complete medium). Each biopsy specimen was
cultured in one ml of complete medium. Based on preliminary experiments (25), RDP58
(SangStat Medical Corporation, Fremont, CA) was added in complete medium to a final
concentration of 0, 5, 10 or 50 uM. Supernatants were recovered for cytokine measurement.
LPMNC were isolated from colonic biopsies immediately after colonoscopy by the
method of Bull and Bookman (26). Briefly, biopsies were incubated in FCS-free medium

supplemented with | mM EGTA and 0.1% bovine serum albumin (BSA) at 37°C for 30 min,
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and then with 100 U/ml of type VIII collagenase (Sigma, France) for another 30 min. After
Ficoll density gradient centrifugation, LPMNC were seeded in 24 well-plates and cultured for
24 h in complete medium in the absence or presence of RDP58 (5, 10 or 50 uM). LPMNC
were cultured at a concentration of 10° cells/ml of complete medium. Supernatants and cells
were recovered separately, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C prior to cytokine

quantification or RNA isolation.

Measurement of cytokine production

Biologically active total TNF was measured using the WEHI 164 clone 13-cell killing assay
(27). WEHI 164 cells (30,000) were cultured in 96 well-plates in complete medium
supplemented with Actinomycin D (2pg/ml), LiCl, (40 mM), and LPMNC or biopsies culture
supernatants for 18 h. The TNF concentration was determined by measuring the cytotoxicity
of the culture supernatants on highly sensitive WEHI 164 clone 13 in a MTT (Sigma, France)
colorimetric assay. Results were normalised to a standard curve obtained by successive
dilution of human recombinant TNF (Peprotech) from 1000 to 0.03 pg/ml. Concentrations of
total TNF are expressed as pg/ml for LPMNC and pg/mg for biopsies. IFN-y and IL-1(
concentrations were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
commercially available recombinant cytokines and antibodies, according to manufacturer’s

instructions (Pharmingen, San Diego, California).

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction and densitometry

One microgram of total RNA was reverse transcribed in a reaction volume of 20 ul using
random primers (Pharmacia, Saclay, France) and the Superscript II murine moloney leukemia

virus reverse transcriptase, according to the instructions of the manufacturer (Life
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Technologies, Cergy Pontoise, France). PCR was performed in the linear range of
amplification (determined for each primer pair-cDNA combination). Standard PCR reactions
were performed in a 50 pl volume containing 1 pl of the RT reaction, 1 ul of each primer
solution (50 uM), 1 pl of ANTP solution (10 mM each), 3 ul of MgCl, (25 mM), 5 pul of 10X
Goldstar DNA polymerase reaction buffer, and 0.1 pl (0.5 U) of Goldstar DNA polymerase
(Eurogentec, Seraing, Belgium). Each PCR cycle consisted of 1 min at 92°C, 1 min at 58°C
and 1 min at 72°C. The following sense/antisense primers (Genosys, Pampisford, UK) were

used for amplification:

TNF: 5'-AAGCCTGTAGCCCATGTTGT-3" and 5'-CAGATAGATGGGCTCATACC-3';

IL-1B: 5'-TGCCCGTCTTCCTGGGAGGG-3' and 5'-GGCTGGGGATTGGCCCTGAA-3";
IFN-y: 5’-TCGTTTTGGGTTCTCTTGGC-3’ and 5’-GCAGGCAGGACAACCATTAC-3’
GAPDH: 5’TTCATTGACCTCAACTACAT-3’ and 5’-GTGGCAGTGATGGCATGGAC-3’

Ten pl of the PCR reaction were electrophoresed in 1.5% agarose gel, and amplified
cDNA fragments were stained with ethidium bromide. Signals were then quantified by a laser
densitometer. Data were normalized based on the detected amounts of GAPDH mRNA levels.

2, 4, 6-Trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-induced colitis in rats

Animal experiments were performed in accordance with governmental guidelines (No.
87/848). The TNBS-colitis model has already been described in detail (28-30). Twenty Male
Sprague Dawley rats (250 g; Janvier Laboratories, Le Genest, St Isle, France) were fasted for
24 h, anaesthetised with pentobarbital, and treated with a single intra-colonic administration
0f2,4,6-TNBS acid (25 mg in 30% ethanol). Groups of 10 rats were used in each experiment.
For each experiment, TNBS-treated rats were randomly divided into two groups and
treated with an oral dose of RDP58 (5 mg/kg) or water (control) once daily for 7 days.

Treatment by RDP58 or water was started 8 hours after induction of the colitis. Rats were
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housed individually, weighed daily and sacrificed on day 8. Occurrence of diarrhoea was
assessed by the presence of soft stools. An independent observer quantified macroscopic
damage. As describe by Wallace et al. (31), the following parameters were taken into
consideration and scored: hyperaemia without ulcer, hyperaemia and thickening of the bowel
wall without ulcer, number and extent of sites of ulceration (31). For histological analysis,
segments of 0.5 cm from the most inflamed part of the distal colon were removed, fixed in
10% formalin and embedded in paraffin. Sections were stained with haematoxylin-eosin and
an independent pathologist quantified histological damage. As described previously (28,30)
the following parameters were analysed: extent of ulceration, sub-mucosal infiltrate, crypt

abscesses and colonic wall thickness (table 2).

Statistical analysis

Comparisons between multiple groups were done using ANOVA with Bonferroni correction
(normal distribution) or Kruskal-Wallis analysis of variance (non-normally-distributed data).
Significance for differences between values was analysed by unpaired Student’s #-test (normal
distribution) or the U Mann-Withney test (non-normally-distributed data). P values < 0.05

were considered statistically significant.
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Results

Effect of RDP58 on TNF production by biopsies from CD patients

Addition of RDP58 resulted in a reduction of TNF levels, which was statistically significant at
a dose of 50 uM RDP58 (n = 7, p=0.03). Median TNF concentrations (quartile ranges) were
23 (9.2-63.7) pg/mg for untreated biopsies and 6 (2.7-14.7) pg/mg in the presence of 50 uM
RDP58 (Fig. 1). The reduction of TNF production by RDP58 was independent of the presence

or absence of immunosuppressive therapy prior to colonoscopy.

Effect of RDP58 on cytokine production by LPMNC from CD patients.

RDP58 did not affect LPMNC viability assessed by trypan blue exclusion (data not shown).
As expected, LPMNC produced high levels of TNF (n = 11 patients), IL-1p and IFN-y (n="7
patients) in culture supernatants.

Addition of RDP58 significantly and dose dependently reduced TNF and INF-y levels
(ANOVA, p<0.05), but had no effect on IL-18 production (Fig 2). TNF concentrations (mean
+ SEM) were 276 + 63 pg/ml for untreated LPMNC, 184 + 44 pg/ml in the presence of 10 uM
RDP58 and 120 + 30 pg/ml in the presence of 50 uM RDP58 (Fig. 2A). Similarly, mean IFN-
v concentration fell from 19 + 7 pg/ml in control conditions to 13 = 6 and 7 + 3 pg/ml in the

presence of 10 and 50 uM RDP58, respectively (Fig. 2B).

Effect of RDP58 on cytokine mRNA steady-state levels
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The effect of RDP58 on cytokine production prompted us to analyze cytokine mRNA
expression in LPMNC isolated from numerous biopsies of three CD patients cultured with or
without RDP58 for 24 h. Following RT-PCR and gel separation of amplification products,
cytokine and GAPDH mRNA levels were quantified by densitometry. No significant effect of

RDP58 on TNF-a, IL-1p or IFN-y mRNA levels was observed (Fig. 3).

Effect of RDP58 on TNBS colitis

As compared with control animals (TNBS colitis not treated by RDPS58), those receiving
RDP58 orally showed less diarrhoea (soft stools) and improved weight gain (ANOVA,
p<0.05) (Fig. 4).

In TNBS-treated control animals, macroscopic analysis on day 8 revealed a severely
inflamed, dilated segment of the distal colon adherent to adjacent organs, whereas few signs
of colonic inflammation were seen in RDP58-treated animals (Fig. 5A). The colonic lumen of
all TNBS-treated rats displayed severely inflamed mucosa with ulceration, often involving the
entire circumference of the bowel (fig. 5B). These signs of inflammation were less frequent in
TNBS-treated animals undergoing RDP58 therapy (Fig. 5B), as reflected by a reduction of the
macroscopic score (Fig. 5C). Histopathological studies of colonic sections confirmed that
RDP58 treatment reduced mucosal ulcerations, inflammatory infiltrates and bowel wall

thickness (Fig. 6A), resulting in a significant decrease of the global score (Fig. 6B).
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Discussion

Our results in ex vivo conditions, as determined by biopsies and LPMNC isolated from
inflamed colonic mucosa of CD patients, indicate that RDP58 decreased human TNF and
IFN-y production, but had no effect on IL-1f production. These findings are consistent with
the in vivo improvement observed in TNBS colitis after a week's administration of oral

RDP38.

Our study in CD patients was not a therapeutic trial but rather a pharmacological
approach using a validated ex vivo culture technique (28,32). Indeed, we and others have
shown that this model is able to detect a significant reduction of so-called inflammatory
cytokines, notably TNF, after administration of substances as different as butyrate,
oxpentifylline or 1L-10 (28,33,34). In the present study, biopsies were taken in the most
inflammatory segments in order to ensure high baseline production of inflammatory
cytokines. The dose found to be effective (50 pM) is in agreement with previous in vitro data
for human monocytic THP-1 cells (25). The results obtained with LPMNC strongly support
the data obtained on biopsies and show a significant dose-dependent effect of RDP58 on TNF
production (fig 2A). With respect to the other inflammatory cytokines, the same response
pattern has already been reported in previous work (i.e. a reduction of IFN-y production and a
lack of effect on IL-1B). The reasons for this differential effect on cytokines are not well
known but illustrate the relative specificity of RDP58, which is more specifically TNF-
targeted (25).

The in vivo effect of the peptide was also studied in TNBS-induced colitis, a well-

documented experimental model of intestinal inflammation that mimics several features of
human CD (35). In fact, administration of TNBS induces immune responses associated with
increased production of IFN-y and TNF-a (35-37). The predominant role of TNF in TNBS-
induced colitis has been further emphasised by a dramatic reduction of inflammation after
intra-peritoneal injection of anti-TNF antibodies (37). In contrast, TNF knock-out mice are
resistant to TNBS colitis (37). In the present study, TNBS-inflamed rats receiving RDP58
gained more weight and had less diarrhoea than vehicle-treated control animals. This clinical

benefit was associated with a significant decrease of both macroscopic and histological scores
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of inflammation. These findings are consistent with recent observations showing that RDP58
can reduce inflammation in the mouse DSS-colitis model (38), and induce prolonged
remission in primate model of colitis (39).

It has been demonstrated that the anti-TNF activity of RDP58 occurs at a translational
level and depends on control elements located in the 3'UTR of TNF mRNA (25).
Accordingly, experiments conducted in our laboratory did not reveal any change in the TNF
mRNA levels after incubation of LPMNC from CD patients with RDP58. In addition to
inhibition of TNF, RDP58 administration is associated with an up-regulation of HO-1 (21,23),
the protective rate-limiting enzyme involved in oxidative degradation of heme into biliverdin,
iron and carbon monoxide (CO). Modulation of HO activity is associated with the inhibition
of immune-effector functions including cytokine production. Several studies have found a
protective role for induced HO-1 in tissue injury and inflammation, particularly in the TNBS-
induced colitis model (40-42). It was recently demonstrated that some anti-inflammatory
effects of HO-1 might be mediated by CO. In particular, CO can act as a potent anti-
inflammatory molecule inhibiting TNF expression at a post-transcriptional level (41).
Therefore, additional studies are needed to clarify the contribution of HO-1 modulation by
RDPS58 to the anti-inflammatory effects of RDP58 therapy.

Our results show that RDP58 therapy inhibits inflammatory cytokine production in human
tissue specimens from CD patients and is effective in mitigating the TNBS-induced colitis
model in rats. Taken together, these data indicate that RDP58 as a very promising therapy for
CD with the clear advantage of oral administration relative to current anti-TNF antibodies. In
the perspective of therapy in human diseases, the safety and tolerance of this drug were
recently evaluated in a Phase I trial. The safe dose of orally administered RDP58 reported in

this trial (up to 300 mg daily) was well-tolerated for 28 days (39).
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V.3. « Le butyrate inhibe la réponse inflammatoire via I'inhibition de NF-xB:

implication pour la Maladie de Crohn. »

V.3.1. Résumé

Les cytokines pro-inflammatoires sont produites en exces au cours de la MC. L'activation du
facteur nucléaire (NF)-«xB, responsable de la transcription de leurs genes, est augmentée dans
la muqueuse intestinale de ces mémes patients. Compte tenu du bénéfice clinique des
lavements de butyrate pour le traitement des colites, nous avons évalué¢ les capacités du
butyrate a prévenir l'inflammation au cours de la MC et ses effets sur la production de
cytokines pro-inflammatoires.

Méthodes : Des biopsies intestinales, de patients atteints de MC ainsi que des cellules
mononucléées isolées de la lamina propria (LPMC) ou du sang périphérique (PBMC) ont été
cultivées 24 heures en présence ou absence de butyrate. Les effets du butyrate sur la
production du TNF et l'expression des ARN messagers (ARNm) de I'IL-1, I'IL-6 et du TNF
ont ¢été analysés par dosage dans les surnageants de culture et par RT-PCR. L'activation du
facteur NF-xB en présence ou non de butyrate, a été déterminée par immunofluorescence et
des expériences de génes rapporteurs. De plus, les taux de la protéine [-kBa, inhibiteur
cyrtoplasmique du facteur NF-«xB, ont été analysés par western-blot. Finalement, 'efficacité
du butyrate a traiter une colite inflammatoire in vivo, a été déterminée chez le rat dans un
modele expérimental de colite inflammatoire induite par l'acide trinitrobenzene sulfonique.
Résultats : Le butyrate diminuait la production de TNF et l'expression des ARNm des
cytokines pro-inflammatoires, par des biopsies intestinales et des LPMC de patients atteints

de MC. De plus, le butyrate inhibait l'expression des cytokines pro-inflammatoires induites
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par le lipopolysaccharide (LPS) par des PBMC, en association avec une inhibition de la
translocation nucléaire de NF-xB. Alors que l'activité transcriptionnelle de NF-«B, induite par
le LPS, était diminuée en présence de butyrate, les quantités de [-kBo étaient augmentées.
Finalement, des lavements au butyrate amélioraient la colite induite expérimentalement chez
le rat.

Conclusion Le butyrate diminue la production de cytokines pro-inflammatoires via une
inhibition de l'activation de NF-«B et de la dégradation de I-xB. Ces propriétés apportent des

bases rationnelles a son utilisation dans le traitement de la MC.

V.3.2. Publication 3 : « Gut 2000;47:397-403. »
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Butyrate inhibits inflammatory responses through
NFkB inhibition: implications for Crohn’s disease

J-P Segain, I} Raingeard de la Blétiére, A Bourreille, V Leray, N Gervois, C Rosales,
L Ferrier, C Bonnet, H M Blottigre, J-I* Galmiche

Abstract
Bachgroundlagim—Proinflammatory cy-
tokines are key factors in the pathogenesis
of Crohn's disease (CD). Activation of
nuclear factor kappa B (NFkB), which is
involved in their gene transcription, is
increased in the intestinal mueosa of CD
patients. Az butyvrate enemsas may be bene-
ficial in treating colonic inflammation, we
investigated if butvrate promotes this
effect by acting on proinflammatory cyto-
kine expression.

Methods—Intestinal biopsy specimens,
isolated lamina propria cells (LIPMC), and
peripheral  blood mononuclear  cells
(PBMC) were cultured with or without
butvrate for assessment of secretion of
tumour necrosis factor (TNF) and mRNA
levels. NFxB p65 activation was determined
by immunofluorescence and gene reporter
experiments. Levels of NFkB inhibitory
protein (IkBu) were analysed by western
blotting. The in vivo efficacy of butvrate
was assessed in rats with trinitrobenzene
sulphonic acid (TNBS) induced colitis.
Results—Butvrate decreased TNF pro-
duction and proinfammatory cvtokine
mRNA expression by intestinal biopsies
and LPMC from CD patients. Butyrate
abolished lipopolysaccharide (LI*S) in-
duced expression of cytokines by PBMC
and transmigration of NFkB from the
cytoplasm to the nuclens. LIPS induced
NEFkB wanscriptional activity was de-
creased by butvrate while IkBa levels were
stable. Butyrate treatment also improved
TNBS induced colitis.
Conclusions—Butyrate  decreases pro-
inflammatory cviokine expression via in-
hibition of NFkB activation and IkBao
degradation. These anti-inflammatory
properties provide a rationale for assess-

ing butyrate in the weatment of CD.
(Gur 2000,47:307—-403)

Keywords: inflammation; butyrate; Crohn's disease;
nuclear factor kappa B; cytokines

It is well established that proinflammatory
cytokines (for example, interleukin (IL) 1,
IL-6, and tumour necrosis factor (TINE)) play
a kev role in the pathogenesis of Crohn's
dizeaze (CD), a major inflammatory bowel dis-
ease (IBD).' * Several studies have shown that
increased TNF-a¢ and TNE-} levels in intesti-
nal mucosa, stool, serum, lamina propria
mononuclear cells (LPMC), and peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) are particu-
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lar features of CID.*® Steroid treatments disrupt
the cyvtokine cascade of the inflammatory pro-
cess but their systemic action and side effects
can be harmful, particularly during long term
treatment. The same is true for other drugs
such as aminosalicylates which are of limited or
marginal benefit, especially when used as a
prophylactic against relapse. New therapeutic
approaches are being developed to limit or
neutralise the action of agents involved in the
inflammatory process. In many inflammatory
disorders TNF-u is considered a good target
for therapy as its neutralisation can lead to a
reduction in the levels of other proinflamma-
tory mediators."” The pivotal role of TNF-a in
inflammatory responses has been demon-
strated by the efficacy of antibodies directed
against TNF-o in CD and rheumatoid
arthritis. """

Recent studies hawe shown that the tran-
scription factor nuclear factor kappa B (NFxB)
may also be a good target for therapy. ' NFxB
is known to play a central role in immune and
inflammatory responses and is involved in
transcriptional regulation of many cytokine
genes, including TNFE." The primary form of
NFxB consists of a heterodimer of NFxB1
(p50) and RelA (p63) which is sequestered in
the cytoplasm by tightly bound inhibitory pro-
teins of the inhibitor protein kappa B (IxB)
family. NFxB can be activated by several
stimuli, including proinflammatory cvtokines
or bacterial lipopolysaccharide (LPS). In re-
sponse to stimuli, IkB is phosphorvlated, ubig-
uitinated, and degraded, thus allowing NFxB
to translocate to the nucleus where it can
induce gene transcription by binding to specific
promoter elements.” Increased activation of
NFkB p65 has been reported in colonic biopsy
specimens from patients with CD." ** Further-
more, administration of an antisense oligonu-
cleotide against NFkB p65 gave impressive
results in two mice models of experimental
colitis by inhibiting intestinal inflammation.'®

Deespite these promising new therapies, at
present CD treatments are limited to amino-
salicylates, corticostercids, and immunosup-
pressants.  Butyrate, which is produced by
bacterial fermentation of dietary fibre, plays an

Abbreviations used In this paper: CI}, Crohn's
disease; [BDy, inflammatory bowel disease; THE,
tumour necrosis factor; IL, inter eukin; THBS,
trinitrobenzene sulphonic acid; LS,
lipopolysaccharide; PBMC, peripheral blood
monomiclear cells; LPMC, lamina propria
maonomiclear cells; MFB, nuclear factor kappa By, IvB,
inhibitor protein kappa B; RT-PCR, reverse
transcription-polymerase chain reaction; TSA,
trichostatin A
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important physiological role in maintaining the
health and integrity of the colonic mucosa.'® It
provides the primary energy source for the
colonic epithelium and also regulates epithelial
cell proliferation and differentiation. Butvrate
has been shown to reduce inflammation in
experimental colitis induced in rats by trinitro-
benzene sulphonic acid (TNBSY® but no
mechanism of action was proposed. In ulcera-
tive colitis this effect was attributed to restora-
tion of energy metabolism in colonocytes.™
However, recent studies do not support this
concept, at least regarding the primary nature
of the deficiency. Conversely, other studies
have demonstrated that butyrate exerts immu-
nomodulatory effects, for example downregu-
lation of T cell responses, induction of Thl cell
anergy, and modulation of antigen presentation
associated molecules. ™™

In this study we investigated if butvrate
reduces inflammation in CD through an
inhibitory effect on proinflammatory cytokine
expression and the transcription factor MFxB.

Materials and methods

PATIENTS AND BIOPSIES

Seventeen patients with CD {nine males, eight
females; aged 18-75 vears) and six healthy
controls (three males, three females; aged
27-65 vears) were prospectively included. At
the time of the study, four patients were receiv-
ing steroids, six 5-aminosalicyclic acid, and one
azathioprine. Six CD patients and all controls
were not receiving any medication. All patients
underwent endoscopy for medical reasons.
Colonic biopsy specimens were obtained from
inflamed andor non-inflamed mucosa of
patients with active or inactive CI. Mucosal
biopsies were taken from control patients free
of crganic intestinal disease who underwent
sigmoidoscopy or colonoscopy as part of a gas-
troenterological work up. All patients gave
informed consent to take part in the study.

TISSUE CULTURE
Biopsies were cultured for 24 hours with or
without butyrate (2 and 10 mM; Sigma, Saint
Quentin Fallavier, France) in RPMI 1640 sup-
plemented with 10% fetal calf serum,
L-glutamine, penicillin, streptomycin, and gen-
tamycin. All gssue culture products were from
Life Technologies (Cergy Pontoise, France).
Supernatants and biopsies were recovered
separately, snap frozen in liquid nitrogen, and
stored at —80°C for TNF assay or ENA isola-
tion, respectively.

ISCLATION AND CULTURE CONDITIONS FOR
LAMINA PROPRIA MONONUCLEAR CELLS

LPMC were isolated using the method of Bull
and Bookman.® Biopsies were incubated in
fetal calf serum free medium supplemented
with 1 mM EGTA and 0.1% bovine serum
albumin at 37°C for 30 minutes, and then with
100 U/ml of type VIII collagenase (Sigma) for
another 30 minutes. After Ficoll density
gradient, LPMC were cultured with or without
2 mM butyrate at 37°C for 24 hours. Superna-
tants and cells were recovered separately for
cytokine assay and RIMNA isolation, respectively.
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ISOLATION AND CULTURE CONDITIONS FOR
PERIPHERAL ELOOD MONONUCLEAR CELLS
PBMC were isolated from heparinised blood
by Ficoll density gradient. Cells (5x10% were
cultured with or without 2.5 ug'ml of LPS
(Salmowella pyplrosa, Sigma) for 24 hours. The
medium was replaced by medium alone or
supplemented with either LPS (2.5 ug/ml),
butyrate (2 mM), or both, and incubated for
another 20 hours. Trichostatin A (TSA 0.5
uldy, a histone deacetylase inhibitor (kindly
provided by Professor M Yoshida, Tokvo,
Japan) was tested under the same conditions.
Supernatants and cells were recovered for
cvtokine assay and RMA isolation, respectively.

IMMUNOFLUORESCENCE STAINING OF NFKB pes
In parallel experiments, PBMC or LPMC were
cultured on coverglasses under the same
conditions as described above. Cells were fixed
for five minutes in —20°C methanol, air dried,
and permeabilized for five minutes with
phosphate buffered saline/0.3% Triton X-100.
After saturation of non-specific binding sites
with normal goat serum at 10 pg'ml in
phosphate buffered saline, cells were incubated
with ant-MExB pé5 (Rel A) polvclonal
antibody (Santa Cruz Biotechnology, Califor-
nia, USA) or normal rabbit IgG for one hour at
room temperature followed by incubation with
a fluorescein isothiocyanate conjugated goat
antirabbit antibody (Caltag Laboratories) for
one hour. After washes, the slides were
mounted for fluorescence microscopy.

TNF ACTIVITY ASSAY
Biclogically active total TNF-u/p was
measured using the WEHI 164 clone 13 cell
killing assay.® Concentrations of total TNF are
expressed as pg/ml.

REVERSE TRANSCRIPTION-POLYMERASE CHAIN
REACTION (ET-PCE)

Total RNA from biopsies, LPMC, and PEMC
was isolated using TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies), cDNA was generated on 1 ug of total
EMA in a reaction volume of 20 ul, using
M-MLV reverse transcriptase (RT; Life Tech-
nologies). PCR was performed in the linear
range of amplification (determined for each
primer paircDMNA  combination). Standard
PCR reactions were performed with 1 ul of the
cDNA  solution, 50 M of each primer
solution, 10 mM of each dNTP, 25 mM
MgCl,, 10X Goldstar DINA polymerase reac-
ticn buffer, and 0.5 units of Goldstar DNA
polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium).
Each PCR cycle consisted of one minute at
02°C, one minute at 58°C, and one minute at
72*C.

The following sense/antisense primers ({Geno-
sys, Pampisford, UK) were designed to amplify
cDMA fragments that span at least one intron of
the corresponding gene: TNF-o: 5-AAGCC
TGTAGCCCATGTTGT-3 and 5-CAGAT
AGATGGGCTCATACC-3; TNF-f: 5-AAA
CCTGCTGCTCACCTCATT-3 and 5-TGG
ATACACCATCTTCTGGG-3,; IL-1f: 5-TG
CCCGTCTTCCTGGGAGGG-3" and 5-GG
CTGGGGATTGGCCCTGAA- 3, IL-6: 5-TA
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Figure 1 Effect of butyrate on tumour necrosis factor
(TNEF). Colonic biopsies (4) from inflamed (n=14) or
non-ivfiamed (n=15) mucosa of panents with Crohn's
diwase or from normal (n=6) mucosa of healthy controls
awere cultured for 24 hours with or withont 2 or 10 mM
butyraze. **p<0.01,***p<0.001 v 0 mM. (B) Peripheral
biooad mononuclear celis (PBMC) (n=7) were cultured for
24 kours alone or in the presence of 2.5 ugiml
Epopolysaccharide (LPS) follocved by 20 hours amder the
sasme conditions with or withowr 2 mM b

Supernatant concentrations of toral TNF were axs(ssed by
WEHI cell bioassay, and results are expressed as mean
(SEM). **p<0.01v LPS.

GCCGCCCCACACAGACAG-3' and 5-GG
CTGGCATTTGTGGTTGGG-3"; p-actin: 5-
GGCATCGTGATGGACTCCG-3' and 5'GC
TGGAAGGTGGACAGCGA-3'.

THP-1 TRANSFECTION

The plasmid 3XMHC-uc (a generous gift
from Drs ] Westwick and D A Brenner,
University of North Carolina, Chapel Hill,
USA) contained three copies of NFxB respon-
sive elements from the MHC class I locus,
placed upstream of the luciferase gene. Human
monocytic THP-1 cells were transiently trans-
fected as previously described®” and cultured
for four hours alone or with 2.5 pg/ml LPS, 2
mM butyrate, or both. Luciferase activity was
determined using a luminometer (Monolight
2010 Luminometer, Ann Arbor, Michigan,
USA).

WESTERN BLOT ANALYSIS
THP-1 cells were stimulated for wvarious
periods of ime with 2.5 ug/ml LPS in the pres-
ence or absence of 2 mM butyrate. Cells were
pelleted, washed, and homogenised in lysis
buffer (10 mM Hepes, pH 7.9, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, 0.6% NP-40, 0.5 mM PMSF,
1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml apronnin, 10 pg/ml
sovbean trypsin inhibitor, 1 pug/ml pepstatin) on
ice. Homogenates were sonicated and centri-
fuged at 5000 rpm to remove cellular debris.
Protein concentrations were determined by
DC protein assay (Bio-Rad, Hercules, Califor-
nia, USA). Samples (15 ng of total protein)
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Figure 2 Effect of butyrate on profrfiammatory cytokine
mRNA. Biopsies and isolated lamina propria monontclear
cells (LPMC) (A) from inflamed mucosa of patients with
Crohn’s disease cwere cultured for 24 hours with or cithour
2 or 10 mM buzyrate. Feripheral bicod mononuclear cells
(PBMC) (B) wwere culrured for 24 hours alone or in the
presence of 2.5 ugimi Bpopolysaccharide (LPS) and then
Jor another 20 hour period under the same conditions with
or without 2 mM butyrate. RNA toas extracted and
RT-PCR was performed using primers designed for
interleukin (IL)-18, IL-6, tumour necrosis factor
(TNF)-f, TNF-a, and control f-actin.

were separated on a denaturing 12% polyacryl-
amide gel and transferred to a nitrocellulose
membrane. IkBe protein was detected by
chemiluminescence using a rabbit polyclonal
antibody according to the manufacturer’s
instructions (New England Biolabs, Hitchin,
UK).

INDUCTION AND EVALUATION OF INFLAMMATION
Colitis was induced in Wistar rats (n=20) by
infusing 30 mg of TNBS/40% ethanol into the
distal colon. From the third day after TNBS
instillation, rats were randomised to one of two
groups (n=10 each) and treated daily with iso-
tonic saline or 100 mM butyrate enemas for
two weeks. Colonic damage was scored mor-
phologically and histologically using semi-
quantitative methods, as described
previously.® ® Principles of laboratory animal
care and guidelines according to the declara-
tion of Helsinki were followed.

IMMUNOHISTOLOGY
The colon was removed from TNBS treated
rats, and paraffin sections were prepared and
stained with haematoxylin and eosin. Immuno-
staining for colon paraffin sections was per-
formed using a monoclonal antibody to the
p65 subunit specific to the activated form of
NFkB, according to the manufacturer’s in-
structions (Boehringer Mannheim).
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Figire 4 Effecr of butyrare on muclear factor kagpa B
(INFrB) ranscriptional acewiny. THP-1 celly were
transienily rrangiocted sick the NFeB reporter plasmmid
AXMHC e and cwltured alone or i the presence of 2.5
gt Epopolysaccharide (LPE), aith or withour 2 mM
butyrate for four howrs. Luciferase aorivity aas then
dererrmined. Dara are wmean (SEM) of foer experiments.

Ralative light units (= 1000)

STATISTICAL AMALYSIS
THNF concentrations are expressed as mean
(SEM) and were compared using the Student’s
t test (normal distribution) or Wilcoxon's test
for paired samples. One way ANOVA was used
to analvse the dose effect of butyrate on TNF
COnCentrations.

Resulis

EFFECT OF BUTYRATE ON CYTOKINE PRODUCTION
Biopsies from inflamed mucosa produced
higher levels of TINF (as well as IL-1p and
IL-6, data not shown) than those from
non-inflamed or normmal mucosa (fip 14). In
the presence of butyrate, TNF levels decreased
dose dependently in both inflamed (p=0.0001}
and non-inflamed (p=0.0153) biopsies. With
10 mM butyrate, TNF levels (as well as [L-6
and, less consistently, IL-1B) returned to
control values. Similarly, 2 mM butyrate
strongly inhibited LPS induced THNF produc-
tion by PEMC in both CDY patients and control
subjects (fig 1B). Mo significant tosicity or
apoptosis (Annexin wpropidiom iodide cyvto-
metric analysis) was noted in PBMC treated
with butvrate concentrations up to 6 mM (data
not shown).

EFFECT OF BUTYRATE ON CYTOKINE mRMNA
EXPRESSION

FTI-PCE analvsis revealed increased mEBEMNA
levels for THE-P, IL-1p, and IL-6 in biopseies
from inflamed areas and isolated LPMC (fig
2A), As reported by Isaacs and colleagues,™
THF-o0 was scarcely or not detected in
ethidium bromide stained gels. Butvrate re-
duced mENA cyvtokine expression dose de-
pendently in both biopsies and isolated LPMOC
(fig ZA). Subsequent studies of the effect of
butyrate on the LPS induced inflammatory
response of PBMC showed that LPS stimu-
lated TNF-a, TNE-f, IL-1p, and IL-6 mENA
expression (fig 2B). Butyrate treatment re-
sulted in reduction or nhibition of LPS stmu-
lated expression of cvtokine mEMNAs.

EFFECT OF BUTYRATE ON NFKE ACTIVATION
In unstimulated cells, NFxB p&65 was detected

mainly in the cvtoplasm (fig 3A). Stmulation
of PEMC with LPS induced translocation of
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-03 -

Sopaem, Redmgeard de Ia Blénidee, Bourreille, et al

Time
{hours) O 2 4 i 2] 10 24

LPS B i S S L
MaBu - 4+ - + - + - + - + — o+

-+

Figure 5 Effecr of butveare on inkilbditor provein kappa Ba
(TxBa) expression. THP-1 cells coere stimulared for varions
periods of tiwe ik 2.5 peiwd Epopobsaccharide (LPE), in
the prevence or absence of 2 mM busyrare. Cel Ruates mere
stiljecred to soesters blor analysis of InBa.
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Figure &  Comparison of the effecrs of butvrate and
trichostanin A (TSA) on producnion of tumour mecrosis
Jactor (TINE). Peripheral Bood mononuclear cally wene
culrired for 24 Rowrs alone or in the presence of 2.5 pgiml
Epopobmaccharide (LPS) folowed by 20 hotirs wnder the
samme conalivions with or eithowr 2 M bunyate o 05
pMiml of the Bmowne deacetwiase fuhibiror TS4.
Supernarant concertrations of total TNF were assessed by
WEHT cell Bivassay, and the resulty are expressed as sean
(SEM) of thaee experiments.

MFkB p65 from the cytoplasm to the nucleus
(fig 3B}, which was inhibited by butyrate (fig
3C). Similar results were obtained when
immunofluorescence  was  performed on
LPMC and frozen section: of cultured CD
biopsies (data not shown). In THP-1 mono-
cvtes transfected with an NFExB/luciferase
reporter plasmid, butyrate inhibited LPS in-
duced luciferase activity and thus MExB driven
reporter gene transcription (fig 4).

EFFECT OF BUTYRATE 0N TiBo PROTEIN LEVELS
As butyrate inhibited LPS mduced MFkB act-
vation, we wished to determine if this effect was
mediated by inhibition of IkBo degradation,
the MFkB inhibitory protein. Western blot
analysis of total THP-1 cell protein extracts
showed a decrease in IkBo levels only four
hours after stimulation with LPS (fig 5). In the
presence of butyrate, this effect was abolished
and IkB levels were stable throughout the
period of stmulation with LPS.

Similar results were obtained with PEMC
and LPMC of CD patients (data not showmn).

COMPARISON OF BUTYRATE AND TRICHOSTATIN A
EFFECTS 0N THNF PRODUCTION

Buryrate may affect gene expression by inhibit-
ing histone deacetylase.” * Thus the effect of
butyrate on TFE production by LPS stimu-
lated PBMC was compared with that of the
histone deacetylase inhibitor TSA. Contrary to
the inhibitory effect observed with butvrate,
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TSA treatment of unstimulated or LPS sumu-
lated PBMC increased TNF production (fig
6).

IN VIVO EFFICACY OF BUTYRATE
As reported by our group” and others,’
butyrate enemas in rats with experimental coli-
ts induced by rectal instillation of TNBS
decreased inflammaton (MPO activity, data
not shown) and stimulated mucosal repair (fig
7A, B). In organ cultures, colonic segments
from TNBS inflamed rats produced high levels
of TNF which were decreased by butyrate
treatment (data not shown). We then explored
the efficacy of butyrate enemas by monitoring
the effect on NFkB activation in the colonic
mucosa of rats with TNBS induced colitis. A
monoclonal antibody specific for the activated
form of NFxB p65 was used for immunofluc-
rescence staining of colonic sections. Numer-
ous infiltrates of intensely labelled immune
cells were detected in rats receiving saline

0

Figure 7 Effects of butyrate trearment on established colitis. Haemaroxylin and eosin
stained (A, B) paraffin sections of colon of rats with trinitrobengene sulphonic acid
(TNBS) induced colitis receiving isotonic sakine (4) or 100 mM buryrate (B) enemas for
two secks. Magnification, x200. Immuncfiuorescence saming (C, D) of paraffin sections of
colon of rats with TNBS induced colitis recefving ésotonic saline (C) or 100 mM butyrate
(D) with a monoclonal antibody specific to the activated form of nuclear factor kappa B,
Magnificarion, x300
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enemas (fig 7C), and activated NFxB p65 was
also detected in epithelial cells (fig 7C).
Conversely, a marked reduction mn both
infiltrating cells and activated NFxB p65 stain-
ing was observed in rats receiving butyrate
enemas (fig 7D).

Discussion

We have demonstrated for the first time that
butyrate inhibits inflammatory responses in
CD by inhibition of NFxB activation in
immune cells.

High levels of circulating and mucosal
proinflammatory cyvtokines are a characteristic
feature of CD.' * We confirmed that intestinal
biopsies as well as isolated LPMC obtained
from inflamed mucosa of CD patents secrete
significantly more IL-1p, IL-6, and TNF than
normal controls.” *® Our main finding was
that butyrate had a dose dependent effect in
decreasing TNF secretion in both inflamed
and non-inflamed tissues. Interestingly, with
10 mM butyrate, TNF levels returned to con-
trol values. Similar results were observed for
IL-6 and, although less consistently, for IL-1j
(data not shown). Although intestinal epithelial
cells can secrete proinflammatory cytokines,
we focussed on immune cells which are the
main effectors of the inflammatory response in
CD. We then determined that butyrate de-
creased proinflammatory cytokine production
by downregulating mRNA expression in both
intestinal biopsies and LPMC.

To elucidate the mechanism of action of
butyrate, we designed experiments mimicking
the inflammatory states of biopsies or isolated
LPMC from CD patients. Circulating bacterial
LPS may contribute to monocyte activation in
patients with CD** and it is well established
that monocytes secrete a host of cytokines in
response to LPS, including TNF, IL-1p, and
I1-6. As expected, LPS stimulation resulted in
increased TNF secretion by PBMC, an effect
abolished by butyrate. Similarly, butyrate
decreased mRNA expression of proinflamma-
tory cytokines by PBMC in response to LPS,

The decrease in cytokine mRNA expression
prompted us to examine the effect of butyrate
on the key transcription factor NFxB, which is
implicated in the regulation of a variety of
genes during immune and inflammatory
responses,” including those encoding TNF,
IL-1, and IT-6. Moreover, it has been shown
that NFxB activation is increased in the colonic
mucosa of CD patients. The active form of
NFkB is present in the cvtoplasm of resting
cells bound to inhibitory protein of the IxB
family. Activation of NFxB by inflammatory
cvtokines or LPS requires kB degradation
thus allowing NFkB to translocate to the
nucleus. In PBMC and LPMC of CD patients,
butyrate inhibited nuclear translocation of
NFxB, an effect associated with an increase in
IkB levels observed in western blot experi-
ments, We further investigated the effect of
butyrate on NFxB transcriptional activity
using monocytic THP-1 cells transfected with
an NFxB/luciferase reporter plasmid. In this
system, luciferase gene expression was exclu-
sively controlled by NFxB, and it was also



determined that butyrate inhibited MExB
driven luciferase gene transcription. Moreover,
in parallel experiments, western blots of
THP-1 cell extracts showed that this effect was
mediated through stabilisation of [kBa levels,
probably by inhibiting its degradation. Taken
together, these results provide convincing
evidence that butyrate downregulates inflam-
matory responses through inhibition of NEkB.
The mitogen activated protein kinase family is
involved in activation of IkB kinases (IEK-x
and -P), which in turn can activate NFxB by
phosphorvlating IxkB.¥ It would be interesting
to determine if butvrate interferes with the LPS
induced IxB phosphorvlation pathway. Bu-
tvrate mayv also repulate gene expression
through inhibition of histone deacetylase™ *
However, this seems unlikely as TSA, a histone
deacetylase mhibitor, did not block TINF
production or affect MFkB translocation to the
nucleus. It has recently been reported that
butyrate also inhibits NFxB activation® and
increases IkBp levels™ ® in vitro in intestinal
epithelial cell lines.

The relevance of NFkB inhibition in IBD
was further demonstrated by treatment of
THMBS induced colitis with a NFkB antizense
oligonucleotide which produced a marked
reduction in inflammation and downregulation
of proinflammatory cytokine expression.’ In
our experimental model of colitis, butvrate
treatment also improved inflammation and
markedly reduced NFkB activation. Using a
specific monoclonal antibody, the active form
of MFxB wasz localised in immune cells as well
as intestinal epithelial cells. With the same
antibody, Rogler and colleagues® also reported
MFkEB activation in macrophages and epithelial
cells in biopsy specimens from inflamed
mucosa of patients with CD. Although it is dif-
ficult to extrapolate from in vitro to in vivo
conditions, MExB has also been identified as a
major target for several active drugs known to
be effective in CD} and other inflammatory
dizorders.*®

At present, treatment of CD is limited to
aminosalicvlates, corticosteroids, and immuno-
suppressants. The anti-inflammatory proper-
ties of butvrate described in the present study
offer an interesting alternative approach for the
treatment of CD. Indeed, downregulation of
THF 1= of major therapeutic interest in CID, as
demonstrated by the marked improvement fol-
lowing administration of monoclonal antibod-
iegs to TIWF in CD patients resistant to
steroids." Furthermare, Schreiber et al recently
reported that secretion of THF-a may be pre-
dictive of relapses in CD.* In contrast, the
importance of TNF-f in IBD has also been
emphasised recently in experimental murine
models of colitis.* Another interesting aspect
of TNF-o and THF-P modulation is that theze
cvtokines not cnly have an inflammatory role
but are alse involved in Thl immune
responses. ™ WNeutralisation of TNF-u by anti-
body therapy caused inhibitton of Thl re-
sponses in CD patients.”® The capacity of
butyrate to downregulate TNF-w/-f expression
indicates that it may also regulate Thl immune
responses in CD. Interestingly, butyrate is
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reported to induce anergy in Thl cells.®
Finally, we have found that butyrate also
stimulates anti-inflammatory'type 2 cvtokines
ifor example, IL-10% and downregulates tvpe 1
cytokines (for example, interferon y) (unpub-
lished data). As it now seems well established
that a Thl driven immune process is involved
inCD whereas a Th2-like process is involved in
ulcerative colitis, butyrate therapy may be indi-
cated more in CD than in ulcerative colitis.

In conclusion, the benefit of butyrate has
already been reported in diseases such as
hasmoglobinopathies or urea cycle disorders,
giving few or no side effects.® " In both disor-
ders, butyrate was administered intravenously.
In contrast, in ulcerative colitis, butvrate
enemas have not alwavs provided convincing
results. Its effect on immune cells by this
method mav not be optimal. Further studies
should also be conducted to determine how
butyrate can best be administered in IBD, par-
ticularly in CI.
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V4. “ Le butyrate inhibe spécifiquement la réponse immune de type Th1”

V.4.1. Résumé

La réponse inflammatoire chronique dans la maladie de Crohn est associ¢e au déreglement de
la balance des cytokines pro-inflammatoires/Thl et anti-inflammatoires/Th2 en faveur d'un
phénotype Thl. Compte tenu des propriétés anti-inflammatoires du butyrate, nous avons
voulu évaluer ses propriétés immunomodulatrices sur la réponse a médiation Thl.

Meéthodes: Les effets du butyrate ont été déterminés sur des cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) stimulés au LPS ainsi que sur des lignées Thl et Th2 obtenues a partir
de PBMC ou de cellules mononucléées isolées a partir de la lamina propria (LPMC). Le
profil des cytokines obtenues en présence ou non de butyrate, a ¢été¢ évalué¢ par ELISA,
cytométrie en flux, et RT-PCR. Les effets du butyrate sur les facteurs de transcription NF-«B
ou CcAMP responsive element-binding protein (CREB) ont ¢été analysés par
immunofluorescence.

Résultats: Dans les PBMC stimulés par le LPS, le butyrate diminuait l'expression de 1L-12
via une inhibition du facteur NF-«B, alors qu'il augmentait I'expression de 1'[L-10 via une
activation de CREB. De plus, la présence de butyrate dans des conditions de culture
conduisant a une différenciation Thl, empéchait le développement vers un phénotype de type
Thl (producteur d'TFN-y), mais induisait un phénotype producteur d'IL-10. De maniere
intéressante, le traitement par le butyrate de cellules CD4 " différenciées en un phénotype Thl
ou Th2 affectait sélectivement les cellules Thl en inhibant leur production d'TFN-y et
stimulant leur production d'TL-10. La présence de butyrate pendant la culture de lignées

cellulaires Thl obtenues a partir de LPMC de patients atteints de la MC, induisait un
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changement de leur phénotype vers un phénotype Th2. Finalement, le butyrate augmentait
l'expression du récepteur a I'IL-10 a la surface de PBMC stimulés au LPS, potentialisant ainsi
les effets inhibiteurs de 1'TL-10 sur la production de TNF.

Conclusions: Nos résultats montrent que le butyrate inhibe de maniére sélective
l'inflammation a médiation Thl, montrant ainsi qu'il serait tout particuliérement adapté pour

le traitement de la MC.

V.4.2. Manuscrit : en cours.
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Abstract

Background & Aims: In Crohn’s disease, intestinal inflammation is characterized by a Thl
immune response. It has been demonstrated that butyrate displays important
immunoregulatory properties. The aim of the study was to investigate whether butyrate could
regulate Thl-mediated inflammation.

Methods: The effect of butyrate was assessed using lipopolysaccharide (LPS)-stimulated
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), and Thl and Th2 cell lines derived from PBMC
or lamina propria mononuclear cells (LPMC). Cytokine profiles were evaluated by ELISA,
flow cytometry, and RT-PCR. The effect of butyrate on NF-kB and CREB transcription
factors was examined by immunofluorescence.

Results: In LPS-stimulated PBMC, butyrate downregulated IL-12 expression by inhibiting
NF-xB whereas it upregulated IL-10 expression by activating CREB. Moreover, the presence
of butyrate during Thl-driving culture conditions skewed IFN-y-producing cells toward IL-10
production. Interestingly, butyrate treatment of Thl/Th2-polarized cells affected Thl cells
selectively by inhibiting IFN-y-producing cells and stimulating IL-10-producing cells.
Butyrate treatment of Thl cell lines derived from LPMC of CD patients resulted in a switch
toward a Th2 phenotype. Finally, upregulation of the IL-10 receptor by butyrate potentiated
the inhibitory effect of IL-10 on TNF production by LPS-stimulated PBMC.

Conclusion: Our results, which show that butyrate selectively inhibits Thl-mediated

inflammation, provide a rationale for butyrate treatment in CD.
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Introduction

The immune system is controlled essentially by a balance among cytokines. The
presence of distinct cytokine combinations during T-cell activation leads to T-helper (Th) 1 or
Th2 immune responses’. Thus, interleukin (IL)-12 drives Thl differentiation characterized by
T-cell secretion of interferon (IFN)-y and tumor necrosis factor (TNF)-o/f3, whereas Th2
response takes place in the presence of IL-4, leading to the release of large amounts of IL-4,
IL-5 and IL-10. A shift in the balance of these two cytokines appears to be an important
element in the generation or correction of immune responses. However, in the intestinal
immune system, Thl responses seem to be controlled by two regulatory subpopulations that
produce high levels of transforming growth factor (TGF)-f3 (Th3 T cells) or IL-10 (Tr1 T
cells) rather than IL-4>°.

An imbalance in Thl and Th2 subsets and in their derived cytokines seems to be
involved in the pathogenesis of Crohn’s disease (CD), a major inflammatory bowel disease
(IBD). Immunological observations and histopathological data support the concept that Thl
response, characterized by high mucosal production of IFN-y, TNF and IL-12, is responsible
for chronic intestinal inflammation in CD*®. Animal models of intestinal inflammation have
provided insight into the pathogenesis of CD, leading to new therapeutic approaches for this
disease. An interesting alternative approach would be to control the Thl immune response, as
already reported in many immunopathological situations such as autoimmune diseases in
which manipulation of Th1/Th2 reactions is currently an area of active research’.

Butyrate, a short-chain fatty acid produced by bacterial fermentation of dietary fibers,
plays an important physiological role in maintaining the health and integrity of the colonic
mucosa®. Our group and others have reported that butyrate displays immunoregulatory

properties, including modulation of antigen presentation, induction of Thl cell clone anergy
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and regulation of cytokine production’"'. Our recent work showed that butyrate has important
anti-inflammatory properties'®. It strongly reduced pro-inflammatory cytokine expression by
lamina propria mononuclear cells (LPMC) from CD patients, mainly by inhibiting the
transcription factor NF-kB. Our experiments also showed that butyrate is able to reduce
intestinal inflammation and NF-xB activation in rats with trinitrobenzene sulfonic acid
(TNBS)-induced colitis, an experimental model of CD also characterized by a Thl-mediated
inflammation.

The present study investigated whether butyrate regulates Thl-type mediated
inflammation. Our results indicate that butyrate modulates 1L-12/IL-10 balance by regulating
activation of two transcription factors, NF-kB and cAMP responsive element-binding protein
(CREB). In addition, it selectively switches the phenotype of Thl-polarized cells to an IL-10
producing phenotype. Of therapeutic interest, treatment of Thl cell lines derived from

inflamed intestinal mucosa of CD patients resulted in a switch toward a Th2 phenotype.
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Materials and Methods

Isolation and culture conditions for peripheral blood mononuclear cells.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from heparinized blood of
healthy volunteers by Ficoll (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) density gradient and
cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM
L-glutamine, 100 TU/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin. All tissue culture products
were from Life Technologies (Cergy Pontoise, France).

Cells (5x106) were cultured in 6-well plates with or without 2.5 pg/ml
lipopolysaccharide (LPS) (Salmonella typhosa; Sigma) for 24 h. The medium was then
replaced by medium alone or supplemented with LPS (2.5 pg/ml), or butyrate (0.5 mM;
Sigma), or both. Cells were incubated for another 20 h period, and supernatants were
recovered for IL-10 and IL-12 detection using an ELISA kit (BD Pharmingen, Le Pont de
Claix, France) according to the manufacturer’s instructions. At the same time, RNA was
isolated from cells for reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis.

In other experiments, PBMC (5x106) were cultured in 6-well plates with or without
0.5 mM butyrate under the following Th1-type polarizing conditions: PHA (1 pg/ml; Sigma),
IL-12 (2.5 ng/ml) and neutralizing anti-IL-4 antibody (200 ng/ml; R&D Systems, Abingdon,
Oxon, UK) for 3 days. The cytokine expression pattern was analyzed by RT-PCR and ELISA.

The effect of butyrate on IL-10 receptor (IL-10R) expression was analyzed by
RT-PCR using RNA isolated from PBMC treated for 24 h with butyrate (0, 0.125, 0.25 and
0.5 mM). Butyrate-treated cells were then pre-incubated for 1 h in the presence of 5 ng/ml
anti-human IL-10 receptor mouse monoclonal antibody (R&D systems) or isotype control

mouse IgG (5 pg/ml), before addition of LPS (2.5 ng/ml) and IL-10 (5 ng/ml) (PeproTech
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Inc., Tebu, Le Perray en Yvelines, France), for another 24 h period. TNF was measured in

supernatants using the WEHI 164 clone 13-cell killing assay'’.

Isolation and Th1/Th2 differentiation of CD4" T cells.

PBMC (10%) were incubated for 1 h at 4°C with an anti-CD4 mAb (Bioatlantic,
Nantes, France) diluted in PBS/0.1% BSA to a final concentration of 10 pg/ml. After two
washes in PBS/0.1% BSA, cells were incubated with goat anti-mouse [gG-coupled dynabeads
(4 10°® Dynabeads/ml) (Dynal, Oslo, Norway) for 4 h at 4°C under gentle rotation. CD4™ T
cells were then isolated from the bead/cell mixture by exposure to a magnetic field using a
magnetic particle concentrator (Dynal). By this technique, CD4" T cells preparations were 90
to 95% pure. Cells were then cultured under Thl-polarizing conditions with PHA (1 pg/ml),
IL-12 (2.5 ng/ml) and anti-IL-4 neutralizing Ab (200 ng/ml), or under Th2-polarizing
conditions with PHA (1 pg/ml), IL-4 (5 ng/ml) and anti-IL-12 neutralizing Ab (200 ng/ml) for
4 days. Cells were then expanded in medium containing IL-2 (40 U/ml) (PeproTech Inc.,
Tebu) with or without 0.5 mM butyrate for 4 more days. The cytokine expression pattern was

analyzed by flow cytometry, RT-PCR and ELISA.

Isolation and culture conditions for lamina propria mononuclear cell lines.

Six patients with active CD gave their informed consent to take part in the study. All
underwent endoscopy in the department for medical reasons, and none were receiving
medication at the time of the study. Colonic biopsy specimens were obtained from inflamed
mucosa. LPMC were isolated by the method of Bull and Bookman', as previously
described'?. Briefly, biopsies were incubated in FCS-free medium supplemented with 1 mM
EGTA and 0.1% bovine serum albumin (BSA) (Sigma) at 37°C for 30 min, followed by

100 U/ml of type VIII collagenase (Sigma) for another hour. After Percoll density gradient,
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LPMC (10°/well in a 96-well plate) were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with
8% human AB serum (Institut Jacques Boy, Reims, France), 2 mM L-glutamine, 100 IU/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 1.1 pg/ml amphotericin and 10 pg/ml gentamycin
supplemented with IL-2 (150 U/ml), ConA (1 pug/ml) and PHA (1 pg/ml) in the presence or
absence of 0.5 mM butyrate at 37°C for one week. Cell lines were then expanded (3 x 10%) in
complete medium in the presence of 10° irradiated allogeneic PBMC (3,500 rad) and 10*
irradiated EBV-transformed-B-LAZ cell line (7,000 rad) as previously described'. The

cytokine expression pattern was analyzed by flow cytometry and RT-PCR.

Cytokine immunoassay.

For ELISA, cells (except LPS-stimulated PBMC) were stimulated (10°/well in a 96-
well plate) with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 pg/ml; Sigma) for 24 h. Supernatants
were recovered for IL-10 and IFN—y dosage using an ELISA kit (BD Pharmingen) according

to the manufacturers’ instructions.

Immunofluorescence staining of NF—«xB p65 and phospho-CREB.

PBMC were cultured on cover glasses in the presence of LPS (2.5 ug/ml) and/or
butyrate (0.5 mM) for 30 min and Immunofluorescence staining was performed as previously
describedlz, but with slight modifications. Cells were fixed for 5 min in -20°C methanol, air-
dried and permeabilized for 5 min with TBS (50 mM Tris-HCI1 pH7.4, 150 mM NacCl)/0.1%
Triton X-100 (TBST). After saturation of non-specific binding sites with normal goat serum
at 10 ug/ml in TBST/5% BSA, cells were incubated with anti-NF-xB p65 (Rel A) monoclonal
antibody (Roche, Mannheim, Germany) or anti-phospho-CREB polyclonal antibody (New
England Biolabs, OZYME, Saint Quentin en Yvellines, France), or control IgG overnight at

4°C. NF-xB staining was revealed by 1 h incubation with a biotin-conjugated goat anti-mouse
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antibody (Santa Cruz, Tebu, Le Perray en Yvelines, France) followed by FITC-conjugated
streptavidin (Chemicon, Temecula, CA) for another hour. CREB staining was revealed by 1 h
incubation with Cy3-conjugated donkey anti-rabbit antibody (Beckman Coulter, Villepinte,

France). After washes with TBST, slides were mounted for fluorescence microscopy.

Flow cytometry.

Cells were collected and restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 pg/ml)
for 4 h. Brefeldin A (10 ng/ml; Sigma) was added during the last 2 h. Cells were then fixed
with 4% paraformaldehyde for 10 min and permeabilized with phosphate-buffered
saline/0.1% BSA/0.1% saponin (Sigma). Permeabilized cells were then stained with FITC-
labeled anti-IFN-y mAb and PE-labeled anti-IL-4 mAb (BD Pharmingen). After 1 h
incubation, cells were washed twice and analyzed on a FACScan® flow cytometer using the

Cell Quest software (Becton Dickinson).

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RT-PCR analyses were performed as previously described'?. Briefly, total RNA was
isolated using TRIzol Reagent™™ (Life Technologies). One microgram of total RNA was
reverse transcribed in a reaction volume of 20 pl using random primers (Pharmacia, France)
and the Superscript II murine Moloney leukemia virus reverse transcriptase, according to the
manufacturer’s instructions (Life Technologies). PCR was done in the linear range of
amplification (determined for each primer pair-cDNA combination). PCR cycles were: 35 for
IFN-y, IL-12 and IL-10R; 28 for IL-10; and 21 for B-actin. Standard PCR reactions were
performed in a 50 pl volume containing 1 pl of the cDNA solution, 1 pl of each primer

solution (50 pM), 1 pl of NTP solution (10 mM each), 3 ul of MgCl, (25 mM), 5 ul of 10X

Goldstar DNA polymerase reaction buffer, and 0.1 ul (0.5 units) of Goldstar DNA
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polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Each PCR cycle consisted of 1 min at 92 °C, 1
min at 58 °C and 1 min at 72 °C. The following sense/antisense primers (Genosys,
Pampisford, UK) were designed to amplify cDNA fragments:

IEN-y: 5-TCGTTTTGGGTTCTCTTGGC-3' and 5-GCAGGCAGGACAACCATTAC-3’;
IL-10: 5'-CTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGG-3' and 5'-
CAATAAGGTTTCTCAAGGGGCTGG-3";

IL-12p40: 5'-CATTCGCTCCTGCTGCTTCAC-3' and 5'-
ATGAGGAACAACAGGGGAGAC-3';

IL-10R: 5'-GAGAGTTCTGTGTCCAGG-3' and 5'-CTATTGCTGCTGCCACTACTGC-3";

B-actin: 5'-GGCATCGTGATGGACTCCG-3' and 5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'.

Statistical analysis
Differences between groups were compared by using either the Wilcoxon signed rank

test (non-normally distributed data) or the Student ¢ test. One way ANOVA was used for

comparison between multiple groups.
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Results

Butyrate inhibits LPS-induced Thl-type response through NF-xB inhibition.

As LPS is a potent inducer of Thl-type response, the effect of butyrate was analyzed
on LPS-stimulated PBMC. As expected, LPS stimulation increased production of the Thl-
driven cytokine, IL-12 (Figure la), which was then decreased by butyrate treatment of
PBMC. RT-PCR analysis also showed that butyrate downregulated LPS-stimulated IL-12
mRNA expression (Figure 1b). As IL-12 gene promoter contains binding sites for NF-xB
transcription factor'®, it seemed likely that butyrate blockade of IL-12 expression was
correlated with an inhibitory effect of NF-kB activation. The cellular localization and
activation of NF-xB were studied by immunofluorescence staining using an antibody directed
to the active form of NF-xB'*!". Very weak staining was detected in unstimulated PBMC,
indicating that the epitope recognized by the antibody was masked by binding of the
inhibitory protein I-kappa B (I-kB) to NF-xB (Figure Ic). Butyrate treatment did not affect
this staining. LPS-stimulation of PBMC resulted in highly increased staining of the activated
form of NF-kB in the nucleus, indicating its dissociation from I-xB and thus its nuclear
translocation. Butyrate prevented this LPS-induced activation of NF-kB, as shown by a

decrease in immunofluorescence staining both in the nucleus and the cytoplasm.

Butyrate induces expression of IL-10 through CREB activation.

However, LPS can also induce the production of the regulatory cytokine IL-10, which
in turn inhibits IL-12 production and activity. Thus, it seemed important to analyze the effect
of butyrate on IL-10 expression by LPS-stimulated PBMC. We found that, concomitantly to
the downregulation of IL-12 expression, butyrate treatment of LPS-stimulated PBMC

enhanced IL-10 production (Figure 2a) and mRNA expression (Figure 2b). Dose effects
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studies showed that the maximal production of IL-10 was obtained for a dose of 0.25 mM
butyrate (data not shown). However, the optimal concentration of butyrate in term of IL-12
inhibition and IL-10 stimulation was 0.5 mM. In contrast to IL-12, the promoter region of IL-
10 contains crucial cAMP responsive elements (CRE), but no NF-kB binding sites'®.
Phosphorylation of the cAMP responsive element binding protein (CREB) at Ser133 regulates
the ability of CREB to activate transcription. Therefore, the effect of butyrate on CREB
phosphorylation was investigated by immunofluorescence staining with an anti-phospho-
CREB (Ser133) antibody. Immunofluorescence analysis of unstimulated PBMC showed no
detectable phosphorylated CREB in the cell nucleus (Figure 2c). In the presence of butyrate,
strong nuclear activation of CREB was observed. Nuclear staining also occurred in the
presence of LPS, indicating CREB activation. Finally, the addition of butyrate did not affect
CREB LPS-stimulated phosphorylation. Thus, these data suggest that butyrate regulates

IL-12/IL-10 balance at the transcriptional level by controlling NF-kB/CREB activation status.

Butyrate prevents IFN—y expression induced by IL-12.

PBMC were cultured under Thl conditions for 3 days in the presence or absence of
0.5 mM butyrate. As expected, higher production and mRNA expression of IFN-y were
observed in cells cultured under Thl-type polarizing conditions as compared to unstimulated
control cells (Figure 3, a and b). The presence of butyrate decreased both the production and

mRNA expression of IFN-y , but stimulated IL-10 production and mRNA expression.

Butyrate selectively switches Th1-polarized cells toward IL-10 producing cells.
As butyrate was able to inhibit the induction of a Thl-type response, we next wanted
to analyze its effect on Thl/Th2-polarized cells. Flow cytometry analysis showed that

butyrate lowered the percentage of IFN-y-producing cells in Thl-polarized cells from 60% to
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40%, whereas the percentage of IL-4-positive cells (2% to 3%) remained unchanged (Figure
4a). Furthermore, butyrate did not significantly affect the percentage of IL-4 producing cells
in Th2-differentiated cells (40% vs. 38%) or of IFN-y-producing cells (16% vs. 16%) (Figure
4b). Thus, butyrate affected Thl cells selectively. In Thl cells, butyrate not only
dowregulated IFN-y expression, but also stimulated both the production and mRNA

expression of IL-10 (Figure 5, a and b).

Butyrate switches the Th1 phenotype of T-cell lines derived from LPMC of CD
patients toward a Th2 phenotype.

We first verified by RT-PCR that freshly isolated LPMC, from inflamed mucosa of
CD patients, had a Th1 phenotype, expressing high levels of IFN-y mRNA, low levels of IL-
10 mRNA and no detectable levels of IL-4 mRNA. After 24 h culture in the presence of
butyrate (0.5 mM), the expression of IFN-y mRNA decreased, whereas that of IL-10 mRNA
was enhanced (Figure 6a). T-cell lines expanded with IL-2 for three weeks conserved a Thl-
type phenotype (37% IFN—y positive cells vs. 22% IL-4-producing cells) (Figure 6b).
However, expansion in the presence of 0.5 mM butyrate switched the Th1 phenotype to a Th2

one (24% IFN-y-positive cells vs. 36% IL-4-producing cells).

Butyrate potentiates IL-10 inhibition of TNF production through upregulation of IL-
10 receptor.

Finally, as butyrate stimulated IL-10 production and IL-10 displayed
immunomodulatory properties, studies were performed to determine whether butyrate
affected the inhibitory action of IL-10 on LPS-induced pro-inflammatory response.
Experiments were designed in which PBMC were pretreated with increasing concentrations of
butyrate and then stimulated with LPS in the presence of IL-10 (5 ng/ml). It was found that
butyrate treatment potentiated the inhibitory effect of IL-10 on LPS-induced production of

TNF by PBMC (Figure 7a). Moreover, pre-incubation of cells with an anti-IL-10 receptor
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antibody, before addition of IL-10 and LPS, abolished the inhibitory effect of IL-10 on TNF
production. In accordance with this data, RT-PCR analysis showed that the potentiating effect
of butyrate treatment was associated with dose-dependent increase in IL-10 receptor mRNA

expression (Figure 7b).
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Discussion

Our study shows that butyrate 1) inhibits LPS- or IL-12 induced Thl type response, 2)
specifically switches the phenotype of Thl-polarized cells to an “IL-10 regulatory phenotype”
and 3) inhibits the Thl response in CD. An interesting immunoregulatory property of butyrate
is to control the balance between IL-12 and IL-10 by modulating NF-kxB/CREB activation.
Such a circuit involving IL-12/IL-10 cytokine balance has been described as an important
regulatory mechanism in Thl-mediated disease'’.

With respect to LPS-induction of Thl response, butyrate decreased the production and
mRNA expression of [L-12 by LPS-stimulated PBMC. LPS is a potent inducer of Thl-type
response, contributing to enhanced activation of CDI14" macrophages recruited from

20,21

peripheral blood in CD patients”~. The binding of LPS to the CD14 receptor triggers

activation of the NF-xB transcription factor, which in turn activates IL-12 gene
transcription'®*2. A previous study by our group showed that butyrate blockade of NF-xB
activation involves inhibition of I-kB degradation'?. Accordingly, butyrate blockade of IL-12
expression is associated with inhibition of NF-kB activation.

In contrast with IL-12 inhibition, butyrate stimulated IL-10 production and mRNA
expression, which is particularly relevant as IL-10 regulates IL-12 expression negatively”,
thus amplifying the inhibitory effect of butyrate. Moreover, butyrate stimulation of IL-10
mRNA expression correlates with activation of the transcription factor CREB, which plays an
important role in IL-10 gene transcription'®. Our study shows that butyrate induced CREB
phosphorylation, probably involving the cAMP/protein kinase A pathway (unpublished
results). In fact, these findings are consistent with previous reports showing that cAMP-
elevating drugs upregulate IL-10 expression through PKA-dependent CREB activation®* and
downregulate IL-12 expression®. Our results showing a downregulation of IL-12 expression

and the upregulation of IL-10 by butyrate are in agreement with the results obtained by
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Sdeman et al.'' with Staphylococcus aureus-stimulated PBMC. In addition, our study suggests
that butyrate regulates IL-12/IL-10 balance by modulating the activation status of NF-xB and
CREB. As it is known, the immunosuppressive effects of IL-10 are mediated by NF-xB
inhibition®® and thus stimulation of IL-10 production by butyrate may also constitute a
feedback loop amplifying the inhibitory effect of butyrate on NF-kB.

Stimulation of cells of the innate immune system (e.g. monocytes and dendritic cells)
by microbial products results in the secretion of cytokines that can guide maturing Th cells
along an appropriate lineage. Hence, LPS stimulates IL-12 production, which in turn drives
the differentiation of IFN-y-producing Thl cells. Our results indicate that butyrate prevents
the production and mRNA expression of IFN-y induced by IL-12 on PBMC. Furthermore,
addition of butyrate during IL-12-stimulation skewed IFN-y producing cells toward the IL-10-
producing phenotype.

Our finding that butyrate inhibits Th1 cells selectively without affecting Th2 cells may
be of particular therapeutic interest for Thl-mediated inflammation. In Thl-differentiated
cells, butyrate decreased the percentage of IFN-y-positive CD4" T cells. Further studies are
needed to explain this selective effect of butyrate on Thl cells. However, several factors seem
to play a preferential role in Thl as compared to Th2 cells. For example, NF-xB is
preferentially involved in type 1 immune response since its inhibition in transgenic mice
impaired type 1, but not type 2, immune reactions®’. Moreover, elevation of intracellular
cAMP impared Thl, but not Th2 cell function.****

Interestingly, butyrate treatment of Thl-differentiated CD4" T cells led to the
production and mRNA expression of IL-10. This is important since regulatory T cells
producing IL-10 play a major role in the control of intestinal inflammatory responses29.

Because of the lack of a suitable antibody for intracellular cytokine staining, I1L-10 cell

production could not be analyzed at the single-cell level. However, butyrate inhibition of Thl
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cells, associated with the stimulation of IL-10 production, may constitute an important
regulatory mechanism in Thl-mediated inflammation. Several studies have reported that
antigen-dependent or -independent IL-10 production by regulatory CD4"™ T cells may
influence neighboring immune responses through a bystander effect®".

Altogether, the above results suggest that butyrate, which selectively inhibits Thl
response, could be effective in the treatment of Thl-mediated diseases such as CD. RT-PCR
analysis of the cytokine expression pattern of LPMC isolated from inflamed mucosa of CD

30,31

patients confirmed a Thl phenotype. In agreement with results obtained by other groups™ ",

our experiments found high levels of IFN-y mRNA, low levels of IL-10 mRNA and no

detectable IL-4 mRNA expression. After 24 h culture in the presence of butyrate, IFN-y
mRNA expression decreased, whereas that of IL-10 increased. T cells expanded for three
weeks in the presence of butyrate showed a switch from a Thl to a Th2 phenotype.

The therapeutic advantage of controlling IL-12/IL-10 balance has been demonstrated
in experimental models of IBD with regard to the efficacy of neutralizing anti-IL-12
antibodies or recombinant IL-10 for the treatment of colitis®*>>. However, IBD clinical trials
in humans only found marginal and/or non-significant benefit of rhIL-10 for the induction of
remission in patients with chronic, active and steroid-refractory CD**. The inefficacy of IL-10
may be related at least in part to a downregulation of IL-10 receptors, leading to decreased
responsiveness to this cytokine. Moreover, the IL-10 doses used in some studies may not be
sufficient to counterbalance the effects of higher levels of IL-12 production. Our finding that
butyrate potentiates IL-10 anti-inflammatory effects through upregulation of IL-10 receptor
may represent an interesting adjuvant therapeutic property. This compound could be
administered either alone or as an adjuvant with other pharmacologically active drugs,
especially IL-10. Such a combined approach has recently been tested in an experimental

colitis model by Herfarth et al., who reported that a combination of IL-10 and dexamethasone
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allowed the effective dosages of both drugs to be reduced™. In patients with ulcerative colitis
(UC), another IBD, combined oral butyrate and mesalazine treatment proved to be safe and
more efficient than mesalazine alone®. Oral administration of butyrate has also been shown to
be a safe and well-tolerated in other diseases, such as hemoglobinopathies and urea cycle
disorders®’”®. To date, butyrate has only been tested in UC, but our results, together with

1
those of other researchers'®*’

, suggest that it is more appropriate for Thl-mediated
inflammatory diseases such as CD rather than UC in which inflammation is more related to

Th2 response4.
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V.5. « L’inhibition de Rho kinase prévient ’inflammation via ’inhibition de NF-

kB dans la maladie de Crohn et dans un modéle de colite expérimentale »

V.5.1. Résumé

Les protéines G de la famille Rho sont impliquées dans la régulation de nombreux
mécanismes cellulaires, en particulier RhoA, dans la réponse inflammatoire. Nous avons
évalué le role de RhoA et de son effecteur Rho kinase dans 1’inflammation intestinale.
Meéthodes : I’activation de RhoA a été évaluée par des techniques de pull-down. L’implication
de Rho kinase dans I’inflammation a été évaluée a ’aide d’un inhibiteur spécifique : le Y-
27632 par des techniques de biologie moléculaire, d’immuno-marquage et d’immuno-
précipitation.

Résultats : La fraction activée de RhoA liée a la GTP était plus élevée dans la muqueuse
inflammée des patients atteints de maladie de Crohn ou de rectocolite hémorragique que dans
les zones non inflammées et que dans la muqueuse de témoins sains et ceci de fagon corrélée
a la production de TNF. Les mémes constatations étaient faites dans le colon de rats
inflammés par I’instillation d’acide trinitrobenzene sulphonique acide comparativement a des
rats non inflammés. L’inhibiteur spécifique de Rho kinase, Y-27632 diminuait la production
de TNF et d’IL-1p par les cellules mononucléées de la lamina propria isolées de la muqueuse
colique de patients atteints de maladie de Crohn et par des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) activées par du Lipopolysaccharides (LPS). Y-27632 inhibait la
translocation de NF-xB activé (p65) dans le noyau et empéchait la dégradation du facteur I-
kBa dans le cytoplasme induit par le LPS sur les PBMC. L’inhibition de la phosphorylation

de I-xBa par Y-27632 dépendait de I’inhibition de Ix-B kinase.
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Conclusions : Rho kinase active le complexe Ik-B kinase et induit 1’activation et la
translocation dans le noyau de NF-kB suggérant son role actif dans 1’inflammation.
L’inhibition spécifique de Rho kinase pourrait devenir une approche thérapeutique dans la

maladie de Crohn.

V.5.2. Publication 5 : « Gastroenterology 2003;124:1180-7. »
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Rho Kinase Blockade Prevents Inflammation Via Nuclear
Factor kB Inhibition: Evidence in Crohn’s Disease and

Experimental Colitis

JEAN-PIERRE SEGAIN,* DIANE RAINGEARD e La BLETIERE,* VINCENT SAUZEAU,Y
ARNAUD BOURREILLE,* GREGORY HILARET,* CHRYSTELLE CARIO-TOUMANIANTZ,*

PIERRE PACAUD,t JEAN-PAUL GALMICHE,* and GERVAISE LOIRAND?®
*#NSERM U-5329, Departmeant of Gastroenterology, and Centre d'Irvestigation Clinique, Cantra Hospitalier Universitaire, Hotel Dieu, Nantes;

and YINSERM U-533, Faculté des Sciences, Nantes, Franca

Background & Aims: Rho proteins are involved in the
regulation of several cellular functions. Data from in
vitro studies suggest that RhoA could be involved in the
inflammatory response. We investigated the role of
Rhod and its downstream effector Rho kinase in intes-
tinal inflammation. Methods: Activation of RhoA was
assessed by pull-down assays. A specific inhibitor of Rho
kinase, Y-27632, was used to examine the role of Rho
kinase in inflammatory response in vive and in vitro by
molecular biology and by immunological and biochem-
ical approaches. Results: Increased activation of RhoA
was found in inflamed intestinal mucosa of patients with
Crohn's disease and of rats with 2,4,6-trinitrobenzene
sulfonic acid-induced colitis. Oral administration of
¥-27632 in rats significantly reduced the colonic inflam-
mation. In vitro, activation of RhoA alone was sufficient
te induce tumor necrosis factor production. ¥-27632
inhibited production of tumor necrosis factor-a and in-
terdeukin-13 by lamina propria and peripheral blood
mononuclear cells. Rho Kinase inhibition prevented nu-
clear factor kB activation and I-xB phosphorylation and
degradation. We showed that Rho Kinase associates
with and activates |-xB kinase « and that Y-27632
prevents -kB kinase activation. Conclusions: Our study
provides the first evidence that Rho kinase activates
I-«B Kinase and, thus, nuclear factor kB, suggesting a
key role of Rho Kinase in inflammatory responses and
intestinal inflammation. Specific inhibition of Rho ki-
nase may be a promising approach for the treatment of
patients with Crohn's disease.

rohn's disease (CDY) is a major inflammarory bowel
disease characterized by a dysregulared immune re-
sponse of unknown origin.' Enteric flora or bacterial
products such as lipopolysaccharide (LPS) concribure to
the recruitment and enhanced activation of lamina pro-
pria macrophages and T cells.2 The high amount of

proinflammarory cytokines, particularly tumor necrosis
factor (TNF}ro and interlenkin (IL)}-13, produced by
these cells plays a major role in the iniciation and per-
petuation of intestinal inflammation in CD.' Nuclear
factor KB (NE-KB), the key regulator of inflam matory
cytokine gene transcription, seems to be a central medi-
ator of immune and inflammartory responses.? In resting
cells, NF-KB is sequestered in the cytoplasm by tighely
bound inhibitory proteins of the I-kB family. On acti-
vation by various stimuli, such as proinflammatory cy-
tokines or LPS, I-kB is phosphorylated by a complex of
I-kB kinases (IKKw and B) and rapidly degraded, allow-
ing NF-KB to transmigrate within the nucleus and in-
duce gene transcription by binding to specific promorer
elements. In this respect, increased activation of the p635
subunit of NF-KB was detected in macrophages of pa-
tients with CD,* and administration of antisense oligo-
nucleotides to p65 abrogated experimental colitis in-
duced in mice by trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS).*
MNF-kB is the targer of several anti-inflammarory com-
pounds {in relation to its essencial role in inflammation),
and attemprs are currently being made to develop safe
MNF-kB inhibitors for the treatment of chronic inflam-
marory diseases.®

The small G proteins of the Rho family (Rho, Rac, and
Cdcd2) are known to regulare acrin-based cytoskeleral
structures and control monccyte/macrophage chemo-

Abbreviations used in this paper: Ab, antibody; CNF-1, cytotoxic
necrotizing factor 1; GTP, guanosine triphosphate; IKK, kB kinase; IL,
interlauking LPME, lamina propria monenuclear cells; LPS, lipepolysac-
charide; NF-B, nuclear factor kB; PEMC, peripheral blood menonu-
clear cells; ROCK, Rho Hinase; TMBES, trinitrobenzens sulfonic acid;
TNF; tumer nacrasis tactor.
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taxis, adhesion, transmigration, phagocytosis, and prolif-
eration.” Modulation of these cellular funcrions by RhoA
is largely dependent on the activation of its downstream
effector, Rho kinase (ROCE).7# Rho proteins also regu-
lace the signal transduction pathways that control the
activities of different transcription factors. In vitro stud-
ies using transfected cells have shown that RhoA can
activate NF-kB, suggesting a potential role in inflam-
mation. " However, the molecular mechanisms respon-
sible for the activation of NF-kB by RhoA remain un-
known.

This study analyzed the involvement of RhoA and the
ROCK-dependent signaling cascade in the inflammatory
response, both in vitro and in vivo, by using physiolog-
ically relevant primary human cells (ie., immune cells)
and inflam marory diseased tissues from CD patients and
rats with TNBS-induced colitis.

Materials and Methods
Patients

Eighteen patients with €D (8 men and 10 women,
aged 18—72 years) and © healthy controls (3 men and 3
women, aged 22—67 years) were prospectively included. Ac che
time of the study, & patiehts were receiving steroids, and &
were receiving azathioprine alone or with sceroids. S CD
pacients and all contrels were not receiving any medication.
All patients underwent endoscopy for medical reasons. Colonic
biopsy specimens were obtained from inflimed and'or hohin-
Hamed mucosa. All patients gave informed consent to take part
in the study.

Induction and Evaluation of Inflammation

Animal experiments were performed in accordance
with the governmental guidelines (IN®87/848). TNBS colins?
was induced in male Sprague—Dawley raes (250 g) by intraco-
lonic adminiscracion of TNBS solution (25 mg in 30% etha-
nol). Two groups (n = 10 cach) were then treated ohce daily
by oral gavage with either water (vehicle) or the ROCK
inhibicar Y-2763212 (30 mg - kg™! - day™ ') for 7 days. Racs
were weighed daily and killed on day 8 for assessment of

colitis 1304
Tissue and Cell Culture

Peripheral blood and lamina propria mononuclear cells
(PEMC and LPMC, respectively) were isolated as previously
described 11 LPMC or colon samples (CD patiches or rars)
were cultured 1h complete medium (RPMI with 10% fecal calf
serum, L-glutamine, and ancibiotics; [nvicrogen, Carlsbad, CA)
contalning or not cohtahing Y-27632 (10 wmel/L) for 16
hours at 37°C. PBMC were sumulated with cytotoxic necro-
nzing faccor 1 (CHNF-1; 1-1000 pmol/LV7 or LPS (Safmomella
eyprbosa; 2 g/mL) for & hours in the absence or presence of
Y-27632 (0.01-100 pmol/L). Immunoflucrescence staining of
NE-&B po% was performed as previcusly described.1®
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Cytokine Assays

Biologically active toral TNF was measured with the
WIEHI 164 clone 13 cell-killing assay.'® IL-1p and [L-10 were
quantified with enzyme-linked immunosorbent assay kies (BD
Pharmingen, Le pone de Claix, France).

Waestemn Blot Analysis

Human menocytic THP-1 cells (starved for 16 hours
in 0.2% feral calf serum medium) were pretreated or not with
¥-27632 (10 pmolL) for 10 minutes ac 37°C before stimu-
lation wich IL-1R (10 ng/mL) for 15 mimaces. Cells were then
lysed for 30 minhutes at 4°C in a lysis buffer contaihing 10
mmoel'Lof Trs-HCL (pH 7.5), 100 mmel/L of NaCl, 1 mmal/L
of ethylene glycol-bisiB-amincethyl ether)-NNN' N'-tec-
raacetic acid, 20 mmol/L of B-glycerophosphate, 0.5% MNon-
idet P-40, 1 mmolL of sodium orthovanadare, and procease
inhibitors. Cell lysates were analyzed by Western bloc with
rabbit polyclonal antibedies (Ab) againse I-kBa and phosphor-
ylated I-kBo (Ozyme, Saint Quenan Yvelines, France) Im-
muhoreactive bands were visualized with horseradish perozi-
dase—conjugated secondary Ab and subsequent enhanced
chemiluminescence detecnon (Amersham Biosciences, Orsay,
France).

Immunoprecipitation

Cell lysates (1 mL/500 g of toral protein) were incu-
bated at 47C with 2 g of conrral meovse immunoglobulin G
or ahti-lKK® mouse monoclonal Ak (BD Biosciences) for 1
hour and then with a biotin-conjugared rabbic anti-mouse Ab
(Sanra Cruz Biochemicals, Sanca Cruzx, CA) for 16 hours. Afrer
the addinon of avidin-agarose beads (Sigma, St. Lows, MO,
immuheprecipitates were recovered by cencrifuganon and
washed 3 cimes wich lysis buffer and twice wich kinase buffer
{20 mmol/L of Tns-HCL (pH 7.5], 20 mmol/L of MgCls, 1
mmol/l of adencsine triphosphate, 1 mmol/L of echylene
glycal-bis(B-amincethyl echerl-N NN N'-tetraacetic acid, 1
mmolL of dithiothreicol, 1 mmol/L of sodium crthovanadate,
and 25 mmol/L of B-glycerophesphate]l. Immunoprecipicates
were analyzed by Western blot for the presence of IKEo and
ROCK proteins (goat polyclonal Ab; Sanra Cruz).

I-B Kinase Assay

[KK acuwviry of immunoprecipitates or of recombinane
ROCK o isoform, 20 mU; Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY) was assayed in kinase buffer containing 1 g of
recombinant glutachione S-transferase IkB (1-317; Santa Cruz)
and 10 pwCi of [y-**Pladenosine triphosphace for 30 minuces ac
30°C. %" Beacnon products were separaced by 10% sodium
dodecyl sulfate—palyacrylamide gel elecerophoresis and visual-
ized with a phosphoimager.

Rho Kinase Assay

ROCK accrvity in che IKK immune complex was assayed
by using 56 kinase substrate pepride® according to the instruc-
tiohs of the manufacturer (Upstate Biotechnology). Recombinane
ROCK (it soform; 20 mU) was used as positive contral.
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Transfection and Reporter Assays

THP-1 cells were transfeceed with 400 ng of pNF-kB-
e plasmid (Ozyme) by using Lipotectamine-FPlus reagent
(Invitrogen) accordihg to the mahufacturer's ibstructiohs.
Twenty-four hours later, cells were starved overnighe in 0.2%
feral calf serum medium and then collected, counted, and
seeded 1n 96-well places (10° cells per 100 pL per well). Cells
were then pretreated or not wich Y-27632 (10 pmolL) for 10
minutes at 37°C before stimulation wich IL-1B (10 ng/mL) for
4 hours. Luciferase activity was determined wich a Luciferase

Beporter Gene Assay (Roche Diaghostics, Meylan, France).

Measurement of RhoA Activity

Tissucs or cells were homogenized in lysis buffer, as
previcusly described . *2 Rhod acoivity was assessed by a pull-
down assay with the Rho-binding domain of the Rho effecror
protein rthotekin, as described  previously.®®  Precipitated
guanosine triphosphate (GTPi-bound RhoA and toral Rhod
were then analyzed by Western blot by using a mouse mono-
clonal anci-RhoA Ab (Santa Cruz). Immunoreactive bands
were quahcified wich ImageQuane (Melecular Dyhamics,

Sunnyvale, CAJL

Statistical Analysis

The signihicance of differcnces was determined wich
the Student ¢ test (for hormally discribured daca) or the Mann—
Whitney IV test {for nonnormally discribured dara).

Results

Activation of the RhoA/Rho Kinase
Pathway in Intestinal Inflammation

Activation of small GTPase EhoA in intestinal
mucosa was assessed by a pull-down assay.2* The level of
active GTP-bound RhoA was higher in biopsy specimens
taken from inflamed mucosa of patients with CD as
compared with noninflaimed regions and with the mucosa
of control patients (Figure 1A). Total RhoA amounts
were equivalent berween samples as assessed by Western
blot of protein extracts. We also observed a similar
increase in RhoA activation in inflamed mucosa of pa-
rients with ulcerative coliris (3529 *+ 28% of conrmol;
n = &) The level of RhoA activation correlared with the
level of TMF produced by intestinal biopsies (Figure 1B).
Similar to the precedent observations with CD patients,
the level of activated GTP-bound RhoA was increased in
inflamed colons of rars with TNBS-induced colitis in
comparison to normal colons of control racs (Figure 1C)
and was associated with higher TNF levels in inflamed
mucosa (Figure 1D, We next investigated the involve-
ment of the RhoA effector ROCK in TNF production by
inflamed mucosa. Because LPMC represent the major
source of TNF, we analyzed the effect of cthe specific

GASTROENTEROLOGY Yol 124, No. 5

ROCK inhibitor ¥-27632'2 on TNF production by iso-
lated LPMC from inflamed colonic mucosa of patients
with CD and of rats with TINBS colitis. Y-27632 (10
pmol’L) treatment led to a dmmartic reduction of TNF
production by LPMC from both CD¥ patients and rars
(Figure 1E and F ). These dara indicate that activation of
the RhoA/ROCK pathway is involved in increased TNF
production in intestinal inflammation.

Rho Kinase Is Involved in Trinitrobenzene
Sulfonic Acid-Induced Colitis

The role of ROCK in intestinal inflammation in
vivo was assessed in rars with TNBS-induced colitis by
using the specific inhibitor Y-27632. Y-27632 was orig-
inally tested in rat hypertension models, in which oral
administration of 30 mg * kg™! * day ™! proved safe and
efficient.’® Oral administration of Y-27632 (30 mg -
kg™t « day~1) reduced the occurrence of TNBS-induced
diarrhea and improved weight gain as compared with
untreated animals (Figure 24 ). Untreated racs displayed
severely inflamed mucosa, with ulcerations often involv-
ing the entire bowel circumference. These signs of in-
flammarion were decreased in Y-27632—treated animals,
and the macroscopic score was reduced accordingly (Fig-
ure 2B). As compared with untreared rats, bowel wall
thickness was also reduced significantly (with no mucosal
ulceration; Figure 2C), and there was significant im-
provement in the histological score for inflammarory
activity (Figure 2D—F). In addition, LPMC isolated from
the colon of Y-27632—creared rats produced lower levels
of TNF than LPMC from untreated rats {not shown). The
beneficial action of ¥-27632 on colitis suggests that
ROCEK is involved in intestinal inflammarion in vivo.

ROCK Inhibition Selectively Prevents
Proinflammatory Cytokine Production

CINF-1, a roxin derived from pathogenic strains of
Escherichia coli, produces selective deamidation of the
glutamine 63 of RhoA, inducing its constitutive activa-
tion.'7 Stimulation of PBMC with CMNF-1 induced a
time- and dose-dependent production of TNF (Figure 34
and B), which was inhibited {33%) by 10 pmol@L of
Y-27632 (Figure 3B). This indicated thar acrivarion of
RhoA alone was sufficient to induce ROCK-dependent
production of TNF. We next used LPS-stimulared
PBMC ro investigate the inhibitory action of Y-27632
on cyrokine production. LPS stimulation induced the
activation of RhoA, as attested by the increase in the
amount of GTP-bound BhoA obtained in pull-down
assay. Western blot analysis of unstimulared or LPS-
stimulated PBMC lysares showed that toral RhoA levels
were equivalent (Figure 3C). Moreover, LPS-induced
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Figure 1. Activation of the RhoA/ROCK pathway in intastinal inflammation. (A-D) RhoA activity (A and €) and TNF concentration (B and D) in
intestinal mucosa from (A and 8) CD (inflamed and roninflamed: n = 12) and control patients (n = 6) and from (C and D) rats with TNBS-induced
colitis and control rats, respactively (n = 5 each). (A and C) Pulkdown assay (upper panel) and densitometrical quantification (mean = SEM, lower
panel) of active GTP-bound RhoA. Total RhoA amounts wera equivalent between samples as assassad by Westarn blot of colon protein extracts.
(8 and D) Biopsies were cultured for 24 hours, and TNF concentration (mean = SEM) in the culture supematant was determined by bioassay.
(E and F) Effect of the ROCK inhibitor Y-27632 on TNF production by LPMC isolated from inflamed mucosa (E) of CD patients (n = 6) and (F)
of rats with TNES colitis. Boxes represent the median and interquartile range of TNF concentration in 24-hour culture supernatants. *P < 0.05;

P < 0.01.

activation of RhoA was associated with TNF and IL-1
production (Figure 3D), which was reduced dose-depen-
dently by Y-27632 (0.01-100 pmol/L; not shown).
Maximal inhibitory action was obtained from 10 pumol/L
Y-27632. ROCK inhibition did not decrease the pro-
duction of the anti-inflammatory cytokine IL-10 (Figure
3D). Similar results were obrained with fasudil (dara not
shown), another inhibitor of ROCK?! thart is nonstruc-
turally related to Y-27632; this is consistent with the
involvement of ROCK in the inflammartory response. In
addition, Y-27632 inhibited inflammacory responses in-
duced by TNF-«t or IL-1B (not shown), suggesting that
ROCK is a convergence point for multiple signals.

Rho Kinase Associates With I-.«B Kinase In
Vivo and Induces FkB Kinase Activation

We next investigated the role of ROCK in the
activation of NF-kB, a key regulator of inflammatory
cytokine gene transcription. The cellular localization and
activation of NF-kB were determined by immunofiuo-

rescence with an Ab directed against the active form of
NF-kB (p65). In nonstimulated PBMC, only very weak
cytoplasmic staining was observed (Figure 4A, upper
panel). Western blot analysis confirmed the presence of
high amounts of [I-kBa in cellular extracts (Figure 4A,
lower panel). Treatment of cells with Y-27632 had no
effect on NF-KB staining or I-kBa level. Stimulation of
PBMC with LPS or TNF led to a marked increase of
NF-KB staining in the nucleus, indicating its dissocia-
tion from I-kBwt and subsequent translocation from the
cytoplasm to the nucleus. Activation of NF-kB was
correlated with I-kBa degradation (Figure 4A, lower
panel). Y-27632 prevented the I-kBat degradation and
subsequent NF-KkB activation induced by LPS and TNF
(Figure 44 ). Using THP-1 monocytic cells transfected
with an NF-kB—dependent luciferase gene reporter plas-
mid, we found thar ROCK inhibition with Y-27632
significantly decreased NF-kB transcriptional activity
stimulated by IL-1B (Figure 4B). Western blor analysis
of THP-1 cell extracts showed that Y-27632 also pre-
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Fgure 2. TNBS-induced colitis is improved by oral treatment with the ROCK inhibitor Y-27632. (4) Weight changes (mean + SEM; n = 10 per
group) in rats with TNBS4nducead colitis treatad with vehicle (empty squares) or Y-27632 (filled squares). Y-27632 significantly improved intestinal
inflammation avaluated in rats (mean = SEM; n = 10 per group) at day 7 of traatment by macroscopic score (8), colon wall thicknass (C), and
histologjcal score (D). Colon sections (magpnification, 200 x) from rats with TNBES-induced colitis after treatment with vehicle (E) or Y-27632 (F)
were stained with H&E. Y-27632 treatment significantly reduced the inflammatory Infiltrate in tha lamina propria and the submucosa. *P < 0.05:
**+p < 0.01.

vented IL-1R—induced phosphorylation and degradation  tion of the IKK complex in vivo, we immunoprecipi-
of I-kBat (Figure 4C). The initial step of I-KB degrada-  rated endogenous IKK from THP-I cells, stimulated or
tion induced by IL-1B is the activation of the IKK  not with IL-1B, in the absence or presence of Y-27632.
complex and the subsequent phosphorylation of I-kB.*  The IKK activity of immunoprecipitates was then ana-
To determine whether ROCK is involved in the activa-  lyzed by measuring 3P incorporation into recombinant
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Figure 3. Role of the RhoA/ROCK pathway in proinfiammatory cytokine exprassion. (A and 8) PBMC were stimulated with the RhoA-activating
CNF-1 taxin for 6 hours, and supematants were analyzed by bioassay. (A) CNF-1 dose-dependently stimulatad TNF production. (B) Kinetic of TNF
production by PBMC stimulated with CNF-L (1 nmol/L). The inhibitory effect of Y-27632 on CNF-induced TNF production is shown at 6 hours
(triangle). (C) PBMC wara cultured without or with LPS for 6 hours and lysed for the evaluation of the level of active GTP-RhoA by pull-down assay
(upper bends). Total RhoA in unstimulated or LPS-stimulated call lysates was equivalent as assessed by Western blot {lower bands). LPS
stimulation increased the lavel of active GTP-RhoA. (D) PBMC were stimulated with LPS in the absence or presence of Y-27632 for 6 hours. TNF.,
IL-1p, and IL-1Q production was evaluatad by bioassay (for TNF) and enzymedinked immunosorbent assay. Data are mean + SEM of at least 4
independeant experiments. *P < 0.05.
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Fgure 4. ROCK associates with IKK in vivo and induces IKK activation (A). Y-27632 pravents NF«B activation and |-«Be degradation in PBMC
stimulated with LPS or TNF-«. Immunofluorescence staining (upper panel) of the activated form of the NF«B p&S subunit in control PBMC and
in PBMC stimulatad with LPS or TNF-< in the absence or presence of Y-27632 (10 pmol/L) for 20 minutas. 1« Ba levels, determined in each
condition by Westem blot analysis (lower panel), are shown below the comresponding photomicrograph. (8) ROCK inhibition decreased NF«B
transcriptional activity. THP-1 cells wera transfected with an NFxB-dependant luciferase gene reporter plasmid, pratreated 10 minutas with or
without Y-27632 (10 umel/L), and stimulated with IL-1p for 4 hours. Cells wera then lysed for measurement of luciferasa activity (RLU, relative
light unit; mean = SEM; n = 4). (C, D, and E) THP-1 calls were pretreated for 10 minutes without or with Y-27632 (10 wmol/L) and stimulated
with IL-1p (10 ng/mL) for 15 minutes. Call lysates were then prepared for Wastem blot, immunoprecipitation, and |«Ba kinase assay as
describad in Materials and Methods. (C) ROCK inhibition pravents |-«Be phosphorylation and degradation induced by IL-1p. |-kBa and
phosphorylated |«Ba levals weara determined by Wastem blot analysis (D) ROCK associates with and activates IKK. The IKKa immune complex
was assayed for |.«Ba kinase activity (upper panel). The |KKa immune complex was analyzed by Westarn blot (we) by using 1KK« (middie panel)
and ROCK (lower panel) Ab. Naither IKK activity nor the presance of ROCK was datected with control immunaglobulin G immunopracipitates (not
shown). (E) Active ROCK is present In the IKKe immune complex. Y-27632-sensitive kinase activity in the IL-1p-activated IKKa immune complex
has been detacted by in vitro S6 kinase substrate phosphorylation assay, in the absenca and presence of Y-27632 (10 umol/L). (F) In vitro
phosphorylation expariment on glutathione Stransferase—l-«Ba showing that racombinant ROCK, in the absence or presance of Y-27632, did not
phosphorylate kxBe (upper panel), whereas it induced S& kinase substrate paptide phosphorylation that was inhibitad by Y-27632 (lower panel).
S6 kinase substrate peptide phosphorylation in the absence of Y-27632 was designatad as 100%. Results are rapresantative of at least 3
independent expariments.

I-kBa. IL-1B induced a 1.9 * 0.2-fold increase in IKK
activity (n = 4) that was inhibited by Y-27632, al-
though the amount of IKKa detected by Western blot
was similar in each immunoprecipitate (Figure 4D). The
increase in IKK activity correlated with the presence of
ROCK in the IKK immune complex from IL-1B—-stim-
ulated cells (Figure 4D). The association of ROCK with
the IKK complex was not affected by Y-27632. Neither
IKK activity nor ROCK was detected with control im-
munoglobulin G immunoprecipitates (not shown). The
presence of active ROCK in the IKK complex from
IL-1P—stimulated cells was further confirmed by the
detection of Y-27632—sensitive kinase activity with the
S6 kinase peptide as substrate (Figure 4E). Y-27632
decreased S6 kinase activity to the level of the IKK
complex from unstimulated control cells (not shown). In
vitro phosphorylation experiments showed that recom-
binant ROCK was not able to directly phosphorylate

I-kBa (Figure 4F, upper panel), whereas it produced S6
kinase pepride phosphorylation, which was inhibited by
Y-27632 (Figure 4F, lower panel). Therefore, the inhi-
bition of I-kBa phosphorylation by Y-27632 in IL-1p—
stimulated cells resulted from the inhibition of IKK
activity. Together, our data indicate that ROCK associ-
ates with and activates the IKK complex.

Discussion

This study provides the first in vivo evidence for
a role of a RhoA-dependent signaling pathway in inflam-
matory diseases and defines a new therapeurtic targer for
the treatment of CD. Results reported here show that (1)
RhoA and its effector ROCK are activated in CD and
TNBS-induced colitis and thar (2) blockade of ROCK
inhibits proinflammatory cytokine production via inhi-
bition of IKK and NF-KkB activation and markedly re-
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duces intestinal infammartion in rars with TINBS-in-
duced colicis.

In vicro studies have reported that Rho family GT-
Pases and some of their exchange factors, including Dhl,
are involved in activation of the NF-KB pathway 1%23-30
However, the mechanisms of this activation remain con-
troversial or, concerning RhoA, elusive. The discrepancy
berween different studies could be due to the cell type or
the enforced gene expression system used. In this study,
we decided to use physiologically relevant primary hu-
man cells (LPMC and PBMC) and inflammatory diseased
tissues from CD patients and mts with TNBS-induced
colitis. Our results show thar ROCK is involved in
RhoA-dependent NE-KB activation during inflammartion
and that use of the specific inhibitor Y-27632 o block
ROCK can prevent an inflammarory response both in
vitro and in vive. Direcr activation of the RhoA/ROCK
pachway with CNF-1 was sufficient to induce TINF pro-
duction by PBMC.

The involvement of RhoA in IL-1P signal transduc-
tion has been suggested by the finding that IL-1B stim-
ulated the association of RhoA with che IL-1} receptor.®”
Here we show for the first time that IL-13 induces the
association of ROCK with the IKK complex in vivo,
which in turn contribures to IKK activation. The inhib-
itory effect of Y-27632 on NF-KB activation thus in-
volves inhibition of IKK activarion, which is consistent
with the obssrved inhibition of I-kBat phosphorylation
and degradation.

Our results show enhanced activation of RhoA in the
inflamed mucosa of CD patients and of rats with TNBS-
induced colitis. Although there could be many causes for
this activation, it is clear that intestinal bacteria play a
role in the pathogenesis of CD. MNotably, pathogenic
strains of E. cofi, which are capable of producing Rho-
activating toxins such as CNF-1,'7 could be involved.
LPS activation of BhoA is also a relevant factor for CD.
Increased LPS levels occur in CD patients and may
contribure to monocyte activarion.? Thus, RhoA could
act as a cellular sensor for bacterial products, thereby
inducing NF-KB activation and inflammatory response.

On the whole, our dara indicare thar ROCK plays an
important role in inflammartory response and that ROCK
inhibitors may be a new means of treating CD. A direct
consequence of the inhibitory effecc of Y-27632 on
NE-KB activation is the reduction of proinflammatory
cytokine production. IL-10 production was not inhibired
by Y-27632 and thus could concribure to the anti-
inflammatory action of long-term trearment with
Y-27632. The in vivo efficacy of ROCK blockade was
shown in the well-validated model of experimental coli-

GASTROENTEROLOGY Vol. 124, No. 5

tis.** Chronic intestinal inflammarion induced by TNBS
mimics some characteristics of CD in humans. Oral
adminiscration of Y-27632 markedly reduced intestinal
inflammarion withour inducing any apparent toxicity.

Because the role of NF-kB acrivation in CD and
TINBS colitis is well documented, 315 inhibition of in-
dividual cyroplasmic components of the NE-kB signal-
ing pathway, such as ROCE, could be an effective strac-
egy for blocking the inflammatory process. Our dara
suggest that specific inhibition of ROCK may be a
promising novel approach for the treatment of patients
with CI.
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VI. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La MC est une maladie invalidante du sujet jeune pour laquelle les stratégies thérapeutiques
courantes étaient limitées a I’utilisation d’anti-inflammatoires stéroidiens en traitement
d’attaque et d’immunosuppresseurs non spécifiques (azathioprine et méthotrexate) en
traitement d’entretien. L’irruption récente des anticorps monoclonaux anti-TNF-o
(infliximab) pour le traitement des formes séveres de MC a confirmé que les thérapies
biologiques prenaient une part concréte dans le traitement des MICI. Les thérapies
biologiques sont directement issues des recherches en physiopathologie et en biologie
cellulaire qui ont permis d’identifier des messages moléculaires et des cibles cellulaires dont
I’inactivation ou au contraire I’amplification a un impact thérapeutique. Dans ce travail, nous
avons évalué les propriétés immunorégulatrices et anti-inflammatoires de produits biologiques
a I’aide d’une approche intégrée utilisant des modeles in vitro, ex vivo et in vivo.

Dans la premicre partie, nous nous sommes interressés a 1’effet de I’'IL-10 sur les fonctions de
présentation antigénique des cellules épithéliales digestives. Au début de ce travail, il semblait
que I'IL-10 était une cytokine de type Th2 pouvant étre, dans un modele d’inflammation de
type Thl comme la MC, une cytokine anti-inflammatoire ouvrant de nombreuses perspectives
thérapeutiques. Par ailleurs, il avait été démontré que I’'IL-10 pouvait modifier les fonctions
de présentation antigénique de plusieurs CPA et diminuer voir inhiber I’activation et la
prolifération de lymphocytes effecteurs CD4+ et CD8+. Ces propriétés étaient en partie
secondaires a la diminution de I’expression membranaire des molécules associées a la
présentation antigénique et de co-stimulation nécessaires a une activation optimale des
lymphocytes effecteurs. Compte tenu du rdle accessoire de CPA des cellules épithéliales

digestives, il était cohérent d’évaluer I’effet de I'IL-10 sur cette fonction. Nous avons dans
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cette ¢tude, montré que les cellules épithéliales digestives de lignées cancéreuses coliques
différenciées ou non comme les celllules SW1116, HT-29 et T84 fixaient au mé€me titre que
les cellules lymphocytaires THP1 et Jurkat, I'IL-10 biotinylée témoignant de la présence d’un
récepteur a I’IL-10. De plus, plus de la moiti¢ des cellules épithéliales coliques (CD3-, CD4-,
CDS8-, CD64-) fraichement isolées de la muqueuse colique fixaient également I’'IL-10
biotinylée. De fagon plus surprenante, I’expression de I’ARNm du récepteur de I'IL-10 n’était
retrouvée que dans les cellules SW1116 et les cellules coliques non cancéreuses, ceci pouvant
témoigné de la présence d’un récepteur tronqué ou muté dans la région amplifiée sur les
autres lignées cellulaires ou d’un second type de récepteur non identifié. Le caractére
fonctionnel d’un récepteur a I'[L-10 exprimé sur les cellules épithéliales digestives a été
retrouvé par d’autres équipes avec des effets sur la prolifération cellulaire que nous n’avions
pas constaté (Panja et al., 1996).

Les cellules coliques exprimaient spontanément, ou apres stimulation par le LPS et
I’TFN-y, les molécules associées a la présentation antigénique du CMH de classe I et IT (HLA-
DR) témoignant de leur role potentiel de CPA déja connu (Brantzaeg et al., 1992. Kaiserlian
et al., 1989. Hershberg et al., 1997). Contrairement a d’autres CPA, I’'IL-10 ne modifiait pas
I’expression du HLA-DR et des molécules de co-stimulation ICAM-1 et CD80 sur nos lignées
cellulaires. Cependant, nous n’avons pas évalué I’effet de I'IL-10 sur d’autres lignées coliques
ni sur d’autre molécules de co-stimulation en particulier le CD1d. Il avait été démontré que
les cellules épithéliales digestives pouvaient réguler I’activation de lymphocytes T par
I’intermédiaire de cette molécule (Panja et al., 1993).

L’absence d’effet de I'[L-10 sur les modeles cellulaires et les fonctions que nous
avions choisi d’étudier n’est pas incompatible avec un effet de I'IL-10 plutot orienté vers des
CPA professionnelles comme les macrophages ou les cellules dendritiques. A la méme

période, plusieurs essais thérapeutiques utilisant de I’'IL-10 recombinante humaine ont montré
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des résultats décevants au cours de la MC et ont surtout confirmé que I’action de I'IL-10
n’était pas uniquement anti-inflammatoire mais pléiotropique avec des effets a la fois anti- et
pro-inflammatoires.

Depuis, il a été montré que I’IL-10 pouvait induire la différenciation des lymphocytes
vers un phénotype régulateur et que ces lymphocytes sécrétaient eux mémes de fortes
concentrations d’IL-10 a I’origine d’une inactivation des lymphocytes effecteurs. Les études
dans le modele de souris SCID ont montré que la ré-injection de ces lymphocytes régulateurs
chez la souris inflammée pouvait inhiber ou empécher la colite (Groux et al. 1997). Une autre
équipe a démontré dans le méme modele, que I’injection de lymphocytes transfectés par des
rétrovirus produisant de I’'[L-10 a forte concentration pouvait diminuer I’intensité de
I’inflammation (van Montfrans et al.,, 2002). Dans les années a venir, I’'IL-10 pourrait &tre
utilisée en thérapie cellulaire en mettant a profit ses propriétés régulatrice. Les lymphocytes
circulants de patients atteints de MC pourraient €tre isolés du sang total, cultivés et activés en
présence de CPA, d’un antigéne spécifique et d’IL-10. Aprés clonage et prolifération de

lymphocytes régulateurs, ils pourraient étre ré-injectés aux patients donneurs.

En aval des mécanismes de présentation antigénique, nous avons évalué les propriétés
du RDP58 dans un mode¢le de colite au TNBS et sur la production de cytokines par des
biopsies coliques et des LPMNC de patients atteints de MC active. Nous avons montré que le
RDP58 inhibait la production de TNF par les biopsies et les LPMNC et qu’il était efficace
pour le traitement oral d’un modele de colite expérimentale chez le rat.

Le role central du TNF-a0 au cours de I’inflammation dans la MC a été illustré par
différentes études in vitro, chez ’animal et chez I’homme et par I’efficacité des anticorps
monoclonaux anti-TNF-o.. Ceci a aboutit au développement de plusieurs stratégies

d’inhibition du TNF-a a différents niveaux : traduction, maturation du pro-TNF en protéine
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mature par I’enzyme de conversion TACE (TNF-a converting enzyme) et enfin inactivation
du TNF mature et actif par anticorps ou par des récepteurs solubles (etanercept, Sandborn WJ
et al., 2001, onercept, Rutgeerts P et al., 2001). De fagon inattendue, les différentes stratégies
anti-TNF se sont révélées moins efficaces que I’infliximab sans que 1’on ait d’explication
certaine. Il a ¢été suggéré que linfliximab pourrait, outre empécher le TNF circulant
d’interagir avec son récepteur, induire ’apoptose de lymphocytes de type Thl en se fixant sur
le pro-TNF-a transmembranaire (van den Brande et al., 2003). Récemment, il a été démontré,
dans la polyarthrite rhumatoide, que les patients répondeurs a I’infliximab avaient une
proportion plus importante de lymphocytes circulants régulateurs CD4+CD25+ que les
patients non répondeurs (Ehrenstein et al., 2003).

Le RDP58 diminue la production de TNF par les biopsies et les LPMNC isolés de la
mugqueuse de patients atteints de MC a un niveau post traductionnel. Cette inhibition n’est pas
suffisante pour envisager une efficacité thérapeutique chez I’homme. Cependant, nous avons
montré que le traitement oral des rats inflammés par le RDP58 diminuait de fagon
significative les scores d’inflammation macroscopiques et histologiques chez les animaux
traités. Cette amélioration allait de pair avec celle de 1’état général des animaux prouvée par la
prise de poids significativement plus importante que chez les animaux non traités. Bien que le
décrytage des mécanismes du RDP58 nécessitent des études plus poussées, les résultats du
RDP58 dans un autre modele de colite induite par le DSS et correpondant plutdt a un modéele
de RCH est en faveur d’une action non spécifique du RDP58 sur la réponse inflammatoire
Thl ou Th2 (Boismenu et al., 2002). Un des mécanismes d’action hypothétique du RDP58 est
la modulation de D’activit¢ enzymatique de HO-1. Cependant, malgré le rdle protecteur
suggéré de HO-1 dans le modele de colite au TNBS, il n’y a pas de preuve de son implication
directe au cours des MICI chez I’homme. De plus la modulation de HO-1 par le RDP58 dans

les modeles animaux de colite n’a pas été étudiée.
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Le RDP58, en dépit de I’absence de mécanisme identifi¢, a fait ’objet de deux études
de phase I et de phase II chez ’homme. Ces études ont confirmé la bonne tolérance clinique
et biologique d’une administration orale répétée du peptide (Iyer et al., 2002) et suggérent son

efficacité dans la RCH (Travis et al., 2003).

La deuxieme stratégie de thérapie logique pour la MC que nous avons évalué dans
cette these est basée sur une approche de pharmacologie nutritionnelle. Le butyrate est une
molécule dont les propriétés €nergétiques spécifique du colonocyte ont orienté son utilisation
gastroentérologique vers des pathologies limitées au colon comme la RCH. Nous avons
montré que le butyrate agit sur la réponse immunitaire en diminuant la production de
cytokines pro-inflammatoires TNf-o/3, 1I-1p et IL-6 par des LPMNC isolés de la muqueuse
colique de patients atteints de MC. Cette diminution de production interressait ¢galement le
niveau d’expression des ARNm et pouvait étre expliqué par une inhibition de NF-xB via une
inhibition de la dégradation d’I-kBa.. Cet effet stabilise le complexe 1-xB/NF-xB et empéche
la translocation de NF-xB dans le noyau des cellules (Segain et al., 2000). Les propriétés anti-
inflammatoires du butyrate ont été évaluées in vivo dans le modele de colite au TNBS et il a
été démontré que les lavements de butyrate étaient efficaces et diminuaient I’intensité de
I’inflammation colique (Xing et al., 1998. Butzner et al., 1999. Segain et al. 2000).
L’efficacité du butyrate dans un modele animal d’inflammation Thl a conduit a évaluer ses
effets sur la balance Th1/Th2.

Dans des PBMC stimulés par le LPS, le butyrate diminuait la production d’IL-12 et
inhibait I’activation de son facteur de transcription NF-kB et inversemment augmentait la
production d’IL-10 et activait le facteur de transcription CREB suggérant son efficacité plus
spécifique pour une inflammation de type Thl. De plus, le butyrate modifiait le phénotype de

lymphocytes de type Thl vers un phénotype de type régulateur produisant des concentrations
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importantes d’IL-10 sans pouvoir modifier le phénotype de lymphocytes déja orientés vers un
phénotype de type Th2.

Le butyrate potentialisait ’effet anti-TNF de I'IL-10 de facon dose dépendante en
induisant une sur-expression du récepteur a 1’IL-10 sur les PBMC. Le butyrate pourrait étre
utilisé en co-traitement de I’IL-10 au cours de la MC permettant de potentialiser ses effets in
situ comme cela a été démontré avec la dexaméthasone (Herfarth et al., 1998).

Les différentes propriétés du butyrate apportent des arguments a son utilisation au
cours des MICI. Cependant, contrairement a ce qui a €té réalisé au cours des essais cliniques,
les effets du butyrate sur la réponse immunitaire oriente plutot son utilisation dans la MC que
dans la RCH. L’administration du butyrate chez I’homme peut se faire soit par voie locale en
lavements, soit par voie orale ou IV. L’administration en lavement ne permet pas de de
contrdler le temps de contact, les concentrations du produit et le niveau d’atteinte dans le
colon diminuant probablement son efficacité et empéchant une évaluation correcte. Par
ailleurs, il s’agit d’une voie d’administration inadaptée au cours de la MC. Le butyrate peut
étre administré par voie orale (Vernia et al. 2000) ou par voie IV seul ou en association a de
I’IL-10 afin de potentialiser ses propriétés anti-TNF.

Une alternative thérapeutique serait également une approche par thérapie cellulaire
comparable a la stratégie utilisant I’'IL-10. Cette approche serait de traiter ex vivo au butyrate
des PBMNC de patients, de facon a transformer leur phénotype Thl en un phénotype
"régulateur" sécrétant de I'IL-10 (Tr1 ou Th2), puis de les réinjecter. Une telle approche a
montré des résultats positifs dans un modeéle animal de sclérose en plaque, I’encéphalite

autoimmune expérimentale (Dasgupta et al., 2003).

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons montré que la protéine RhoA et son

effecteur ROK pourrait devenir une cible potentielle thérapeutique au cours de I’inflammation
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digestive et particulicrement dans la MC. En effet, nous avons montré 1) que RhoA était
activé dans la muqueuse digestive de patients atteints de MC et dans la muqueuse coilique des
rats inflammés au TNBS, 2) que I’inhibition de ROK par un Y-27632 inhibait la production
de cytokines pro-inflammatoires via I’inhibition de la dégradation de I-xB et de I’activation
de NF-xB et 3) L’inibition de ROK par I’administration orale de Y-27632 diminuait
I’inflammation colique chez les rats traités au TNBS.

Les protéines de la famille Rho sont essentiellement connues pour leurs propriétés sur
le cytosquelette et sur la polarisation des cellules. Leurs propriétés de régulation des facteurs
de transcription de différents génes dont ceux impliqués dans la réponse inflammatoire sont
moins connues et les mécanismes impliqués sont controversés. Cependant d’autres études ont
montré que RhoA pouvait activer la voie de signalisation NF-kB (Montaner et al. 1998) via la
phosphorylation et la dégradation de I-kB permettant la transmigration de NF-xB dans le
noyau. Un argument supplémentaire mais indirect apporté par notre travail est la production
de TNF par des PBMC traités par le CNF-1 (Cytotoxic Necrotizing factor-1). Le CNF-1
aboutit a I’activation continue de RhoA et induisait de facon dose et temps dépendante la
production de TNF pour lequel NF-kB permet la transcription du gene. Cette production était
inhibée par le Y-27632. RhoA pourrait également activer NF-kB via 'IL-1. L’IL-1f3 est une
cytokine pro-inflammatoire impliquée dans de nombreux processus infectieux ou non. L’IL-1
interagit avec son récepteur I'IL-1R qui forme un complexe de plusieurs sous-unités présent
sur tous les types cellulaires. Les voies de signalisation activées par I’IL-1 sont multiples et
incomplétements connues et impliquent de nombreuses kinases permettant I’activation entre
autres voies de NF-xB. Il a ét¢ montré que RhoA se liait physiquement a I’IL-1R et était
activé par I’interaction de I’'IL-1 sur son récepteur (Singh et al., 1999). De facon concordante,

nous avons montré que I’'[l-13 entrainait la formation d’un complexe RhoA-IKK permettant
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I’activation de IKK qui en réponse induisait la phosphorylation et la dégradation du facteur
inhibiteur [-xB et permettait ainsi le passage de NF-kB dans le noyau.

RhoA est activée dans la muqueuse de patients atteints de MC et dans la muqueuse des
rats inflammés par le TNBS. Il est connu de longue date que des toxines bactériennes peuvent
réguler I’activation des protéines Rho comme la toxine B du clostridium difficile (inhibitrice)
ou le CNF-1 (activateur). L’activation de RhoA peut étre secondaire a d’autres stimuli.
Compte tenu du role important de la flore digestive dans I’induction et la poursuite de
I’inflammation, il est concevable de supposer que le LPS ou des fragments de plus petite taille
(MDP) pourraient activer RhoA ce qui a été suggéré dans d’autres études (Monick et al.,
2003). Quoiqu’il en soit, notre étude suggere que ROK joue un rdle dans la réponse
inflammatoire digestive et que les inhibiteurs de ROK pourraient grossir les possibilités
thérapeutiques. De nouveaux travaux sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus et
pour ¢étudier les mécanismes et les voies de signalisation impliquées dans le contréle de la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.

En conclusion, I’amélioration des connaissances dans la physiopathologie des MICI a permis
et permettra dans un avenir proche de modifier et d’améliorer la prise en charge thérapeutique
de nos patients. Le décryptage des mécanismes de régulation de I’inflammation digestive
permet d’identifier des cibles moléculaires et des cibles cellulaires et d’envisager des

stratégies thérapeutiques non conventionnelles.
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TITRE DE LA THESE : IMMUNOMODULATION ET THERAPIE
EXPERIMENTALE AU COURS DES MALADIES INFLAMMATOIRES
CHRONIQUES INTESTINALES.

RESUME DE LA THESE : La maladie de Crohn (MC) est caractérisée par une
réponse de type Thl. Le TNF et I'IL-10 ont été identifiées comme des cibles
thérapeutiques. Le but de cette thése était d’identifier les mécanismes d’action
d’agents pharmaco-nutritionnels.

Le butyrate est la principale source d’énergie du colonocyte. Nous avons
démontré que le butyrate chez des patients atteints de MC, diminuait la
production de TNF en inhibant la transcription de NF-kB. Le butyrate agissait
négativement sur I’induction d’une réponse de type Thl en bloquant la
production d’IL-12 et en stimulant la production d’IL-10 via une inhibition et
une activation de NF-kB et CREB respectivement.

Le RDP58 est un peptide dérivé de la chaine lourde de la molécule HLA de
classe I. Il a été démontré que ces peptides pouvaient moduler la réponse
immunitaire in vivo et in vitro. Nous avons démontré que le RDP58 diminuait la
production de TNF-a et d’Interferon-g chez des patients atteints de MC. La
diminution de la production de cytokines par les biopsies coliques inflammées
intervenait & un niveau post transcriptionel. Par ailleurs, le RDP58 était efficace
en traitement oral dans un mode¢le de colite chez le rat. Nous avons montré que
I’'IL-10 ne modifiait pas I’expression des molécules associées a la présentation
antigénique a la surface des cellules épithéliales digestives. RhoA-kinase est
impliquée dans I’inflammation digestive et son inhibition spécifique diminue
I’intensité de la colite expérimentale induite par le TNBS chez le rat.

En conclusion, les propriétés et les mécanismes d’action du butyrate, du RDP58
suggerent leur efficacité potentielle dans le traitement de la MC.

MOTS CLES :

CROHN, RECTO-COLITE HEMORRAGIQUE, MALADIE
INFLAMMATOIRE CHRONIQUE INTESTINALE, REPONSE
IMMUNITAIRE THI1, BUTYRATE, RDP38.



IMMUNOMODULATION AND EXPERIMENTAL THERAPY IN
INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

ABSTRACT : Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease
characterized by a Th1 immune response. Modulation of production of TNF and
IL-10 were identified as potential therapeutic option. The aims of this study
were to identify the immunomodulation properties of several pharmaco-
nutritional compounds. Butyrate is the most abundant source of energy of
colonocytes and moreover, it was suggested that butyrate could have
immunomodulatory properties. In this study, it was demonstrated that butyrate
decreased TNF production and pro-inflammatory cytokine mRNA expression in
CD patients abolishing LPS-induced transmigration of NF-kB. Moreover,
Butyrate down regulated IL-12 expression and up regulated IL-10 expression in
LPS-stimulated peripheral blood mononuclear cells.

RDPS58, a novel immunomodulatory peptide, is derived from the heavy chain of
the HLA Class I molecule. We have demonstrated that RDP58 led to decreased
TNF and IFN-g but not IL-1beta production in CD patients. Moreover, in rats
with Trinitrobenzene sulphonic acid-induced colitis, oral RDP58 therapy
improved macroscopic and histological inflammation scores.

IL-10 inhibits the antigen specific proliferative response of T cells when several
antigen presenting cells are used in decreasing antigen presentation associated
molecules. Colonic epithelial cells may behave as antigen-presenting cells. We
have demonstrated that intestinal epithelial cells expressed IL-10 receptor but
IL-10 failed to modulate antigen presentation associated molecules. RhoA-
kinase is involved in the inflammatory process of CD and specific inhibition of
ROK decreased inflammation in TNBS experimental colitis in rats.

Our results suggested that Butyrate, RDP58 and ROK inhibition may be
effective therapy for CD.

KEYWORDS :
CROHN’S DESEASE, ULCERATIVE COLITIS, INFLAMMATORY BOWEL

DISEASE, Th1 IMMUNE RESPONSE, BUTYRATE, RDP58, RHOA-
KINASE.
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