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Ce travail de these s’inscrit dans un contexte clinique particulier, les maladies inflam-
matoires chroniques de I’intestin (MICI) dont la prévalence est en constante augmentation.
Les MICI comprennent la maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH),
caractérisées par une inflammation de la paroi d'une partie du tube digestif. L’origine des
MICI est probablement multifactorielle associant des facteurs environnementaux, immuni-
taires et génétiques. Ainsi, la compréhension des différents mécanismes physiopathologiques
impliqués constitue un enjeu important afin d’optimiser les stratégies thérapeutiques et propo-

ser une meilleure prise en charge des patients.

L’un des éléments clés de la pathogénie des MICI semble €tre 1’atteinte de la barriere épithé-
liale intestinale (BEI). En effet, lors d’une réponse inflammatoire, 1’agression continue de
I’épithélium provoque des érosions et des ulcérations qui modifient la perméabilité de 1la BEI.
Ces altérations facilitent alors I’activation du systéme immunitaire muqueux et la réponse est
amplifiée par le recrutement de cellules effectrices au site de I’inflammation. On retrouve
également une dysrégulation de la prolifération et de la différenciation qui sont deux proces-

sus nécessaires au maintien de I’intégrité de la BEL

Il est désormais admis que la BEI forme avec les cellules gliales entériques (CGE) et les neu-
rones du systeme nerveux entérique (SNE), une unité fonctionnelle, 1’unité neuro-glio-
épithéliale (UNGE) dont le fonctionnement repose notamment sur la proximité physique des
différents composants ainsi que sur des relations paracrines existant entre eux. Ainsi, le SNE
est impliqué dans la régulation des fonctions et le contrdle de ’homéostasie de la BEI selon

un mode paracrine, notamment via la sécrétion par les CGE de médiateurs solubles.

Dans les pathologies inflammatoires digestives, le SNE a d’abord été considéré comme une
cible de I’'inflammation devant 1’observation de nombreuses modifications morphologiques et
fonctionnelles. Cependant, les modeles murins de destruction ciblée des CGE conduisant a
une entérocolite fulminante suggerent également son implication dans la physiopathologie des
MICI et dans le maintien de 1’intégrité de la barriere. En effet, on sait maintenant que le SNE,

et en particulier les CGE, sont capables d’intégrer un signal inflammatoire et qu’en réponse a
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ce signal, vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires, des médiateurs lipidiques et prolifé-

rer.

Parmi les médiateurs lipidiques, on retrouve la classe des prostaglandines (PG). Des travaux
au sein de I'unité ont d’ores et déja montré que la 15d-PGJ2 et le 11BPGF2a, dérivés de la
prostaglandine D2 (PGD2) et sécrétés par le SNE sont impliqués dans le contrdle de
I’homéostasie de la BEI. Par ailleurs, de nombreuses €tudes ont mis en évidence des taux im-
portants de PGD?2 et de prostaglandine E2 (PGE2) dans des biopsies coliques de patients pré-
sentant une MICI et dans les modeles murins de colite. Ainsi, la PGD2 et PGE2 semblent a la
fois impliquées dans le controle de I’homéostasie de la BEI et participer a sa rupture en situa-
tion inflammatoire. De fagcon schématique, la voie de la PGD2 serait plutdt anti-inflammatoire
alors que celle de la PGE2 serait a I’inverse pro-inflammatoire. Enfin, si I’effet de la PGE2
sur la BEI a déja ét€ en partie évalué, I'impact bénéfique ou délétere de la production de

PGD?2 sur la BEI n’a pas été encore caractérisé.

Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés a la relation paracrine impliquant la

PGD2 et la PGE2 au sein de ’'UNGE.

Les objectifs étaient les suivants :
1/ Caractériser les voies métaboliques de la PGD2 et la PGE2

U au sein du SNE en conditions physiologique et inflammatoire
QO ainsi que leur implication dans la physiopathologie des MICI

2/ Etudier I’'impact de la production de la PGD2 sur la BEI

Cette these est structurée autour de deux articles et d’un projet d’étude transcriptomique, pré-

cédés d’une étude bibliographique. L’étude bibliographique est composée des themes suivants

1/ Présentation du contexte général dans lequel s’inscrit ce travail, a savoir les MICI
2/ Présentation de I’UNGE en condition physiologique et dans les MICI
3/ Description des voies métaboliques de la PGD?2 et de la PGE2 et leur implication dans les

MICI
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I.

Contexte clinique — les maladies inflammatoires chroniques de

I’intestin

a) Définition

Les MICI sont des pathologies liées a une inflammation chronique du systeme digestif
et caractérisées par des ulcérations de la muqueuse et 1’afflux de cellules immunitaires. Elles
comprennent deux entités principales, a savoir: la MC et la RCH. Dans la MC,
I’inflammation peut étre localisée a tous les niveaux du systeme digestif, de la bouche a
I’anus, méme si elle est principalement localisée au niveau de I’intestin et atteindre toute
I’épaisseur de la paroi digestive, allant jusqu’a la formation de profondes fistules. En re-
vanche, dans la RCH, les manifestations sont limitées au colon et I’infiltrat inflammatoire
associé ne pénetre pas plus loin que la muqueuse et la lamina propria dans la plupart des cas

(Fakhoury et al., 2014).

b) Epidémiologie

La prévalence et I’incidence des MICI ont augmenté ces dernieres décennies a la fois

chez 1’adulte et chez I’enfant (Weimers and Munkholm, 2018).

Elles sont le plus souvent diagnostiquées chez des patients jeunes, 4gés de 20 a 30 ans, méme
si pour la RCH, les tranches d’ages au diagnostic sont plus étendues, pouvant aller jusqu’a 39
ans. Elles peuvent néanmoins survenir a tous age et 15 % des cas concernent des enfants.
Certaines études ont également montré des profils différents en fonction du sexe. En effet, la

MC est une pathologie qui atteint plus fréquemment les femmes (sex ratio homme/femme =

10
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0.8) et la RCH, les hommes (sex ratio homme/femme = 1.1) (Lerebours et al., 2003) (Figure

1).

Incidenca (/107

B0 R e 3
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Figure 1: Variation de l'incidence de la MC et la RCH en fonction du sexe et de I’age
(D'apres Lerebours et al., 2003)

L’incidence des MICI varie selon les pays. On observe une prédominance dans les pays occi-

dentaux ou leur prévalence est en constante augmentation probablement du fait d’une meil-

leure connaissance de ces pathologies. En Europe, on estime la prévalence de la RCH entre

0.6 a 24.3 par personne et par an pour 100 000 habitants et celle de la MC entre 0.3 a 12.7

(Ananthakrishnan, 2015). Cependant, les pays en voie d’occidentalisation (Afrique du nord,

Chine, Inde, Corée du Sud, Iran et Liban) voient également 1’incidence des MICI augmenter

ces dernieres années (Cosnes et al., 2011; Ng et al., 2013) (Figures 2 et 3). Il est commun de

ce fait de penser que le risque de MICI est lié au développement socio-économique et a

I’industrialisation.

11
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Figure 2: Carte de l'incidence de la maladie de Crohn dans le monde
(D'apres Ng et al., 2013)

Figure 3: Carte de l'incidence de la rectocolite hémorragique dans le monde
(D'apres Ng et al., 2013)

12
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¢) Signes cliniques

L’évolution de ces pathologies se fait par poussées inflammatoires de durées et de fré-
quences variables selon les patients. Ces poussées sont entrecoupées de phases de rémission.
Lors de la phase aigiie, les MICI se caractérisent par des douleurs abdominales, des diarrhées
fréquentes, parfois sanglantes, ou encore une atteinte de la région anale (fissure, abces). Ces
symptOomes typiques s’accompagnent souvent de fatigue, d’anorexie et de fievre, voire de
manifestations extra-intestinales (articulaires, cutanées, oculaires, hépatiques). Certaines
crises peuvent conduire a I’hospitalisation du patient avec arrét de I’alimentation et mise sous
perfusion pendant quelques jours. L’évolution de la maladie peut entrainer des sténoses du
gréle et du cdlon pouvant se compliquer d’occlusions, de fistules puis d’abces. Ces complica-
tions nécessitent une intervention chirurgicale. Les patients souffrant de MICI sont également
exposés a un risque accru de développer un cancer colorectal. Ce risque commence a s’élever
8 a 10 ans apres le diagnostic et atteint environ 8% a 20 ans et 18% apres 30 ans (Kraus and

Arber, 2009).

d) Diagnostic

Leur diagnostic est posé sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques, endosco-
piques et histologiques précis. Un score d’activité clinique (MC : Crohn disease activity index
(CDAI) et RCH : Lichtiger) (Tableau 1) et endoscopique (MC : Crohn’s disease endoscopic
index of severity (CDEIS) et RCH : Ulcerative colitis endoscopic index of severity (UCEIS))

(tableau 2) est établi lors du bilan initial de la maladie et au cours du suivi.

13
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Tableau 1: Score clinique- Exemple du CDAI ou indice de Best pour la Maladie de Crohn

(Extrait des fiches Mémo MICI du CREGG, Club de réflexion des cabinets et groupes d’hépato-
gastroentérologie ; un CDAI inférieur a 150 correspond a une maladie de Crohn inactive ; compris entre 150 et
450 a une maladie de Crohn active ; supérieur a 450 a une maladie de Crohn sévére)

e e e S

Nombre de selles liquides

ou molles

Douleurs abdominales : 2
* ahzonte — 0

* |&géras - 1

* MOYonnes - 2

* imensas — 3

Bien-&tre général : 2
* bon =0

* maoyen - 2

* médiocre — 3

* MEuvas = 4

* [hs mawas - 5

Autres manifestations :

arthrites ou anhrakges 20
NS ou uvede 20
anyihéame nouaus, pyodenns, 20
aphies buccaux

fizsures, fisles, abods anal 20
o périrectal

aurre fisule inestinalo 20
figwre (= 38° dans |a semaing) 20
Traitement antidiarrhélque a0
(lopéramine ou opiaces)

* non = 0

* oui =1

Masse abdominale : 10
* absene — 0

* doutsusa - 1
* comaing - 5

Hématocrite™ : G
* homma : 47 - Hématocrita
* famme : 42 - Hemalocrite

Poids* :
100 x {1-Poids acwel/Poids
théonqua)

* La signe doir e consensd donc ajout U SOUSTAchon.

) B

14



Revue de la littérature

Tableau 2: Score endoscopique - Exemple du CDEIS dans la maladie de Crohn

(Extrait des fiches Mémo MICI du CREGG, Club de réflexion des cabinets et groupes d’hépato-
gastroentérologie ; Le CDEIS varie de 0 (absence de Iésions) a 44 (Iésions les plus sévéres). La rémission en-
doscopique peut étre définie par un CDEIS <7)

Sigmotde
Ractom Colon
. . gauche | 2 =t}
Ullcarations . + g 4
sperficielles
| (ooter 6 points st +) | _ Ll k] had il
Lcerations profondes 1 - = b -
| {cofer 12 points & +) | ) = = = i 2|
Surface des |esions {%) + F i I =
| (3 diviser par 10)™ . Ll 1l Il '
Surface wiceree (%) - b 1 +
| (& diviser par 107

Calon Caolon

rEnsverss droi ligon Total

Sous-tofdl A | =

| Nomibre de segmients explonds {intaiement ou partiellement) n

Diivizar [e sous-totlA parn SOUS-togal B
| Signose uicaree (3 paints i + L]
| StEnose non ulcerde (3 points & +) b=
COEIS=A+BE+C+D|=

Lorsque les symptomes sont évocateurs d’une MICI, le bilan biologique pourra objectiver un
syndrome inflammatoire ainsi que la présence éventuelle de marqueurs spécifiques des MICI
tels que les anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) et les anticorps anti-cytoplasme

des polynucléaires neutrophiles (ANCA), ou encore d’éventuelles carences nutritionnelles.

Actuellement, le marqueur le plus étudié et le plus performant pour le diagnostic et la surveil-
lance des MICI est la calprotectine dont le dosage est réalisé sur échantillon de selles. Cette
protéine de liaison au calcium et au zinc, aux propriétés antibactériennes et antifongiques, est
secrétée par les polynucléaires neutrophiles et les monocytes-macrophages en cas
d’activation, stress, signaux de mort cellulaire ou apres adhésion des monocytes circulants a
I’endothélium vasculaire. Elle refleterait mieux que les marqueurs inflammatoires sériques la
présence et la sévérité d’une inflammation intestinale : 20% des patients atteints d’'une MICI
en poussée ont une CRP (protéine C réactive) normale, alors que les taux de calprotectine
fécale sont quasiment toujours élevés. Malgré qu’elle soit non spécifique des MICI, la calpro-
tectine fécale permet de discriminer avec une bonne sensibilité et spécificité (seuil de 50
ug/g), la présence de lésions des muqueuses du tube digestif observées dans les MICI, d’un
syndrome fonctionnel comme celui de I’intestin irritable. Ce biomarqueur est tout aussi utile

dans le suivi de I’efficacité du traitement mis en place et dans la prévention des poussées in-
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flammatoires (Chew and Mansfield, 2018). Il est décrit que les rechutes et les complications
de ces pathologies sont plus fréquentes lorsque persiste une inflammation résiduelle entre les
poussées, méme en 1’absence de symptdomes. La détection de cette inflammation via la calpro-
tectine peut justifier I’intensification du traitement afin de parvenir a la cicatrisation de la mu-
queuse. En plus du bénéfice clinique, elle présente également un bénéfice économique

puisque son recours peut limiter la réalisation d’une endoscopie.

L’endoscopie digestive permet de rechercher la présence et la localisation de 1ésions du tube
digestif ainsi que de réaliser des prélevements pour 1’étude histologique des 1ésions. Si néces-
saire, pour évaluer I’atteinte de I’intestin gréle, une entéro-IRM peut compléter 1’examen, en
I’absence de sténose du gréle. Elle peut aussi se faire par entéro-scanner ou par 1’utilisation
d’une vidéo-capsule (gélule a avaler munie d’une micro-caméra). De nouvelles stratégies
d’analyses endoscopiques prometteuses dont I’endomicroscopie confocale (figure 4) sont en
cours de développement. Elles permettent d’analyser in situ I’état de I’épithélium intestinal, le
flux sanguin et la perméabilité a des substances en permettant des analyses quantitatives avec
plus d‘exactitude que 1‘endoscopie « classique » (Musquer et al., 2013; Quénéhervé et al.,

2015, 2018).

Figure 4: Apport de I'endomicroscopie confocale chez un patient atteint d'une Maladie de Crohn
(D'apres Quénéhervé et al., 2015)

(A/ Application de la fibre d’endomicroscopie sur la muqueuse colique ; B/ Visualisation de 1’épithélium (fleche
pleine) ainsi que des orifices des glandes coliques (fleche pointillée) a I’échelon microscopique et en temps réel ;
C/ Visualisation des capillaires péricryptiques et analyse des flux capillaires)
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e) Stratégies thérapeutiques des MICI

La prise en charge thérapeutique des MICI a pour objectifs la rémission des signes
fonctionnels de la maladie, la prévention des rechutes et des complications ainsi que la limita-
tion de la progression des lésions. Elle implique la mise en place de mesures hygiéno-
diététiques avec un traitement médicamenteux qui va traiter la crise (traitement d’attaque) et
limiter les rechutes (traitement d’entretien) (Figure 5). Si les patients sont résistants aux trai-
tements médicamenteux ou encore suite a I’apparition de complications, un traitement chirur-

gical peut étre proposé afin de retirer le segment du tube digestif (TD) le plus atteint.

Parmi les mesures hygiéno-diététiques importantes et présentant un réel effet bénéfique sur
ces pathologies, on retrouve le sevrage tabagique et la pratique d’une activité physique. Du
point de vue alimentaire, aucun régime spécifique n’est recommandé. Néanmoins, une ali-
mentation pauvre en graisses et en sucres semble associée a des effets bénéfiques alors que la
consommation d’alcool, de caféine et de plats épicés semble a I'inverse aggraver les symp-
tomes. D’autre part, une supplémentation en acide folique, zinc, magnésium, vitamines B12 et
D peut étre réalisée en raison des carences dues a une malabsorption au cours de ces patholo-
gies.

Un recours a la nutrition parentérale peut également s’avérer nécessaire durant les poussées
inflammatoires aigiies, les complications séveres ou lors de dénutrition importante afin de
limiter les stimuli de la muqueuse tout en permettant un apport en nutriments efficace.

Enfin, I’utilisation de probiotiques et prébiotiques semble également intéressante. Les probio-
tiques sont des micro-organismes vivants, non pathogenes. Quant aux prébiotiques, ils sont
définis comme des ingrédients non digestibles qui stimulent la croissance ou I’activité de cer-
taines bactéries résidant dans le colon. Les deux présentent un role bénéfique pour 1’équilibre

microbien gastro-intestinal.
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v" Traitements médicamenteux

Actuellement, les traitements agissent sur les différentes phases de I’inflammation. Il n’existe
pas de traitement curatif des MICI, mais les médicaments anti-inflammatoires actuels permet-
tent un controle de la maladie. Ils préviennent 1’apparition des poussées et prolongent les
phases de rémission en favorisant la cicatrisation des lésions du tube digestif. Si les 5-
aminosalicylés (5-ASA) ne sont pas efficaces dans la MC, ils peuvent étre prescrits dans les
formes modérées de RCH. Les corticoides sont quant a eux moins utilisés du fait de leurs ef-
fets secondaires. En cas de maladie évolutive, des traitements immunomodulateurs peuvent
étre mis en place. Les plus prescrits sont les anti-TNFa et anti-IL12/IL.23. IIs bloquent spéci-
fiquement les médiateurs de I’inflammation impliqués dans la maladie. Si ces derniers
s’averent non efficaces, un relai avec de nouveaux immunomodulateurs spécifiques de
I’intestin comme le vedolizumab (anticorps monoclonal dirigé contre 1’intégrine a4B7) est
réalisé. Il s’agit d’anticorps monoclonaux qui se lient spécifiquement a des molécules
d’adhésion présentes a la surface de cellules immunitaires, empéchant leur passage dans le

TD.

v" Vers de nouvelles perspectives :

= ] a transplantation fécale

Un réle important du microbiote intestinal est clairement démontré dans la physiopathologie
des MICI. Il est maintenant considéré comme un organe a part enticre et peut étre transplanté
(Gerding et al., 2015). La transplantation de microbiote fécal (TMF) consiste a administrer
une préparation de maticre fécale issue d’un sujet sain a un patient atteint d’une pathologie
liée a une altération du microbiote intestinal, en vue d’exercer des effets thérapeutiques (Fi-
gure 6). A I’heure actuelle la seule indication validée est I’infection récidivante a Clostridium
difficile avec des taux de succes de 1’ordre de 80 a 90 % (van Nood et al., 2013). Les premiers
essais de la TMF sont prometteurs. En ce sens, une étude récente dans la RCH montre qu’une
rémission clinique et endoscopique est obtenue pour 11 (27%) des 41 patients ayant recu une
greffe de microbiote fécale versus trois (8%) des 40 qui ont recu un placebo (Paramsothy et
al., 2017). Cependant, la place et les modalités d’utilisation dans le traitement des MICI res-

tent a étre déterminées.
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Congélation possible
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Figure 6: La transplantation fécale en pratique. ANSM: Agence nationale de sécurité du médicament
(D'apres Lagier and Raoult, 2016)

= [a neurostimulation

Des 2000, Travey et son équipe ont décrit les propriétés anti-inflammatoires de la stimulation
du nerf vague via la voie cholinergique. En effet, la stimulation du nerf vague conduit a la
libération d’acéthylcholine qui, en se fixant aux récepteurs o-7-nicotiniques exprimés a la
surface des macrophages, inhibe la sécrétion du TNFa (Borovikova et al., 2000). Par la suite,
il a été montré qu'une stimulation électrique du nerf vague améliorait une colite expérimen-
tale (Meregnani et al., 2011). Ainsi, la neurostimalation du nerf vague pourrait répresenter une
alternative intéressante a la prise en charge conventionnelle pour des patients présentant une
MICI (Bonaz et al., 2017). 1l en est de méme pour la neurostimulation sacrée, technique déja
bien connue en pathologie digestive (Brégeon et al., 2015). En effet, les travaux de I'unité
montrant que le SNE régule la perméabilité de la BEI, son activation par I’implantation d’un

neurostimulateur intestinal pourrait étre envisagée pour réduire la porosité de la BEI associée
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aux MICI (Meurette et al., 2012a; Provost et al., 2015). Le role du SNE sur la BEI ainsi que

I’altération de la BEI dans les MICI seront décrits dans un paragraphe suivant.
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f) Etiologie

La pathogénie des MICI n’est pas encore totalement décryptée. Elles sont classique-
ment présentées comme la résultante d’une réponse inflammatoire/immune non controlée des
muqueuses digestives a des facteurs environnementaux chez des individus génétiquement

prédisposés.

(1) Facteurs génétiques

L’existence d’une composante génétique dans la survenue des MICI a d’ores et déja
été démontrée notamment via les données épidémiologiques. En effet, on observe une hétéro-
généité de la répartition des MICI (Lerebours et al., 2003), I’existence de formes familiales de
MICI ainsi qu’une concordance de 50-60% chez des jumeaux monozygotes pour la MC (Or-
holm et al., 1991; Tysk et al., 1988).

Ces dernieres années, de nombreuses études ont également été menées afin d’identifier des
genes de susceptibilité. Le premier a avoir été€ identifié pour la MC, situé sur le chromosome
16q12 est le gene NOD2 (nucléotide-binding oligomerization domain 2), également nommé
CARDI1S5 (Caspase Recruitement Domain-containing protein) (Hugot et al., 1996, Hugot et al
, 2001). NOD2 code pour un récepteur intra-cellulaire impliqué dans la reconnaissance des
composants bactériens, le muramyl dipeptide (MDP) dérivant des peptidoglycanes et non re-
connu par les Toll like receptors (TLR). Ce dernier est exprimé majoritairement par les cel-
lules immunitaires et les cellules épithéliales intestinales. La liaison de MDP avec NOD2 dé-
clenche une réaction inflammatoire. Ainsi, les mutations de NOD?2, sont associées a une di-
minution de capacité de la barriere digestive a lutter contre les bactéries (Strober et al., 2014).
NOD?2 est également impliqué dans la régulation d’autres fonctions essentielles pour le main-
tien de I’homéostasie intestinale (Strober et al., 2014) et participerait a la production d’IL10,
cytokine anti-inflammatoire d’intérét majeur pour I’intestin (Parkes, 2012). Trois mutations
sont prépondérantes et susceptibles d’induire une MC. Néanmoins, la présence d’un variant

de ce gene n’est ni nécessaire ni suffisant au déclenchement d’une MC puisque un variant de
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ce gene n’est présent que chez 1 malade sur 2 et également chez 15% des sujets sains (Lesage

et al., 2002).

Depuis la découverte de NOD2, I’essor des études génétiques a large échelle, a permis
d’identifier plus de 170 genes ou polymorphismes de susceptibilité impliqués dans la prédis-
position aux MICI (Wang et al., 2005c¢). Si pour la majorité d’entre eux, les roles respectifs
dans la pathogénie des MICI font encore I’objet de nombreuses recherches, il est intéressant
de noter qu’ils codent pour des protéines impliquées dans diverses fonctions biologiques telles
que I'immunité, I’autophagie, le stress du réticulum endoplasmique ou encore 1’intégrité de la
barriere intestinale (Tableau 3). Cela ouvre donc de nouvelles perspectives cliniques, diagnos-

tiques mais aussi thérapeutiques intéressantes.

Tableau 3: Principales fonctions biologiques impactées par les mutations géniques dans les MICI
(D'apres Kokten et al., 2016)

Fonctions biologiques MC RCH et MC
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(2) Facteurs environnementaux

La susceptibilité génétique ne peut a elle seule expliquer la survenue des MICI. En ef-
fet, le taux de concordance chez des jumeaux monozygotes n’étant pas de 100%, ce dernier

souligne I’'implication d’autres facteurs dans le développement des MICI.

Comme pour la composante génétique, 1’implication de facteurs environnementaux émerge
des données épidémiologiques. En effet, la prévalence plus importante de ces pathologies
dans les pays industrialis€s ainsi que 1’augmentation de I’incidence dans les pays en voie

d’occidentalisation suggere fortement une composante environnementale.

Les facteurs environnementaux semblent nombreux. Sont notamment cités le tabac,
I’appendicectomie, la prise de contraceptifs oraux, les habitudes alimentaires, le stress, la pol-
lution, la prise d’antibiotiques...etc. Parmi ces derniers, seuls l’effet du tabac et
I’appendicectomie sont clairement établis. Celui du tabagisme est ’'un des plus étudié. 1l pré-
sente un effet opposé et non expliqué sur la RCH et la MC, protecteur dans la RCH et délétere
dans la MC (Cosnes, 2008). En ce qui concerne 1’appendicectomie, elle réduirait de pres de
70% le risque de RCH si I’intervention est réalisée avant 1’age de 20 ans (Andersson et al.,
2001). Le mécanisme de protection de I’appendicectomie contre la RCH reste inconnu. En
revanche, dans la MC, méme si cet effet reste discuté, I’appendicectomie pourrait augmenter

le risque de MC (Russel et al., 1997).

L’importance de la vitamine D dans le métabolisme osseux est établie de longue date mais il
existe actuellement un regain d’intérét pour cette vitamine en raison de son éventuel role im-
munologique bénéfique dans diverses pathologies et notamment dans les MICI (Garg et al.,
2012). 1l a ét€ montré qu’une carence en Vitamine D semble contribuer a un risque accru de
développer une MICI et est plus fréquente chez ces patients (Leslie et al., 2008). Enfin, il a été
montré que 'utilisation d'antibiotiques influence le risque de MICI par son effet sur le micro-
biote, I'utilisation d'antibiotiques au cours de la premiere année de vie étant plus fréquente

chez les enfants atteints de MICI que chez les témoins (Shaw et al., 2010).
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3) Facteurs microbiens

Le microbiote intestinal est composé€ de 4 phyla bactériens majoritaires : Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria.
Au-dela des facteurs génétiques et environnementaux, plusieurs arguments sont également en
faveur de la contribution d’un déséquilibre de la flore intestinale appelé dysbiose intestinale
dans le développement des MICI. Bien qu’il ne soit possible de cultiver que de 1’ordre de 20 a
30% du microbiote intestinal, une modification et une instabilité de la composition de la flore
dans la muqueuse intestinale de patients atteints de MICI a été décrite, avec une augmentation
de la concentration bactérienne dans ’intestin et présence en exces de bactéries potentielle-
ment pathogenes telles que Escherichia Coli, Listeria Monocytogenes ou encore Yersinia en-
terocolitica (Andoh et al., 2011). Par conséquent, la proportion de bactéries
dites « bénéfiques » du phylum Firmicutes (dont le groupe Clostridium leptum comprenant
Faecalibacterium prausnitzii) est diminuée et une diminution de leur biodiversité est décrite
(Martinez et al., 2008; Sokol et al., 2008a).
Certaines souches d’Escherichia Coli avec un phénotype adhérent et invasif sont décrites
comme favorisant la production de cytokines pro-inflammatoires (Glasser et al., 2001). A
I’inverse, certaines bactéries dites « protectrices » comme Faecalibacterium prausnitzii inhi-
bent leur production et favorisent celle des cytokines anti-inflammatoires. Une dysbiose intes-
tinale pourrait ainsi étre I'un des éléments de I'immunopathogénese des MICI (Sokol et al.,
2008b). De plus, des études sur modeles animaux montrant le développement d’une colite
chez des souris sauvages via le transfert de microbiote suggerent 1’existence d’un microbiote
« colitogénique » (Kim et al., 2005; Sartor, 2009, 2009). Enfin, comme évoqué précédem-
ment, les variants génétiques de susceptibilité associés aux MICI touchent des genes impli-
qués dans la réponse immunitaire innée et acquise contre les agents bactériens et des anticorps
dirigés contre des composants microbiens comme les ASCA (Anti Saccharomyces cerevisiae)
utilisés pour le diagnostic sont retrouvés chez les patients atteints de MC.
La dysbiose intestinale est également associée a un risque de rechute accru dans la MC apres
I’arrét d’un traitement par 1’anti-TNF (Louis et al., 2012). Cette dysbiose est méme décrite
comme une signature microbienne du statut inflammatoire de 1’intestin, actuel (poussée) ou

passé€ (rémission), le microbiote des patients en rémission étant proche de celui de patients
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sains (West et al., 2015). Au regard de ces données, la greffe de microbiote fécale apparait
aujourd’hui comme une alternative thérapeutique intéressante dans les MICI (Gerding et al.,

2015).
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L’étiologie des MICI est donc multifactorielle (Figure 7). Les études cliniques et épi-
démiologiques mettent en évidence I'implication de facteurs environnementaux, de facteurs
génétiques et de facteurs infectieux entrainant une hyperactivation du systeme immunitaire.
Les interactions entre ces multiples facteurs restent encore mal connues. Une dérégulation de
la barriere intestinale est incriminée également dans la pathogénie des MICI. L’intégrité de la
BEI est assurée par les interactions entre les cellules épithéliales intestinales (CEI) et son mi-
croenvironnement direct tels que les cellules mésenchymateuses, les cellules immunitaires ou
encore le microbiote intestinal. Plusieurs travaux soulignent également le role du SNE comme
un acteur clé dans ’homéostasie de la BEI et donc dans ces dysfonctionnements. Le SNE et la
BEI forment une unité fonctionnelle appelée I'UNGE. Le fonctionnement de I’UNGE est pro-
bablement modifié lors de pathologies intestinales et I’hypothese de I’'implication du SNE
dans la physiopathologie des MICI n’est pas exclue. En effet, si le SNE a tout d’abord été
considéré comme une cible de I'inflammation, un concept émergent voudrait que les compo-

sants du SNE participent directement a la réponse inflammatoire.

Microbial Dysbiosis

Change in

ENS Metabolism

Dysfunction

Barrier

Adaptive
Disruption

Immunity/
Chronic Inflammation

Innate Immune
Activation/Inhibition

Figure 7 : Facteurs impliqués dans I’inflammation intestinale
dans les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin.
(D'apres Wlodarska et al., 2015)
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II. L’unité neuro-glio-épithéliale

L’UNGE est une unité fonctionnelle, pluricellulaire regroupant les CEI, les neurones
et les CGE. Les neurones et les CGE constituent un réseau distribué le long du tube digestif,
le SNE. Ce dernier intervient dans la régulation des fonctions et le contrdle de I’homéostasie
de la BEI selon un mode paracrine lié a la sécrétion de médiateurs solubles et a la proximité

des différents composants cellulaires (Neunlist et al., 2007) (Figure 8).

Cellules épithéliales intestinales

Fibre nerveuse
Cellule gliale

Figure 8: Image en microscopie électronique de I’Unité Neuro-Glio-Epithéliale.
(D'apres Neunlist et al., 2007)
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a) La barriere épithéliale intestinale

La BEI est 'une des composantes de ’'UNGE en relation avec les CGE et les neu-
rones. Elle constitue un systeme d’échange entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. La
BEI est formée d’une monocouche de CEI liées par des jonctions serrées et adhérentes tapis-
sant I’ensemble du tube digestif. Le maintien de I’homéostasie de cette BEI est assuré par un
équilibre entre les processus de prolifération, différentiation, migration, adhérence et exfolia-
tion des CEI qui sont en relation entre elles par des interactions intercellulaires, et avec la ma-
trice extracellulaire. Ces cellules épithéliales sont ainsi soumises a des signaux influencant les

processus qui assurent I’intégrité structurale et fonctionnelle de 1a BEL.

(1) Généraliteés

Le ro6le principal de 1’appareil digestif est d’absorber, d’assimiler les nutriments dans
les circulations sanguine et lymphatique ainsi que d’éliminer les éléments non assimilables. Il
s'étend de la bouche a I'anus, mesure environ 10 m et se compose de facon successive du pha-

rynx, de I’cesophage, de I’estomac, de I’intestin gréle et du clon se terminant par I’anus.

La paroi du tube digestif est composée de quatre tuniques concentriques successives (Figure
9) : la séreuse, la musculeuse, la sous muqueuse et la muqueuse. La séreuse est la couche la
plus externe et joue un rdle de protection. La musculeuse, composée d’une couche externe de
muscles lisses longitudinaux, d’un plexus nerveux et d’une couche interne de muscles lisses
circulaires, assure la segmentation et le péristaltisme. La sous-muqueuse est un tissu conjonc-
tif 1ache riche en capillaires sanguins et en follicules lymphatiques. Elle contient également un
plexus nerveux. Enfin, la muqueuse est composée de trois couches successives. On retrouve
de I’extérieur vers I’intérieur : la muscularis mucosa composée de deux couches fines de cel-
lules musculaires lisses, la longitudinale externe et la circulaire interne ; la lamina propria,
aussi appelée chorion, tissu conjonctif lache, hébergeant des follicules lymphatiques et des
neurones ; et la BEI, épithélium spécialisé a I’interface avec la lumiere intestinale, constituée

d’une monocouche de CEL
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Au niveau intestinal, une propriété de cet épithélium est sa capacité a se régénérer, tous les 4 a
5 jours, et notamment suite a des agressions provoquées par différents agents chimiques ou
pathogenes. La régénération repose en grande partie sur la présence de cellules souches intes-
tinales a fort potentiel prolifératif. Ces dernieres proliferent activement et donnent naissance a
des cellules progénitrices qui, apres plusieurs cycles de divisions cellulaires, se différencient

pour donner I’ensemble des cellules spécialisées de la BEL
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Figure 9: Représentation schématique de la paroi du tube digestif
(D’apres Marieb E. N. Anatomie et physiologie humaines, Edition Pearson Education, 2005)

(2) Organisation de la BEI

(a) Cellules spécialisées de la BEI

Quatre grands types de cellules épithéliales spécialisées sont retrouvées au niveau de
la BEI : absorbantes ou entérocytes, les cellules mucosécrétantes ou caliciformes a mucus, les

cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth (Figure 10). En plus de tous ces sous types
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épithéliaux, il existe également les cellules Tuft et les cellules M ou « microfold ». Si les
fonctions des cellules Tuft restent a étre précisées, les cellules M sont quant a elles associées
aux follicules lymphoides et sont spécialisées dans 1'endocytose d'antigenes afin de les trans-
porter de la lumiere intestinale jusqu'au systéeme immunitaire. Néanmoins, les cellules Tuft
semblent exprimer les enzymes nécessaires a la synthése de la PGD2 (Gerbe et al., 2012).
Toutes ces cellules sont issues de la différenciation des cellules souches intestinales présentes

au fond des cryptes.
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Figure 10: Cellules épithéliales intestinales spécialisées
(D'apres Stedman et al., 2016)

v" Les entérocytes :

Les cellules absorbantes appelées entérocytes dans I’intestin gréle représentent plus de 80%
des CEI. Elles sont situées le long des villosités et au sommet des cryptes. A leur pole apical,
elles présentent des microvillosités qui constituent la bordure en brosse. Ces villosités sont
recouvertes du glycocalyx ayant principalement un rdle de protection de la BEIL. Ces cellules
assurent deux fonctions importantes du colon : la réabsorption de I’eau et des électrolytes, et

la digestion et 1’absorption des produits alimentaires non dégradés au niveau de 1’intestin
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gréle. Elles sont également capables de produire des peptides anti-microbiens tels que les -

défensines (Kopp et al., 2015).

v" Les cellules entéroendocrines :

Les cellules entéroendocrines représentent environ 1% du nombre total de CEIL On les re-
trouve tout le long de I’épithélium intestinal, de 1a muqueuse stomacale au rectum. Par contre,
elles sont en nombre tres faible au niveau du c6lon et siegent essentiellement au fond des
cryptes. Elles présentent a leur pdle basal des granules de sécrétions qu’elles liberent dans la
lumiere intestinale, directement au niveau de la lamina propria. Dans ’intestin, il existe plu-
sieurs sous-types de cellules entéroendocrines se différenciant par la nature des substances
qu’elles liberent. Ces substances vont intervenir par voie endocrine, paracrine, et autocrine
dans la régulation de la motricité et des sécrétions digestives. Elles interviennent aussi dans la

prolifération cellulaire et I’angiogénese (Roda et al., 2010).

v" Les cellules caliciformes :

Les cellules caliciformes ou mucosécrétantes sont comme les cellules entéroendocrines re-
trouvées tout le long de I’épithélium intestinal. Elles représentent environ 15 % des CEI Leur
nombre augmente du duodénum au colon de facon proportionnelle au nombre de microorga-
nismes présents de I’intestin gréle au cdlon (van der Flier and Clevers, 2009). Elles renfer-
ment a leur pdle apical des granules intracytoplasmiques, les mucines, glycoprotéines proté-
geant la surface de 1’épithélium intestinal. La principale mucine est MUC2. Les mucines peu-
vent étre sécrétées dans la lumiere ou €tre membranaires. Elles déterminent les propriétés
rhéologiques du mucus qui recouvre la BEIL. Les mucines membranaires ont également un rdle
dans la signalisation cellulaire, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellu-
laire. Ce mucus joue un role de lubrificateur, protégeant 1’épithélium du passage du bol ali-
mentaire. Il protege aussi la muqueuse intestinale en jouant un rdle de barriere physique en-
vers les potentiels pathogenes et les molécules de grandes tailles présentes dans la lumiere
telles que des toxines ou des protéases. Enfin, les cellules a mucus sécretent un peptide (trefoil

factors, TFF) qui interagit avec les mucines et participe a la formation du mucus.
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v" Les cellules de Paneth

Les cellules de paneth sont principalement localisées au fond des cryptes de I'intestin gréle
alors qu’elles sont absentes de la muqueuse colique. Elles sécretent des molécules antimicro-
biennes comme les défensines ou le lysozyme dans la couche de mucus afin de concentrer
I’activité bactéricide a proximité de 1’épithélium et ainsi maintenir la stérilité des cryptes in-

testinales (Meyer-Hoffert et al., 2008).

(b) Organisation moléculaire

L’organisation de la BEI repose sur le fait que les CEI interagissent avec les cellules
voisines et avec la lame basale de la matrice extracellulaire sur laquelle elle repose. On re-
trouve deux types d’interactions : les interactions de type cellule-cellule et les interactions
cellule-matrice. Elles sont médiées par des complexes protéiques qui relient les cytosquelettes

de deux CEI entre elles ou avec les composants de la matrice.

v" Interactions cellule-cellule

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

(Neunlist et al., 2013) (Figure 11).

Les jonctions serrées sont des complexes protéiques retrouvés au pdle apical de la BEL Elles
associent des protéines transmembranaires formant le pore de la jonction et des protéines cy-
toplasmiques formant une plaque protéique connectée au cytosquelette d’actine. Elles jouent
un role dans la polarité cellulaire et dans la régulation de la perméabilité intestinale. Parmi les
protéines transmembranaires les plus connues, on retrouve les membres de la famille des
claudines, I’occludine et la protéine JAM (Junction Adhesion Molecule). Les protéines cyto-
plasmiques assurant la jonction entre les protéines transmembranaires et 1’actine sont les zo-
nula occludens (ZO) et la cinguline (Forster, 2008). La taille des pores formés par les jonc-

tions serrées définit la perméabilité paracellulaire. Le passage sélectif entre les cellules épithé-
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liales intestinales de molécules est fonction de leur taille et de leur charge (Tsukita et al.,
2001).

Les jonctions adhérentes situées immédiatement en dessous des jonctions serrées, au pole
basolatéral, forment une ceinture continue de contacts intercellulaires. Elles reposent sur des
liaisons homophiliques calcium-dépendantes réalisées par la protéine transmembranaire E-
Cadhérine.

Les desmosomes sont constitués de plusieurs protéines transmembranaires reliées par la des-
moplakine aux filaments intermédiaires du cytosquelette. Ils conferent a la BEI une force mé-
canique lui permettant de résister aux forces de pression exercées pendant le péristaltisme
(Garrod et al., 2002).

Enfin, les jonctions communicantes ou gap jonctions forment des canaux qui permettent aux

signaux électriques et chimiques de passer d’une cellule a I’autre.
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Figure 11: Les complexes d'adhésion régulant les interactions entre les cellules épithéliales intestinales.
(D'apres Neunlist et al., 2013)
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v" Interactions cellule/matrice

Il existe deux types de jonctions entre les CEI et la matrice extracellulaire de la lame basale

via des intégrines: les adhésions focales et les hémidesmosomes.

3) L’homéostasie de la barriere épithéliale intestinale

Le maintien de I’homéostasie de la BEI est assuré par un équilibre entre la proliféra-
tion et I’exfoliation des CEI ainsi que la capacité réparatrice de la BEIL. C’est une structure
complexe et dynamique en perpétuel renouvellement. Elle est entierement renouvelée en 3 a 5
jours, ce qui correspond a la production d’environ dix milliards de cellules nouvelles chaque
jour. Cela permet également de protéger 1I’organisme en éliminant les cellules infectées ou
endommagées (Wells et al., 2017). Cette capacité de régénération repose en grande partie sur
la présence de cellules souches intestinales (CSI) a fort potentiel prolifératif. Ces dernieres
résident au fond des cryptes intestinales et se caractérisent notamment par I’expression du
gene Lgr5 (leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5)(Clevers, 2013). Les
CSI émergent des cryptes et migrent le long de I’axe des villosités ou elles cessent de prolifé-
rer et acquierent des fonctions différenciées pour donner 1I’ensemble des cellules spécialisées
de la BEI (Figure 12). A I’exception des cellules de Paneth qui restent confinées a la base des
cryptes de I'intestin gréle, les cellules épithéliales s’arrétent de proliférer et se différencient en
atteignant le haut des cryptes, puis elles migrent le long des villosités de I’intestin gréle ou a
la surface des coiffes épithéliales du cdlon. Au sommet des villosités, elles sont exfoliées dans
la lumiere intestinale. Ce renouvellement résulte d’une régulation coordonnée de la proliféra-
tion, la différenciation et I’exfoliation des cellules mortes. En effet, les CEI sont soumises a
différents signaux émanant de leur environnement et influencant les processus qui assurent
I’intégrité structurale et fonctionnelle de la BEI (Greenwood-Van Meerveld et al., 2017).
Dans ce sens, la voie de signalisation WNT ou voie de la B-caténine est particulierement im-
pliquée. Elle intervient dans la prolifération, la différenciation et le maintien des cellules
souches intestinales au fond des cryptes. D’autres voies intervenant dans la migration et la
différenciation des CEI comme les voies Notch, BMP hedgehog et hippo ont également été

décrites (Clevers et al., 2014). Enfin, de nombreux facteurs dont les facteurs de croissance ont
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également été décrits comme intervenant dans la réparation de la BEI suite a des agressions
responsables d’une rupture de continuité de cette derniere. Le processus de réparation de la
BEI peut étre résumé en 3 étapes : réparation de la muqueuse ou restitution épithéliale, diffé-
renciation et régénération (Taupin and Podolsky, 2003). A noter que la premiere étape de res-
titution épithéliale consiste en la migration et 1’étalement des cellules viables entourant la

zone 1ésée pour aboutir a un rétablissement rapide de la continuité de la BEI (Lacy, 1988)
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Figure 12: Structure de I’épithélium intestinale
(D'apres Quesada and Jay, 2016)
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(4) Fonctions de la barriere épithéliale intestinale

Si la BEI a pour r6le de permettre 1’absorption des nutriments, de 1’eau et des électro-
lytes, elle joue également a la fois le role de barriere écologique, physique, chimique et im-
munitaire. De facon schématique, elle est constituée d’un biofilm bactérien, d’une couche de
mucus, et de I’épithélium intestinal comprenant les cellules de 'immunité innée (cellules
dendritiques, cellules de paneth, macrophages et neutrophiles). Chacun de ces éléments parti-

cipe aux différentes lignes de défense de la BEI contre les agressions (Figure 13).

La barriere écologique constituée des bactéries commensales qui peuplent notre TD constitue
la premiere ligne de défense de 1’organisme contre les pathogénes en empéchant la colonisa-
tion de la muqueuse intestinale par les bactéries pathogenes. S’en suit, une premiere barriere
physique contre les agents pathogenes assurée par la sécrétion de mucus issu des cellules cali-
ciformes. Le gel de mucus exerce un rdle de filtre limitant la pénétration des molécules et des
micro-organismes en fonction de leur charge et de leur taille. Il joue aussi un rdle de barriere
chimique car on y trouve des peptides antibactériens sécrétés par les cellules de paneth et des
immunoglobulines A provenant des plasmocytes intra-€pithéliaux. La deuxieme barriere phy-
sique repose sur 1’organisation structurale de la BEI et notamment les interactions cellule-

cellule et cellule matrice déja décrites.

La BEI est également un acteur important de I’immunité innée et adaptative. Les CEI sont
capables de recevoir des signaux et de les intégrer afin de permettre la communication bacté-
ries-hote. En effet, les CEI expriment des PRR (pattern-recognition receptors) représentés par
les TLR et les NOD qui reconnaissent des motifs moléculaires associées aux pathogenes.
Elles s’activent alors pour produire les peptides antibactériens (B défensines, Lysozyme), syn-
thétiser des cytokines nécessaires aux réponses inflammatoires et expriment des molécules du
CMH afin d’amorcer la réponse adaptative (Fukata and Arditi, 2013). La sécrétion d’agents
antimicrobiens comme le lysozyme ou les défensines protege de I'invasion bactérienne et
permet la lyse de la membrane des micro-organismes (Vaishnava et al., 2008). Leur sécrétion
est soit constitutive, soit induite en condition inflammatoire par le LPS ou encore le TNFa et
IL1B. Enfin, les cellules M, associées aux follicules lymphoides participent aussi aux défenses

immunitaires de la BEI en transportant les antigenes de la lumiere intestinale jusqu’au sys-
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téme immunitaire par endocytose. Il en résulte une activation des cellules dendritiques locales

et ainsi la mise en place de la réponse immunitaire, conduisant a la production

d’immunoglobulines spécifiques des antigenes par les lymphocytes B (Wang et al., 2014).
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Figure 13: Les différentes lignes de défense de la barriére épithéliale intestinale
(D'apres Vergnolle and Cirillo, 2018)

(5)

A T’heure actuelle,

les mécanismes

Altérations de la BEI dans les MICI

de déclenchement de !’inflammation et

d’amplification de cet état, responsables des 1ésions organiques dans les MICI, restent a étre

définis. Chaque ligne de défense de la BEI est altérée (Figure 14).

Les données actuelles permettent de suggérer qu’il existe une relative « immunodépression »

de la barriere intestinale dans la MC (Khor et al., 2011; Nalle and Turner, 2015). En effet, une

augmentation de la perméabilité de I’épithélium intestinal a été rapportée dans les MICI

(Schmitz et al., 1999). Cette dysfonction semble précoce et antérieure aux atteintes inflamma-
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toires. Elle est probablement I’un des éléments clé de la pathologie et causée par les facteurs
environnementaux, microbiens et génétiques précédemment cités (Khor et al., 2011). En effet,
la BEI affaiblie va alors conduire au passage de nombreux micro-organismes, ions, et autres
molécules participant ainsi a la génération et a ’entretien de 1’état inflammatoire et des diar-
rhées caractéristiques des MICI (Schmitz et al., 1999).

Cette altération de la BEI semble étre précédée par la dégradation de la barriere de mucus
qu’elle produit, premiere barriere protectrice de 1’intestin. En effet, dans la RCH, une altéra-
tion de la couche de mucus a été observée et notamment une diminution de I’expression de
MUC?2 (Tytgat et al., 1996). Des études ont ainsi mis en évidence que des souris invalidées
génétiquement pour MUC2 développent de facon spontanée une colite (Lu et al., 2011). Ces
données consolident la participation des mucines dans la physiopathologie des MICI. Les mu-
cines MUCS5AC et MUC?2 seraient ainsi impliquées dans la réparation épithéliale au cours des
MICI en agissant sur la différenciation et la croissance cellulaire (Buisine et al., 2001; Velcich
et al., 2002).

L’augmentation de la perméabilité para-cellulaire de la BEI dans les MICI est également liée
a des altérations des jonctions serrées des entérocytes (Kamada et al., 2013). Elle concerne le
passage de molécule depuis le pdle apicale jusqu’au pdle basolatérale entre deux CEI grace a
la dilatation de jonction serrées. Ces dernieres sont causées par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I’IFNy ou le TNFa connues pour participer a la rupture de I'intégrité
de la barriere (Wang et al., 2005b). Ces cytokines inflammatoires compromettent 1’intégrité
de la muqueuse intestinale notamment par I’augmentation de 1’activité de la MLCK (Myosin
Light Chain Kinase) (Al-Sadi et al., 2013). Un défaut fonctionnel de la muqueuse épithéliale
constituée par les peptides antimicrobiens a également ét€ mis en évidence dans les MICI

(Ramasundara et al., 2009).

Enfin, le renouvellement de la BEI par 1’apoptose des CEI, indispensable au maintien de
I’homéostasie intestinale semble dérégulé au cours des MICI (Giinther et al., 2013). Un
nombre supérieur de corps apoptotiques a été retrouvé dans les biopsies coliques de patients

présentant une RCH par rapport a des sujets sains (Hagiwara et al., 2002).

La dégradation de la couche de mucus, I’altérations des jonctions serrées et 1’altération des
cellules épithéliales contribuent a une exposition excessive de la BEI aux antigenes de la flore

commensale et I’expose de fagon prolongée aux bactéries pathogenes qui envahissent la lami-
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na propria (Kamada et al., 2013). Cela va faciliter ’activation du syst¢eme immunitaire mu-
queux et la réponse est amplifiée par le recrutement des cellules effectrices au site de
I’inflammation. Les défenses innées se mettent en place avec la contribution des peptides an-

timicrobiens puis celle des PRR.

D’un point de vue mécanistique, cette activation excessive de la réponse immunitaire se tra-
duit par une augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires synthétisées par les cel-
lules épithéliales, les cellules mésenchymateuses et les macrophages comme I'IL1-f, IL6 et
I’IL8 ou encore de la PGE2. Les cellules dendritiques sont a 1’interface entre les CEI et les
lymphocytes T. Sous I’effet des cytokines et de leur activation via leurs récepteurs TLR et
NOD?2, les cellules dendritiques des plaques de Peyer et de la lamina propria vont migrer vers
les ganglions mésentériques et s’activer. Par la suite, les cellules dendritiques matures sécre-
tent de I’'ILL12 et de I’'ILL23 favorisant les réponses immunitaires de type TH1, TH2 et TH17 et
amorcant une inflammation locale persistante (Baumgart and Carding, 2007). Au final, les
lymphocytes T activés vont sécréter a leur tour des cytokines comme I’IFNy amplifiant

I’altération de la BEI (Mowat, 2003).

40



Revue de la littérature

RECONMNAISSANCE ANTIGENIQUE PERTURBEE
Alteration de 'expression des peptides
antimicrobiens et PPR

Hyperstimulation des PRR

ALTERATION DE LA PERMEABILITE DE LA BARRIERE INTESTINALE
Degradation du mucus et des jonctions serrees
Apoptose des cellules 2pithéliales:

"
ﬁ n
£
e e o
k) ulcération
2
ar s aa
* » ¥ 805 MO, métaboiites de | ATERATION DE LA REPARATION
- I'acide arachidonique * CELLULAIRE
Dommages oxydatifs

ACTIVATION EY Perturbationdela phasede
. ] PROLIEERATION DES LE résolutionde inflammation

Balance LT effecteurs/ LT
g régulatours
" Emergence des prafils
'! effecteurs Thl, ThZ, Th17 au
- detriment des T regulateurs

RECRUTEMENT LEUCOCYTAIRE

Adhésion « Rolling » et arriviée
au site inflammatoire des
cellules immunitaires
clireulantes vio le sang,

PRODUCTION DE CYTOKIMNES PRO-
INFLAMMATOIRES

Recrutement et acthvation
leucocytaire

Lésions tissulaires

Sila tion générale

Figure 14: Etat des lieux de la physiopathologie des MICI

(LT : Lymphocyte T ; LTh : Lymphocyte T helper, PNB: polynucléaire basophile; PNE: polynucléaire éosino-
phile; PNN: polynucléaire neutrophile; PRR: pathogen recognition receptor ; ROS : radicaux oxygénés ; NO :

oxyde nitrique Extrait de la theése de J Legendre, «microbiote intestinal et maladies inflammatoires chroniques
de lintestin », 2000)

Au final, 3 évenements majeurs semblent intervenir dans la physiopathologie des MICI :

- une altération de la BEI,

- une stimulation excessive des cellules de I’immunité intestinale par les antigenes

lumineux,

- une réponse immunitaire inappropriée.
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b) Le systeme nerveux entérique

(1) Géneéralités

Le SNE est un réseau ganglionnaire composé de 400 a 600 millions de neurones enté-
riques et 5 a 10 fois plus de CGE. Il est présent dans la paroi du TD du tiers inférieur de
I’cesophage jusqu’au rectum ainsi que dans les glandes associées (glandes salivaires, pancréas
et vésicule biliaire (Furness, 2012; Hansen, 2003). Des 1857, G. Meissner et L. Auerbach
décrivaient la présence de neurones dans la paroi intestinale. Depuis leur classification en
fonction de leurs formes et projections ainsi que I’expression des neurotransmetteurs, le role
des neurones entériques dans la fonction de motricité du TD a été largement décrit (Furness,
2000). A T’inverse, les fonctions du second contingent cellulaire, constitué par les cellules

gliales, sont largement moins connues.

Le SNE contrdle un grand nombre de fonctions intestinales telles que la motricité digestive ,
I’absorption, la sécrétion, la perméabilité, la réparation, la prolifération et la différentiationcel-
lulaires, le flux sanguin et les fonctions immunitaires (Goyal and Hirano, 1996; Neunlist et
al., 2013; Vergnolle and Cirillo, 2018). Il exerce ses fonctions de facon autonome vis a vis du
SNC. Néanmoins, le SNC exerce un rdle sur I’activité neuronale du SNE et donc sur les fonc-

tions gastro-intestinales (Furness, 2012).

Il est organisé en 2 plexus majeurs, le plexus myentérique et le plexus sous-muqueux, organi-
sés a leur tour en ganglions et reliés entre eux par des fibres interganglionnaires (Figure 15).
Ces 2 plexus se différencient par leur localisation anatomique, leurs fonctions, leur densité

neuronale (plus faible dans le plexus myentérique) ainsi que par leur codage neurochimique.

Le plexus myentérique (Auerbach) est localisé entre la couche musculaire longitudinale et la
couche musculaire circulaire, depuis 1’cesophage jusqu’au rectum. Les études anatomiques et
fonctionnelles ont montré qu’il régule plutdt les fonctions motrices intestinales (Furness,

2012; Hansen, 2003).

Le plexus sous muqueux est localisé dans la couche sous muqueuse, entre la muqueuse et la

couche musculaire lisse circulaire. Il est organisé en plusieurs réseaux présents seulement
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dans I’intestin gréle et le cdlon. Le plexus principal est le plexus de Meissner situé sous la
muqueuse (Riihl, 2005; Wedel et al., 1999). D’autres plexus dépourvus de structures gan-
glionnaires sont retrouvés dans les différentes couches de la paroi digestive. Il est admis que
le plexus sous muqueux est impliqué dans le controle de I’homéostasie de la BEI (Furness,
2012). La BEI est en effet innervée par un grand nombre de fibres nerveuses qui proviennent
des ganglions sous muqueux. Ces fibres forment un réseau treés dense entourant les villosités

intestinales et peuvent libérer des neurotransmetteurs a proximité de la BEI (Neunlist et al.,

2007a).

Plexts sous

TG B

Figure 15: Représentation schématique des deux plexi ganglionnaires principaux du SNE
sur coupe transversale d'intestin gréle
(D'apres Heanue and Pachnis, 2007)

Le SNE communique avec le SNC par I’intermédiaire d’afférences et d’efférences du systeme
nerveux autonome. Les informations transmises au SNC sont relayées par le systeme para-

sympathique du nerf vague et le systeme sympathique des nerfs splanchniques (Wood, 1999).
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(2) Les neurones entériques

(a) Classification et caractéristiques des neurones en-

tériques

Plusieurs classifications ont été proposées pour différencier les neurones entériques.
Selon la classification morphologique de Dogiel, basée sur les différentes formes et longueurs
de leurs dendrites, il existe trois types de neurones I, II, III (Figure 16). Quatre autres types

neuronaux ont par la suite été identifiés (classés de IV a VII) mais la majorité des neurones

entériques appartiennent aux types I, II et III (Hansen, 2003).
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Figure 16: Classification de Dogiel des neurones entériques
(D'apres Timmermans et al., 1997)

(Les principaux types morphologiques de neurones entériques de [’intestin gréle chez le cobaye sont : (a-c) les
neurones de type I, uniaxonaux multidentriques (dendrites courtes et lamellaires), (d-e) les neurones de type II,
adendritiques multiaxonaux, (f) les neurones de type IIl, uniaxonaux et multidendritiques (dendrites longues), et

(g) les neurones filamenteux)
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Les neurones entériques peuvent étre également classés en trois groupes selon leurs fonctions
(Figure 17), a savoir : les neurones afférents primaires intrinseques ou IPANs, les neurones
moteurs et les interneurones. Les IPANs représentent environ 20 % des neurones entériques.
IIs jouent un role dans la détection de variations de 1’environnement digestif et les transmet-
tent a des voies réflexes. Leur role est donc déterminant dans le contrdle et la régulation de
I’état fonctionnel du TD et de ses réponses aux différents stimuli chimiques ou mécaniques
(Furness et al., 1998). Les neurones moteurs peuvent quant a eux encore étre divisés en cinq
types (les neurones excitateurs du muscle, les neurones inhibiteurs du muscle, les neurones
sécrétomoteurs/vasodilatateurs, les neurones sécrétomoteurs non vasodilatateurs et les neu-
rones innervant les cellules endocrines de 1’estomac) (Furness, 2000). Leur rdle est de trans-
mettre I’information aux cellules effectrices par I’intermédiaire notamment de neurotransmet-
teurs. Le dernier groupe, les interneurones, qui représentent la majorité des neurones enté-
riques ont pour role d’intégrer et de relayer I’information entre les neurones afférents et les

neurones moteurs.
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||nterneuron ‘ motor neuron motor neuron

Oral

K S

‘ Interneuron Network of IPANs

Figure 17; Les différents types de neurones selon leurs fonctions
(D'apres Furness, 2012)

(Les neurones afférents primaires intrinseques (IPAN) apparaissent en rouge, les interneurones descendants
sont en jaune et les ascendants en vert. Les neurones moteurs excitateurs sont en bleu et les inhibiteurs en violet)

Enfin, les neurones peuvent étre classés selon leurs phénotypes neurochimiques. En effet, ils
communiquent entre eux et avec leurs effecteurs, tels que les cellules musculaires lisses via la

synthese et la sécrétion de substances chimiques ou neuromédiateurs. Plus de trente ont été
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identifiés et chaque neurone entérique exprime de 1 a 11 médiateurs définissant son codage
neurochimique (Schemann and Neunlist, 2004). Ces neuromédiateurs et autres substances
produites par les neurones peuvent €tre classés selon leur action excitatrice ou inhibitrice sur
les cellules cibles (Tableau 4). Il existe également une corrélation entre le codage neurochi-

mique des neurones entériques et leurs fonctions (tableau 5) (Hansen, 2003).

Tableau 4: Diversité du codage neurochimique entérique selon leurs fonctions inhibitrices ou excitatrices
sur les cellules cibles. (D'apres Hansen, 2003)

Effet Stimulation Inhibition

Substances | Ach, ATP, 5-HT, Histamine, | NO, VIP, SOM, GABA, CGRP, NPY,
neurokinine A, SP, CCK, GRP, | galanine, glucagon, neurotensine,
motiline, bombésine, opioides, | PACAP, PHI, PYY, sérotonine,
TRH, PGE2 dopamine

ATP (Adénosine 5’-Triphosphate), CCK (CholeCystoKinine), CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide), GABA
(y-Amino-Butyric Acid), GRP (Gastrin Releasing Peptide), NO (Nitric Oxyde), NPY (Neuropeptide Y), PACAP
(Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide), PGE2 (Prostaglandine E2), PHI (Peptide Histidine Iso-
leucine), PYY (Peptide YY), SOM (Somatostatine), SP (Substance P), TRH (Thyrotropin Releasing Hormon), VIP
(Vasoactive Intestinal Peptide), 5-HT (ou sérotonine)

Tableau 5: Diversité du codage neurochimique des neurones entériques selon leurs fonctions physiolo-
giques (D'apres Hansen, 2003)

Fonction Codage neurochimique
IPAN Ach, Calbindine, CGRP, SP
Interneurones ascendants Ach, Calrétinine, ENK, SP

Interneurones descendants Ach, 5-HT, Dynorphine, GRP, NO, Somatostatine, VIP

Neurones moteurs excitateurs | Ach, Calrétinine, ENK, SP

Neurones moteurs inhibiteurs | Dynorphine, ENK, GRP, NO, VIP

Neurones sécrétomoteurs Ach, CCK, CGRP, Dynorphine, NPY, Somatostatine, VIP

CCK (CholeCystoKinine), CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide), ENK (Enképhaline), GRP (Gastrin Releas-
ing Peptide), NO (Nitric Oxyde), NPY (NeuroPeptide Y), SP (Substance P), VIP (Vasoactive Intestinal Peptide),
5-HT (sérotonine)
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Les neurones du SNE ne présentent pas de marqueurs spécifiques. Ainsi, ce sont les mémes
marqueurs qui sont utilisés pour les neurones périphériques et centraux. On retrouve notam-
ment le HuC/D (Lin et al., 2002), le NSE (neuronal specific enolase) (Neunlist et al., 2003a),
et la Protein Gene Product (PGP) 9.5 (Krammer et al., 1994) comme marqueurs des corps

cellulaires neuronaux.

(b) Role des neurones entériques

Un des rdles des neurones entériques est le contrdle des fonctions de la muqueuse gas-
tro-intestinale par I’intermédiaire de différents neuromédiateurs (Vergnolle and Cirillo, 2018).
Les neurones entériques sont impliqués dans le réflexe du péristaltisme. Le péristaltisme est
un réflexe activant un circuit nerveux, aboutissant a une contraction du coté oral et une relaxa-
tion du coté anal. Il permet par sa répétition, la progression du bol alimentaire dans 1’intestin.
Il est activé par un stimulus mécanique ou chimique (modification du pH, changement
d’osmolarité, présence de certains nutriments..). Ainsi, les différents stimuli vont activer les
cellules endocrines de la muqueuse comme les cellules entéroendocrines. Celles-ci vont sécré-
ter de la sérotonine (5-HT) et activer les IPAN qui vont ensuite transmettre 1I’information aux
interneurones par I’intermédiaure de neurotransmetteurs (Furness, 2000). Les neurones enté-
riques sont également impliqués dans le controle de la sécrétion intestinale. D’ailleurs, celle-
ci peut étre initiée par le réflexe de péristaltisme précédemment décrit. En exemple, le frotte-
ment ou la distension de la muqueuse active les neurones qui liberent de I’acétylcholine (Ach)
et du peptide vasoactif intestinal (VIP) (Neunlist et al., 1998). Ces deux neuromédiateurs acti-
vent ensuite la libération d’ions chlore dans la lumiere digestive par les cellules épithéliales

intestinales et inhibent 1’absorption d’ions sodium (Bornstein et al., 2004).

Plusieurs travaux suggerent que I’activation des neurones entériques conduit au renforcement
de la BEI caractérisé par une diminution de la perméabilité paracellulaire et transcellulaire. La
composante paracellulaire permet un passage sélectif des molécules grace aux jonctions ser-
rées situées au niveau du pdle apical des CEL La composante transcellulaire est responsable
du transport de molécules de grande taille jusqu’a la lamina propria par des endosomes dans

la CEIL Tout d’abord, il a été montré, sur modele porcin, que la stimulation des racines sacrées
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conduit a une diminution de la perméabilité paracellulaire intestinale (Meurette et al., 2012b).
De plus, des travaux réalisés sur un modele de coculture de plexus sous-muqueux humain et
d’une monocouche de CEI soulignent aussi le role direct du SNE sur la régulation de la per-
méabilité de la BEI. La stimulation électrique du SNE entraine une diminution de la perméa-
bilité paracellulaire de la monocouche de CEI via I’augmentation de 1’expression de la jonc-
tions serrées Z0-1, et ce par un mécanisme dépendant de I’activation de voies VIPergiques
(Neunlist et al., 2003b). D’autres neuromédiateurs comme 1’ Ach et la neurokinine A ou en-
core le neuropeptide Y sont connus également pour réguler la perméabilité de la BEI (Blais et

al., 1997; Chandrasekharan et al., 2013; Hillgren et al., 1998).

D’autres travaux ont mis en évidence que les neurones entériques jouaient un role important
dans le controle de la prolifération des CEIL De la méme facon, sur modele de coculture de
plexus sous-muqueux humains et d’'une monocouche de CEI, il a ét€ montré que 1’activation
par stimulation électrique, via une voie VIPergique, favorise le maintien de 1’organisation de

la BEI et diminue la prolifération des CEI (Toumi et al., 2003, 2004).

D’une maniere générale, les neurones régulant les fonctions motrices du tube digestif sont
situés dans le plexus myentérique, et ceux impliqués dans le contréle des fonctions de la BEI

dans le plexus sous-muqueux (Neunlist et al., 2013).

Si les neurones entériques régulent les fonctions de perméabilité et de prolifération des CEL
les CEI ont un rdle de neuroprotection pour les neurones entériques soumis a un stress oxyda-
tif (Moriez et al., 2009). La survie et les fonctions des neurones entériques sont aussi régulées
par les facteurs nutritionnels présents dans le microenvironnement. Par exemple,
I’alimentation peut conduire a des modifications neuronales. Dans ce sens, il a été montré que
les acides gras a chaines courtes tels que le butyrate augmentent la proportion de neurones
cholinergiques dans le plexus myentérique et sous muqueux du cdlon distal chez le rat indui-

sant un transit accéléré (Suply et al., 2012).
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3) Les cellules gliales entériques

(a) Caractéristiques et classification des cellules gliales

entériques

Les CGE constituent un type cellulaire dérivé des cellules de la créte neurale. La pre-
miere description des CGE dans 'intestin a ét€ réalisée en 1899 par Dogiel. Il a décrit dans le
SNE la présence de cellules satellites nucléées a proximité des neurones entériques, les CGE.
Pendant des années, ces dernieres ont été considérées comme simples éléments nutritifs ou de

soutien des neurones entériques et leur role dans I’intestin a longtemps été peu étudié.

En effet, du fait de leurs propriétés et origines communes, les CGE ont d’abord été assimilées
aux cellules de Schwann (Cabarrocas et al., 2003). En réalité, elles présentent des analogies
avec les astrocytes du systeme nerveux central (SNC). D’ailleurs, elles expriment des mar-
queurs communs avec les astrocytes. En pratique, les marqueurs les plus utilisés pour identi-
fier les CGE sont sox10, S100-B, et GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) coexprimés par la
majorité d’entre elles (Boesmans et al., 2015). La GFAP, protéine exprimée par les filaments
intermédiaires ou neurofilaments est spécifique des CGE. A I’heure actuelle, sa fonction est
mal connue (Boesmans et al., 2015; von Boyen et al., 2004). La protéine S100- est une pro-
téine de la liaison au calcium localisée dans le cytoplasme des CGE. Elle est exprimée par de
nombreux types cellulaires. Par le maintien de I’homéostasie calcique, elle participe a la régu-
lation du cytosquelette. Sox10 est un facteur de transcription impliqué notamment dans la

différenciation des cellules gliales (Hoff et al., 2008).

Les CGE sont essentielles au maintien de I’homéostasie des fonctions neuronales via des inte-
ractions directes et paracrines. Elles sont retrouvées en grand nombre en périphérie des corps
cellulaires et tout au long des fibres nerveuses (Neunlist et al., 2014a). Ainsi, elles forment un
réseau dense s’étalant sur ’ensemble du tractus digestif (Riihl, 2005), présent dans le plexus
myentérique et sous muqueux (Figure 18). Elles entourent les neurones entériques formant un
véritable réseau fonctionnel via leurs jonctions communicantes. Chez 1’homme les CGE sont

5 a 10 fois plus nombreuses que les neurones entériques.
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Figure 18: Représentation schématique de la distribution des cellules gliales dans la paroi intestinale.
(D'apres Yu and Li, 2014)

Les cellules gliales sont représentées en rouge. On les retrouve dans la muqueuse intestinale directement sous
les cellules épithéliales intestinales et dans les ganglions entériques des plexus sous-muqueux et myentériques du
systeme nerveux entérique.
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Figure 19: Caractéristiques anatomiques et morphologiques
des quatre types de cellules gliales entériques.
(Adapté de Boesmans et al., 2015; Gulbransen and Sharkey, 2012).

50



Revue de la littérature

Tout comme les astrocytes, les CGE présentent un corps cellulaire et des extensions de mor-
phologies et de tailles variées (Boesmans et al., 2015). La classification actuelle des cellules
gliales identifie quatre sous-types gliaux différents (Figure 19). Elle tient compte de la mor-
phologie, de la localisation ainsi que des marqueurs exprimés (Boesmans et al., 2015; Gul-

bransen and Sharkey, 2012).

Le sous type I aussi appelé « astrocyte-like » est intra-ganglionnaire. Il est caractérisé par des
extensions courtes, nombreuses et irrégulieres. Il co-exprime les 3 marqueurs gliaux que sont
GFAP, S100-B et Sox10. Il est impliqué dans ’intégration des informations paracrines
d’origine neuronale dans le plexus myentérique (Boesmans et al., 2015; Gulbransen and

Sharkey, 2012).

Le sous type II est situé au niveau des fibres inter-ganglionnaires et possede de nombreuses

extensions longeant les fibres neuronales. Il exprime peu la GFAP.

Le sous type III est localisé dans la muqueuse et dispose de longues extensions. Il serait im-

pliqué dans la régulation de la BEI. Comme le sous type II, il exprime peu la GFAP.

Le sous type IV est une cellule allongée longeant les fibres musculaires de la couche muscu-
laire circulaire. Son rdle et le profil d’expression des marqueurs gliaux ne sont pas clairement

définis (Gulbransen and Sharkey, 2012).

(b)  Fonctions des cellules gliales entériques

Longtemps considérées comme simples cellules de soutien des neurones, il est démon-
tré aujourd’hui que les CGE interagissent avec les autres types cellulaires présents dans leur
environnement. Ce réseau glial forme ainsi un réseau dense situé a proximité des autres types
cellulaires proches du SNE, notamment les vaisseaux sanguins et les cryptes intestinales
(Neunlist et al., 2008). Cette proximité leur permet de réguler les fonctions neuronales (neu-
roprotection, croissance, différenciation) et les fonctions clés de la BEI telles que la proliféra-
tion, la différenciation des CEI, la réparation de la barriere, mais aussi sa perméabili-
té/résistance aux pathogenes. Elles semblent également jouer un rdle dans la réponse immuni-

taire du TD.
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v" Les interactions neuro-gliales

Le role de support a été le premier role attribué a la cellule gliale. C’est d’ailleurs ce qui leur a
valu leur nom, glia dérivant du mot grec « glue » (Riihl, 2005). Les CGE favorisent la mise en
place et le maintien de 1’organisation ganglionnaire des neurones entériques. Ce rdle est 1ié
principalement a la présence des gliofilaments qui permettent 1’ancrage des CGE a la surface
des ganglions (Gabella, 1990). Ainsi, ce soutien permet aux neurones entériques de résister

aux contraintes mécaniques générées au niveau de I’intestin.

Une implication des CGE dans le contrdle de la survie neuronale est également suggérée no-
tamment par analogie avec les astrocytes du SNC. En effet, elles sécretent différents facteurs
tels que le GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor), le NGF (Nerve growth factor) ou
la neurotrophine-3 (Hoehner et al., 1996), connus pour leurs roles neurotrophiques et neuro-
protecteurs pour les neurones du SNC. Ainsi, ces médiateurs gliaux sont impliqués dans la
croissance et la différenciation neuronales. Ce rdle bénéfique dans la survie neuronale a été
illustré sur modele de souris transgéniques dépourvues de CGE. Chez ces souris, on observe
une dégénérescence des neurones entériques qui se caractérise par une diminution du nombre
et de la taille des neurones (Bush et al., 1998). Les travaux de I’unité sur modele de cultures
primaires de SNE soumis a un stress oxydant appuient le role important des CGE dans la neu-
roprotection. IlIs impliquent deux facteurs gliaux : le glutathion réduit (Abdo et al., 2010) qui
modifie le microenvironnement et bloque les agents pro-oxydants, et la 15-désoxy-D12,14-
prostaglandine J2 (15d-PGJ2) (Abdo et al., 2012). Plus récemment, il a également été montré
que les CGE jouent un rdle dans le développement neuronal via des voies purinergiques dé-
pendantes du GDNF (Le Berre-Scoul et al., 2017).

Enfin, les CGE interviennent dans la neurotransmission, notamment dans la synthese et
I’élimination des neuromédiateurs et dans 1’intégration du message neuronal. Par exemple, la
destruction partielle des CGE conduisant a une diminution du niveau d’expression du mo-
noxyde d’azote (NO) et du VIP dans les neurones entériques, montrent leur implication dans

la transmission nitrergique et peptidergique (Aubé et al., 2006).
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v" Les interactions glio-épithéliales

Si le role des CGE dans la régulation de la BEI n’est pas encore totalement décrypté, plusieurs

2N 2

mécanismes ont déja été mis en évidence (Figure 20).

a Wound healing b  Barrier protection

Figure 20: Role des cellules gliales entériques dans la régulation des fonctions de la barriére épithéliale
(D'apres Neunlist et al., 2013)
La relation glio-épithéliale et le role des CGE dans le contrdle et le maintien de I’homéostasie
de la BEI ont été démontrés sur modeles animaux. En effet, I’ablation des CGE in vivo con-
duit a une inflammation intestinale majeure précédée d’une rupture de la BEI (Aubé et al.,
2006; Savidge et al., 2007a; Van Landeghem et al., 2011). Les modeles murins de destruction
des CGE ont permis de montrer que les CGE inhibent la prolifération des CEI et augmentent
la résistance de la BEI (Aube et al., 2006; Savidge et al., 2007). Cette relation glio-
épithéliale apparait similaire aux interactions que les astrocytes entretiennent avec les cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique. En effet, la destruction spécifique in vivo
des astrocytes entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire, associée a une modifi-

cation de I’expression et de la localisation cellulaire des protéines des jonctions serrées (Willis
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et al., 2004). 11 a été d’autre part démontré que les astrocytes inhibent la prolifération des cel-
lules endothéliales et induisent une augmentation de leur différenciation (Garcia et al., 2004).

Par analogie aux astrocytes du SNC, on attribue aux CGE un rdle similaire sur la BEL

Des études in vitro sur modeles de coculture (CEI/CGE ou CEI/SNE) ont également montré
que les CGE étaient des régulateurs des fonctions des CEIL En effet, les CGE renforce la BEI
(Flamant et al., 2011; Soret et al., 2013), améliorent la cicatrisation (Van Landeghem et al.,
2011) et inhibent la prolifération des CEI (Bach-Ngohou et al., 2010; Neunlist et al., 2007a;
Soret et al., 2013). Ce contrdle est assuré par des médiateurs neuro-gliaux, tels que le facteur
VIP (Neunlist et al., 2003b), le TGF-B1 (transforming growth factor beta 1) (Neunlist et al.,
2007b), ou encore le glutathion nitrosylé (GNSO)(Savidge et al., 2007b). Le facteur neurotro-
phique GDNF a également des propriétés renforcant la BEI (Meir et al., 2016). Le GSNO
glial diminue la perméabilité intestinale et protege la BEI contre I’infection par le pathogene
Shigella flexneri (Flamant et al., 2011; Savidge et al., 2007b). Les CGE inhibent la proliféra-
tion des cellules épithéliales intestinales via la libération de TGF-f1(Neunlist et al., 2007b).
Enfin, le GDNF et le NO sécrétés par les CGE régulent respectivement la survie des CEIl et le
transport d’ions (MacEachern et al., 2011; Steinkamp et al., 2012a).

Plus récemment, il a été mis en évidence une modification du transcriptome des CEI apres 24
heures de coculture en présence de CGE. L’analyse de 116 génes exprimés de facon différen-
tielle suggere que les CGE régulent les fonctions de prolifération, différenciation, motilité et
d’adhérence cellulaire des CEI (Van Landeghem et al., 2009). Cette étude a permis
d’identifier de nouveaux médiateurs gliaux impliqués dans ces processus. Ainsi, les méca-
nismes de réparation de la BEI sont contr6lés en partie par la sécrétion par les CGE de
ProEGF (Pro Epidermal Growth Factor) (Van Landeghem et al., 2011) et les mécanismes de
prolifération et de différenciation des CEI sont modulés par la 15d-PGJ2 (Bach-Ngohou et al.,
2010). Cette dernicre est le principal ligand naturel du récepteur nucléaire PPARY (pe-
roxisome proliferator activated receptor). Les CGE produisent également d’autres acides gras
polyinsaturés comme la 15-hydroxyeicosatétraénoique (15-HETE) et la 11-prostaglandine F2
qui régulent respectivement la perméabilité (Pochard et al., 2016) et la cicatrisation de la BEI
(Aubé et al., 2006; Savidge et al., 2007a). Au cours de ce travail de these, nous nous intéresse-
rons a deux autres médiateurs appartenant a la classe des eicosanoides et potentiellement sé-

crétés par les CGE, a savoir la PGD?2 et la PGE2.
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¢) Les CGE : cibles ou acteurs dans les MICI?

(1) Modifications phénotypiques et fonctionnelles

Dans les pathologies inflammatoires digestives, le SNE a tout d’abord été considéré
comme une cible de I’inflammation devant I’observation de nombreuses 1€sions et de modifi-
cation morphologiques, neurochimiques et fonctionnelles (Lomax et al., 2005; Vasina et al.,
2006; Villanacci et al., 2008). Cependant, le modele murin de destruction ciblée des CGE
conduisant a une entérocolite fulminante a suggéré son implication dans la physiopathologie
des MICI et dans le maintien de I’intégrité de la BEI (Bush et al., 1998). Il est maintenant
admis que, comme les astrocytes du SNC, les CGE sont sensibles a leur environnement. En
réponse a des 1ésions liées a un stress ou a l'inflammation, les astrocytes acquierent de nou-
velles propriétés et sont alors qualifiés de "glie réactive" (Pekny and Pekna, 2014). Cette réac-
tion se caractérise notamment par une prolifération cellulaire, une augmentation de la produc-
tion de cytokines et de I’expression du marqueur glial GFAP. Dans le SNE, de la méme facon,
des modifications de l‘expression des marqueurs gliaux sont observées au cours de nom-
breuses pathologies digestives. Ainsi, chez des patients présentant une MICI, une hypertro-
phie et une hyperplasie des CGE ainsi qu’une augmentation des marqueurs gliaux GFAP,
S100-B, et Sox10 sont décrits (Cornet et al., 2001; Villanacci et al., 2008). L’impact exclusi-
vement bénéfique de I’induction d’une glie réactive sur les tissus cérébraux reste débattu
(Lomax et al., 2005; Sofroniew, 2009, 2015). En effet, méme si elle est impliquée dans la
réparation de la barriere hématoencéphalique, elle semble aussi a long terme étre délétere sur
les fonctions cérébrales (Faulkner et al., 2004; Hamby and Sofroniew, 2010). Au regard des
nombreuses similitudes entre les astrocytes et les CGE, le concept de « glie réactive » ou
gliose semble pouvoir étre étendu aux CGE dans le contexte des pathologies inflammatoires
intestinales. Ainsi, dans les MICI, les changements phénotypiques et fonctionnels des CGE
observés et, au préalable bénéfiques pour ’homéostasie de la BEI, pourraient s’avérer délé-
teres sur le long terme (Pochard et al., 2018) (Figure 22).

Premierement, les CGE, tout comme les astrocytes, sont soumises a I’environnement qui les
entoure tels que les autres composants cellulaires ou les pathogenes traversant la BEI au cours

des pathologies digestives. Des travaux ont démontré des interactions entre les CGE et le mi-
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crobiote intestinal. Par exemple, le maintien du nombre de CGE dans la muqueuse est dépen-
dant du microbiote (Kabouridis et al., 2015). Des facteurs alimentaires ont également été dé-
crits comme susceptibles de moduler le phénotype et les fonctions des CGE (Baudry et al.,
2012; Steinkamp et al., 2012b). Cependant, le concept de glie réactive est basé en grande par-
tie sur le fait que les CGE détiennent la machinerie cellulaire nécessaire a I’intégration d’un
signal inflammatoire. Le phénotype des CGE et leurs fonctions sont modulés par des cyto-
kines telles que le TNFa (pour Tumor Necrosis Factor Alpha) et 'IL1 dont elles expriment
les récepteurs (Margolis et al., 2011; Stoffels et al., 2014). L’intégration d’un signal inflam-
matoire est également possible via les TLR. Elles expriment en effet les TLR2, TLR3, TRL4
et TRL7 (Anitha et al., 2012; Barajon et al., 2009; Brun et al., 2013). Les CGE ont donc un
role a part entiere dans le processus inflammatoire. Ceci est appuyé par des études sur mo-
deles murins montrant une diminution de la sensibilité a ’induction d’une colite chez des sou-
ris knockout pour les récepteurs TLR2 et TLR4 exprimés par les CGE (brun et al, 2013 ; es-
posito et al, 2014). De méme, sur modele murin d’iléus postopératoire, I’activation du récep-

teur de I'IL.1 des CGE semble responsable de la réponse inflammatoire (Stoffels et al., 2014).

Deuxiemement, en réponse a ce signal inflammatoire, les CGE sont capables de proliférer
(Mosnier et al., 2009) et subissent des modifications phénotypiques et fonctionnelles.
L’impact bénéfique ou délétere de cette « glie réactive » n’est pas clairement établi. La proli-
fération des CGE est objectivée par une augmentation de 1’expression des marqueurs gliaux
S100-B et GFAP (von Boyen et al., 2006a; Cirillo et al., 2011; Turco et al., 2014).
L’augmentation de la protéine S100B serait bénéfique puisqu’elle est connue pour avoir une
action neurotrophique (Huttunen et al., 2000). Une variation des concentrations calciques in-
tracellulaires (Murakami et al., 2009) et une modification de I’expression des récepteurs du
NGF (Nerve growth factor) (von Boyen et al., 2006b), de I’endothéline (von Boyen et al.,
2010) ou encore du TLR4 (De Filippis et al., 2014) sont également observées. Cette réaction
se caractérise aussi par la libération de médiateurs gliaux et de cytokines pro-inflammatoires
comme I’IL6 et IL1-B (Ruhl, 2005; Ruhl et al., 2001), la PGE2 (Murakami et al., 2009) ou
encore le NO (Cirillo et al., 2011; Turco et al., 2014). La libération d’IL6 et d” IL1-p permet
en outre d’activer la mise en place de I'immunité innée de la BEI en recrutant sur le site de
I’inflammation des cellules immunitaires comme les macrophages et les polynucléaires neu-
trophiles (von Boyen et al., 2006a). L’activation gliale liée a I’inflammation conduit égale-

ment a la production de facteurs neurotrophiques tels que le GDNF, le BDNF (Brain-Derived
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Neurotrophic Factor) et le NGF (Coelho-Aguiar et al., 2015). En effet, in vitro, leur produc-
tion gliale est induite suite a une stimulation par I'IL1-p, le TNF-a ou le lipopolysaccharides
(LPS) (von Boyen et al., 2006b, 2011). L’effet antiapoptotique exercé par la production de
GDNEF serait a la fois bénéfique sur les CEI et sur les CGE par voie autocrine (Steinkamp et
al., 2012a). Le BDNF protege aussi les CGE de I’apoptose induite par la production des cyto-
kines pro-inflammatoires (Steinkamp et al., 2012b). De plus, sur modele murin de colite, le
GDNF entraine une diminution de la perméabilité intestinale et réduit I’inflammation (Zhang
et al., 2010). Enfin, la production gliale de GDNF aurait un rdle dans la régulation de
I’inflammation de la muqueuse intestinale en cas d’infection via la régulation de la production

d'IL-22 (Ibiza et al., 2016).

Troisiemement, comme les astrocytes, les CGE expriment le complexe majeur
d’histocompatibilité de type I (CMH-I) de facon constitutive (Geboes et al., 1992), alors que
I’expression gliale du complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH-II) impliqué
dans I'immunité adaptative est induite en condition inflammatoire via le LPS, I’interféron vy
(IFNy) (Cirillo et al., 2011) ou suite a I’invasion par une souche d’Eschericia Coli entéro-
invasive (Turco et al., 2014). L’implication des CGE dans la réponse immunitaire adaptative
reste a ’heure actuelle a préciser. Néanmoins, les CGE auraient un réle immunosuppresseur
en condition inflammatoire : il a été montré a partir de modeles de cocultures que des CGE
humaines inhibaient la prolifération des lymphocytes T activés (Kermarrec et al., 2016). De
plus, I’effet immunosuppresseur des CGE sur les lymphocytes T semble plus important chez
des patients présentant une MC par rapport aux sujets témoins (Kermarrec et al., 2016).

Au final, au regard de I’ensemble des données, si comme les astrocytes du SNC, I’activation
des CGE en condition inflammatoire semble bénéfique en premier lieu, elle pourrait s’avérer
néfaste au cours du temps et participer aux mécanismes physiopathologiques des MICI. En
effet, I'un des éléments clés de la physiopathologie des MICI est une altération des fonctions
de la BEI et en particulier une augmentation de sa perméabilité. Etant donné que les CGE
régulent ’homéostasie de la BEI, il est légitime de supposer que les altérations fonctionnelles
et morphologiques des CGE pourraient en €tre a 1’origine. Dans ce sens, si les cytokines pro-
inflammatoires, TNFa et IFNy, activent les CGE, elles conduisent également a leur apoptose
suite a une exposition a long terme (Coelho-Aguiar et al., 2015). Deux études récentes de
notre laboratoire mettent aussi en évidence une altération fonctionnelle des CGE dans la MC.

Nous avons montré une perte des fonctions impliquées dans la régulation de I’homéostasie
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dans les CGE issues de patients atteints d’une MC en comparaison a celles issues de patients
sains, ainsi qu’une diminution de la production de marqueurs gliaux d’origine lipidique (Co-

quenlorge et al., 2016; Pochard et al., 2016).

Une étude récente, transcriptomique a haut débit, sur CGE activées par un traitement au LPS
confirme le large champ d’action des CGE « activées » sur les cellules environnantes (Rosen-
baum et al., 2016). Il est admis que la relation glio-épithéliale est liée en partie a des média-
teurs gliaux (Neunlist et al., 2013). En tout état de cause, une modification de la synthese de
ces différents médiateurs en condition inflammatoire liée aux altérations des CGE pourrait

étre un élément participant a 1’altération de la BEI observée dans les MICI (Figure 21).

58



Revue de la littérature

A résistance
- i : - perméabilité ) -
A Condition: physiologique 4 différenciation cellulaire B Inflammation aigiie c Inflammation chronique

/ prolifération cellulaire

{ | 1 ou Jdela sécrétion des }l \
| électrolytes II! @

Ty o 87
TCOROCUE

Cellules épithéiiales intestinales 4 réparation
e ‘ lmpar:t‘sur { protection
. protection [réparation?
gliales GSNO, 15dPGJ2, [réparation?
entériques TGF-1, pro-EGF

$ :‘r:;:::f:e I Neuroprotection?

cellulaire? &

“ neuroprotection
4 régénération gliale
et neuronale

/M prolifération cellulaire
1 GFAP, 5100 B

Neurones
entériques

Cellules musculaires lisses

Figure 21: Role des cellules gliales entériques dans 1'homéostasie de la barriére épithéliale intestinale et dans les pathologies digestives
(D'apres Neunlist et al, 2014)

(A) En condition physiologique, les CGE régulent diverses fonctions neuronales telles que la neuroprotection, le renouvellement neuronal ou encore I’expression de
neuromédiateurs. Elles ont également un role central dans ’homéostasie de la BEI via la sécrétion de médiateurs solubles. (B) En condition inflammatoire, on ob-
serve une prolifération des CGE, appelé gliose. Ce phénomene pourrait a la fois participer au développement de I’inflammation intestinale et a la protec-
tion/réparation des dommages causés par I’'inflammation au niveau neuronal et de la BEI. (C) L’apoptose induites des CGE en condition inflammatoire pourraient
contribuer a la dégénérescence neuronale ou aux dysfonctionnements de la BEI observés dans les pathologies digestives
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(2)  Altérations du profil lipidique des CGE

Dans le contexte des MICI, de nombreuses études rapportent une altération de la pro-
duction d'eicosanoides ou une modulation de I'expression de leurs enzymes de synthese (Sten-
son, 2014; Wallace, 2018). Les eicosanoides sont des composés clés dans 1‘induction et la
résolution de 1‘inflammation et leur role au cours des MICI commence a étre étudié. L acide
arachidonique (AA) est métabolisé par trois voies biochimiques majeures : la voie des cy-
clooxygénases (COX) conduisant a la synthese des prostaglandines, prostacycline et throm-
boxane; la voie des lipoxygénases (LOX) conduisant a des acides gras hydroxyeicosaté-
traenoiques et des leucotrienes; la voie de 1’époxygénase dépendante de P450 qui génere les
époxyeicosanoides. Une étude lipidomique récente de I’'UMR1235 a montré une diminution
de la production de quatre médiateurs appartenant aux eicosanoides par les CGE de patients
présentant une MC : le 15-HETE, le 18-HEPE, la 15d-PGJ2 et le 11BPGF2a (Coquenlorge et
al., 2016; Pochard et al., 2016). Un rdle de régulation sur les fonctions de la BEI et/ou dans la
neuroprotection a d’ores et déja été identifié pour trois d’entre eux (Abdo et al., 2010, 2012;
Bach-Ngohou et al., 2010; Coquenlorge et al., 2016; Pochard et al., 2016). Ainsi, une altéra-

tion de leur production pourrait étre un des éléments de la physiopathologie des MICI.

v' 15-dPGJ2

La 15d-PGJ2 est une prostaglandine dérivant de la PGD2, suite a une double déshydratation.
Elle est connue pour étre impliquée dans différentes voies de signalisation (Straus and Glass,
2001). La voie la plus connue est celle permettant I’activation du récepteur nucléaire PPARY,
dont elle est le principal ligand naturel. Ses effets physiologiques peuvent également impli-
quer d’autres voies comme la voie Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-related factor 2) qui est
activée par la 15d-PGJ2 (Abdo et al., 2012) ou la voie NF-kB (Nuclear factor kappalight-
chain-enhancer of activated B cells) qui est inhibée par la 15d-PGJ2 (Straus et al., 2000). Plu-
sieurs travaux ont permis d’éclairer le role de la 15-dPGJ2 au sein de ’'UNGE. La premiere
étude a permis d’identifier la 15 d-PGJ2 comme un facteur glial impliqué dans le contrdle de
la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales intestinales par I’intermédiaire

de la voie PPARy (Bach-Ngohou et al., 2010). Pour cela, il a été montré que les CGE expri-
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maient la lipocaline prostaglandine D synthase (LPGDS), enzyme nécessaire a la production
de la 15d-PGJ2. Ensuite, sur un modele de cocultre CGE/CE]I, a été confirmé I’effet antiproli-
fératif des CGE sur les CEI L’effet antiprolifératif observé est bien médié par la voie PPARy
puisqu’il est inhibé par I’ajout d’un antagoniste spécifique de PPARy, le GW9662. Enfin,
I’implication de la 15d-PGJ2 via la voie PPARy dans la modulation de la différenciation des
CEI a été démontrée. En effet, ’ajout de GW9662 inhibe 1’augmentation de 1’expression de

marqueurs de différenciation cellulaire des CEI, I’E-cadhérine et la phosphatase alcaline.

La 15d-PGJ2 est également connue pour son rdle neuroprotecteur sur le SNC. Elle prévient
notamment la mort neuronale induite dans un modele d’ischémie/reperfusion (Lin et al.,
2006). D’autres travaux ont été réalisés pour évaluer le role protecteur potentiel de la 15d-
PGJ2 d’origine gliale sur les neurones entériques. Il a été montré que la 15d-PGJ2 entrainait
une diminution de la mort neuronale induite par un stress oxydant (Abdo et al., 2012).
Comme pour 1’étude précédente démontrant le role anti prolifératif de la 15d-PGJ2 d’origine
gliale, son role dans 1’effet neuroprotecteur a ét€ démontré grace a une approche ARN interfé-
rence inhibant la synthese de la 15d-PGJ2. Néanmoins, les effets neuroprotecteurs observés
ne semblent pas médiés par la voie PPARY puisque 1’incubation d’une lignée neuronale avec
un agoniste de PPARy ne les reproduisent pas. Les résultats obtenus suggerent par contre
I’implication de la voie Nrf2. Ce facteur de transcription jouerait un rdle dans la régulation de
la protection cellulaire contre le stress oxydant via la production de glutathion (Kobayashi et
al., 2009). En effet, il a ét¢ mis en évidence une augmentation de 1’expression protéique de
Nrf2 suite a I’incubation d’une lignée neuronale avec des CGE ainsi qu’une augmentation de
I’expression des ARNm des cibles de Nrf2 suite au traitement d’une lignée neuronale par la
15d-PGJ2. Enfin, a partir de culture primaire de SNE, il a été montré une augmentation intra-

cellulaire du glutathion dans les neurones entériques traités par la 15d-PGJ2.

Les effets bénéfiques de la 15d-PGJ2 d’origine gliale au sein de ’'UNGE sont résumés dans la
figure 22.
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Figure 22: Réle de la 15d-PGJ2 d'origine gliale dans 1'unité neuro-glio-épithéliale
(A/ Schéma récapitulatif de la régulation de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales
intestinales par la 15d-PGJ2 glial ; .B/Schéma récapitulatif de la régulation de la neuroprotection par la 15d-
PGJ2 gliale. Extrait de la thése de M Mahé, « les cellules gliales entériques : source de 15d-PGJ2 impliquée
dabs le contrdle des fonctions de la BEI et dans la survie neuronale », 2012)

v 11BPGF20

Comme la 15d-PGJ2, le 11BPGF2a dérive de la PGD2. La PGD2 est rapidement métabolisée
et subit des réactions enzymatiques donnant lieu a la formation de 11BPGF2a. A I’heure
actuelle, le role du 11BPGF2a a été tres peu étudié et les données de la littérature portent
essentiellement sur son rdle dans la réaction allergique. Le 11BPGF2a est un agoniste du
récepteur chimioattractant DP2 (Sandig et al., 2006). Son role au sein de I’'UNGE et plus
particulierement sur la BEI a été étudié suite a la mise en évidence d’une diminution de sa
synthese gliale chez les patients présentant une MC par rapport a des sujets sains. Ainsi, a
partir d’un modele de coculture CGE/CEIL il a été montré que le 11BPGF2a d’origine gliale
avait un rdle bénéfique sur 1‘étalement et la réparation épithéliale. Il a également été mis en
évidence que le role réparateur sur la BEI serait dépendant des voies DP2 et PPARY. En effet,

’utilisation d’un antagoniste du récepteur DP2 (CAY10595) et d’un antagoniste de PPARy
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(GW9662) bloquent les effets bénéfiques observés lors de 1’ajout de 11BPGF2a (Coquenlorge
et al., 2016).

v' 15-HETE

Le 15-HETE est synthétisé a partir de 1‘acide arachidonique par les lipoxygénases 15-LOX1
et 15-LOX-2. De facon intéressante, il a ét€ montré une sous-expression de 15-LOX?2 dans la
muqueuse colique humaine chez les patients atteints d‘une RCH (Mangino et al., 2006), asso-
ciée a la réduction de la production de 15-HETE (Kaser et al., 2010; Mangino et al., 2006).
Le role du 15-HETE sur la BEI est peu connu. Il jouerait un role sur la croissance cellulaire
(Cabral et al., 2013) et sur la perméabilité (Ohata et al., 2005). Les travaux récents de I’unité
ont montré une expression de la 15 LOX2 dans les CGE humaines et une baisse de la produc-
tion de 15-HETE issus des CGE provenant de patients atteints de la MC. Le role bénéfique du
15-HETE sur la perméabilité paracellulaire de la BEI a partir d’'un modele de coculture a été
mis en évidence. Ce dernier serait lié a une augmentation de I’expression de la protéine ZO-1
via une voie dépendante de I’AMPK (5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase)

(Pochard et al., 2016).

Ces différents travaux effectués dans notre unité ont permis de caractériser la produc-
tion de nombreux médiateurs lipidiques par les CGE. Certains comme la 15d-PGJ2, le
11BPGF2a et la 15-HETE jouent un role dans la régulation des fonctions de la BEIL
L’inflammation intestinale, au cours des MICI, semble moduler leur production pouvant ex-
pliquer en partie les effets déléteres observés sur la BEL. Au cours de ce travail, nous nous
sommes plus particuliecrement intéressées a 2 médiateurs lipidiques la PGD2 et la PGE2 et

leurs roles dans ’'UNGE.
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Prostaglandines D2 et E2

a) Voies de synthese des prostaglandines

Les PGs sont des médiateurs lipidiques, dérivés de I’AA, appartenant a la superfamille
des eicosanoides. L’AA est libéré a partir des phospholipides membranaires sous 1’action des
phospholipases A2. Il est ensuite métabolisé par les cyclooxygénases en PGH2 qui servira de
substrat aux différentes prostaglandines synthases. Les prostaglandines sont impliquées dans
de nombreux systemes, a savoir: le systeme nerveux central, cardiovasculaire, gastro-
intestinal, génito-urinaire, endocrine, respiratoire et immunitaire (Hata and Breyer, 2004).
Elles agissent selon un mode autocrine et/ou paracrine, et peuvent exercer soit une action anti-
inflammatoire soit pro-inflammatoire. En effet, leur role est déterminé par de nombreux fac-
teurs comme le profil d’expression de leurs récepteurs, la nature, la concentration et I’affinité
de leurs ligands ou encore les voies de signalisation spécifiques activées par leurs récepteurs.
Leur implication dans de nombreuses pathologies dont certains cancers, I’inflammation, les
maladies cardiovasculaires et I’hypertension a d’ores et déja été décrite. Ainsi, elles consti-
tuent d’excellentes cibles thérapeutiques. Les anti-inflammatoires non stéroidiens bloquant la
synthese des prostaglandines via I’inhibition des cyclooxygénases sont utilisés pour leurs ac-

tivités antipyrétique, analgésique et anti-inflammatoire.

(1) Phospholipase A2

La premiere étape dans la voie de syntheése des prostaglandines est la libération de
I’ AA estérifié en position sn-2 des phospholipides membranaires (Balsinde et al., 2002). Les
phospholipases responsables de 1’hydrolyse de I’AA sont les phospholipases A2. Il en existe

une quinzaine différentes chez les mammiferes, réparties en trois classes majeures, a savoir :
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= Jes PLA2 sécrétées (sPLA2). Elles ont un faible poids moléculaire (14-19 kDa) et re-
groupent 10 enzymes distinctes identifiées. Leur activité requiert la présence de cal-
cium en concentration élevée, est stimulus indépendante et non spécifique de 1’acide
gras hydrolysé (Murakami and Kudo, 2002). Elles sont principalement retrouvées dans

les tissus immunitaires et dans les organes du tractus digestifs (Park et al., 2006).

= Jes PLA2 (iPLA2). Elles ont un poids moléculaire supérieur (85-90 kDa). Elles sont
également non spécifiques de 1’acide gras porté en sn-2 mais a I'inverse des sSPLA2,
elles ne nécessitent pas de calcium pour fonctionner. Elles sont présentes de facon

ubiquitaire dans la plupart des cellules et des tissus (Murakami et al., 2011).

= les PLA2 cytosoliques (cPLA2). Elles existent sous trois isoformes. Leur poids molé-
culaire varie entre 85 et 110 kDa. Elles sont faiblement calcium dépendante et sont
exprimées de facon ubiquitaire dans la plupart des cellules et tissus (Murakami et al.,

2011).

Bien que les différentes formes de PLA?2 possedent la capacité de libérer I’ AA des phospholi-
pides membranaires, la cPLA2a semble €tre I’enzyme principalement impliquée dans la syn-
these des eicosanoides, en raison de sa sélectivité pour le clivage de I’AA en position sn-2

(Leslie 2004; Burke and Dennis 2009).

(2) Cyclooxygénases

Les COX portent également le nom de prostaglandine endoperoxyde H synthase
(PGHS). Ce sont les enzymes catalysant la premiere étape de la synthese des eicosanoides.

Deux isoformes majeures ont été décrites: COX1 et COX2 (Park et al., 2006).

COXI1 et COX2 ont respectivement un poids moléculaire de 70 kDa et 72 kDa. Bien que co-
dées par des genes distincts, ces deux isoformes sont d’un point de vue structural tres sem-
blables et présentent une homologie de 63% (Chandrasekharan and Simmons, 2004). Elles
sont présentes au niveau du réticulum endoplasmique et de la membrane nucléaire (Smith et

al., 2000). L’expression de COX1 est relativement stable dans 1’ensemble des cellules et tis-
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sus. Elle est responsable de la synthese basale des prostanoides impliqués dans des fonctions
physiologiques et, est exprimée de facon constitutive. A la différence de COX1, I’expression
de COX2 est plus restreinte. Hormis dans le SNC, ou elle est exprimée de facon constitutive,
son expression est induite suite a différents stimuli. Les inducteurs de COX2 sont essentielle-
ment des facteurs de croissance, des cytokines inflammatoires comme le TNFa, LPS et IL1J,
d’ou son implication dans plusieurs pathologies inflammatoires (Park et al., 2006; Tanabe and
Tohnai, 2002). L’expression du gene COX?2 est par ailleurs inhibée par les glucocorticoides et
les cytokines anti-inflammatoires comme 1’'IL4 et I’IL10, via la production de I’inhibiteur I-
kB et via 1a modification de la stabilité de I’ ARN messager COX2 (Loftin et al., 2002; Morita,
2002). Le role biologique de chaque isoforme COX1 ou COX2 a été défini grace aux modeles
de souris invalidées pour chacun de ces genes ou pour les deux genes (Loftin et al., 2002; Mo-

rita, 2002).

Ces 2 enzymes sont responsables de la biosynthese des PGs, et thromboxanes a partir de I’AA
converti en PGH2 (Figure 23). Apres la libération de 1’acide arachidonique, sous 1’action de la
phospholipase A2, les COX sont responsables d’une double transformation de 1’acide arachi-
donique par son activité cyclooxygénase et peroxydase (Blackwell et al., 2010). Premiere-
ment, COX initie la cyclisation de I’AA et ajoute un groupement 15-hydroxyperoxy pour
former la PGG2. La COX réduit par la suite le groupement nouvellement formé de la PGG2
pour former la PGH2. La PGH2 est une molécule peu stable. Elle subira rapidement des cata-

lyses enzymatiques, aboutissant a de nombreuses molécules actives dont la PGD2 et la PGE2.
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Figure 23: Voie des cyclooxygénases

(D'apres Kawahara et al., 2015)

3) Les Prostaglandines E synthases

Les enzymes responsables de la syntheése de PGE2 a partir de la PGH2 sont les prosta-
glandines E synthases (PGES). Trois isoformes ont été identifiées : la prostaglandine E syn-
thase-1 microsomale (mPGES]1), la prostaglandine E synthase-2 microsomale (mPGES?2) et la

prostaglandine E synthase cytosolique (cPGES) (Park et al., 2006) (Figure 24).
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Figure 24 : Biosynthése des prostaglandines E2 a partir des prostaglandines E synthases.
(D'apres Hara et al., 2010)

v" La prostaglandine E synthase-1 microsomale

La mPGES-1 est une protéine de 16 kDa localisée sur la membrane du réticulum endoplas-
mique et la membrane péri-nucléaire. Elle convertit spécifiquement la PGH2 en PGE2 et re-
quiert un cofacteur, le glutathion pour exercer son activité (Murakami et al., 2000). Tout
comme 1’isoforme COX2 avec laquelle elle se couple de fagon préférentielle, la mPGEST est
la seule isoforme dont I’expression est stimulée par I’inflammation (Forsberg et al., 2000). La
mPGESI peut également étre couplée a COX1 si la quantité d’AA est suffisamment élevée
(Murakami et al., 2000). Ainsi, aprés un stimulus inflammatoire, 1’expression de mPGESI1 et
COX2 est augmentée et les deux protéines sont transloquées a la membrane nucléaire. Cette
proximité périnucléaire permet leur couplage (Murakami et al., 2000), COX2 convertissant
I’AA en PGH2, et mPGES1 transformant la PGH2 en PGE2, entrainant une sécrétion de
PGE2 (Figure 25). Son rdle dans I’'inflammation a été montré chez des souris invalidées pour
le géne codant pour la mPGES1. En effet, ces dernieres présentent une réponse diminuée aux

stimuli inflammatoires, douloureux ou tumorigenes (Trebino et al., 2003).
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Figure 25: couplage préférentiel de la mPGES-1 avec la COX2
(Adapté de Pratt, Clinical Immunology, 2006)

A : Conditions normales; B: En réponse a un stimulus, l’activation de [’expression génique aboutit a
I’externalisation des enzymes COX-2 et mPGDES-1. Leur couplage aboutit a une augmentation de la quantité de
PGE?2 (PLs = phospholipides, RE = réticulum endoplasmique, PGT = transporteur de la PGE2.

v" Prostaglandine E synthase-2 microsomale

La mPGES2 est une protéine de 41 kDa. Contrairement a la mPGESI, l'activité de la
mPGES2 n’est pas dépendante du glutathion (Tanikawa et al., 2002). Elle peut étre couplée
soit a COX1 soit a COX2, en fonction de 1’environnement de la cellule. Son action nécessite
I’élimination de sa partie N terminale indispensable a sa maturation. Elle est exprimée de fa-
con constitutive dans les tissus ol I’expression de la mPGES] est faible. Une expression im-
portante de la mPGES2 est retrouvée dans les cancers colorectaux humains, dans lesquels

mPGES1 est également augmentée (Murakami et al., 2003).

A Theure actuelle, les modeles murins d’invalidation de cette enzyme n’ont pas permis

d’établir son rdle physiologique.
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v" Prostaglandine E synthase cytosolique

La cPGES est une protéine de 23 kDa, localisée dans le cytosol et présentant une activité dé-
pendante du glutathion. D’expression constitutive, la cPGES semble interagir préférentielle-
ment avec COX1 afin de maintenir la production de PGE2 pour assurer 1’homéostasie cellu-
laire et tissulaire (Tanioka et al., 2000). En effet, sa translocation du cytosol vers la région
périnucléaire lui permet de s’assembler a COX1 pour produire de la PGE2. Son activation
requiere sa liaison a la protéine HSP90 et sa phosphorylation par la protéine « casein kinase
2 » (Ueno et al., 2005). Son role physiologique n’a pas encore été défini, les modeles murins
invalidés pour la cPGES n’étant pas viable apres la parturition (Lovgren et al., 2007; Nakatani

et al., 2007).

(4) Les Prostaglandines D synthases

La synthese de la PGD2, comme celle de I’ensemble des prostaglandines, est régulée
via le couplage fonctionnel et différentiel des enzymes COX1 et COX2 aux différentes pros-
taglandines synthases, spécifiquement les PGD synthases (PGDS) pour la PGD2 (Ueno et al.,
2005). Deux isoformes ont été identifiées : la forme hématopoiétique (HPGDS) et la forme
lipocaline (LPGDS). Ces deux enzymes ont la méme fonction, soit de catalyser
I’isomérisation du groupement 9,11-endoperoxyde de la PGH2 en groupement 9-hydroxyle et
11-cétone afin de donner la PGD2 (Urade and Eguchi, 2002). Par la suite, une succession de
réactions non enzymatiques permet la production de dérivés issus de la PGD2 : c’est le cas

pour la 15d-PGJ2 et la 11BPGF2a.
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v" Prostaglandine D Synthase hématopoétique

L’HPGDS est un membre de la classe des enzymes glutathion-S-transférases, enzymes cyto-
soliques jouant un role dans la détoxification enzymatique. Son action nécessite la présence
de glutathion et elle est activée par le Ca®* et le Mg2+ (Urade and Eguchi, 2002). Elle est lar-
gement distribuée dans les tissus périphériques et est exprimée dans les cellules présentatrices
d’antigenes, les mastocytes, les lymphocytes Th2 (Tanaka et al., 2000). Ainsi, elle est décrite
comme ’enzyme clé de la synthese de la PGD?2 par les cellules du systeme immunitaire et les
mastocytes (Urade and Hayaishi, 2000). Au niveau intestinal, on retrouve principalement la
HGPDS exprimée par les CEI, les mastocytes et les fibroblastes (Bach-Ngohou et al., 2010;
Hokari et al., 2009; Park et al., 2007). De maniere intéressante, il a été montré que des souris
APC-/- invalidées également pour la HPGDS, développaient plus rapidement des lésions tu-
morales, indiquant le r6le important de cette enzyme dans le maintien de I’homéostasie cellu-

laire (Park et al., 2007).

v" Prostaglandine D Synthase lipocaline

La LPGDS est un membre de la famille des lipocalines, protéines impliquées dans la liaison et
le transport de molécules lipophiles. C’est une glycoprotéine d’environ 20 a 30 kDa (en fonc-
tion du degré de glycosylation) avec 2 fonctions principales : le transport de molécules lipo-
philes et la production de PGD2 (Urade and Eguchi, 2002). Elle est en fait identique a la pro-
téine B-trace, une protéine majeure du liquide céphalorachidien (Urade and Hayaishi, 2000).
Son activité enzymatique nécessite la présence de composés thiols tels que le PB-

mercaptoéthanol ou le glutathion.

La LPGDS est présente principalement au niveau du réticulum endoplasmique et a la mem-
brane nucléaire afin de produire la PGD2 (Beuckmann et al., 1999), dans plusieurs types cel-
lulaires du SNC, des organes génitaux males, du cceur et dans différentes parties du tube di-
gestif tel que I’estomac ou le cdlon (Eguchi et al., 1997; Hokari et al., 2009, 2011; Urade,

1985). Etant aussi une protéine sécrétée, la LPGDS est retrouvée dans de nombreux fluides
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tels que le LCR, le plasma séminal et la circulation sanguine (Urade and Eguchi, 2002), ou
elle agit comme transporteur de molécules lipophiles. De maniere intéressante, 1’expression
de la LPGDS est régulée par de nombreuses voies de signalisation en fonction du contexte
cellulaire. Ainsi, 1l a été montré une induction de I’expression de la LPGDS par les cestro-
genes (Mong et al., 2003) ainsi que par des stimuli inflammatoires comme I’'IL1J (Hokari et

al., 2009).

b) Récepteurs des prostaglandines

Les effets des PGE2 et PGD2 sont médiés par des récepteurs a 7 domaines transmem-
branaires couplés aux protéines G. Il existe quatre récepteurs de la PGE2 (EP1-4) et deux ré-

cepteurs de la PGD2 (DP1 et DP2).

Leurs roles dans la régulation de la physiologie du tractus gastro-intestinal ou dans les patho-
logies digestives en particulier les MICI, ne sont pas clairement élucidés. Ils sont probable-
ment liées a de nombreux facteurs comme le profil d’expression du récepteur, la nature et la
concentration des ligands, 1’affinité du ligand ou encore les voies de signalisations spécifiques

activées par leurs récepteurs.

(1) Récepteurs de la prostaglandine E2

La PGE2 exerce de nombreuses fonctions dans 1’organisme, suggérant I’implication
de plusieurs récepteurs spécifiques. En effet, quatre types de récepteurs de PGE?2 ont été iden-

tifiés, soit les récepteurs EP1, EP2, EP3, EP4 (Sugimoto and Narumiya, 2007).

v" Structure et mode d’action des récepteurs

Les récepteurs EP sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires qui appartiennent a

la superfamille des récepteurs de type « rhodopsine », couplés aux protéines hétérotrimériques
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G. Les quatre genes codant pour les récepteurs EP sont différents. Cependant, un alignement
de séquence révele une faible homologie de séquence, de 1’ordre d’environ 20 a 30% entre les
différents récepteurs. Quelques différences structurales permettent également de différencier
les quatre récepteurs. Des résidus amino-acides conservés et localisés principalement dans les
parties transmembranaires et dans la seconde boucle extracellulaire des récepteurs, correspon-
dent au site de reconnaissance pour la PGE2 (Figure 26). La diversité des récepteurs est due a
des variations de I’extrémité cytosolique C terminale qui les couple a des protéines G diffé-
rentes. Un épissage alternatif de cette partie C terminale aboutit a la formation d’isoformes

distinctes. Ainsi, huit isoformes humaines ont été rapportées pour le récepteur EP3.

Partie
Membranaire

Point de
\ divergence
Site d'épissage
alternatif

Figure 26:Structure du récepteur EP3
(D'apres Breyer et al., 2001)

Le récepteur EP1 est couplé a une protéine Gaq. Son activation entraine une augmentation
intracellulaire de Ca** via la voie phospholipase C (PLC)-inositol triphosphate (IP3). Les ré-
cepteurs EP2 et EP4, sont tous deux couplés a une protéine Gs. Leur activation stimule
I’adénylate cyclase (AC), augmente la production d’AMPc et active la protéine kinase A

(PKA). La PKA, a son tour, active alors des facteurs de transcription et stimule I’expression
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de certains genes. Les récepteurs EP3 sont couplés a la protéine Gi et inhibent I’action de
I’AC. Une diminution de la concentration d’AMPc est donc observée lors de leur activation

(Dey et al., 2006).

V4 14 Caz+

Figure 27: Représentation schématique des récepteurs prostanoides de type E
et leurs voies de signalisation.
(Adapté de Zagani et al, 2009, Role des prostaglandines dans le cancer colorectal)

En plus des différences dans les voies de transduction du signal, les EP different aussi de par

leur localisation. Si tous sont exprimés au niveau de la membrane plasmatique, EP2 et EP4

sont également exprimés au niveau de la membrane nucléaire.

v" Distribution tissulaire des récepteurs EP

Chaque récepteur est spécifiquement distribué dans 1’organisme et leur niveau d’expression
est variable selon les tissus (Figure 28). Parmi les quatre récepteurs, EP3 et EP4 sont les plus
largement exprimés dans I’organisme notamment dans le rein, le systeéme nerveux central, le
systeme digestif, I'utérus et les plaquettes humaines. La distribution de EP1 est quant a elle
limitée a quelques organes tels que le rein, I’estomac et les poumons. Le récepteur EP2 est
localisé principalement dans I'utérus ou il intervient dans I’implantation utérine de I’embryon

(Sugimoto and Narumiya, 2007).
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Figure 28: Northern Blot représentant la distribution des récepteurs de la PGE2
dans les tissus de I'organisme. (Adapté de Sugimoto and Narumiya, 2007).

Chez I’homme, au niveau intestinal, peu de données sont disponibles concernat l'expression
des EP. Cependant, une expression des récepteurs EP1 a EP4 a été rapportée dans le tube di-
gestif de diverses especes et par diverses cellules du tractus gastro-intestinal (Cosnes et al.,
2011; Takafuji et al., 2000). La distribution importante des récepteurs EP au niveau intestinal
s’illustre d’ailleurs par le large champ d’actions de la PGE2 rapporté dans un paragraphe ci-
apres. Enfin, de fagcon intéressante, les récepteurs EP sont également exprimés par les compo-

sants du SNE (Grasa et al., 2006; Morimoto et al., 1997; Northey et al., 2000).

(2)  Récepteurs de la prostaglandine D2

v" Récepteurs membranaires

Les actions de la PGD2 sont médiées par les récepteurs prostanoides de type D (Pettipher,
2008). On distingue deux types de récepteurs, DP1 et DP2 ou CRTH2 (chemoattractant re-
ceptor-homologous molecule expressed on Th2 cells) (Figure 29). Selon le type cellulaire, les
effets de la transduction du signal PGD?2 via I’activation de ces deux récepteurs peuvent étre

synergiques ou antagonistes (Hata and Breyer, 2004). Ces 2 récepteurs font partie de la
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grande famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ils en possedent donc les caractéris-
tiques principales, soit 7 domaines transmembranaires, une extrémité N-terminale et trois
boucles extracellulaires pouvant étre glycosylées ainsi que trois boucles et une extrémité C-
terminale intracellulaires qui possédent des sites potentiels de phosphorylations et
d’interactions avec les protéines impliquées dans la signalisation des récepteurs couplés aux

protéines G.

g i

l Pip-l | D’_’*F\

.ﬂic If PKC ‘E'i‘;
AMPc ™ Ca?t AMPCA

Figure 29 : Représentation schématique des récepteurs prostanoides de type D
et leurs voies de signalisation. (D'aprés Townley and Agrawal, 2012).

= Le récepteur DP1

Le récepteur DP1 est couplé a la protéine Gs. Son activation induit la production du second
messager AMPc stimulant la voie de la PKA et induit également un flux calcique entrant
(Boie et al., 1995). Le récepteur DP1 humain lie la PGD2 et la PGJ2 (métabolite de PGD?2)
avec une haute affinité (Hirai et al., 2001; Wright et al., 2000). Chez I’homme et les rongeurs,
DP1 est principalement exprimé par les leucocytes intervenant dans 1’inflammation et la réac-
tion allergique, a savoir les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles, les lymphocytes
Th2 et les cellules dendritiques. Une expression par les cellules épithéliales des voies respira-
toires, par I’endothélium vasculaire ou encore les cellules caliciformes du c6lon a également
été rapportée (Claar et al., 2015; Matsuoka and Narumiya, 2007). Chez la souris, DP1 est aus-

si exprimée dans le placenta et les testicules (Rossitto et al., 2015) et des transcrits d'ARNm
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ont été détectés dans les méninges, le thalamus, I'hippocampe, le cervelet, le tronc cérébral et

la rétine (Boie et al., 1995; Yagami et al., 2016).

=  Le récepteur DP2

Le récepteur CRTH2 ou DP2 a été initialement identifié comme un récepteur de surface chi-
miotactique spécifique des cellules Th2, et par la suite, des études ont démontré sa liaison a la
PGD2 avec une affinité similaire a DP1. DP2 est également constitué de sept domaines
transmembranaires, et est couplé a la protéine Gi. L activation de DP2 induit 1’inhibition de
I’AMPc et augmente le niveau intracellulaire de Ca®* (Hirai et al., 2001). 11 présente peu de
similitude avec DP1 et les autres récepteurs des prostanoides en dehors du fait que la PGD2
s’y lie. Le récepteur DP2 humain possede deux sites de N-glycosylation sur son domaine ex-

tracellulaire N-terminal, et une longue queue cytosolique.

Parmi les ligands de DP2 on note, de puissants agonistes sélectifs comme le 13, 15-dihydro-
15-keto-PGD2 (DK-PGD?2), 15-R-methyl-PGD2 (R-PGD?2), et I’'indométacine. De plus, la
PGJ2 (métabolite de PGD?2) est aussi connu comme ligand de DP2 (Hata and Breyer, 2004;
Narumiya et al., 1999).

L’expression de DP2 a été identifiée dans plusieurs tissus tels que le systeme nerveux central,
le ceeur, I’estomac, le foie, le petit intestin (Nagata and Hirai, 2003). DP2 est également ex-
primé par les leucocytes intervenant dans 1I’inflammation et la réaction allergique tels que les
lymphocytes Th2, les éosinophiles, basophiles et monocytes pour lesquels il joue un rdle im-

portant au niveau du chimiotactisme (Sturm et al., 2014).

v" Récepteur nucléaire : PPARY

La PGD2 est également un ligand du récepteur nucléaire PPARY. En effet, la 15d-PGJ2, son
principal dérivé, est le principal ligand naturel de PPARy (Forman et al., 1995; Kliewer et al.,
1995). Ainsi, une partie des fonctions de la 15d-PGJ2 serait médiée par I’activation de

PPARY.

77



Revue de la littérature

PPARYy est un membre de la superfamille des Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPARs). Trois isoformes de PPAR ont été identifiées : PPARy, PPARa et PPARp (Berger
and Moller, 2002). 1l joue un rdle important dans plusieurs phénomenes comme la régulation
de la prolifération des adipocytes, de I’inflammation, de 1’homéostasie du glucose (Lefebvre
et al., 1999).

Le colon et le tissu adipeux sont les 2 tissus exprimant fortement PPARYy. Des niveaux inter-
médiaires de PPARY sont retrouvés dans les reins, le foie, la peau, l'intestin gréle, le pancréas
et les macrophages (Dubuquoy et al., 2000). En ce qui concerne le c6lon, ce sont les cellules
épithéliales coliques différenciées, faisant face a la lumiere du tube digestif qui I’expriment le
plus fortement (Figure 30). Il a également été mis en évidence une expression croissante de

PPARY, du segment colique proximal vers le segment distal (Lefebvre et al., 1999).

Bauche Lumigre du tube digestif Anus
Segment proximal 9 Segment distal

exfoliation = PPARy

compartiment
post-mature

compartiment
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difféerenciation
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migration des cellules

5
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Figure 30: Schéma d'une villosité colique, expression de PPARYy dans les cellules épithéliales
(Potten, 1997)

Les ligands de PPARY sont trés divers et peuvent étre de différentes natures. On distingue ses
ligands naturels, dont font partie de nombreux acides gras et des dérivés d’eicosanoides et ses
ligands synthétiques, dont font partie les glitazones (Spiegelman, 1998). Apres fixation de ses

ligands, PPARYy forme alors un hétérodimere avec les Retinoid X Receptor (RXRs) et se lient
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a des séquences spécifiques situées dans les régions régulatrices de leurs genes cible, nom-
mées PPAR Response Elements (PPREs). Les récepteurs nucléaires interagissent alors avec
des protéines corégulatrices pour moduler la transcription de leurs genes cibles (Tugwood et
al., 1992).

Ainsi, PPARY est capable de réguler des voies de signalisation de I‘inflammation en agissant
sur des kinases et des facteurs de transcription comme NF«B, c-jun, c-fos, NFAT (Nuclear
Factor of Activated T cell) et en inhibant la production de cytokines proinflammatoires (IL1p,
TNFa, IFNYy), de chimiokines, ainsi que la prolifération et 1‘expression de certaines molécules

d‘adhésion (VCAM-1) (Desreumaux et al., 2001; Yang et al., 2000).

v" Fonctions connues de DP1 et DP2

La PGD2 induit des effets différents selon le type de tissus ol elle est synthétisée. Il lui est
attribué des effets a la fois pro- et anti-inflammatoires en fonction du récepteur activé. Le ré-
cepteur DP1 est impliqué dans la modulation de la réponse immunitaire innée et adaptative et
son activation semble largement étre responsable des effets anti-inflammatoires de la PGD2
(Hammad et al., 2007). Le récepteur DP2 est, quant a lui, impliqué dans la promotion de la
réaction allergique (Fujitani et al., 2002). Leur r6le sur I’homéostasie de la BEI n’a pas encore

été décrypté. Les effets connus de la PGD2 via DP1 et DP2 sont répertoriés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Effets biologiques de la PGD2 via chacun de ses récepteurs membranaires (Adapté de Hata
and Breyer, 2004; Kostenis and Ulven, 2006; Narumiya et al., 1999)

c)

Vasodilatation et relaxation des muscles lisses

Inhibition de I’agrégation plaquettaire

Effets anti-inflammatoires

Promotion de ’asthme

Inhibition de la migration des éosinophiles et des cellules dendritiques
Inhibition de ’apoptose des éosinophiles

Induction du sommeil

Neuroprotection

Induction de la migration des cellules Th2, éosinophiles, basophiles
Régulation des molécules d’adhésion des cellules Th2 et éosinophiles
Activation des éosinophiles

Promotion de la production des cytokines par les cellules Th2.

Roles des prostaglandines D2 et E2 dans les MICI

Des 1977, il a été évoqué que les PGs pourraient €tre impliquées dans la pathogénese

des MICI (Gould et al.,, 1977). Cependant, la synthese de certaines PGs accompagnant

I’inflammation semble également bénéfique puisque les anti-inflammatoires non stéroidiens

inhibant la synthese de PGs sont connus pour exacerber ou réactiver les MICI (Kaufmann and

Taubin, 1987; Wallace, 1992). Les effets « cytoprotecteurs » des PGs au niveau du duodénum

et de I’estomac ont été décrits par Robert et ses collegues des 1979. Ce sont des puissants in-

hibiteurs de la sécrétion d’acide gastrique, et des doses faibles de PGs semblent protéger la
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mugqueuse lors d’agression sur modeles expérimentaux (Roberts et al., 1997). Le premier ana-
logue de PG a avoir été mis sur le marché est le misoprolol, un dérivé de la PGEL1. Il a permis
de réduire I'incidence des ulceres gastriques induits par les AINS mais seulement a des doses

supprimant I’acidité gastrique (Graham et al., 1988).

Nous aborderons ici les effets connues de la PGE2 et la PGD2 dans ’homéostasie du TD. En
effet, les données de la littérature suggerent au cours des MICI, une syntheése importante de
PGE2 dans la phase aigiie de I’inflammation. La production de PGD2 serait, quant a elle, plus
modérée et plus tardive mais persistante (Ajuebor et al., 2000; Masoodi et al., 2013; Sturm et

al., 2014; Vong et al., 2010; Zamuner et al., 2005).

(1) La prostaglandine E2

La PGE2 est plutot décrite comme étant une PG pro-inflammatoire. En effet, il a été
montré une augmentation des concentrations de PGE2 et de I’expression de cytokines pro-
inflammatoires dans des biopsies coliques de patients atteints de MC ou de RCH (Sharon et
al., 1978). Ces augmentations ne sont pas retrouvées dans les biopsies de RCH en rémission
(Vong et al., 2010). Ainsi, les concentrations des métabolites de la PGE2 pourrait étre des
biomarqueurs intéressants dans le suivi des MICI (Arai et al., 2016). De plus, I'impact délé-
tere de la production de PGE2 sur la BEI a déja été en partie décrypté. 1l est 1ié a I’activation
de ses récepteurs EP1 et EP4, entrainant une rupture d’intégrité de la BEI (Martin-Venegas et
al., 2006; Rodriguez-Lagunas et al., 2010). La PGE?2 jouerait également un role dans le déve-
loppement des cancers colorectaux via 1’activation de voies de signalisation impliquées dans
la prolifération, 1’angiogenese et dans la progression tumorale (Greenhough et al., 2009;
Wang and Dubois, 2006).

Néanmoins, la PGE?2 est également nécessaire a 1’homéostasie de la BEI en dehors d’un pro-
cessus inflammatoire (Martin-Venegas et al., 2000) et des effets protecteurs lui ont été large-
ment attribués (figure 31). La PGE?2 est connue pour avoir un role bénéfique dans sur la proli-
fération cellulaire, la cicatrisation, ainsi que pour inhiber I’apoptose et promouvoir
I’angiogénese (lizuka and Konno, 2011; Wang et al., 2005a). Dans ce sens, une sensibilité

accrue a développer une colite suite a un traitement au Dextran Sulfate de Sodium (DSS) a été
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montré chez des souris déficientes en mPGES1 (Hara et al., 2010; Montrose et al., 2015). Les
effets bénéfiques peuvent aussi €tre en partie attribués a la stimulation de la sécrétion de mu-
cines via EP4 (Belley and Chadee, 1999; Willemsen et al., 2003) ou de bicarbonates au ni-
veau du duodénum par I’activation de ses récepteurs EP3 et EP4, protégeant ainsi de 1’acidité
gastrique (Takeuchi et al., 2010a). De plus, la PGE2 a un effet relaxant sur le muscle circu-
laire du colon via ses récepteurs EP2 et EP4 (Martinez-Cutillas et al., 2014), tandis que la
contraction musculaire lisse est augmentée via le récepteur EP1 (Chan and Mashimo, 2013).
Un analogue de la PGEI, le lubiprostone est d’ailleurs proposé en traitement de la constipa-
tion dans le syndrome du cdlon irritable (Owen, 2008) ainsi que pour la constipation induite
par les opioides (Jamal et al., 2015). D'autre part, les antagonistes des récepteurs EP2 et EP4

ont été utilisés pour supprimer la diarrhée (Satitsri et al., 2016).

(Esophage Estomac

Reflux acide, cesophagite (EP1) /
A Sécrétion de pepsine (EP1} \ ‘

Dommages induits par AINS,
Dommages induits par HCL, alcool
(EP3/EP4)

A Secrétion de bicarbonate (EP1)
N Motilité (EP1)

—— N Secrétion acide (EP3)
A Débit sanguin (EP2/EPA)

Duodénum

—_—

Dommages induits par I'acide

(EP3/EP4) A Sécrétion de mucus (EP4)
A Sécrétion de bicarbonate Cicatrisation des ulcéres gastriques
(EP3/EP4) { EP4)

A Induction VEGF (EP4)

Petitintestin /

Dommages induits par AINS
(EP3/EP4)

A Sécrétion de mucus (EP3/EPA)
IMotilité (EP4)
Cicatrisation (EP4)

A Induction VEGF (EP4)

N

Grand intestin

Calite induite DSS (EP4)
A Sécrétion de mucus (EP4 )
N Expression de cytokines (EP4)

Figure 31: Sous-types de récepteur EP impliqués dans les actions protectrices et cicatrisantes de la PGE2
dans le tractus gastro-intestinal. (Adapté de Takeuchi et al., 2010b))
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(2) La prostaglandine D2

Le versant anti-inflammatoire de la PGD2 a été décrit dans un modele de pleurésie
chez le rat (Gilroy et al., 2003). Il peut étre en partie attribué a son produit de déshydratation,
la 15-dPGJ2, principal ligand naturel de PPARY, dont I’activation conduit, entre autres, a une
inhibition de la transcription des cytokines pro-inflammatoires (Jiang et al., 1998). Plusieurs
arguments sont également en faveur d’un impact bénéfique de la production de PGD2 au

cours des MICI (Wallace, 2018).

Sur modele expérimental de colite TNBS chez le rat, il a ét€ montré que la PGD2 produite par
I’HPGDS conduit a une diminution de 'infiltrat granulocytaire dans la muqueuse colique
alors que I’inhibition sélective de COX2 conduit a une augmentation marquée de l'infiltration
des granulocytes dans la muqueuse. Ce versant anti-inflammatoire de la PGD2 serait médiée
via son récepteur DP1 (Ajuebor et al., 2000; Alhouayek et al., 2018; Iwanaga et al., 2014; Li
et al., 2017; Sturm et al., 2014). En effet, I'infiltration granulocytaire est réduite par I'adminis-
tration de PGD2 ou d'un agoniste du récepteur DP1 (Ajuebor et al., 2000). Une des hypo-
theses actuelles est que ’activation de la voie HPGDS/PGD?2 inhiberait en partie les effets
déléteres de la production de TNFa (Iwanaga et al., 2014).

Sur modeles expérimentaux de colite chez le rat, ’augmentation marquée et persistante de la
PGD2 semble en lien avec la phase de résolution de la colite (Ajuebor et al., 2000; Zamuner
et al., 2003). Zamuner et son équipe ont montré qu’elle s’accompagne de changements signi-
ficatifs des fonctions épithéliales du cdlon avec notamment une activité sécrétoire (canaux
chlorures) diminuée. Cette dernieére se normalise lors de 1’administration d’un inhibiteur sé-
lectif de la COX2 (célécoxib), mais pas avec un inhibiteur sélectif de la COX1 (SC-560). De
plus, elle est reproduite dans le tissu colique normal par une exposition a la PGD2, mais pas a
son métabolite, le 15d-PGJ2. Ainsi, leurs travaux soulignent le role important de la PGD2 via
COX-2, dans la cicatrisation de la BEI et la fonction sécrétoire épithéliale (Zamuner et al.,

2003).

Des données sur biopsies coliques humaines confortent également le rdle anti-inflammatoire
de la PGD2 dans les MICI, et en particulier dans le maintien de la rémission de ces patholo-

gies (Vong et al., 2010). Vong et ses collegues ont étudié sur biopsies coliques humaines la
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production de la PGE2 et la PGD2 ainsi que I’expression des principales enzymes de synthese
et des principaux récepteurs. Trois groupes ont été comparés, a savoir : sujets sains sans anté-
cédents de RCH, sujets sains en rémission clinique depuis au moins 4 ans et sujets en phase
active de RCH. IIs ont montré au niveau transcriptionnel une surexpression de DP1 associée a
une augmentation de la production de PGD2 chez les patients en rémission par rapport aux
sujets en phase active et aux témoins. La PGD2 se liant préférentiellement a DP1 et son acti-
vation étant largement considérée comme responsable des effets anti-inflammatoires de la
PGD?2, ces données suggerent que la PGD2 jouerait un rdle dans la résolution du processus
inflammatoire et le maintien en rémission (Vong et al., 2010). Une étude toute récente objec-
tivant une rémission clinique via I’activation de la voie DP1 chez des patients présentant une
RCH modérée vient conforter ces données (Li et al., 2017). Enfin, dans le cadre de gastrites a
Helicobacter Pylori, il a été montré une association entre la diminution de I’expression de la
LPGDS et la sévérité de la gastrite évoquant un role protecteur de la PGD2 (Hokari et al.,
2009).

A T’inverse, d’autres travaux évoquent un role délétere de la PGD2 sur la BEIL. Par exemple,
une inactivation de la LPGDS sur souris traitées par DSS entraine une diminution des dom-
mages histologiques (Hokari et al., 2011). De la méme fagon, dans un modele de rat TNBS-
AOM, I’expression de la HPGHS et de COX2 est augmentée et 1’utilisation d’antagoniste de
DP1 réduit le développement de cryptes aberrantes (Zamuner et al., 2005). La dualité du rdle
de la PGD?2 a aussi été évoquée dans d’autres modeles comme la dermatite (Sarashina et al.,

2014).

Ainsi, si les effets protecteurs de la PGD2 semblent li€s au récepteur DPI1, les effets pro-
inflammatoires semblent quant a eux li€s a DP2. Il existe une corrélation entre leur expression

et la sévérité de la colite (Sturm et al., 2014).

Dans I’ensemble de ces études, 1’aspect mécanistique n’a pas été abordé. En ce qui concerne
DP1 et DP2, quelques voies de signalisations spécifiques ont déja été décryptées, notamment
une voie DP1 dépendante impliquée dans I’induction de 1’expression de la mucine MUCS5B
(Choi et al., 2011). Une augmentation de I’expression de mucines MUC2 et MUCSAC via
DP1 a également été mise en évidence sur la lignée de CEI a caractere muco-sécrétoire, la
LS174T (Wright et al., 2000). La fonction principale des mucines étant de former un gel de

mucus protégeant la muqueuse colique (Hansson, 2012), le role bénéfique de la PGD2 dans
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les MICI pourrait étre 1ié¢ a ’augmentation de leur sécrétion par 1’activation de DP1. De plus,
il a été montré que les mucines MUCSAC et MUC2 sont impliquées dans la réparation épithé-
liale au cours des MICI en agissant sur la différenciation et la croissance cellulaire (Buisine et
al., 2001; Velcich et al., 2002). Plusieurs études récentes sur modele de colite induite souli-
gnent également les effets bénéfiques de la voie PGD2/DP1. L’activation de la voie
PGD2/DP1 par la niacine serait responsable d’une amélioration de la perméabilité vasculaire,
d’une réduction de 1’apoptose des CEI ainsi qu'une diminution de 1'expression de cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages (Li et al., 2017). D’autres études ont montré que
I’activation de la voie DP1 protege d’une colite chimiquement induite (Cuzzocrea et al., 2003;
Iwanaga et al., 2014; Li et al., 2017). L’effet protecteur serait en partie lié a I’'inhibition des
effets du TNF-a sur la BEI (Iwanaga et al., 2014). Enfin, ’activation de DP1 stimule la pro-
duction d’IL10 par les cellules dendritiques, cytokine connue pour ses effets anti-

inflammatoires dans la colite (Hammad et al., 2007; Li et al., 2017).
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Objectifs de I’étude

L’UNGE est une unité fonctionnelle, pluricellulaire regroupant les CEI, les neurones
et les CGE. Les neurones et les CGE constituent un réseau distribué le long du tractus diges-
tif, le SNE. Ce dernier intervient dans la régulation des fonctions et le contrdle de
I’homéostasie de la BEI selon un mode paracrine, notamment via la sécrétion par les CGE et
les neurones de médiateurs solubles (Neunlist et al., 2007). Le fonctionnement de I’'UNGE est
probablement modifié lors de pathologies intestinales, et I’hypothese de 1I’implication du SNE
dans la physiopathologie des MICI n’est pas exclue. En effet, si le SNE a tout d’abord été
considéré comme une cible de I’inflammation, plusieurs études suggerent que les composants

du SNE participeraient directement a la réponse inflammatoire.

Des travaux au sein de I'unité ont démontré la capacité des CGE a sécréter une nouvelle
classe de médiateurs solubles, les PGs. Ainsi, la 15d-PGJ2 et le 11BPGF2a, dérivés de la
PGD?2 et sécrétés par le SNE, joueraient un r6le dans 1’homéostasie de la BEI. La 15d-PGJ2
module la prolifération et la différenciation des CEI via 1’activation de PPARY (Bach-Ngohou
et al., 2010). Le 11BPGF2q, serait quant a lui impliqué dans la réparation épithéliale (Coquen-
lorge et al., 2016). De plus, des études lipidomiques récentes ont montré une diminution de la
production de ces deux médiateurs gliaux dans la MC (Coquenlorge et al., 2016; Pochard et
al., 2016). Ainsi, une altération de leur production pourrait étre un des éléments de la physio-

pathologie des MICL.

Dans ce travail de thése nous nous sommes intéressé€s a la relation paracrine impliquant la
PGD2 et la PGE?2 au sein de ’'UNGE. En effet, dans les différentes études menées, ces média-
teurs lipidiques semblent a la fois impliqués dans le contrdle de I’homéostasie de la BEI et
dans la participation a sa rupture en situation inflammatoire. De fagon schématique, la voie de
la PGD2 serait plutdt anti-inflammatoire alors que celle de la PGE2 serait a ’inverse pro-
inflammatoire. Enfin, si 'effet de la PGE2 sur la BEI a déja été en partie évalué, I’impact

bénéfique ou délétere de la production de PGD2 sur la BEI n’a pas été encore caractérisé.
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Ainsi, les objectifs de ce travail de these étaient :

= d’étudier les voies de synthese de la PGD2 et la PGE2 au sein du SNE, en

conditions physiologique et inflammatoire,

= d’étudier si les voies de synthese de la PGD2 et de la PGE2 sont modulées
dans la MC, suggérant I’implication de ces deux médiateurs dans la phy-

siopathologie des MICI,

= d’étudier I'impact bénéfique ou délétere de la PGD2 sur la BEI par la ca-
ractérisation de voies de signalisations activées, de genes cibles ou de fonc-

tions régulées.

Ce travail de these est présenté sous la forme de deux articles et d’une étude transcriptomique.
Les deux articles reprennent les travaux réalisé€s sur la caractérisation des voies métaboliques
de la PGD2 et de la PGE2 ainsi que leurs modulations en condition inflammatoire, plus parti-
culiecrement dans le contexte de la MC. Le premier article, rassemblant les résultats obtenus
sur la voie métabolique de la PGD2, a été publié dans Intestinal Bowel Disease en 2015. Le
deuxieme article, portant sur les résultats obtenus sur la voie de la PGE2 a été soumis pour
publication dans la revue Molecular Medecine Reports. Ces travaux confirment 1’implication
de la voie de la PGD?2 et celle de la PGE2 dans la physiopathologie de la MC et éclaire sur
I’origine de cette production en condition inflammatoire. Ces données s’accordent avec la

place que joue le SNE dans la physiopathologie des MICI.

L’analyse transcriptomique pan-génomique a été réalisée a partir d’explants de muqueuse
colique humaine normale dans le but d’étudier les voies de signalisations activées, de genes

cibles ou de fonctions régulées par la PGD2 sur la BEIL
Par ailleurs, une revue sur la dualité des effets de la PGD2 sur I’homéostasie de la BEI a été

publiée dans Médecine Sciences en 2015 et est présentée en annexe 1. Il s’agit d’une synthese

des données actuelles concernant le role complexe de la PGD2 dans la physiopathologie des
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MICI, a laquelle nous avons apporté par nos résultats (production de la PGD2 par le SNE) un

éclairage sur I’origine de la PGD2.
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Article I :

Activation de la voie de la prostaglandine D2
dans la maladie de Crohn :

Implication du systeéme nerveux entérique
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Présentation de article 1 :

La PGD2 et ses dérivés, tels que la 15d-PGJ2 et le 11BPGF2a, sont des médiateurs li-
pidiques participant a I’homéostasie de la BEI, via les voies PPARy et DP2 (Bach-Ngohou et
al., 2010; Coquenlorge et al., 2016). Néanmoins, plusieurs études mettent en relief une dualité
de la PGD2 quant a un rdle anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire. L’implication de la
PGD2 dans la physiopathologie des MICI reste également actuellement débattue. En effet,
deux études réalisées sur biopsies coliques de patients présentant une RCH lui attribue un role
contradictoire. L’équipe de Vong a montré une surexpression de DP1 associée a une augmen-
tation de la production de PGD2 chez les patients en rémission par rapport aux patients en
phase active de la maladie, et suggere que la PGD?2 jouerait un role dans la résolution du pro-
cessus inflammatoire et le maintien en rémission au cours des RCH via ce méme récepteur
DP1 (Vong et al.,, 2010). A l'inverse, 1’équipe d’Hokari a montré une augmentation de
I’expression de la LPGDS, corrélée a la sévérité de la maladie (Hokari et al., 2011). A notre
connaissance, si la voie de la PGD?2 a été explorée en partie dans la RCH, aucune donnée sur

la MC n’a été publiée.

D’autre part, s’il a été démontré que les CGE sont impliquées dans le controle de
I’homéostasie de la BEI via les dérivés de la PGD2 (Bach-Ngohou et al., 2010; Coquenlorge
et al., 2016), la capacité du SNE a produire la PGD2 en condition inflammatoire n’a pas en-

core été décrite.

Au regard de ces données, les objectifs étaient :

1/ d’étudier la voie de synthese de la PGD2 et 1a modulation de sa production dans la MC

2/ d’étudier la capacité du SNE a produire la PGD?2 en condition inflammatoire.

Dans ce but, nous avons, dans un premier temps, évalué 1’expression au niveau transcription-
nel des différents acteurs de synthese de la PGD?2 ainsi que ses récepteurs (COX2, LPGDS,
HPGDS, DP1, DP2, PPARY) au sein de la muqueuse intestinale de patients atteints d’une MC
quiescente ou en phase active, et de patients témoins. Pour les patients en phase active, nous
disposions de prélevements réalisés a la fois en zone ulcérée et en zone saine. Cette analyse
transcriptionnelle a mis en relief pour la premiere fois un profil d’activation complet de la
voie synthese de la PGD2, a savoir cPLA2-COX1-COX2-LPGDS, en zone ulcérée chez les

patients présentant une MC active suggérant une production accrue de PGD2 (Figure 2). Des
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dosages de PGD2 au sein des biopsies ont donc été réalisés par technique EIA. Notre hypo-
these a été confirmée par une augmentation significative de la production de PGD2 chez un
méme patient présentant une MC active entre la zone saine et la zone ulcérée (Figure 4).
Néanmoins, nous avons montré que cette production accrue de PGD2 en zone ulcérée est as-

sociée a une diminution de I’expression de la voie PPARYy (Figure 3).

Dans un deuxieme temps, la capacité du SNE a produire de la PGD2 en condition inflamma-
toire a été évaluée. Tout d’abord, une analyse immunohistochimique sur culture primaire de
SNE ainsi que sur plexus sous muqueux et myentérique humain a confirmé I’expression de la
LPGDS, enzyme clé de la synthese de PGD2, a la fois par les neurones entériques et par les
CGE (Figure 5 & 6). Puis, sur cultures primaires de SNE d’embryon de rat (Chevalier et al.,
2008), nous avons montré qu’en réponse au stress inflammatoire induit par du LPS, le SNE
produisait de la PGD2. Cette production est liée a ’induction de la LPGDS puisque elle est
inhibée par 1’ajout d’un inhibiteur spécifique (AT56). Enfin, grace a un modele de coculture
neurones/CGE récemment développé au sein de I'unité (Le Berre-Scoul et al., 2017), nous
avons montré qu’a la fois les neurones et les CGE participaient a cette production de PGD2 en

condition inflammatoire (Figure 7).

Ainsi, notre étude confirme I'implication du micro-environnement de la CEI, et en particulier
les neurones entériques et les CGE, dans la production de PGD2 lors d’un processus inflam-
matoire. Ces cellules disposent de la machinerie moléculaire indispensable a cette production
via I’expression de la LPGDS. La mise en évidence d’une induction de I’expression de la
LPGDS au sein de biopsies faites en zones ulcérées chez des patients atteints d’une MC en
phase active associée a une diminution de I’expression de PPARYy appuie 1’hypothese de

I’implication de ces 2 acteurs dans la physiopathologie de la maladie de Crohn.

Cet article a été publié¢ dans Intestinal Bowel Disease en 2015.
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Abstract

conditions

cantribute to PED2 production.

inflammation by producing PGD2

Background: Recent works provide evidence of the Impotance of the prosaglandin D2 (PG metabolic
pathway In inflammatony bowel diseases We Investigated the expression of PGD2 metabollc pathway acions
in ' Crohn's disease {CO) and the ability of the enterc nemnvous systerm (ENS} To produce PGD2 in inflammatary

Methods: Expression of key actors involved i tha PGD2 meabolic pathway and its recepton was analyzed wsing
quantitative revese ansoniprase polymerase chain reaction (gRT-PCR In colonlc mucosal biopsies of patients
from three groups: contiols, quisscent andacive CD parients: To-determing the-ability of thie ENS 1o secrete
PEO2 in proinflammatony conditions,; Lipocalin-type prostaglandin D synthase (L-PGOS) expression by newrons
and glial cells was aralyzed by Immunostaining. PGD2 levels werk detemmined Ina medium of primary culture
af EMSand neuro-glial caoultune rmodel treated by lipopolysaccharide (LFS).

Results: |n patents with active (0, inflamed colonic miscosa showad significantly highier COM2 and L-PGOS
iR expression, and sighificantly higher PED2 levels than healthy colanic mucosa, On the contrany, perox/some
proliferator-activated recepior Gamma {PPARG)H expression was reduced in inflamed colonic mucosa of CD patients
with active disease: Imrinunostalning showed that L-PGOS was expressed In thenewons of human myeniterlc and
sebmucosal plewd. A @t ENS pripnany culfune model confimmied this expression, PED2 levels were significanly increased
on primang culrure of ENS meated with LPS. This production was abolished by AT-55, 2 specific competitive LPGDS
inhibitor: The newo-gllal coculiue: made| revealed that each component of The ENS, ECG and newrons, coukd

Conclusions: Our results highlight the-aaivaticn of the PGD2 metabolic pathiway In Crohn's disexse. This study
supports the iypothesis that in Crohi's disease; enteric neurans and glia cefls form a functional unit reacting to

Background
Inflammatory bowd diseases (IBD) are described as mudti-

factorial pathologies with an uncontrolled immune re
sponse leading to inflammation in genetically predisposed
individuals. |BD etologies remain unresolved [1 2] The
role of prostaglandins (PG) in its pathopenesis was first
suggested in 1977 [3], Previous studies have reported high
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levels of PGD2 in animal models of colitis [4, 5] and in
colonic mucosal biopsies of patients with a history of
ulcerative colitis (UC) [6]. PGD2 synthesis is derived from
prosaghndin M2 (PGH2) through prostaglandin D syn-
thase (PGDS). PGH2 is derdved from arachidonic acid by
cyclooxygenases (COX), which edst in two isoforms:
CONL and CONZ. COX1 is expressed constitutivdy in
most cell types, whereas COX2 is induced by inflammia-
tory stimuli such as bacterial endotoxdn and proinflamma-
tory oytokines. Two distinct PGDS -have also been
identified: hematopoietic PGDS (HPGDS) and lipocalin-
type PGDS (L-PGDS). Similarly to COXZE, L-PGDS but
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not HPG DS is known to be indudble m inflammatory con-
ditions [7, 8]. While overexpression of microsomal prosta-
glandin E synthase-1 and the proinflammatory role of
PGE2 have been well described in [BDY [9, the role of
PGD2 in 1BD remains debated and there have been no re
ports on PGD2 in Crohn's Disease (CD). Ajuchor ef al
demonstrated that PGD2 reduced granulocyte infiltration
during experimental colitis [5]. Vong et al reported high
levels of PGD2 in the colonic tissue of patients with quies-
cent CD [6]. Some of the anti-inflammatory properties at-
tributed to PGD2 may be rebtad @ the effects of its
metabolite, 15-depy-A""*-prostaglandin 12 (15dPG2),
which has bem shown to exert potent ant-inflamm abory
dfferts in animal model thriugh activation of its receptor
PPARG [10, 11} Conversely, Hokari et al suggested that L-
PGOS plaps & proinflammatory role in the devdopment of
mlitis in diniml and expaimentsl studies [12]. They re-
ported that the level of L-PGDS mBNA expression was in-
creased in UC patients in paralld with disesse activity.
However, changes in PGD2 production or in the expression
of erzymes invobred in its synthesis during CD oare cur-
rently unknown,

Although immune cells are central prodocers of cyto-
kines and prostaglandins the cells of the mucosa are also
known to be able to contribute to this production [13].
The ENS is'a major constituent of the intestinal mocosal
micreenvironment The ENS, composed of enteric neu-
rons and enteric ghial cells (EGCs), together with the
ntestingl epithelial barrier (IEB) is a functional entity, the
digestive neuronal-glial-epithelial unit. based on the phys-
ical proodmity and paracrin reltionship between its com-
ponents [14]. Indeed, the ENS E known to regulate the
gut homenstasis process and, in particular intestinal epi-
thelial barrier functions, via the release of varous medis-
tors [14]. Recent stodies have shown that the ENS is able
to sense inflammatory stressors and respond by secreting
varons cytrkines or chemolines [15, 16]: Furthermore,
various studies have described abnormalities of the ENS in
(I and have suggested a role of the ENS in the pathopen-
esis of IBD [17-22], Recently, we have demonstrated that
the EGCs of the ENS are involved in controfling intestinal
epithelial functions: through secretion of 15dPGI2 [23]
However, the shility of the ENS to produce PGD2 and its
modulation by inflammation remains unknown.

Based on these findings, our aims were to investigate
expression of key actors of the PGD2 metabolic pathway
in colonic mucosal hiopsies of patients with CD and to
evaluate the ability of the ENS to produce PGD2 in pro-
inflammatory conditions.

Methods

Patient selection

Tissue samples were collected from colonic biopsies of
patients with . Thirty patients with CI¥ treated at the
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Department of Gastroenterology (Wantes University Hos-
pital, France) were inchided in this study. Colonic biopsies
were obtined and stored in the bio-colection of the
“Institut des Maladies de 1A ppareil Digestf (IMAD)", The
clinical and demographic dat were collected and re-
corded in 2 computerized database securely coupled to
the hiological collection. This bio-colection was approved
and registered by the French Ministry of Science and
Research “DC-2008-4027. CD was disgnosed on the basis
of clinical and endoscopic criteria. Fifteen quiescent dis-
ease patients and fifteen active disease patients, with acute
or chronic in flammation, were included in this study. Two
biopsies were collected from patients with actve disease,
one in an inflamed zone and one in & normal zone
Colonic biopsy specimens from normal mucosa: were
collected from fiftren patients with colonic polyps and
were used as controls. All tissues were processed accocd-
ing to the French Guidelines for Research on Human
Tissues (Agence Mationale dAccréditation 20015 The
characteristics of patients included are given in Table 1L
After collection, hiopsies were immediately immersed in
RA1 buffer (Macherey Nagel Hoerdt, France) and stored
at — B0 °C before real-ime PCR analysis, Samples
intended for PGD2 determination were stored at —80 °C
until time of use.

For immunofluocsicence staining, tssue specimens
were collected from patients who underwent surgery for
colonic adenocarcinoma (four colonic specimens From
two patients were stained). Patients gave their nformed
and written consent for the biopsy studies. Specimens
were taken at a distance from the tmmior, in macroscopic-
ally and histologically normal aress, and immedistely
processed in the Pathology Department. According to the
puidelines: of the French Ethics Committes for Research
on Human Tissues, these specimens were considered as
“residual fssnes”, not relevant to pathological diagnosis.
Tissue samples were sulsequently fixed in 4 % parafor-
maldehyde for 3 hours at room temperature. Following
several washes in phosphate boffer saline (PBS), tissue was
pirmed and whole mounts of mucosal and submircosal
plexus were obtained by microdissection under a micro-
scope 523060 (Olympus, Rungis, France), as previously
described [24].

Cell culture and treatments

Primary culture of the enferic nervous system

Primary culture of the rat ENS was performed as previ-
ously described [25], Experiments were compliant with
journal policles and UK regolations on animal experi-
mentation as described by Drommond [26]. Pregnant
Sprague—Dawley rats at stage E15 were purchased
(CER}, Le Genest 5t Isle, France) and manipulated in
compliance with French instimtional guidelines, These
procedures were approved by the local instimtional
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Table 1 Ciinical characternsics and treatments - Crohn's dissses
patients at the time of study indusion. Values ane given as the
medn (minimum-maxmum) for continuo s vanablesand
mumbers {3 tor categornical vanables

Chasscent Actve. (ohn's. Controds
Cran's chsease - isease
Cases 15 15 15
Aga yaars 31 18-63) 37 21-76 55 58-1%)
Sen fmasimae YE 114 411
Ags ol dagnoss, yeas 30 19-60) 26 (15-58
Dwrataeeyaf the deeass 7 11-21) 121128
WeaT
Cusment Zestnen
e e dicatiod 1 {7 96) 5433 %)
S-ASASEary 107w 207 )
Azahanqine
Comisosranady & a0 &0 M)
TR s N
Ffliman HiEIW 5.H3 W

amimal research committee (Certificate E. 44011; Inserm,
Mantes, Francel. Every effort was made to minimire- ani-
mal suffering and the number of animals used. Rats were
Eilled by an overdose of C(, folowed by severing of the
carotid arteries. Intestinal cells obtained after dissection
and dissociation were counted and then seeded at a dens-
ity of 2.4 x 107 cells am® on 24well plates {Corning, Avon,
France) previously coated with a (.5 % gelatin solotion
(Sigma-Aldrich, Lyon, France). Prmary cultures were
maintmined for 14 days with half of the medium replaced
every day (Dulbecm's modified Eagle mediom-FI2 151
containing 1 % N-2 supplement (Life Technologies, Cergy
Pontoise, France). Primary cultures were treated for 24 h
with 01 pg/ml. LPS (Sigma-Aldrich, Lyon, France) with
or without 95 pM AT-56 (provided by ¥ Urade; Osaka
Bioscience Institute) a selective and competitive inhibitor
of L-PGDS [27]. Three experiments were performed. The
EMNS culture media were collected, centrifuged and stored
at —B0 "C for further analysis For immunofluorescence
staining, primary cultures of rats’ ENS were ficed in 4 %
paraformaldehyde followed by several washes in phos-
phate buffer saline (PES).

MNeuro-glial cocufture model

First, a glial feeder layer was made up from the enteric
glial cell line JUGE derived from the: intestine of 15
day-old rat embryos [28]. Brefly, the enteric glis were
plated at a density of 7,500 cellsfem™ in a 24-well plate,
and maintained for 4 days in DMEM containing 10 %
fetal calf serum, 2 mM ghitamine, 50 pg/ml strepto-
mycin and 50 Ulfml penicilline. The medium was
replaced with serum-free: Neurcbasal/B27 medium
(Gibeco) 3 h before neuron culture. Rat enteric neuron
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oultime was prepared from 15-day-old mt embryos by previ-
ously described methods [5], except that the dissociated cdls
were plted at 175000 cdls'cm® on ghss mwerslips coated
with poly-L-lysine (1 mg/ml, Sigma) in BDMEM high glumse
on@ning 10 % FC5 2 mM gloamine 50 pgiml strepto-
myrin and 50 Uliml pmidline The ooverslips were then
trarsfermed 3 h loter to the wells containing the glial feader
lryer and maintained for op to 7 days in MNeurobasal/B27 mon-
faining 50 pg/ml streptomycin and 50 Uliml penidllin. This
procedure resulted inoa culture on the overslips composed
of 816+ 55 % of nawrons and 106 + 36 % of myofibroblasts,
while no glial cells were detected (| personal observation). This
nouro-ghal oooulture system made it posible to physically
sepamte the enteric neurons and the glial cdls in order to
examine the response of each cell type to LPS treatment.

RT-PCR analysis

l'otal BEMA was éxtracted from human mucosal biop-
sies nsing the Mucleospin ENA/Protein kit (Macherey-
MNagel, Hoerdt, France). ¢DNA was synthesized using
standard procedures as previoushy described [24]. Real-
time PCR was performed according to previcus reports
with some modifications [29]. Primers were designed
from the sequence of human cDMNAs psing the Univer-
sal Probe Library assay design cemter (httpsy (lifescien-
ce.roche comwebapp/ wes/stores/servlet (Category[Dis-
play?ta b=Assay +Design+ Centerds identifier=Unive rsal
+Probe+ Library Bdang[d=-1); sequences are reported in
Table & Amplification conditons of cPLAZ-alpha,
COX1, COXZ, IL1B THF-alpha, L-PGDS, HPGDS, D-
type prostancid (DPF) receptor 1 and 2 (DPI, DP2),
PPARG and MRP5& templates were optimized for the
Rotorgene 3000 instrument [(CHagen, Courtaboeuf,
France). PCE amplifications. were performed in dupli-
cate using Light cycler 480 SYBR Green | master mix
(Boche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to
the mamifacturer’s protocol. External smndard curves
were generated with seral 5-fold dilution of cDBMA
samples prepared with RNA extract from human mu-
cosal biopsies. The relative amount of transcripts was
caloulated from these stand ard curves using BotorGene
software. Expression of 56 ribosomal protzins as in-
ternal controls was analyzed at the same time. For each
sample; the ratio between the relative amount of each spe-
cific transoript 2nd 56 was calculated to compensate varia-
tions in the quantty and quality of starting mRNA

Immunofluorescence staining

All antibodies were diluted in PBS with 1 mg mL™
sodium azide, 4 % horse serom and 1 % Toton X-10H. Pn-
mary cultures of rat ENS, human plexi were incubated
with PBS sodium azide horse serum and Triton X-100
followed by incubation with rabbit polyclonal antL-
PGDS (1:50 Cayman, Spi-Bio, Montigny-le-Bretonnenx,
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Table 2 Primers for RT-PCR analyzis
e Accession  SpeceEs  TYETSS SecRECes
b 53
™ NMOODSM  Hemno:  Fee COOTCTTCIGECIGETREACT
T e ACTGGAGCTGECOCTCAGCTT
L8 N OISR Hemna P AAAGCTIGEIGAT EICTasTE
T e - CCACATGOAGAACACCACTTG
PIGST  NMLOO0SEIT Hems  Fae TOCTCITCOTGEACTATGN
el PN e GIGEIGATOCATGITECTG
PIGSZ  NMLOODSET Home:  Bae TOGSAAGCTICTCTASOCTC
o) SR T AGGAAGCTECTTTTTACCTT
PLATGIA NMLOMANZ Homg:  Bue TGCTACCTACETIGETGGNCT
Ll S TTCTCTGGAANA TCAGGETSA
PICES NMLOODSSES Home: B ASAN CAAZSCOIGITEICT
At A CCACCACTEACACGGAGTAGG
HPGER.  NM_OTAMEED Hows B
Sapiert  GAGAATGOCTTATIGGETAACICTE
Fee
AAAGACCAA AAGTGIGETACTGE
MADTE  MMLOOIOID  Human P COAAGCTTATICAGIGICTIGITA
Lot Lo [0
=% Few
COCTCEAGIE CTTEATICTCTTEGE
PIGOA MM D035 Home B COTGGAGGAGCGATCA
Ll S e T TAGTAACE COGATA AR
PIGOST S DOATTE  Howe v COTGTGONTETCIGTGE
02 SHIE e I GAGACGECTOACTG
WSIG  NMITE Howe  Fw

AAALTOECCMOCCOUTEACCARA
few CATGGOCACCT OGO GE

S apiens

France) or with human polyclonal anti-HPGDS (1:500;
Cayman Spi-Bio, Montigny-le-Bretonneux, France)
overnight at 4 *C. After extensive rinsing in PBS, pri-
mary culture or human tissues were incubated with
donkey anti-Rabbit IgG conjugated with carboooy-
methyl-indocyanin  (1:500; Beckman Coulter, Boissy,
France) and donkey anti-human IgG conjugated with
carboxy- methyl-indocyanin (1:500; Molecular Probes)
for 3 h at room temperature; After L-PGDS and
HPGDS staining, primary cilture or human tissues
were incubated with goat polyclonal anb-S1004 (1:100
Santa-Cruz, Tebu-Bio, Le Perrayen Yveline, France) or
with mouse anti-Hu (L1200 Molecular Probes) over-
night at 4 “C followed by donkey anti-goat [gG conju-
gated with alexa Fluor 488 (1:40{ Molecolar Probes),
donkey anti-mouse IgG conjugated with Alexa Fluor
488 fluorescent (1:50k Molecular Probes). Following
washes, stained samples were observed and acquired
witha IX 50 microscope (Olympus).

Résultats
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PGD2 assay

PGD2 levels in colonic mucosal biopsies of CD patients
or released from cell culture inincubation medium were
determined uwsing the Prostaglandin D2-MOX EIA kit
(Cayman Chemical ML LUSA) For coonic mucosal
biopsies, acetone exdraction was performed prior to
deproteinization and to concentraion. Biopsies were
ground in 500 pl cold acetone on ice. Precipitated pro-
teins were removed by centrifuging at 3,000 g for 10 mi-
nutes. The sample was then evaporated to dryness under
a stream of nitrogen gas: Finally, the sample was resus-
pended in 100 pl buffer and methoximation was per-
formed according to the assay protocol.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed uwsing Prism 4.0
(GraphPad Software Inc. La jolla, USA). Experimentsl
datd were compared using 2 non-pammetric Mann—
Whitney test, Kruskall-Walls test followed by Dunns
post Jroc test, Spearman test or Wilcoxon paired test, A
pvalue < (L05 was considered to be signi £

Results

mANA expression of proinflammatory oytokines is
increased in colonic biopsies from patients with active CD
To determine the inflammatory status of the colonic bi-
opsies from different groups of patients, we measured
mBNA expression of proinflimmatory cytokineg mmor
necrosis factor-alpha (TNF-alpha) and interleukind beta
(IL1B}). TNE-alpha mBMA was significantly increased in
patients with active disease compared to healthy subjects
and patients with quiescent diease (Fig 1a), Five pa-
tients with quiescent disease also presented with an in-
crease in TWE-alphs expression. This transcriptional
status was equivalent to that of patients with active CD.
This increase was not associated with any relevant clin-
ical characteristics or treatment [L1B mBENA was sig-
nificantly increased in sites of intestingl inflammation in
patients with active C) compared to the other three
groups: controls, biopsies from patients with quiescent
disease and from normal mucosa of patients with active
(D (Bg 1b).

L-PGDS mRNA expression and PGD2 levels were
increased in inflamed colonic mucosa of patients with
active CD

We thm examined mEMA expression of the five key en-
mymes involved in PGD2 produdion and s receptors.
Cytoplasmic Phospholipase A2 (cPLAZ2-alpha) and COXI
wire up-regulated in the mumsa of patients with active
(I» and in the mumsa of five patients with quiescent dis-
ease (Fig 2a-b), In patients with active CD, COXZ mBNA
expression was significantly increased in the inflamed zone
compared to the normal zone (Fig 2c). Colonic expression
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of HPGDS in colonic biopsy specimens from patients
with quiescent CD did not differ significantly from that
of controls (Fig 2d], HPGDS mBNA levels were re-
duced in the inflamed zone of patients with active CD.
L-PGDS mRMA expression was significantly higher in
the inflamed colonic mucosa of patients with active CD
than in normal mucosa of CD patients or controls
[Fig 2e). THF-alphs mBMNA expression was significantly
correlted with cPLAZ-alpha (r=0L8245; p=<0.0001) and
COXL (r=08% p<00001) expression while IL1E mBRNA
expression was significantly correlated with COX2 (r=
082, p<0.0001) and L-PGDS (r=048; p<0.0001)
expression. (nly the inflamed zone in active CD
showed total activation of the PGD2 metabdic pathway
with up-regulation of cPLAZ-alpha, COX1, COX2 and
L-PGD5.

We quantified DP1, DP2 and PPARG mBMA expres-
sion in the same samples (Fig 3). The colonic expres-
sion of DP1 and DP2 in colonic binpsy specimens from
patients with CD did not differ significantly from that
of controls except for the expression of DP2 which was
reduced in inflamed colonic mucosa of CD patients
with active disease compared with mucosa of CD pa-
tents with quiescent disease (Fig 3a-b). PPARG ex-
pression was reduced in inflamed colonic mucosa of
CI» patients with active disease compared with non-
inflaimed mucosa of CD patients with active: disease;
mucosa of CD patients with quiescent disease or con-
trol mucosa (Fig 3c).

I'o determine whether activation’ could lead to higher
PGD2 production, we measured PGD2 levels in the co-
lonic biopsies of CD patients, In patients with adive CD,
PGD2 levek were significantly higher in inflamed colonic
mucosa than in normal colonic mucosa (Fig 4.

96

Meurons of the entaric nervous system express Lipocalin
prostaglandin D synthase

L-PGDS expression by EGCs has been previously de-
scribed [23]. To determine whether enteric neurons could
also express L-PGDS, the main enzyme: responsible for
PGD2? synthesi in inflammatory conditions, we per-
formed L-PGDS immunofluorescence lbeling in human
myenteric (Fig 5a) and in human submucosal  plexd
(Fig 5b) Meurons were selectively stained using antibodies
directed against the neuronal protein Hu C/D. We found
that L-PGDS was expressed in nenrons. of both human
myenteric and submucosal pled. HPGDS was  not
expressed by ENS components (dats not provided).

ENS preduced PGD2 vig L-PGDS in proinflammatory
conditions

First, L-PGDS expression by glial and neuronal cells in
rat ENS primary culture was verified by immunostaining
(Fig 6a-b). In contrast, HPGD'S was not detected in rat
ENS primary culture [data not provided) In order to
evaluate the capacity of the ENS to produce PGD2 in
proinflammatory  conditions, primary coltures were
treated for 24 h with LPS without or with AT-55, a spe-
cific competitive L-PGDS inhibitor, LPS was used to in-
doce an inflammatory stress. We showed that 1/ the
ENS produced PGDX in response to LPS, and 2/ at the
(50 concentration (95 pM) AT-56 reduced PGD2 pro-
duction in response to LPS (Fig 7al. These results con-
firmed that the ENS is able to produce PGD2 in
proinflammatory condiions through L-PGDS. To deter-
mine the contribution of neurons and glial cells o the
production of PGDZ, 2 neuro-glial coculiure model, in
which neurons were plated on & glass coverslp sus-
pended above a plia layer was treated with LPS for 24 h
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LPS treatment of the coculture model induced increased
PGO2 production, as chserved with ENS primary culture
(Fig 7b). After & days’ co-culture, glial cells and neurons
were then separated and treated with LPS for 24 h
(Fig 7c-d). We observed increased PGD2 production in
isolated neurons and ghial cells, suggesting that both en-
teric neurons and EGUs were able to produce PGD2 in
proinflammatory conditions,

Discussion

Our work showed for the first time that there is actva-
tion of the entire PGD2 membolic pathway by increase
in' mBNA expression of cPLAZ2-alpha, COX1, COX2
and L-PGDS in the inflaimed zone of the colonic mu-
cosa in active (D). Activation leads to increased PGD2
levels in inflamed colonic mucosa. Forthermore, our re-
sults showed that the ENS, both cellular components,

97



Résultats

Le Loupp ef gl B0 Gastroentanalegy [2015) 15:182 Page 7ol 11
A B . c :
108 y
g .8 ' -
3 28 * R e
it $Ea 2 & & 1 17 A %
B . e £ - P —sr— __'},_ o T . '
T : : ; n 0% g .
&3 d; o c 3 A x =4 . E
E = - e F * (-9 =
- b E o & l §
* . : - s " T i . .
CTRL  Quiesgers Normsl  infamed
sy w':r-:ml u::p:“n.u L':::. HT:'D: mna inm oL N"':"’.j“"' ":"“:' ":"
B —— el =
Fg. 3 Quanthave AT-S00 aralyss of D01 (a), D62 (h), PRARG () gone exped:son in Colonss eopalas from heafthy subjecs (CTRL) CD patients
it s cenT diseqse of attive disess fnoamal e and infamed el Data were nonmaived © MIPSS gene expiession (0 =15 "% e <0007,
S GO0 s 05, Kokl ales ws iollowed by Dunn's pod hoe 1est)

ECG and neurons, can contribute to PGD2 production
in response to proinflammatory stress.

In colonic biopsies of CD patients, we reported two
activation profiles respectively associated with TNE-
alpha and [L1B proinflammatory cytokines expression: a
total activaton profile involving THE-alpha, IL1B,
cPLAZ-alpha, COXI1, COX2 and L-PGDS and inter
mediate activation profile, involving THEF-alpha, cPLAZ2-
alpha and COX1 observed both in the normal zone of
colonic muonsa in active and quiescent CD. This inter-
mediate profile & found in the normal zone of colonic
mucosa inthe 15 patients with active CD but only in 5
patients with quiescent CIY Among quiescent patients,
these five patients did not show any obvious clinical
differences from other quiescent patients: These five pa-
tents presented a transcriptional status equivalent to
that of active CD patients. Mo histological analysis was
done on these colonic biopsy specimens. Soch anabysis
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could clarify this result which could be secondary to the
accumnlation of inflammatory cells in the tssue. On the
other hand, toidentify other actors implicated in the sig-
naling pathways involved in these two distinct inflamma-
tory profiles, it would be interesting - to compare the
transcriptome of patents with active and quiescent CI¥
by performing microarray stdies.

Interestingly, COX1 mBRNA expression was upregu-
lated in all patients with actve CD and in five patients
with quiescent CIx COXT is usnally known to be a con-
stitutive enzyme playing physiclogical roles, not nvolved
in inflimmatory responses [30]. However, high expres-
sivn of COX1 has already been reported in gastric mu-
cosa in inflammatory sitrations, where COXI-activity
was involved in thrombooane A2 {TXA2) synthesis [31]
Hawkey et al. have reported increased TXAZ synthesis
in non-inflamed rectal mucosa of T patients [32], sog-
gesting that COXI-TXAZ activation, leading to platelet
apggregability and local vasoconstriction, & also of import-
ance in CI0 Therefore, COX1 and C0OX2 are probablhy
both invelvad in mucosal integrity through different lipid
miediatnrs

In accordance with a previous study [33, 34], we
showed up-regolation of ILTB and COX2 expression in
the inflamed zone of the colon in patients with active
(Ir, A significant increase in mucosal expression of
C0X2, the main enzyme responsible for PG production
in inflamed muocosa had been already reported [33, 341
Here, we showed, for the frst Gme, an up-regulation of
L-PGDS expression and an increased synthesis of PGD2
in €0, Cur data are in keeping with recent results from
Hokari et al in UC [12]. They demonstrated that L-
PGDS was up-regulated in severely inflamed mumcosa
and correlated with disease activity, suggesting inflam-
matory action, The mechanism by which the L-PGDS
gene is op-regulated in inflammatory situations s par-
tislly described. Fojimory et al. demonstrated that L-
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PGDS pene expression is up-regulated by IL-1f [35]. In
rats, two NFE-Kappa B elements, present on the L-PGDS
gene promoter region, are essential to op-regolation.
Conversely, HPGDS expression was not increased in the
inflamed mucosa of patients with active disease. In the
gut, although HPGS & the most important form of
PGDS, expressed by intestinal epithelial cells, mast cells
and fibroblasts [7, 36], our data suggests that PGD2 de-
rived from L-PGDS plays a greater roke in the patho-
physiology of CD.

In our study, we showed that PPARG & down regu-
lated in inflamed colonic mucosa of CD patients with
active disease, The colonic expression of the two distinct
PGD2 receptors DP1 -and DP2 in colonic biopsy sped-
mens from patients with (D did not differ significanthy
from that in controls except for the expression of DP2
specifically reduced in inflaméd colonic mocosa of CD
patients with active disease compared with muocosa of

(I» patients with quiescent disease. The biological effect
of PGD2 on intestinal inflammation remains widely
debated. Only, few stdies analyzed the role of PGD2 in
an imtestinal inflammatory process, with opposite roles
[5, &, 37, 38]. Functional duality of PGD2 is probably
based on the differential expression in homan IBD of the
three: potential receptors activated by PGD2 or its me-
bolite, 15dPGI2 15dPGI2 plays an anti-inflammatory
or immunomedulatory role through PPARG, which is
expressed at high levels in the oolonic epithelinm. The
downregulation of PPARG sugpests the imabiity of
15dPGEL, PG D2 metabalite, tn exeqite completely it= anti-
inflammatory effects. The two distinct PGD2 receptors
[PT and P2 are G protein coupled but signal via differ-
ent second messengers. Engagement of DPL results in
protein kinase A activation [39] while DP2 acts to raise
intracellolar calcium levels [40]. PGD2 and 15dPGJ2 are
both lipands for DP1 and DP2 [41] Actvation of DPI

| LPGDS
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leads to beneficial effects. Reduction of granulocoyte infiltra-
tion through DPI activation was observed in a colitis
model [5]. In colon biopsies of patients” with UC,
Vong ef al. reported that PGDZ confributes to main-
taining remission n patients. They observed increased
PGD2? synthesis and increased DPL receptor expression
[6]; Some studies ako showed that DPI receptor activa
ton simulbtes muocin secretion, MUC?2 and MUCRAC
[42, 45]. The main function of mucins is to protect the oo
lonic mucosa [44], MUC2 and MUCSAC are invobved n
epithelial repair in [BD by acting on cell differentiation
and growth [45]; The benefical role of PGD2 in (D may
also be attributed to DP1 activation. PGD2 also plays
an important role through DP2 activaton by down-
regulating neutrophil infiltration into the mucosa in
acute coliis. In o sepsis mouse model, PGD2 -and
15dP G2 were significantly increased in peritoneal fluid,
Furthermore, COX2 and L-PGDS were up-regulated in
the peritoneal exudate cells. In this model, DF2-/-
mice exhibited a significantly higher accumulation of
neutrophils inte the peritoneal cavity compared with
wild type mice [40].

Our study provides evidence on the origin of PGD2 in
colitis. Enteric neurons and enteric glial cells are potent
modulators of the intestinal epithelial barrier (IEB) and
are involved in pathologies associated with altered bar-
rer functions, EGC and neurons prodoce soluble factoes
known to regulate intestinal epithelial barmer funcions
[14, 21, 24, 46). PGD2 also seems to play a role in this
relationship. Previously, we reporied that EGCs express
L-PGDS and are a cellular source. of 15dPG)2, which
regulate epithelial cell proliferation and differentistion
via PPARG activation [23]. Here, we frst demonstrated
that enteric nenrons express L-PGDS but not HPGDS.
Secondly, we showed that neurons and glial cells secrete
PGD2 through L-PGDS in promflammatory conditions:
Thus, the EMS is a source of PGD2 in response to in-
flammatory stress which regulates [EB functions,

These data are consistent with the ENS's involvement in
IBD pathogenesis. Altogether, enteric newrons, enteric
glial cells and the l[EB constitute s functional entity, the di-
gestive neuronal-glial-epithelial unit, based on physical
proximity and paracrin relations between its components
[14]. The ENS is known to regulate the gut homeostisi
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process, and, in particular, intestinal epithelial barrier
functons, via the release of various mediators [14]. In
colitis, epithelial function is impaired, leading to ele-
vated bacterial translocation. In the submucosal plexms,
neurons and glial cells expressing Toll-like receptor 4,
may participate in an adaptative reacion and may be
engaged in the defense responses of the intestinal bar-
rier [47]. This cellular reaction is similar to the proin-
Aammatory process named reactive astrogliosis in the
central nervous system ['CL‘H:IE_,'I. Immediately after CWNS
injury; glial cells undergo rapid morphological changes.
Interestingly, L-PGDS, which is expressed by glial cells
in the central nervous system, participates in reactive
gliosisin an autocrine or paracring manner, and may
have pathological implications in neuroinflammatory
diseases.

Conclusion

Emerging data suggest that paracrine communication
between enteric neurons, glial cells and [EC regubte key
functions and is involved in controlling [EB homemstasis,
The PGD2 metabolic pathway implicating L-PGDS ap-
pears to be activated in Crohn'’s disease. This study dem-
onstrates that L-PGDS, expressed in intestinal neurons
and glial cells; is up-regulated in the nflamed colonic
mucosa of patients with active C0. More detailed studies
are necessary to elucidate the mechanism relating to in-
volvement of the PGD2 pathway in CD. The next step
will be identification of PGD2 targets in the [EB. It may

reveal new targeted therapeutic options in CIL
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Article II :

Le systeme nerveux entérique, source de prostaglandine E2 en

conditions inflammatoires
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Présentation de ’article 11 :

Tout comme la PGD2, la PGE2 est connue pour ses effets contradictoires sur la BEI
(Dey et al., 2006). De nombreuses études démontrent également I'importance de la voie méta-
bolique de la PGE2 dans les MICI (Ajuebor et al., 2000; Sharon et al., 1978; Shaw et al.,
2010; Vong et al., 2010; Zamuner et al., 2003). Le SNE est connu pour réguler les processus
d'homéostasie intestinale par la libération de divers médiateurs et son rdle dans la pathogenese
des MICI est largement évoqué (Neunlist et al., 2008, 2013, 2014b). Si une production de
PGE?2 par le SNE a d’ores et déja ét€ montré sous I’action de bradykinines (Murakami et al.,
2007), la capacité des contigents cellulaires du SNE a produire de la PGE2 dans des condi-
tions inflammatoires reste a étre démontrée. Enfin, nous avons évalué la capacité de la PGD2

a moduler la production de PGE2.
Nos objectifs étaient :

1/ d'une part d'étudier la capacité du SNE a produire de la PGE2 en condition inflammatoire et

d’évaluer I'impact de la PGD?2 sur cette production,

2/ d’autre part d’étudier la voie métabolique de la PGE2 et sa modulation dans la MC.

Dans un premier temps, a partir de cultures primaires de SNE, nous avons confirmé la capaci-
té du SNE a produire de la PGE2 en condition inflammatoire. En effet, par analyse immuno-
histochimique, nous avons montré que la mPGES1, enzyme clé de la synthese de la PGE2 en
condition inflammatoire, est exprimée a la fois par les neurones entériques et les CGE (Figure
4). Puis, au niveau transcriptionnel, nous avons montré qu’un stress inflammatoire induit par
le LPS, conduisait a une augmentation significative de I’expression de la voie de synthese
inductible de la PGE2, a savoir COX2-mPGES1 (Figure 3) et a I’absence de variation pour la
voie métabolique constitutive COX1-cPGES (Figure 2). D’autre part, I’ajout de PGD2 ne
modifie pas I’expression de la mPGES]1 induite par le LPS (Figure 5). Ce résultat invalide
I’hypothese d’un rétrocontrole négatif de I’expression de la mPGES]1 par la PGD2 en condi-
tion inflammatoire. Enfin, la production de PGE2, suite a 1’activation de la voie COX2-
mPGES1, a été objectivée par des dosages de la PGE2 par technique immuno-enzymatique

(Figure 1).
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Dans un deuxieme temps, a partir d’une biocollection de muqueuses coliques de patients at-
teints d’une MC, quiescente ou en phase active, et de patients témoins, nous avons montré une
activation de la voie de synthese de la PGE2. En effet, au niveau transcriptionnel, nous avons
observé une augmentation significative de 1’expression de la mPGES1 au niveau des zones
ulcérées par rapport aux zones saines dans le groupe MC active. De plus, nous avons montré
une augmentation significative de I’expression du récepteur EP1 dans la zone ulcérée de pa-
tient en MC active et chez les MC en phase de rémission en comparaison au groupe témoin.
L’expression du récepteur EP4 est également significativement plus élevée chez les patients
atteints de MC en phase active par rapport a ceux au repos ou en rémission. Ainsi, I’induction
en condition inflammatoire de la mPGESI est associée a une augmentation de 1’expression
des récepteurs EP1 et EP4, décrits pour leur implication dans la rupture d’intégrité de la BEI

(Figure 6).

De facon similaire a la PGD?2, cette étude démontre que la voie métabolique de la PGE2 est
impliquée dans la physiopathologie de la MC. Elle soutient également 1'hypothese selon la-

quelle la PGE2 peut avoir une origine neuro-gliale dans la maladie de Crohn.

Cet article a été soumis pour publication Molecular Medicine Reports.
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Abstract

Many studies provide evidence of the importance of the prostaglandin EX (PGE2) metabolic
pathway in inflammatory bowel diseases. As the entesic nervons system (ENS) is known to regulate
got homeostasis processes wa the release of various mediators. we investigated its ability to
produce PGE? m inflammatory conditions.

To that purpose. we studied the expression of microsomal isoform 1 prostaglandin E synthase
(mPGES1). the key actor involved i the PGE2 metabolic pathway, in neurons and glial cells of rat,
and measured PGE? levels in ENS primary cultures medinm after treatment by lipopolysaccharide
(LPS). We also studied mBNA expression of mPGES] and PGE? receptors in colonic mucosal
biopsies in three groups. controls. quiescent and active. of Crohn's dizease {CD) patients.

We showed by mnmunostaining that mPGES] is expressed in neurons and glial cells of primary
cultire of ENS. PGE? levels were significantly increased in primary cultoare of ENS supernatant
treated with I PS_ In patients with active CD, inflamed colonie biopsies showed significantly higher
mPGES] mENA expression.

This study supports the hypothesis that enteric meurons and glial cells form a finctional vndt
reacting to inflammation by producing PGE2. O study demonstrates that mPGES], expressed in
mpestinal nevrons and glial cells. is vp-regulated in inflammatory conditions and that PGE2 may
have a nevpro-glial origin in Crohn's disease.
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Introduction

Prostaglandin E2 (PGE2) is an endogenous lipid molecule that regulates important physiological
functions. In the intestinal nmeosa. PGE? has a duality of action as it 15 involved in maintaining or
breaking homeostasis of the epithelial barrier {1). In physiological conditions. the role of PGE2 is to
maintain the homeostasis of intestinal epithelial barrier. especially by increasing mmcin or
bicarbonate secretion (2-4). But PGE2 is more known for its pro-inflammatery role vig the
induction of cytokines secretion such as the interlenkin-8 (IL-8) and interleulin-12 (IL-12) or the
nduction of the expression of co-stimmlatory molecules on dendritic cells, increasing T-cell
activation {1,5-7). Furthermore, PGE2 mnduces an increase of epithelial barner permeability through
the activation of two PGE2 receptors, EP1 and EP4 (8).

PGE? iz synthesized intracellularly under the action of prostaglandin E symthaze (PGES) on
prostaglandin H2 (PGH2Y), which is denived from arachidonic acid by action of cyclooxygenases
{COX). Both enzymes exist m varions 1soforms, two for COX (COX1 and COX2), and three for
PGES (cPGES, mPGES] and mPGES?). COX1 iz expressed constimtively in most cell types,
whereas COX2 i= induced by inflammatory stomli such as bacterial endotoxin  and
proinflammatory  cytokines. Concerning PGES, mPGES] ‘and mPGES? are membranes or
microsomal isoforms while ¢PGES 15 the cytosolic one. ¢PGES and mPGES? are expressed
constitutively, whereas mPGES] is induced by inflammation (9,10,

Althongh immune cells are main producers of cytokines and prostaglandins, cells of the mucosal
microenvironment, espectally those of the enfteric nervous system (ENS). are also lmown to
contribuete to this production (11). Indeed, the ENS. composed of enteric nenrons and enteric glial
cells (EGCs). 15 kmown to regulate got homeostasts process and in particular. intestinal epithelial
barner functions. via the release of various mediators (12-17). Recent studies have shown that the
ENS 13 able to secrete varions cytokines or prostaglandins. e g the prostaglandin D2 (PGD2) and 1t
metsbolite, the 15-deoxy-A"" prostaslandin J2 (15dPGJ2) in basal condition. or under
mnflammatory stressors (13.18). Althongh previous studies have shown that PGE? can be produced
by ENS nnder bradvicinin activation (19). pothing is Inown in inflammatery conditions. ENS cells
population snvolved in this produetion also remain to be identified. Moreover. our team and others
have shown the role of the ENS in the pathogenesis of mflanymatory bowel disease (16.18). We
wondered if ENS was able to produce two prostaglandins with potentially antagonist effect. the pro-
inflammatory PGE2 and the anti-inflammatory PGD2. and if PGDZ? conld be able to control PGE2
production in inflammatory conditions.
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Based on these findings our aims were first to investigate the ability of the ENS to express
mPGES] and to produce PGE2? in inflammatery conditions. and second. to study the expression of
key actors of PGE2 metabolic pathway, mPGES and its receptors. in colomic nmeosal hiopsies of
patients with Crohn Disease (CD).

Materials and Methods

Cell culture and treafments: Primary culiure of the ENS. Primary culture of rat’s ENS was
performed as previously described (20). Pregnant Sprague-Dawley rats at stage E15 were puichased
(CERJ, Le Genest 5t Isle, France} and manipulated in comypliance with French institutional
guidelines. These procedures wete approved by the local institutional animal research committee
(Certificate E. 44011; Inserm Nantes, France). Every effort was made fo minimize animal suffering
and the number of animals vsed. Rats were killed by CO; intoxication followed by severing of the
carotid arteries. Embryonic guts were collected and dissected in Hank's buffered salt solution HBSS
middle (Sigma. France) in the presence of streptomyein (30 pz'ml. Gibco, ThermoFisher, Waltham
MA_ USA) and of penicillin (3U/ml Gibeo) then conserved on ice. The tissue fragments were
collected in DMEMT12 mediuwm (1:1. Gibeo) with streptomyein and penicillin for digested for 15
min at 37°C by 0.1% of trypsin (Tovitrogen. France). Cells were counted and seeded in DMEMTF12
cultire medinm with streptomycin, penicillin and 10% of decomplemented fetal bovine seram
(FBS, Biowest, USA) at a density of 2.4 x 107 cells cm” on 24-well plates (Coming. Avon. France)
previously coated with a 0.5% gelatin solution (Sigma-Aldrich Iyon France). After 24h of cnfture,
the medinm was replaced by DMEMT12 medmm supplemented with 1% N2 medivm (Tovitrogen
France). These cells were not stamned in crder to stay a pnmary culture, but half of the media were
replaced event 3 days. Established nerve connections appeared during the culfure forming a node
network on nmscnlar cell layers. The ganglions, comprising 20-30% newrons and 60-75% glial
cells. were interconnected by mature nerve fibers after 10 days. This system allows an
pseudophysiological conditions approach: Primary culmres were treated for 1. 2. 4, 8. 24 or 48h
with 0.1 pg/ml I PS {Sigma-Aldnch Tyon France) with or without 5mM of PGD2. For RT-PCR.
analysis. cells were lysed in BAT buffer and resulting Iysate was collected and stored at -30°C_ For
wmunofluorescence staining. primary colfures of rats'ENS were fixed 1n 4% paraformaldehyde
followed by several washes in phosphate buffer saline (PRS).

RT-PCR analysis. Total BNA was extracted from primary cultures or human pmeosal biopsies
using the Nucleospin BNA/Protein kit (Macherey-Nagel Hoerdt, France). eDINA was synthesized
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using standard procedures as previously descnbed (12). Real-time PCR was performed according to
previons reports with some modifications (18). Primers were desipned from the sequence of human
cDNAs using the Universal Probe Library assay design center (https:/voche applied-
science com/sis/mperunl); sequences are reported in table I Amplification condifions of mPGESL,
mPGES2n, cPGES, COX1. COX2 EP1. EP4 MRPS6, and of inflammatory cytokines tumor
necrosis factor-alpha (TNF) and interlenbin-1 beta (TL1B) templates were optimized for the
Rotorgene 3000 instrument (Qiagen Cowrtaboeuf. France). PCR amplifications were performed in
duplicate wsing Light cycler 480 SYBERE Green I master mux {Foche Diagnostics, Mannheim
Germany} according to the mamifacturer’s protocol. External standard curves were generated with
serial 5-fold dileticn of ¢cDNA samples prepared with RNA extract from primary culture or human
mucosal biopsies. The relative amounts of transenipts were caleulated from these standard curves
using RotorGene software. Expression of S6 ribosomal proteins (MRPS6) as internal controls was
analyzed at the same time. For each sample. the ratio between the relative amounnt of each specific
transcript and 56 was caleulated to compensate variations in the quanfity and quality of starfing
mBRNA.

Immnmafluorescence staiming. All antibodies were diluted in PBS with Img/ml sodimm azide. 4%
horse semum and 1% Trton X-100. Primary cultures of rat’s ENS were incubated with PBS sodinm
azide horse serum and 1% Triton X-100 followed by incubation with rabbit polyclonal anti-
mPGES] (1:500, Cayman Chemical ML TISA) for an hour and a half at room temperature with
stirring. After extensive rinsing i PBS. primary enltures were incubated with monkey anti-rabbit
IgG conjugated with Cyanine 3 {1:500, Jackson ImmunoResearch BA, USA) for 30min at room
temperature with stimng. After mPGES] staining. primary cultiwe were incubated with mouze
polyelonal anti-S1008 (1:500, Abcam Cambridge. UK) or with mouse anti-Hu (1:200, Invitrogen,
Leiden. NL) for an hour and a half at room temperabre with stiming followed by donkey anti-
monse IgG conjugated with FP 488 fluorescent (1:200. Interchim  Monthicon, France). Following
washes. stained samples were observed and acquired with an IX 50 microscope (Obympus. Rungis.

France).
PGE2? assay. PGE2 released from cell culture in culinre medinm were defermined vsing the
Prostaglandin E2 EIA kit — Monoclenal (Cavman Chemical. ML TSA) according to manofacturer’s

mstrmctions.

Patient selection. Tissue samples were collected from colonic biopsies of patients with CD. Thirty
patients with CD treated at the Depastment of Gastroenterclogy (MNantes University Hospital
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France) were included in this study. Colomuc biopsies were obtained and stored in the bio-collection
of the “Institnt des Maladies de I Appareil Digestif (IMAD)”. The clinical and demographic data
were collected and recorded in a computerized database securely coupled to the biclogical
collection. This bio-collection was approved and registered by the French Ministry of Science and
Besearch “DC-2008-4027. CD was diagnosed on the basis of clinical and endoscopic criteria.
Fifieen quiescent disease patients and fifteen active disease patients. with acute or chromic
inflammation were included in this study. Two biopsies were collected from patients with active
diseaze, one in an mflamed zone and ote in a normal zone. Colonic biopsy specimens from normal
mucosa were collected from fifteen patients with colonic polyps and were used as controls. All
tissues were processed according to the French Guidelines for Fesearch on Human Tissues (Agence
Nationale d’Accreditation 2001). The charactersstics-of patients included are given in Table IL
After collection, bicpsies were immediately immersed m BAL buffer (Macherey Nagel, Hoerdt.
France) and stored at — 80°C before real-time PCP. analysis. The inflammatory statns of the colenic
biopsies was previcusly determined (18).

Sratistical analysis. Statistical analyzes were performed using Prazsm 4.0 (GraphPad Software Ine.,
La Jolla, USA). Experimental data were compared using a non-parametric Kmskall-Wallis test
followed by Dunn’s post hoc test. Spearman test or Wilcoxon paired test p value < 005 was
considered to be sigmificant.
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Results

Inflammatory conditions erhanced PGED secretion by the enferic navous system. In order to
evaluate the capacity of the ENS to produce PGE2 in inflammatory conditions, primary cultares of
ENS were treated for 48h with lipopolysaccharide (IPS 0.1 pg/ml). Primary culture of ENS
produced PGE? in basal conditien (18 +/- 8 pg/ml ). TPS enhanced significantly ENS secretion of
PGE2. The increase in PGE? secretion in ENS supernatant was 2-fold higher than control condition
after 8 hours of treatment. 5-fold higher after 24h and 17-fold higher after 42 hours (Fig. 1).

ENS mRNA expression of COX1, mPGES? and cPGES ware unchanged in inflammatory conditions
whereas those of COX2 and mPGES! were increased. We further evaluated the mRNA expression
of the three enzymes constitutively involved in PGE2? production. COX1. mPGES2? and ¢PGES, 24
hours after induction of the inflanvmatory stress by LPS. Nene of the three genes exhibited any
increase in this sitpation (Fig. 2). We next aimed to determine if PGE? production by ENS was
associated with an activation of the PGE2 metabolic pathway by evaloating mRINA expression of
COX2 and mPGES1. We showed an early and transient up-regulation of COX2. reaching its
maxinmm 4 hows after mduction of the mflammatory stress by LPS. Activation of mPGES]
occured later. reaching its maxinmm 24 hours after induction (Fig. 3).

Both newrons and glial cells gf the enteric nervous system expressed mPGES]. To determune
whether neurons and glial cells of the enteric nervous system can express mPGES]. we performed
mPGES] immmnoflnorescence labeling in ENS primary culture. Both neurons and glial cells. which
were selectively stained using antibodies directed against the neuronal protemn Hu C/D and the glial
5100b respectively. expressed mPGES]1 (Fig. 4)-

PGD2 did not regulate mPGES] expression in' inflammatery condifions. As ENS was able to
produce two prostaglanding with potentially antagonist effect, the pro-inflammatory PGE2? and the
anti-inflammatory PGD2 (as demonstrated in previous study). we wondered if PGD? could be able
to control mPGES] expression in proinflammatory conditions. Primary cultures were then treated
for 2. 4.8, 24 or 43h with 0.1 pg/ml IPS with‘without SmM of PGD2. mPGES] mBNA was up-
regulated affer induction of the inflammatory stress by LPS. However. no sipnificant difference was
observed between culture conditions with and without PGD2 (Fig. 5). Pre-treatment with PGD2 had
no effect on mPGES] expression under inflammatory conditions.

112



Résultats

mPGES] mRNA expression was increased in mflamed colonic mucosa of patients with active Crohn
Disease). Finally, we aimed to determine if the mBNA expression of mPGES] and of the PGE2
receptors mvolved in the disruption of the epithelial barrier in inflammatory bowel disease, EP1 and
EP4 were modified in the colonic biopsies of control. quiescent Crobn Disease (CD) and active CD
patients (healthy and bwt zone), The inflammatory status of the colonic biopsies was determined by
measuring mBNA expression of the inflammatory cytokines mumer necrosis factor-alpha (TINFo)
and interlenkin-1 beta (IL1E). mPGES] was. significantly up-regulated in the hurt zone of the
mucosa of patients with active CD (Fig. 6A) as compared fo healthy zone of the same patients, to
quiescent and control subjects, and was positively and significantly comrelated with IL1E (=074,
p=0.0001) and COX2 (=065, p=0.0001). EP1 mBNA expression was significantly increased in the
hust zone of the mmcosa of active or quiescent CD patients as compared fo control subyects (Fiz
6B). FP4 mBNA expression was sipnificantly higher in patients with active CD as compared to
patients with quiescent CD or control subjects (Fig. 6C) and was significantly correlated with TNFua
expression (=0.76, p=0.0001).
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Discussion

Onar work: shows for the first time that both cellular components of the ENS. ECG and neurons. can
contribute to PGE2 production, at basal level and in response to inflammatory conditions.

The ENS coordinates major gastromtestinal physiological functions and is able to regulate key
functions invelved in the maintepance of IEE homeostasis such as paracellular and transcellnlar
permeability, intestinal epithelial cell proliferation and wound heabing (11} This regulation is
mediated by soluble factors secreted by the two cellular contingents, nenrons and EGC. Although,
acetylcholine. substance P and VIP are the typical pewromediators invelved in the cootrel of
paracellunlar and transcellmlar permeability. our team also reported that ENS. is a source of PGD2
and 15dPGI2 (13.18). playing an anfi-inflammatory or immunomodulatory role and regulating cell
proliferation and differentiation through Peroxysome proliferator-activated receptor (FPARy).
strongly expressed by the epithelial cells. Finally. recent studies suggest that the ENS can integrate
a vanety of mmerobial signals through Toll-like receptors and respond by secreting varous
cytokines ie. TNFa or IL6, initiating a defensive response against pathogens and expanding
mflammation {21.22). Mevertheless, the direct participation of the ENS in the inflammatory
responze of the pot during infections or inflammatory episodes is not completely ‘decrypted.
However. ablation of EGC has been shown to mduce a fulmmnant jejuno-ileite. which suggests that
these cells are essential for the maintenance of IEB integrity.

We'show here for the first time that both EGCs and newrens express all the enzymes necessary for
PGE2 synthesis and that this secretion is highly enhanced in inflammatory conditions. Although a
previoms study of Muralami has shown that ENS conld produce PGE? under bradyvkinin activation
(19), it did not identify cells responsible for this synthesis. In pmeosa. undifferentiated epsthelial
cells. dendritic cells. myofibroblasts and macrophages are able to produce PGE? physiologically or
in inflammatory condition (23-25). Numerous stinmli eg. substance P, IPS, or infectious
conditions induce PGE2 secretion (26.27). PGE? may then exert paracrine effects on adjacent
epithelial cells which express EP receptors (28.29). Fusthermore, induction of PGE2 pathway is
mportant for the development and maintenance of an inflammatory mucroenvironment.

Ak previously stated. PGE? 1= critical for colonic mucosal homeostasis. In physiological conditions.
some processes are imvolved in the control. protection and integrity of the intestinal epithelial
barrier (IEB). The IEB forms a physical bamier consisting of the lining of IEC which establishes
strong and elaborate contacts with the voderlving extracellular matrix. Among protection processes
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of the barrier. the secretion of ameus is the first line of defense against pathopens within the gut
lumen and constinites an integral part of innate host defenses. Among prostaglandins produced by
the different cellular contingents of the intestinal nmcesa. PGED. coupling to the EP4 receptor.
enhances mucin secretion. and is key player in nmeoprotection (3.4). Conversely, the expression of
muein proteins was suppressed by non-selective NSATD and this expression was restored by PGE2
beth in vive and in vire (30). Other protection processes are attributed to PGE2. such as the
expression of Decay-accelerating facter (DAF) that may protect the mtestinal epithelinm from
complement attack (31).

We have previously demonstrated that ENS is an actor of IEB: infegrity by controlling proliferation
and epithelial differentiation (12.13). ENS PGE2? secretion at basal level may participate to this
function. Indeed, it has been shown that PGE? promotes cell proliferation through transactivation of
EGFER. and mediates protection from apoptosis (32). Furthermore, PGE2? prevenfs intestinal cell
aneikis (33). However. epithelial cell differentiation induces a decrease mn COX2 expression and
PGE?2 synthesis parallel in reduction in paracellular permeability (34).

In a completely opposite way to the beneficial effects of PGE2 in maintaining the homeostasis of
the epithelial barmer.; PGE2 plays a key role in the generation of the inflammatory
microenviromnent and contributes to distuption of the IEB (3). A recent study demonstrated that
PGE? increases monolaver permeability and induces distuption of the intestinal epithelial barner.
These results indicate that EP1 and EP4 might be directly involved in paracellular permeability
(35). However, dismuption of the epithelial barner observed in inflammatory bowel disease has been
traditionally attributed to cyrokines (8). PGE2 also up-regulates ILE expression by colonic epithelial
cells, which may contribute to exacerbation of mflammation in the gastroimtestinal tract (36.37).
Upon wury, the intestinal epithelium wodergoes a wound healing process in several steps. Duning
the early phases of repair. IEC adjacent to the injured smiface. spread and migrate to cover the
demuded area (epithelial restriution). Later 1n the repair process. proliferation of intestinal epithelial
cells ocevrs to compensate for loss, followed by maturation and differentiation of these cells: Tt has
been previously demonstrated that EGCs enhance epithelial restitution and cell spreading in vino
(14). Furthermore, as recent studies have revealed that PGE? modulates intestingl epithelial wound
repair (38). owr data suggest that ENS can also be invelved in the wound healing process through
this mediator.

Previous studies have showed that during inflammation activation of TLE receptors by LPS
induces the activation of the NF-«B pathway and overexpression of COX2. Even if mPGES]
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expression 15 mduced by pro-nflammatery stimnli leading to PGE2 overproduction, TPGDS
expression i3 also nduced and generates overproduction of PGD2 even within the ENS. Moreover,
mn a previons study. we also showed that 13dPGI2. metabolite of PGD2, can inhibit the NF-+B
pathway. We thus wondered if PGD2 conld be able to control mPGES] expression in inflammatory
conditions. In our i vitro cell model, we were vnable to demonstrate that PGD2 controls the
production of PGE2. The seluble mediators and signalling pathways invelved in the control of the
production of PGE2? by the SNE remain to be determined.

Recent data are consistent with the ENS s involvement in IBD pathogenesis (39-41). These smdies
describe structural and functional abnormalities of the ENS (42-48). In colitis, epithehial function is
mpaired. leading to-elevated bacterial translocation. In the submwcosal plexus. newrons and glial
cells expressing Toll-like receptors may parficipate in an adaptative reaction This celiular reaction
is ‘similar to the promflammatory process named reactive gliosis. The role of Prostaglandins in the
pathogenesis of IBD was first suggested in 1977 (49). Then numerons studies have demonstrated
the invelvement of PGE2 as a soluble proinflammatery mediator in IBD (30-31). The results of our
study are consistent with available literature. We observed an up-regulation of mPGEST in the hust
zone of the mucosa of patients with active CD. The colonic expression of EP4 in colonic biopsy
specimens was significantly increased in patients with active CD compared to patients with
quiescent CD or healthy subjects and EP1 expression was significantly increased in the hurt zone of
the mucosa of patients with active CD or patients with quiescent CD compared to healthy subjects.
These results confinm the ncreased sensitivity of the intestinal mmcosa to PGE2 in an inflammatory
stnation, Cur study shows that PGE2 has 3 peuro-glial origin in wflammatory conditions and
especially in Crobn's disease.

Conclusion

The ENS is a major constituent of the intestinal mmcosal micrcenvironment kmown to regulate gut
homeostasis process and in particnlar, intestinal epithelial barner functions wvia the release of
various mediators. We show that the metabolic pathway of PGE2 is activated in IBD. Our study
demonstrates that mPGESL. expressed in intestinal newrons and glial cells. is vp-regnlated in
inflammatory conditions and suggests that PGE2 can have a neuro-glial origin in Crobn's disease.
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Figure legends

Figure 1. Enteric nervouns system and PGE2 production in inflammatory conditions. Primary
cultures of ENS were treated with TPS (0.1 pg/mT ). Data were expressed as mean +/- SEM (n =4,
#¥¥p <) 001, Kmskall-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test)

Figure 1. Quantitatve RT-PCR analysis of COX1, ¢PGES and mPGESI by primary cultures
of ENS in inflammatory conditions. Primary culires were treated for 24h with 0.1 pg/ml TPS.
Data were normalized to MBEPS6 gene expresszion (n=4, Wilcoxon test)

Figure 3. Quanatative RT-PCR analvsis of COX2 and mPGES] by primary cultures of ENS
in inflammatory conditions. Primary cultures were not treated (0h) ortreated for 1. 2.4, 5. 24 or
48h with 0.1 ug/ml TPS. Data were normalized to MRPS6 gene expression (n=6. ***p <0.001; **p

b

< (01 Tp<0.01; ip < 0,05, Kruskall- Wallis test followed by Dunn’s post hoc test)

Figure 4. Immunofluorescence staining of mPGESI(A, B). Hu (C) and S100B (D) in primary
cultures of rat ENS. Hu and S100B were colocalized with mPGES] (E. F). Scales bares are 30 pm-

Figure 5. Quantitative RT-PCR analysis of mPGES] by primary culture of ENS treated with
LIPS +/- PGD2. Primary cultuwes of ENS were treated for 2.4, 8, 24 or 48h with 0.1 pg/ml I'PS
with or without SmM of PGD2. Data were normalized to MEPS6 gene expression (n=8, Kruskall-
Wallis test followed by Dunn’s post hoe test)

Figure 6. Quantitative RT-PCR analysis of mPGESL (A). EP1 (B) and EP4 (C) gene
expression in celonic biopsies from healthy subjects (CTEL), CD patients with quiescent or
active disease (normal zone and inflamed zone). Data were normalized 1o MEPS6 gene expression
(=13, *** g=10.001; ** p=0.01: * p=10.05, Kmuskall-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test)
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Etude de I’impact de la PGD2 sur la muqueuse intestinale en

conditions physiologiques
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a) Introduction :

Nos travaux présentés dans 1’article I et II démontrent la capacité du SNE a sécréter la
PGD2 et la PGE2 en conditions inflammatoires et soulignent I’importance de la voie de syn-
these de ces deux médiateurs dans la physiopathologie des MICI. Si I’effet de la PGE?2 sur la
BEI a déja été en partie décrypté, I’'impact bénéfique ou délétere de la production de PGD2
sur la BEI reste controversé (Annexe 1). Il est a noter que le peu de données disponibles dans
la littérature concernant 1’effet de la PGD2 notamment via ses récepteurs DP1 et DP2 sur la
BEI est tres certainement le reflet de 1’absence de modele cellulaire d’étude adapté, la majori-
té des lignées dérivées d’adénocarcinome colorectal en étant déficientes (Hawcroft et al.,

2004).

La PGD2 pourrait agir comme un médiateur pro-inflammatoire et participer au processus de
rupture d’intégrité de la barriere comme la PGE2, I’'IFNy ou le TNFa (Rodriguez-Lagunas et
al., 2010; Wang et al., 2005). A I'inverse, la PGD2 pourrait agir comme un médiateur anti-
inflammatoire par inhibition des cellules immunocompétentes et participer aux processus de
réparation de la BEI, a savoir : prolifération, différenciation et mobilité cellulaire. L’effet bé-
néfique de la PGD2 en condition pathologique pourrait également €tre 1ié a son action sur
d’autres contingents cellulaires que les CEIL. Enfin, la dualité des effets observés pourrait re-
poser sur les différentes voies de signalisation activées par ses récepteurs (DP1, DP2 et

PPARY) et une régulation de leur expression lors des MICI.

Au regard de ces données, nous avons engagé une étude transcriptomique pan-génomique a
partir de cultures d’explants de muqueuse colique humaine dans le but d’identifier les voies
de signalisations activées, des genes cibles ou des fonctions régulées par la PGD2 sur la BEL
En effet, cette analyse globale permet de cribler la totalité du transcriptome afin d’identifier
une expression différentielle de genes suite a un traitement des explants par de la PGD2 pen-
dant 24h. Des études transcriptionnelles et fonctionnelles ont ensuite été réalisées pour véri-
fier la validité des hypotheses émises lors de notre analyse des données d’expression sur cul-

tures cellulaires a partir de la lignée LS174T.
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b) Matériels et méthodes:

(1)  Analyse transcriptionnelle

(a) Analyse transcriptomique pan-génomique :

L’analyse transcriptomique pan-génomique a été réalisée en collaboration avec la pla-
teforme Biogenouest a partir de cultures d’explants de muqueuse colique humaine normale
cultivés 24h en présence ou non de PGD2 (Anne Jarry, EA Biomethadys) (Jarry et al., 2008).
Les explants utilisés étaient issus de 4 résections chirurgicales de cdlon de patients. Sur cha-
cun d’entre eux, deux conditions ont été réalisées : absence de traitement et 5 uM de PGD2
pendant 24 h. Les ARNm totaux ont été extraits, amplifiés et marqués par un fluorophore vert
ou rouge (contrdle vs traité) et hybridés sur des puces a ADN (Lame Agilent : G4845 Human
GE 44K V2). Du fait d’une qualit¢é médiocre des ARN pour les échantillons d’un patient,
seuls ceux de 3 patients ont été inclus dans I’analyse transcriptomique finale. Les données
brutes ont par la suite ét€ normalisées selon la méthode de LOWES et filtrées afin d’éliminer
les sondes non informatives. Cette filtration a permis de conserver 17165 sondes sur 33258.
La suite de I’analyse a été effectuée sur ces 17165 sondes via une analyse par clustering per-
mettant la hiérarchisation des données selon des groupes similaires afin de classer les genes
du plus sous-exprimé au plus surexprimé. Un test de Student a été réalisé pour chaque sonde
et une Pvalue lui a été attribuée. Cette classification montre que les échantillons ne se classent
pas par réplicats mais par patient, ce qui n’a pas permis a I’équipe Biogenouest de discriminer
les conditions « traitées avec 5 pM de PGD2 » et « non traitées ». Ils n’ont donc pas pu identi-

fier de génes ayant une expression significativement différente selon les conditions étudiées.

(b) Analyse transcriptionnelle (RT-qPCR)

v’ Extraction et purification des ARN totaux
La purification des ARN totaux a été réalisée avec le kit d’extraction Nucleospin
RNA/Protein® (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabriquant. Les ARN totaux

ont été élués dans 40 pLL d’eau RNase free et conservés a -80°C.
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v' Synthése d’ADN complémentaire (ADNc)
Les échantillons ont été préalablement dosés par spectrophotométrie a 260 nm sur Nano-
drop® (Thermo Fisher Scientific, Cergy Pointoise, France) puis dilués dans de 1’eau RNase-
DNase free pour obtenir une quantité de 1 pg d’ARN dans un volume de 15 pl.. Les ARN ont
été dénaturés dans un thermocycleur (PTC-100, Biorad, France) a 72°C pendant 3 min puis
rétrotranscrits selon un programme de température prédéfini (5 min a 25°C puis Smin a 50°C
et enfin 15 min a 70°C) dans un volume réactionnel total de 25 pL.. La composition du milieu
réactionnel au cours de la synthese d’ADN complémentaire est détaillée dans le Tableau 1.

Les échantillons d’ADNCc ont ensuite ét€ dilués au 1/40eme, puis stockés a -20°C.

Tableau I : Composition du milieu réactionnel au cours de la synthése d'ADN complémentaire

Réactifs Volume (pL)
Eau RNase/DNase free 0.5
Tampon 5X (Invitrogen) 5,0
DTT (dithiothréitol) 0,1M (Invitrogen) 1,0
dNTPs (dinucléotides triphosphates) 100mM (Invitrogen) 1,0
Random Primer 3 g/LL (Invitrogen) 1,0
Reverse Transcriptase super script 111 200 U/ul. (Invitrogen) 0.5
RNase out (Recombinante Ribonuclease Inhinbitor) 40 U/ul | 1.0

v PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR)
Les réactions d’amplification ont été€ réalisées sur 1’appareil Rotorgene 2000 (Qiagen, Courta-

boeuf, France). Le milieu réactionnel de 15 pL est détaillé dans le Tableau II.

Tableau II: Composition du milieu réactionnel au cours de la RT-qPCR

Réactifs Volume (uL)
Mix Light cycler Fast Sybr ou Roche 7,5

Amorce sens (3uM) 1.25

Amorce anti-sens (3uM) 1,25

ADNec (dilution 1/40) 5

Pour I’ensemble des RT-qPCR, une gamme étalon composée de cinq dilutions d’un échantil-
lon contrdle (1/20 ; 1/100 ; 1/500 ; 1/2500 ; 1/125000) a été réalisée. Pour chaque point de
gamme, une valeur de threshold Cycle (Ct) a été mesurée. Une droite d’étalonnage a ainsi pu
étre construite pour permettre le dosage des échantillons. L’ensemble des courbes de fusion
obtenues a été examiné afin de s’assurer de l’existence d’un pic unique, synonyme

d’amplification spécifique. Le gene codant pour la protéine ribosomale S6 ou celui codant
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pour la B-actine, exprimés de facon constitutive dans toutes les cellules, ont été utilisés pour la
normalisation des résultats. Les résultats ont donc €té exprimés en : quantité de transcrits du
gene d’intérét / quantité du transcrit du géne S6 (ou B-actine). La programmation de la PCR
suit les étapes suivantes : 10 min a 95°C — [10s a 95°C — 15s a 63°C — 20s a 72°C] x45. Les

séquences des différentes amorces utilisées sont répertoriées dans le Tableau III.

Tableau II1: Séquence des amorces des genes étudiés

Géne Espéce 'Numer‘o Fournisseur Séquence
d'accession
Homme NM 0011013 | Sens : C C TT.C G.Z‘TGU.GC‘;—kjfUCi.‘-\UT.C _CTCT
- Anti-sens :  GGAGCAATGATCTTGATCCTTC
Sens : CCTGGAGGAGCTGGATCA
Anti-sens :  GCTCCATAGTAAGCGCGATAA
Sens: CCTGTGCTCCCTCTGTGC
Anti-sens :  TCTGGAGACGGCTCATCTG
Sens: GGCTGAAGACCCAGTGACAG
Anti-sens :  GAGCTGTCCTACCATGCATTT
Sens: CTTCTGGACAGCCAAGTGC
Anti-sens: AAAGGCAGGTTATAAGGCACAA
RPSGKL ; Sens: CAGGTACTTTGTGAGCGAGGA
1 Homume NM_031464.4 Anti-sens :  AGGTGGGACCAGAGAGTGC
Sens: GGCAACACCTTCAACCTCA
Anti-sens :  GCCTCCACAAGCAACGTATAG
Sens: CTGAACCAGGAGGTGCTGA
Anti-sens :  AGCCACCGACAGGAACATT
Sens: ATGTGGGCACAGCCTCAG
Anti-sens :  CCGTCGCTCATCTCGTAAA
Sens: CTACGCCCTCAACTATCTGGA
Anti-sens :  TTCCGGGCAGAGACATTG
Homme Sens: CCAAGCTTATTCAGCCGTCTTGTTACTCC

B-actine )
rat

DP1 Homme NM 000953

Sigma Aldrich

DP2 Homme NM 004778

PBLD Homme | NM 001033083.

J—

LGALS3 | Homme | NM 001177388.

J—

JAGI Homme NM_000214.2

Eurogentec

SUSD2 | Homme NM 019601.3

DACT2 | Homme | NM 001286350.

—_

JAK3 Homme NM 0002153

S6 , NM 001010 : p——
frat - _ Anti-sens :  CCGTGGAGTCCTTCATTCTCTTCAC
i . . E Sens : GGGAGTCTGGAACATTGTGAA
COX2 Rat NM 0172322 = : p—— y
- = Anti-sens :  GCACATTGTAAGTAGGTGGACTGT
_ = Sens: TITGGTCAATAATGCTGGAGTG
L-PGDS Rat NM 013015.2 = : — .
- = Anti-sens :  AAAGACCAAAAGTGTGGTACTGC
w
) . Sens: GCACACTGCTGGTCATCAAG
mPGESI Rat NM 0215832

Anti-sens :  ACGTTTCAGCGCATCCTC

2) Lignées cellulaires

Nous avons utilisé la lignée cellulaire LS174T, dérivée d’un adénocarcinome colorec-
tal humain, comme modele de CEIL Les cellules LS174T ont été cultivées dans un milieu

MEM (Earle’s Salts, L-glutamine, Gibco, France) supplémenté avec 10% de SVF décomplé-
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menté (Biowest), | mM de sodium pyruvate (Gibco, France), streptomycine (50 pg/mL, Gib-
co, France) et de pénicilline (5 U/mL, Gibco, France). Les milieux de culture et les différents
réactifs ont été maintenus en conditions stériles. Le changement de milieu (tous les 2-3 jours)
et toutes les expériences ont été effectués sous hotte a flux laminaire. Lorsque les cellules
arrivaient a plus de 80% de confluence, elles ont été ensemencées dans une nouvelle flasque
de la fagon suivante : apres élimination du milieu de culture, les cellules sont rincées une fois
avec du tampon phosphate salin 1X (PBS 1X, Gibco, France) stérile. Puis 1 ml de trypsine-
EDTA est ajouté et la flasque de 25 cm2 (Corning, USA) est placée a 37°C pendant 5 a 10
min. Une fois les cellules dissociées, la trypsine est neutralisée par 4 mL de milieu contenant
du SVF, et 1/10eme de la suspension cellulaire est transférée dans la nouvelle flasque préala-
blement remplie de 8 mL de milieu. Les 4,5 mL de suspension cellulaire restant serviront aux
différentes expériences. Pour cela les cellules LS174T sont ensemencées sur filtre a une den-
sité de 50 000 cellules par filtre, sur une plaque de 24 puits a fond plats (Corning, USA) puis
cultivées jusqu’a 14 jours dans un incubateur a 37°C, sous 5% de CO2. Le milieu est rempla-

cé€ pour moitié tous les 2 jours.

De plus, les cDNA issus de différentes lignées de CEI (Caco-2, HT29 cl16E, HCT116,
SWI1116, LS174T, T84, SW620) ainsi que des culots cellulaires de CEI humaines isolées a
partir de biopsies coliques saines (A. Jarry, EA Biomethadys) ont été utilisées pour une ana-

lyse transcriptionnelle de DP1 et DP2 par les CEI

3) Western Blot

v’ Extraction protéique et dénaturation
La purification de la totalité des protéines a été réalisée avec le kit d’extraction Nucleospin
RNA/Protein (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabriquant. Le culot protéique

a alors €été repris dans 40 uL. de PSB-TCEP puis dénaturé a 95°C pendant 3 min.
v’ Migration sur gel d’acrylamide

Les échantillons ont été préalablement dosés par spectrophotométrie a 280 nm sur Nano-

drop® (Thermo Fisher Scientific, Cergy Pointoise, France), afin de déposer 15 pg de pro-
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téines par puits d’un gel NuPage Novex 4-12% Bis-Tris MiniGels (Invitrogen, France).
L’électrophorese a €té réalisée en tampon Bis-Tris sous un courant de 90 Volt pendant

30 min puis 120 Volt pendant 1h.

v’ Transfert sur membrane
Apres la migration, grice a un systeme iBlot® 2 Gel Transfer (Life Technologies), les pro-
téines ont été transférées par électrotransfert sur une membrane de nitrocellulose (0,2 pm,
Novex) sous voltage constant de 20 Volt pendant 7 min. La qualité du transfert a été controlée

par une coloration au rouge ponceau.

v’ Blocage et détection
Apres transfert, la membrane a ét€ rincée dans du tampon Tris-HCI] Salin contenant du
Tween® 20 (TBS-T ; Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150mM (v/v), Tween® 20 0,1%). Les
sites de fixations aspécifiques ont été saturés par incubation de la membrane dans du tampon
TBS-T contenant 5% de lait en poudre écrémé pendant 30min sous agitation a température
ambiante. La membrane a ensuite ét€ incubée avec 1’anticorps primaire (Tableau IV) dilué

dans du TBS-T contenant 5% de lait pendant la nuit a 4°C, sous agitation.

Tableau IV: Listes des Anticorps utilisés dans la réalisation des Western blot

Anticorps Primaire

Cible Espéce Fournisseur Dilution

DP1 Lapin Cayman Chemical 1/200

DP2 Lapin Cayman Chemical 1/200
p-Actine Souris Sigma 1/5000

Anticorps Secondaire

Cible Espece Fournisseur Dilution

Ac de Lapin Cheévre Thermo Scientific 1/1000
Ac de Souris Cheévre Thermo Scientific 1/10000

Le lendemain, la membrane a été rincée 3 fois pendant Smin avec du TBS-T. Elle a ensuite
été incubée pendant 1h avec I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase de Raifort (HRP ;
Tableau I) sous agitation a température ambiante. L’ activité enzymatique a été détectée par

chimioluminescence apres incubation 5 min avec de ’ECL (BioRad) grace au systeme Che-
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midoc™ de BioRad. Les bandes visualisées ont été normalisées par rapport au signal pro-

téique de la B-actine et quantifiées par densitométrie grice au logiciel « ImageLab ™,

(4) Etude du role de la PGD2

Afin d’étudier le role de la PGD2 sur un modele de CEI nous avons ensemencé 50000
cellules LS174T par filtre dans une plaque de 24 puits (Corning, France). La plaque a été di-
visée en trois parties. Huit de ces puits ont servi a la culture de cellules pendant 2 jours avant
traitement, 8 autres pour des cultures de 5 jours et enfin les 8 derniers ont été utilisés pour des
cultures sur 7 jours (Figure I). Le traitement par SuM de PGD2 a été réalisé deux fois a inter-
valle de 24h entre chaque dose et ce, pour 4 puits sur 8. Afin d’effectuer le traitement des cel-
lules, 1a PGD2 a été diluée dans le milieu de culture et mis en contact avec les cellules, sur et
sous le filtre. 48 h apres le premier traitement, 3 puits traités et 3 puits non traités ont servi a
la mesure de la résistance transépithéliale et a la récupération du lysat cellulaire par 600 pL de
tampon de lyse RA1 (Macherey-Nagel) permettant I’extraction des ARNm et des protéines.

Le comptage cellulaire a été effectué sur les deux puits restant (un puits traité et un puits non

traité).
Traitement Traitement Traitement
avec 5puM de avec SpM de avec 5puM de
Ensemencement PGD2 PGD2 PGD2

JO J1

KJS) 10
I| |

Manipulation Comptage cellulaire

Mesure de la résistance

Récupération des cellules dans un tampaon de lyse (RA1)

Figure I : Schéma du protocole expérimental mis en place pour étudier le role de la PGD2 sur une
lignée cellulaire issue d’un adénocarcinome colorectal, la LS174T

134



Résultats

v Mesure de la résistance transépithéliale :
La résistance transépithéliale électrique (TEER) a permis d’évaluer et de suivre I'intégrité, la
maturité et I’étanchéité d’une monocouche de cellules mimant la barriere intestinale. Sa me-
sure est simple, fiable et non destructrice. Elle consiste a apprécier le flux d’électrolytes entre
les compartiments donneur et receveur a ’aide de deux électrodes. Une valeur élevée de
TEER signifie qu’une monocouche est étanche et que de nombreuses jonctions serrées s’y
sont formées. Par contre, une chute du TEER peut indiquer une augmentation de la perméabi-
lité paracellulaire. La mesure de la TEER a été réalisée a I’aide d’un appareil Millicell®-ERS
(Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France). Pour chaque puits, trois mesures ont été prises
autour du filtre, avec 200uL de milieu culture en apical et ImL en basal. Ces valeurs de TEER

ont été exprimées en ohm.cm?2.

v Comptage cellulaire
Le comptage cellulaire a été effectué sur une suspension cellulaire obtenue apres décollement
des cellules du filtre. Apres élimination du milieu de culture, les cellules ont été rincées une
fois avec du tampon phosphate salin 1X (PBS 1X, Gibco, France) stérile. Puis, 50 pL de tryp-
sine-EDTA a été ajouté du coté apical du filtre. La plaque a été placée a 37°C pendant 5 a 10
min. Une fois les cellules dissociées, la trypsine a été neutralisée par 1’ajout de 250 pL. de mi-
lieu contenant du SVF. La suspension cellulaire a alors été diluée au demi dans 200 pL de
milieu et 50 pLL de bleu tryptan. Pour dénombrer les cellules, 15 pL. de suspension cellulaire
ont été placés sur une cellule de Malassez sous une lamelle de verre. Chaque comptage des

cellules a été effectué 4 fois.

(5)  Analyses Statistiques

Le test non paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé pour la comparaison des ré-
sultats entre deux conditions. Ce test a été réalisé a 1’aide du logiciel GraphPad Prism (San
Diego, Californie, USA). Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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¢) Résultats et discussion

(1) Sélection de genes cibles de la PGD?2 par une analyse

transcriptomique pangénomique

L’analyse transcriptomique pan-génomique n’a pas permis d’identifier de genes dont
I’expression est significativement différente entre les conditions étudiées (contrdle versus
traité). Nous avons néanmoins effectué une analyse ciblée afin de chercher des genes cibles de
la PGD2. Elle a été réalisée a partir du tableau de données brutes transmis par Biogenouest
qui sont la représentation numérique de I'intensité de fluorescence pour 17165 genes en con-
ditions traités ou non pour chaque patient (Annexe 2). Le travail de sélection a tout d’abord
été basé sur le rapport de I’intensité de fluorescence du traité par rapport au contrdle pour
chaque patient, de la moyenne des trois rapports plus ou moins I’écart-type a la moyenne.
Ainsi, nous avons sélectionné les 15 genes les plus surexprimés ainsi que les 7 genes les plus
sous-exprimés. Une recherche bibliographique a été accomplie pour ces différents genes dans
le but de rechercher un éventuel lien avec la PGD?2, les CEI et/ou les MICI. De cette étude
bibliographique (Tableau V) découlent 7 genes impliqués dans les processus d’homéostasie

de la BEIL
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Parmi les genes sélectionnés, deux genes surexprimés sous I’effet de la PGD2 et impliqués
dans des processus de différenciation cellulaire ont été identifiés, JAG1 et RPS6KLI. JAG1
code pour la protéine Jagged 1 ligand de Notch 1, impliquée dans le lignage des cellules épi-
théliales entérocytaires. Une étude démontre que dans une colite induite par une infection
bactérienne chez la souris, la balance entre la voie Wnt et Notch agit sur la prolifération et la
production de mucus amenant a la restauration de I'intégrité de la barriere €pithéliale intesti-
nale (Ahmed et al., 2012). Le gene RPS6KL1 (Ribosomal Protein S6 Kinase Like 1) code
pour une protéine de signalisation de type phosphatase, RSK1 impliquée dans la différencia-

tion des cellules mucosécrétantes (Choi et al., 2011).

L’étude de I’analyse transcriptomique a aussi permis de mettre en évidence deux genes surex-
primés par la PGD?2 et impliqués dans un processus de réparation / cicatrisation de la BEI Le
gene PBLD (Phenazine Biosynthesis Like Domain) qui code pour une molécule d’interaction
MAWRBP. La coexpression de MAWBP et MAWD inhibe la transition épithéliomésenchyma-
teuse, qui est un processus impliqué dans la progression des cellules malignes notamment
dans le cancer colorectal (Li et al., 2013). Mais dans des conditions physiologiques, la transi-
tion épithéliomésenchymateuse est un mécanisme favorisant la cicatrisation de la BEIL Le
deuxieme gene identifié, LGALS3 (Lectin Galactoside-Binding Soluble, 3) code pour la
Galectine 3, une glycoprotéine jouant un role dans I’adhésion cellulaire. Dans la maladie de
Crohn, son expression est diminuée (Lippert et al., 2008).

Enfin, 3 derniers genes impliqués dans le processus de prolifération cellulaire ont été sélec-
tionnés :

- Un gene surexprimé : le gene SUSD2 (Shushi Domain-containing protein 2) codant pour la
protéine de méme nom. SUSD?2 est une protéine de liaison localisée a la membrane cytoplas-
mique. Dans les cancers colorectaux, sa liaison avec la cytokine CSBF entrainera la diminu-
tion de la prolifération des CEI (Pan et al., 2014).

- Un gene sous-exprimé : le gene JAK3 (Janus Kinase 3) qui code pour une tyrosine kinase, la
Janus kinase 3, impliquée dans plusieurs voies de signalisations responsables de la survie et
de la prolifération cellulaire et dépendante de I’'[L2 (Mishra et al., 2012).

- Et enfin un autre gene sous-exprimé : le gene DACT?2 (Dishevelled-binding antagonist of
beta-catenin 2) codant pour la protéine Dapper Homolog 2 un modulateur important de la

voie de signalisation Wnt / B-caténine (Wang et al., 2015).
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(2) Choix du modele cellulaire d’étude

Afin d’étudier I'implication de la PGD2 sur les processus controlant I’homéostasie de
la BEI, nous avons en premier lieu validé I’expression des récepteurs DP1 et DP2 par diffé-
rentes lignées cellulaires. En effet, une étude décrit une diminution, voire une abolition totale
ou partielle de I’expression de ces récepteurs par les principales lignées cellulaires issues d’un
adénocarcinome colorectal (Hawcroft et al., 2004). Ces données sont confirmées par nos ré-
sultats obtenus au niveau transcriptionnel a partir d’'une banque de cDNA de différentes li-
gnées de CEIL En effet, si les CEI humaines expriment DP1 et DP2, les lignées cellulaires

dérivées d’adénocarcinome colorectal n’expriment pas DP1, hormis la lignée LS174T (figure
1D).
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Figure II: Etude du profil d'expression de DP1 et DP2 sur cellules épithéliales intestinales
et lignées cellulaires dérivées d'adénocarcinome colorectal.

L’expression de DP1 et DP2 a donc été vérifiée au niveau protéique a partir de lysats cellu-

laires de LS174T (Figure III). L’ immunoempreinte DP1 et DP2 montre en révele en effet
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vne bande de 40kDa correspondant au récepteur DP1 et une bande de 50kDa correspondant

au récepteur DP2 (ainsi qu’une bande supplémentaire de 110kDa)
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Figure III: Immunoempreinte DP1 et DP2 sur lysats cellulaires de LS174T

C’est donc la lignée LS174T que nous avons choisie comme modele d’étude in vitro.
(3)  Analyse transcriptionnelle des 7 genes d’intéréts

L’étude des genes régulés par la PGD?2 a été€ poursuivie a partir de cultures de LS174T
traitées ou non avec deux doses de SuM de PGD2 a 24 h d’intervalle. L’analyse transcription-
nelle ne révele pas d’expression significativement augmentée ou diminuée suite au traitement

par la PGD2. Les résultats sont présentés en Annexe 3.

(4) Etude fonctionnelle du role de la PGD?2 sur les cellules

épithéliales intestinales

Les cellules LS174T ont été maintenues en culture et traitées ou non par SuM de
PGD?2, dans un intervalle de 24h, a J2-3, J5-6 et J8-9. Un comptage cellulaire sur cellule de
Malassez (Figure V) et une mesure de la résistance transépithéliale (Figure IV), ont été réali-

sésald4,J7et]10.
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Nous avons observé une augmentation du nombre de cellules sur filtre due a la prolifération
cellulaire. Ce nombre de cellule était diminué lorsque les cellules sont traitées avec de la
PGD2 mais de facon non significative. Il faudra donc augmenter le nombre de n pour confir-

mer cette diminution.
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Figure IV: Comptage du nombre de cellules apres traitement (5 uM de PGD2 a 24 h d’intervalle)
et en I’absence de traitement

La mesure de la résistance transépithéliale électrique a permis d’évaluer la capacité des
LS174T a former une barriere intestinale en se différenciant. Cette résistance transépithéliale
reflete la perméabilité de I’épithélium et traduit la mise en place des systemes de flux para et
transcellulaire entre le compartiment apical et le compartiment basal. Nous pouvons constater
que la résistance n’est pas modifiée, elle reste d’environ 190 ohms (Figure V). Cette valeur
correspondant a la valeur basale du filtre, la LS174T est une lignée qui ne forme pas de bar-
riere en se différenciant. Il en est de méme lorsque les cellules sont traitées avec SuM de

PGD2.
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Figure V: Mesure de la résistance transépithéliale électrique
apres traitement (5 uM de PGD2 a 24 h d’intervalle) et en ’absence de traitement

Cette approche fonctionnelle sur le modele LS174T, nous a tout d’abord permis de montrer,
que cette lignée ne constitue pas un modele idéal de BEI. En effet les résistances transépithé-
liales ne sont pas augmentées malgré 1’augmentation du nombre de cellules, qu’elles soient ou
non traitées avec de la PGD2. Nous montrons également qu’un traitement a la PGD2 induit
une diminution du nombre de cellules. En cas de confirmation, cette diminution pourrait étre
le reflet de trois processus différents : une diminution de la prolifération, une augmentation de
la différenciation ou bien une augmentation de la mort cellulaire. Une étude complémentaire
est nécessaire afin de déterminer lequel ou lesquels de ces processus sont impliqués dans la
diminution du nombre de cellules. De plus, il est nécessaire d’appréhender la voie de signali-
sation impliquée dans ce phénomene, sachant que la 15d-PGJ2 via PPARY est connue pour
induire une diminution de la prolifération et une augmentation de la différenciation des CEI

(Bach-Ngohou et al., 2010).
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Discussion

I.

Le SNE, source de PGD2 et PGE2 en condition inflammatoire

Les interactions fonctionnelles au sein de I’'UNGE sont médiées par I’intermédiaire de
nombreux médiateurs solubles issus du SNE. En effet, les CGE sont capables de synthétiser et
libérer différents médiateurs solubles a proximité des CEL. Comme évoqué dans la premiere
partie du manuscrit, ces médiateurs vont agir sur les CEI, permettant d’activer ou de réprimer
des voies de signalisation impliquées dans I’homéostasie de la BEI.

Nos travaux ont permis d’identifier deux nouveaux médiateurs d’origine lipidique appartenant
a la classe des eicosanoides, a savoir la PGD2 et la PGE2. Pour cela, a partir de cultures pri-
maires de SNE, nous avons montré par immunohistochimie qu’a la fois les neurones enté-
riques et les CGE expriment les enzymes nécessaires a la synthese de PGD2 et PGE2, ceci en
condition basale et en particulier en condition inflammatoire, a savoir la LPGDS et la
mPGES]1. A notre connaissance, nos résultats montrent pour la premiere fois la contribution
des neurones entériques et des CGE dans la production de ces PGs en réponse au stress pro-
inflammatoire. En effet, bien qu'une production de PGE2 par le SNE ait déja été caractérisée
suite a ’activation de bradykinine (Murakami et al., 2003), son origine gliale ou neuronale
n’avait pas été identifiée. De méme, si une expression de la LPGDS par les CGE a été décrite,
en particulier au sein des ganglions des plexus sous muqueux et myentériques, son expression
par les neurones entériques n’avait pas encore été rapportée (Bach-Ngohou et al., 2010).
Néanmoins, certaines données suggéraient fortement une expression de la LPGDS par les
neurones entériques. Parmi elles, on peut citer ’analogie avec le SNC, pour lequel une ex-
pression de la LPGDS par les cellules gliales (Beuckmann et al., 2000) et certaines sous
classes de neurones (Vesin et al., 1995a, 1995b) a été décrite, ainsi que leur origine embryon-

naire commune avec les CGE.

La mPGESI1 et la LPGDS étant exprimées par le SNE, ce dernier représente une source poten-
tielle de PGE2 et PGD2. La production de PGE2 et PGD2 a donc été objectivée par la réalisa-
tion de dosages immuno-enzymatiques dans les surnageants de culture primaire de SNE apres
I’induction d’un stress inflammatoire au LPS. En ce qui concerne la PGD2, I’ajout d’un inhi-
biteur sélectif et compétitif de la LPGDS, I’AT56 (Irikura et al., 2009), confirme le rdle de la

LPGDS dans sa production. Pour s’affranchir de la production éventuelle de ces PGs par les
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cellules musculaires lisses (les cultures primaires de SNE en étant composés d’environ 60 et
75%), nous avons utilisé dans un deuxieme temps, un modele de coculture associant unique-
ment neurones et CGE récemment développé au sein de I'unité (Le Berre-Scoul et al., 2017).
De la méme facon, les dosages ont été réalisé€s sur les surnageants de culture suite a un stress
inflammatoire induit par 1’ajout de LPS. L’utilisation de ce modele nous a permis d’objectiver
qu’a la fois les neurones et les CGE, exprimant tous deux la LPGDS, participaient bien a la
production de la PGD2 en condition inflammatoire. Enfin, nous avons montré au niveau
transcriptionnel 1’absence d’induction des autres enzymes impliquées dans la synthese de la

PGD?2 et la PGD2, a savoir la HPGDS (résultat non présenté), COX1, cPGES et mPGES2.

Les médiateurs lipidiques d’origine gliale ne se limitent pas a ces deux PGs puisque d’autres
travaux au sein de 1’unité, ont permis d’identifier dans les surnageants de culture de CGE : le
15-HETE et le 18-HEPE. Ces dérivés hydroxylés sont également issus de la transformation
des acides gras polyinsaturés sous 1’action, cette fois ci, des LOX. L’expression de la 15-
LOX2, permettant la syntheése de la 15-HETE par les CGE a ainsi été mise en évidence. Dans
cette étude, un role bénéfique sur la perméabilité de la BEI a été attribué a la 15-HETE, et ce
via une augmentation de I’expression de la protéine ZO-1 (Pochard et al., 2016). La 15-HETE
induirait également la croissance des CEI indifférenciées (Cabral et al., 2013). Ces dérivés
hydroxylés sont aussi des ligands endogenes de PPARy (Altmann et al., 2007; Bull et al.,
2003) et exercent des effets antiprolifératifs sur les cellules tumorales coliques (Chen et al.,
2003; Nixon et al., 2004).

Ainsi, a I'image des médiateurs neuro-gliaux déja identifiés, la PGD?2 et 1a PGE2 apparaissent
comme des acteurs potentiels pouvant étre impliqués dans la relation paracrine entre SNE et
BEI en condition physiologique et en situation pathologique. Il reste a préciser I’impact de
leur production induite en condition inflammatoire sur la BEI, en particulier pour la PGD2.
De plus, si chez des patients présentant une MC, les taux des autres médiateurs connus pour
réguler les fonctions de la BEI ne semblent pas altérés, I’analyse du secrétome lipidomique
montre une diminution de la production gliale de plusieurs eicosanoides dont la 15-HETE et
la 15 d-PGJ2, connus pour leurs effets bénéfiques. Cette altération de leur production gliale
est d’ailleurs associée a des altérations de leurs fonctions de régulation de la BEI et a une di-
minution d’expression par les CGE de la LPGDS (Coquenlorge et al., 2016; Pochard et al.,
2016). Elle pourrait de ce fait participer a la physiopathologie des MICI. Nous nous sommes
donc intéressés aux voies métaboliques de nos deux médiateurs et a leur modulation en condi-

tion inflammatoire.
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II. Une balance PGD2/PGE2

Les données de la littérature appuient I’hypothese que les PGs peuvent €tre divisées en
PGs a caractere pro-inflammatoire, comme la PGE2, et a caractere anti-inflammatoire,
comme la PGD2. Dans ce sens, il a ét€ montré sur modele d’ischémie/reperfusion intestinale
que la PGE2 semble impliquée dans 1’induction de la réponse inflammatoire durant 1’ischémie
alors que la 15d-PGJ2, dérivé de la PGD2 dont la synthese est plus tardive semble, quant a
elle, participer a la résolution de 1’inflammation suivant la reperfusion. Une augmentation de
la PGE2 est observée rapidement apres la reperfusion, avec un pic a 2 heures correspondant
aux dégits de la muqueuse, et un pic a 5 heures correspondant au recrutement des cellules
immunitaires. Elle retrouve un niveau de base vers 48 heures alors que le taux de 15 d-PGJ2,
connu pour son role dans la résolution de I’inflammation, atteint son maximum (Gobbetti et
al., 2013). D’autres modeles d’études relayent de la méme fagon une balance PGD2/PGE2 en
condition inflammatoire (Cipollone, 2008; Matsumoto et al., 1997). Concernant les MICI, les
données de la littérature suggerent également une production de PGD2 plus tardive par rap-
port a celle de la PGE2, mais persistante et contemporaine a la résolution de certains proces-
sus inflammatoires (Ajuebor et al., 2000; Vong et al., 2010; Zamuner et al., 2005). La ciné-
tique de la production entre la PGE2 et la PGD2, indique un role différé de COX2 (Kapoor et
al., 2007). De fagon intéressante, sur modele murin déficient en mPGES|1, la diminution de la
production de PGE2 est compensée par une augmentation de celle de la PGD2 (Montrose et
al., 2015). Ainsi, ’hypotheése d’une balance PGE2/PGD2 n’est pas exclue. En effet, leur voie
de synthese étant commune, 1’apparition de 1’'une pourrait compromettre la synthese de
I’autre, et leur cinétique d’apparition pourrait étre modulée par les conditions environnantes.
En tout état de cause, une relation étroite semble exister entre la synthese de PGD2 et PGE2.
En contexte inflammatoire, 1’activation des récepteurs TLR via le LPS conduit a une activa-
tion de la voie NFxB et a une surexpression de COX2. Des mécanismes de rétrocontrole ont
d’ores et déja été décrits, notamment sur modele d’arthrite. Premierement, il a ét€ montré un
rétrocontrdle négatif de la PGD2 sur sa propre voie. Sur modele de chondrocytes,
I’augmentation de I’expression de la LPGDS induite par un traitement par I'IL1J et via la
voie NFkB est régulée par la PGD2 (Zayed et al., 2008). Deuxiement, la 15d-PGJ2 est égale-
ment connue pour réguler ’expression de la mPGESI1 a la fois via la voie ERG-1 (early
growth response 1) (Li et al., 2005) et via la voie NF«xB (Bianchi et al., 2005). De facon inté-

ressante, dans le SNE, dans une étude antérieure, nous avons montré que le 15dPGJ2 peut
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inhiber la voie du NFkB (Bach-Ngohou et al., 2010). De plus, nos résultats dans le SNE ob-
jectivent une augmentation de 1’expression de la mPGES]1 et de LPGDS sous I’induction de

stimuli pro-inflammatoires conduisant a une surproduction de PGE2 et PGD2 (Article 1 & 2).

Au regard de ces données, nous avons donc étudié, au sein du SNE, une éventuelle modifica-
tion de I’expression de la LPGDS et de la mPGES1, enzymes clé de la synthese de 1a PGD?2 et
PGE2 en condition inflammatoire par la PGD2. Notre hypothese de travail était la suivante :
la PGD2 issue du SNE serait capable de réguler sa propre voie de synthese et celle de la
PGE?2, et ce, de maniere autocrine et paracrine, c’est a dire directement sur les neurones et les

cellules gliales entériques (Figure 32).

Stimulus pro-inflammatoire
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NF«kB |«
MPGES1 [« cPLA2a — COX2
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Figure 32: Hypothése du role inhibiteur de la prostaglandine D2 sur sa propre voie métabolique et celle de
la prostaglandine E2.

Les résultats obtenus sur la mPGES1 sont présentés dans la figure 5 de I’article 2. Les résul-
tats obtenus sur COX2 et la LPGDS étant non significatifs ne sont pas présentés. En effet,
notre modele cellulaire in vitro ne nous a pas permis de démontrer que la PGD2 jouait un rdle
de régulation sur sa propre synthese, ni sur celle de la PGE2. Les médiateurs solubles et les
voies de signalisation impliqués dans le contrdle de la production de PGE2 par le SNE restent
donc a étre déterminés. Néanmoins, si le rétrocontrdle négatif de la PGD?2 sur la production de
PGE?2 issue du SNE n’a pas été démontré, ce rétrocontrdle pourrait agir de fagon paracrine sur
d’autres types cellulaires, comme les CEIL L’action de la PGD2 sur les cellules du microenvi-

ronnement sera évoquée dans un paragraphe suivant.
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Une meilleure compréhension de 1’activation des voies métaboliques de la PGD2 et de
la PGE2 sur biopsies coliques chez les patients MICI, en particulier durant les phases actives
de la maladie, pourrait permettre de prévenir la mise en place de I’inflammation par exemple

via une supplémentation en médiateurs pro-résolutifs.
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III. Implication des voies métaboliques de la PGD2 et PGE2 dans la

maladie de Crohn

Afin d’appréhender I’implication de ces 2 PGs dans la physiopathologie des MICI,
nous avons étudié les modulations au niveau transcriptionnel des différents acteurs impliqués
dans leurs voies métaboliques respectives a partir d’une biocollection de biopsies coliques,
biologiquement et cliniquement annotés. La littérature faisant déja état de données dans la
RCH, nous avons, pour nos travaux, privilégié la MC. Ainsi, nous avons choisi des préleve-
ments issus de zones saines de patients ayant réalisés une coloscopie de dépistage (témoins),
de patients souffrant de la MC en phase de rémission, et en phase active. Pour ce dernier
groupe, ont été sélectionné des prélevements a la fois en zone saine (contrdle interne) et en
zone ulcérée. 15 échantillons ont été sélectionnés pour chacun des groupes, soit un total de 60

échantillons.
v" Validation du statut inflammatoire

Dans un premier temps, le statut inflammatoire de chacun des groupes a été évalué par
I’étude des genes de I'IL1P et le TNFa. L’expression de I'IL1J, est significativement supé-
rieure en zone ulcérée par rapport aux biopsies réalisées en zone saine, aux biopsies de pa-
tients présentant une MC en rémission et aux biopsies de témoins. En revanche, aucune diffé-
rence n’est observée entre les groupes MC quiescente, MC zone saine et témoins. Les zones
coliques saines ont donc pu étre considérées comme des témoins négatifs « internes » pour la
majorité des patients. L’expression du TNFa, a la différence de I'IL1J, est significativement
augmentée chez les patients présentant une MC active a la fois en zone saine et en zone ulcé-
rée par rapport aux patients classés en MC quiescente et aux sujet sains. Toutefois, 5 patients
appartenant au groupe MC quiescent ont également montré une expression augmentée de
TNFa. Pour ces derniers, 1’étude des dossiers médicaux ne révele aucun traitement particulier
ou signes cliniques évidents. A postériori, il aurait ét€ intéressant de disposer dans les dossiers
des patients dont sont issus la biocollection, de données clinico-biologiques plus approfondies
comme le score CDAI ou encore des résultats de dosages de marqueurs de I’inflammation,
comme la CRP ou la calprotectine pour interpréter ces résultats. En effet, le dosage de la cal-
protectine est maintenant largement réalisé en pratique clinique courante, notamment pour

évaluer le risque de rechute. L’hypothese que 1’augmentation du TNFa chez ces 5 patients
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soit prédictive d’une poussée inflammatoire de la pathologie aurait alors pu étre vérifiée. Une
analyse histologique aurait aussi été intéressante pour préciser les différents stades de
I’inflammation. Néanmoins, I’ensemble de ces groupes nous a permis d’étudier la modulation
de nos genes d’intéréts en conditions physiologique et inflammatoire. Enfin, les 2 cytokines
pro-inflammatoires, IL1P et TNFa présentant des profils d’activation différents, une analyse
transcriptomique sur biopsies coliques comparant le transcriptome de patient en phase active
et en phase quiescente pourrait permettre d’identifier les voies de signalisation impliquées
dans ces deux voies inflammatoires distinctes et de mieux appréhender la mise en place du

processus inflammatoire dans les MICI.
v Mise en évidence de deux profils d’activation distincts

Nos travaux ont montré pour la premiere fois une activation complete de la voie méta-
bolique de la PGD2 et de la PGE2 en zone ulcérée chez les patients présentant une MC. En
effet, sur biopsies coliques de patients présentant une MC, nous avons montré au niveau
transcriptionnel une augmentation de la cascade enzymatique cPLA2-COX1-COX2-LPGDS-
mPGES1 dans la zone ulcérée. De plus, de facon intéressante, nous distinguons deux profils
d’activation respectivement associés a 1’expression des cytokines pro-inflammatoires IL1J et
TNFa, avec une corrélation significative entre les différents marqueurs. Un profil d’activation
dit « complet » impliquant TNFa-IL1B-cPLA2-COX1-COX2-LPGDS-mPGES1 observé en
zone ulcérée chez les patients en MC active et un profil d’activation dit « intermédiaire » im-
pliquant TNFa-cPLA2-COX1 observé a la fois en zone saine et en zone ulcérée chez les pa-

tients MC active.

La cPLA2 est la premiere enzyme impliquée dans la cascade enzymatique aboutissant a la
synthese des différents eicosanoides dont la PGD2 et la PGE2. L’étude transcriptionnelle du
gene de la cPLA2 au sein des différents groupes a montré une induction de la voie de la
cPLA2 chez les patients MC quelque soit le degré d’inflammation. Récemment, a partir d’un
modele expérimental de colite sur souris déficientes en cPLA2, il a été montré une augmenta-
tion de la sévérité de I’inflammation colique (Montrose et al., 2015), suggérant un role protec-
teur des eicosanoides dans les MICI. Néanmoins, comme déja évoqué, dans de nombreux
modeles expérimentaux et sur biopsies coliques de patients présentant une MICI, leur syn-
these a également €té associée au statut pro-inflammatoire. Ainsi, le role des produits de la
cPLA2 aux différents stades de la pathologie doit étre clarifié. Au cours des MICI, il existe

probablement une modulation de leur synthese liée a une expression différentielle des acteurs
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de leur voie anabolique conduisant a une dérégulation de la balance des effets anti-
inflammatoires et pro-inflammatoires qui leurs sont attribués. Nos travaux se sont intéressés a
la voie des COX, impliquée dans la synthese de nos 2 médiateurs d’intérét. Une induction de
I’expression de COX2 en zone inflammatoire sur biopsies coliques de patients présentant une
MC associée a une production accrue de PGs a déja été largement décrite (McCartney et al.,
1999; Reuter et al., 1996). COX2 est d’ailleurs une cible thérapeutique pour des médicaments
a visée anti-inflammatoire (Chakraborti et al., 2010). De facon comparable aux résultats obte-
nus par I’équipe de Vong dans la RCH (Vong et al., 2010), le profil d’expression du gene
COX2 que nous obtenons dans les différents groupes est superposable a celui de I'IL1J et du
TNFa avec une augmentation significative chez les patients en phase active de la maladie par
rapport aux patients en rémission et aux témoins sains. Nos résultats confirment aussi que la
majorité des biopsies réalisées en zone ulcérée est le siege d’une inflammation aigiie. Parmi
nos résultats, il est intéressant de noter 1'augmentation de 1’expression de COXI1, décrite
comme une enzyme constitutive et en principe non impliquée dans la réponse inflammatoire
(Smith et al., 2011), de fagon superposable a celle du TNFa, a savoir dans les 2 groupes de
patients MC active et le groupe MC quiescent. Une induction de I’expression de COX1 a déja
été décrite en condition inflammatoire et notamment dans la muqueuse gastrique ou elle parti-
cipait a la synthese du thromboxane A2 (Wallace et al., 2000). Dans la MC, une augmentation
de la synthese de thromboxane A2 a été décrite dans la muqueuse rectale (Hawkey et al.,
1983). Le thromboxane A2 étant connu pour son action sur I’agrégation et la vasoconstriction
plaquettaire, l'activation de COX1 pourrait étre importante dans la physiopathologie de la
MC.

L’étude des biopsies a ét€ poursuivie par I’analyse transcriptionnelle des genes codant pour
les deux PGDS, la LPGDS et la HPGDS ainsi que celle du gene de la mPGES1. Nous avons
montré, pour la premiere fois, une augmentation de I’expression de la LPGDS lors d’une in-
flammation aigiie chez les patients présentant une MC active (MC zone saine versus MC
zone ulcérée). L’expression de la LPGDS est donc induite en situation inflammatoire. Ces
résultats concordent avec les données de la littérature. Il a ét€ montré, sur biopsies coliques de
patients présentant une RCH, une augmentation significative de 1’expression de la LPGDS en
zone ulcérée par rapport aux échantillons issus de zone saine chez un méme patient ainsi
qu’une corrélation entre 1’augmentation de 1’expression de la LPGDS et le stade de sévérité
de la pathologie (Hokari et al., 2011). L’induction de I’expression de la LPGDS serait médiée
par I'IL1-B (Fujimori et al., 2003). A I'inverse, I’expression de la HPGDS ne differe pas entre

les groupes « zone saine » et « zone ulcérée ». Au contraire, elle présente une tendance a la
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diminution en fonction du statut inflammatoire. Sur biopsies coliques de RCH, 1’équipe de
Vong n’avait également retrouvé aucune modification d’expression de la HPGDS par rapport
aux témoins (Vong et al., 2010). Ainsi, bien que la HPGDS soit la PGDS la plus exprimée au
niveau intestinal par les CEI les mastocytes et les fibroblastes (Bach-Ngohou et al., 2010;
Hokari et al., 2009; Park et al., 2007), nos données et celles de la littérature suggerent que la
LPGDS joue un r6le plus important dans la physiopathologie des MICI. De plus, les modula-
tions d’expression dans les études sur la RCH (Hokari et al., 2011; Vong et al., 2010) et nos
résultats dans la MC, sensiblement similaires, suggerent un processus commun pour ces deux

pathologies, potentiellement impliqué dans leur pathogénese.

La mise en évidence de I’augmentation de la LPGDS en zone ulcérée, enzyme clé de la syn-
these de la PGD2 en condition inflammatoire, et exprimée par le SNE, conforte les données
obtenues in vivo et suggerent la production de PGD?2. Il en est de méme pour la mPGES]1 et la
production de PGE2. En effet, nous avons montré une augmentation de 1’expression de la
mPGEST1 lors d’une inflammation aigiie chez les patients présentant une MC active (MC zone
saine versus MC zone ulcérée). Une augmentation de 1’expression de la mPGES1 sur mu-
queuse colique inflammatoire, associée a des taux important de PGE2, a déja été décrite sur
des modeles murins de colite (Alhouayek et al., 2018; Matsumoto et al., 1997). Des dosages
de PGE2 dans les surnageants des biopsies de notre biocollection n’ont pas été réalisés, plu-
sieurs études faisant déja état de taux plus important de PGE2 sur muqueuses coliques en
condition inflammatoire (Alhouayek et al., 2018; Sharon et al., 1978; Vong et al., 2010;
Wiercinska-Drapalo et al., 1999; Sturm et al., 2014). D’ailleurs, I’observation de ces taux im-
portants est probablement a mettre en lien avec ’'induction de la mPGES1 que nous décri-
vons. Par contre, nous avons réalisé des dosages de PGD2 sur les surnageants de biopsies
pour objectiver la production de PGD2. Aucune différence significative n’a été relevée (résul-
tat non présenté). L hypothese d’une dégradation rapide et connue de la PGD?2 a été évoquée
d’autant plus que les surnageants étaient conservés pour certains a -80°C depuis 2005. Les
dosages de PGD2 ont donc ensuite été réalisés sur biopsies coliques entieres, a la fois en zone
saine et en zone ulcérée, a partir de prélevements récents chez 7 patients présentant une MC
active. Les résultats obtenus ont permis de confirmer une augmentation de la production de
PGD2 en zone ulcérée par rapport a la zone saine, ceci de fagon cohérente avec

I’augmentation de 1’expression de la LPGDS que nous avons observée.
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Au final, nous avons montré, a partir de notre biocollection, I’'implication des voies
LPGDS/PGD2 et mPGES1/PGE2 dans la physiopathologie des MICI. Néanmoins, la part pro
ou anti-inflammatoire des PGs reste difficile a définir, probablement du fait de la multiplicité
des cibles cellulaires et de leurs récepteurs pour lesquels ils existent des différentes voies de

signalisation pouvant étre activées (Milatovic et al., 2011; Wallace, 2001).

v Etude du profil des récepteurs de la PGD2

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’expression des récepteurs de la PGD2, dont

PPARY puisque son principal ligand naturel, la 15d-PGJ2, est un dérivé de la PGD2.

L’analyse de 1’expression de PPARYy au sein des différents groupes montre une diminution
significative de son expression lors d’une inflammation aigiie pour les patients atteints de
MC. En effet, I’expression de PPARY est deux fois plus faible dans les prélevements réalisés
en zone ulcérée chez ces patients. Ces résultats sont cohérents avec ceux de la littérature (con-
cernant la RCH) pour laquelle il a déja rapporté une diminution de I’expression de PPARy
lors de la phase active de la maladie (Bouguen et al., 2015; Dubuquoy et al., 2000). Ainsi, un
défaut d’expression de la voie de signalisation anti-inflammatoire PPARYy pourrait étre I’un
des éléments de la physiopathologie des MICI (Jiang et al., 1998). En effet, une étude récente
suggere que PPARy pourrait étre un gene de susceptibilité pour la MC (Sugawara et al.,
2005). A ces données s’ajoute celle d’une étude récente attribuant a PPARy un role bénéfique
a la fois sur le maintien de I'intégrité de la couche de mucus et sur les jonctions serrées via un
mécanisme dépendant de la MLCK (Zhao et al., 2018), pour lesquelles des altérations ont été
décrites dans les MICI. Nous avons confirmé une diminution de 1’expression de PPARY en
condition inflammatoire sur une lignée de CEI dérivée d’adénocarcinome colorectal, HT29,

traité par TNFa ou IFNy (Donnée non publiée) (Figure 33).
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Figure 33: Diminution relative de la voie bénéfique PPAR vy en condition inflammatoire sur modele
de CEI (Test non paramétrique de Kruskall Wallis et post test de Dunn’s, *p<0,5)

A Tlinverse, 1’analyse transcriptionnelle de DP1 et DP2 ne montre aucune différence
d’expression entre le groupe MC zone saine et MC zone ulcérée. L’expression de ces 2 genes
est donc maintenue en condition inflammatoire. Dans le cadre des RCH, une absence de va-
riation de I’expression de DP2 sur biopsies coliques a également été décrite (Vong et al.,
2010). Par contre, nos résultats sur biopsies de MC sont différents de ceux obtenus par Vong
et ses collegues sur biopsies de RCH. Ces derniers ont mis en évidence une augmentation de
I’expression de DP1 chez des patients en rémission, ce qui les avait conduit a I’hypothese
d’un effet bénéfique de la PGD2 via le récepteur DP1 (Vong et al., 2010). Cette différence
peut étre en partie due aux criteres utilisés pour définir la phase quiescente de la maladie. En
effet, dans I’étude de Vong sur biopsies de RCH, aucun patient dit « en rémission » n’avait eu
besoin d’un traitement depuis plus de quatre ans or, dans notre travail, seulement 5 patients
sur 15 étaient exempts de traitement. Les données de la littérature présentés dans ce manuscrit
soulignent la dualité de la PGD2 quant a son rdle anti- ou pro-inflammatoire. Le versant béné-
fique de la PGD2 semble 1ié aux voies de signalisation médiées par DP1 et PPARY, et le ver-
sant pro-inflammatoire aux voies de signalisation médiées par DP2. Une étude toute récente
sur modele de colite induite souligne de nouveau I’action anti-inflammatoire de la PGD2 via
ses récepteurs DP1 et PPARYy (Alhouayek et al., 2018). Cette dualité semble liée a une expres-
sion différentielle de ses récepteurs par les cellules épithéliales intestinales et par les cellules
immunocompétentes environnantes, en conditions physiologique et inflammatoire. Une dimi-
nution de I’expression des récepteurs DP1 et DP2 a déja été décrite en relation avec le stade
de différenciation et de progression (Gustafsson et al., 2007). Ces résultats justifient donc

d’étudier plus en profondeur I’effet de 1a PGD2 sur la BEI via ses récepteurs DP1 et DP2.
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v Etude du profil des récepteurs de la PGE2

En ce qui concerne I’expression des récepteurs de la PGE2, seule I’expression des
genes des récepteurs EP1 et EP4 a été étudiée au sein des différents groupes. En effet, ces 2
récepteurs sont impliqués dans les mécanismes de rupture d’intégrité de la BEI (Martinez-
Cutillas et al., 2014; Rodriguez-Lagunas et al., 2010; Safdari et al., 2016), connus pour étre
I’un des facteurs déclenchants dans les MICI. Nous avons observé une augmentation de
I’expression d’EP1 pour I’ensemble des patients MC (quiescents et actifs) en comparaison
aux sujets sains. Cette derniere est donc indépendante du statut inflammatoire. En revanche,
I’expression du récepteur EP4 n’est augmentée que chez les patients MC actifs en comparai-
son aux patients MC quiescents. Il est intéressant de noter que son expression au sein des dif-
férents groupes suit celle du TNFa, connu pour étre impliqué dans la rupture de la BEI (Wang
et al., 2005b). D’autre part, la PGE2 via son récepteur EP4 induit a une augmentation de
I’expression d’IL8 par les CEI, contribuant ainsi a amplifier la réponse inflammatoire (Dey et
al., 2009; Yu and Chadee, 1998). Enfin, il a ét€¢ montré que la différenciation des CEI induit
une diminution de 'expression de COX2 et de la synthese de PGE2, ceci parallelement a la
réduction de la perméabilité paracellulaire (Martin-Venegas et al., 2006). La PGE2 augmente-
rait donc la perméabilité paracellulaire. Ainsi, la PGE2, notamment par I’intermédiaire d’EP4
participerait au processus de rupture d’intégrité de la BEI décrite dans les MICI. Des études
complémentaires doivent étre menées afin de définir les diverses fonctions médiées par les
récepteurs de la PGE2, a la fois sur les CEI et sur les autres cellules du microenvironnement,
ceci en conditions physiologique et inflammatoire, la PGE2 étant également essentielle pour

I'homéostasie de 1a BEI (Belley and Chadee, 1999; Willemsen et al., 2003).
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IV. Role de la PGD2 sur la BEI en conditions physiologique et

inflammatoire

Nous avons montré une augmentation de la production de la PGD2 et 1a PGE2 en con-
dition inflammatoire par le SNE et I’implication de leur voie métabolique dans la physiopa-
thologie des MICI. Si I'impact de la production de la PGE2 sur la BEI a été en partie décryp-

té, les données concernant la PGD2 sont a la fois peu nombreuses et controversées.

v" Des limites des modeles de BEI a I’étude a la transcriptomique

Nos travaux sur I'impact de la PGD2 sur la BEI se sont heurtés a 1’absence de
modele in vitro de BEI permettant I’étude des différentes fonctions médiées par DP1 et DP2.
En effet, si DP2 est exprimé par I’ensemble des lignées cellulaires dérivées
d’adénocarcinome colorectal étudiées, de fagon surprenante seule la lignée LS174T exprime
DP1. Une extinction relative de I’expression de DP1 sur biopsies de sujets présentant un
cancer colorectal a été décrite, ce qui peut expliquer en partie 1’absence d’expression sur ces
différentes lignées dérivées d’adénocarcinome colorectal (Gustafsson et al., 2007).
Cependant, les mécanismes impliqués dans ce défaut d’expression ne sont pas connus et n’ont
pas été étudiés. Ils pourraient €tre li€s a des altérations génétiques ou des modifications
épigénétiques. La mise en évidence d’une importante expression de DP1 par la lignée
LS174T est probablement a mettre en relation avec son caractere muco-sécrétoire puisque le
récepteur DP1 est impliqué dans la régulation des mucines MUC2 et MUCSA (Wright et al.,
2000). Malgré I’expression conservée de DP1 par cette lignée, LS174T ne constitue pas un
bon modele cellulaire de BEI car elle ne forme pas de monocouche. Elle nous a cependant
permis d’étudier les voies de signalisation activées par DP1 au niveau transcriptionnel, mises
en exergue par I’analyse transcriptomique. Nous ne disposons que donc de modeles de BEI
exprimant exclusivement DP2 dont la lignée Caco-2. Cette derniere a déja été utilisée lors de
travaux antérieurs de notre unité portant sur les fonctions de la BEI (Bach-Ngohou et al.,
2010; Coquenlorge et al., 2016; Pochard et al., 2016) et, dans d’autres équipes, pour étudier
les processus de rupture d’intégrité de la barriere (Rodriguez-Lagunas et al., 2010). Ce mo-

dele a d’ailleurs permis a notre équipe de suggérer I'implication de la 15d-PGJ2 et du
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11BPGF2a, dérivés de la PGD2 dans I’augmentation de I’étalement et la réparation épithé-
liale via DP2 (Bach-Ngohou et al., 2010; Coquenlorge et al., 2016).

Face a I’absence de modele cellulaire adapté, et une littérature quasi inexistante sur les voies
de signalisation potentielles DP1 et DP2 dépendantes dans le contexte clinique des MICI, une
étude transcriptomique pan-génomique a été menée. Elle avait pour objectif de mettre en évi-
dence des genes ou fonctions cibles médiées par les récepteurs DP1 et DP2. La hiérarchisation
des données, n’a malheureusement pas permis de discriminer les deux conditions (traitement
PGD?2 versus absence de traitement), mais au contraire de classer les genes par individu. Ces
résultats démontrent une importante hétérogénéité entre les différents patients. Pour
s’affranchir de ce biais, il faudrait réitérer cette analyse transcriptomique sur un nombre plus
important de patients. La culture d’explants est un modele qui permet de conserver
I’architecture tridimensionnelle et les interactions entre les cellules résidentes de la muqueuse
(Jarry et al., 2008), telles que les CEI, les cellules immunitaires ou les fibroblastes. Les récep-
teurs a la PGD2, DP1 et DP2 sont exprimés non seulement par les cellules épithéliales mais
aussi par les monocytes et les éosinophiles (Gosset et al., 2003). Ainsi, les résultats obtenus
témoignent également de 1’hétérogénéité des fragments de muqueuse qui présentent des con-
tingents cellulaires différents. D’ou la nécessité, d’étudier également le rdle de la PGD2 direc-
tement sur un modele de CEI et en particulier pour les études complémentaires a mener sur
I’implication des 7 genes cibles d’intérét mis en relief dans ce travail. Une nouvelle étude
transcriptomique, cette fois sur CEI transfectées en DP1 pourrait d’ailleurs étre réalisée afin
de confirmer leur éventuelle implication. De facon intéressante, ces genes interviennent dans
les fonctions de prolifération, de différenciation et de réparation de la BEI, pour lesquelles nos
équipes ont d’ores et déja montré I'implication des dérivés de la PGD?2 par I’intermédiaire de
la voie PPARY et/ou DP2 (Bach-Ngohou et al., 2010; Coquenlorge et al., 2016). D’autre part,
le développement au sein de 1’unité d’une approche innovante associée a 1’utilisation de cel-
lules souches et permettant de générer de mini-intestins ou organoides intestinaux offre de
nouvelles perspectives pour mieux comprendre I'implication de la PGD2 dans les MICI

(Mahe et al., 2017).

v PGD2 et les cellules immunocompétentes du microenvironnement

Si le role de la PGD2 sur la BEI est encore peu connu, des travaux au sein de notre
groupe ont mis en évidence des effets neuroprotecteurs de la 15d-PGJ2 d’origine gliale. En

effet, la 15d-PGJ2 prévient la mort neuronale induite par un stress oxydant dans les cultures
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de cellules de neuroblastome humain, ainsi que dans des cultures primaires de SNE (Abdo et
al., 2012). Un rdle dans la régulation de la neurotransmission a également été¢ décrit pour la
PGD2. Elle inhiberait la sécrétion d’acétylcholine induite par une stimulation électrique
(Diener et al., 1992) alors que la PGE2 I’augmenterait (Mulholland and Simeone, 1993).
Toutefois, les actions de la PGD2 dont la synthese est induite en condition inflammatoire par
le SNE ne se limitent probablement pas a celles exercées sur les composants de ’'UNGE. Le
microbiote intestinal, les cellules endothéliales et immunitaires, les fibroblastes ou encore les
cellules musculaires pourraient étre impactés. En effet, des travaux récents montrent une
expression différentielle des récepteurs DP1 et DP2 par les cellules de I’'immunité présentes
sur le site de I’inflammation, dans les biopsies de patients présentant une RCH active en com-
paraison aux sujets sains (Sturm et al., 2014). Il faut distinguer ainsi les effets directs de la
PGD2 sur les CEI par D'activation de ses récepteurs, de ses effets sur les cellules
immunocompétentes environnantes, en particulier sur la régulation de leur recrutement.
L’implication de la PGD2 dans la physiopathologie des MICI pourrait étre liée a son role sur
les cellules de I'immunité, d’autant plus que le développement des MICI est associé a une
infiltration des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles, ainsi que de monocytes au niveau
du colon (Strober et al., 2007). Dans ce sens, il a ét€¢ montré sur modele murin de RCH que
I’inhibition de DP2 mais pas de DP1, conduisait a une inflammation plus importante et inhi-
bait I’afflux de polynuléaires neutrophiles et lymphocytes sur le lieu de I’inflammation, sug-
gérant que DP2 régule le niveau d’infiltration leucocytaire au niveau du c6lon (Sturm et al.,
2014). En ce qui concerne les polynucléaires neutrophiles, il a également €té montré sur
modele murin de sepsis sévere, apres ligature et perforation du ca&cum, une participation de
DP2 dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles (Ishii et al., 2012). D’autre part, un
modele de colite induite chez le rat montre que DPI, participe aussi a la diminution de
I’infiltrat granulocytaire via son récepteur DP1 (Ajuebor et al., 2000). Dans ce modele,
I’invalidation de DP2 est associée a une suppression de la production de cytokines pro-
inflammatoires, a l'induction de la production de I’'IL10, et a une augmentation du
recrutement au niveau péritonéal des neutrophiles via le récepteur aux chimiokines CXCR2,
dont I’activation induit leur migration et leur activation.

En ce qui concerne les polynucléaires éosinophiles, une infiltration a été rapportée dans les
zones inflammatoires chez des patients atteints de MC et RCH avec un taux d’infiltration cor-
rélé a la sévérité de la maladie (Lampinen et al., 2008; Smyth et al., 2013). Deux études ré-
centes se sont donc intéressées au role de la PGD?2 sur les polynucléaires €osinophiles, ces

derniers exprimant fortement les récepteurs DP1 et DP2 (Schratl et al., 2007). Elles montrent

157



Discussion

sur biopsies coliques de patient présentant une RCH et une MC, une augmentation de
I’expression de DP2 en comparaison aux biopsies coliques de sujets sains (Radnai et al.,
2016; Sturm et al., 2014). Les travaux de Radnai et de ses collaborateurs montrent également
une diminution du recrutement des polynucléaires éosinophiles suite a 1’utilisation d’un inhi-
biteur de DP2 (OC-459). Cette diminution s’accompagne d’une diminution de la réponse in-
flammatoire, avec une réduction des taux de TNFa, IL1p, et IL6 (Radnai et al., 2016). La di-
minution des taux de TNFa, IL1J3, et IL6 décrite est probablement liée a une inhibition du
recrutement des macrophages et des lymphocytes T sur le lieu de I’inflammation. En effet, ces
cytokines produites lors de colite par les lymphocytes TH2 et les macrophages sont activés
par ’administration d’un agoniste de DP2 (Xue et al., 2005).

Ces différentes données confortent le role pro-inflammatoire des polynucléaires éosinophiles
dans les MICI et suggerent que les antagonistes de DP2 pourraient €tre une option thérapeu-

tique intéressante, comme c’est déja le cas, par exemple, dans 1’asthme allergique.
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Conclusion générale & perspectives

Ces travaux, combinant des approches expérimentales in vitro et in vivo ainsi qu’une
approche transcriptomique, ont permis d’identifier le SNE comme une source de PGD2 et
PGE2 en condition inflammatoire, et de renforcer I’implication des voies métaboliques de la
PGD2 et PGE2 dans la physiopathologie des MICI (Article 1 & 2). Ces données s’accordent
avec la place que semble jouer le SNE dans la physiopathologie des MICI et ouvrent de nou-
velles perspectives thérapeutiques pour prévenir la rupture de I'intégrité de 1la BEI au cours de
ces maladies. En effet, la mise en évidence d’une induction de I’expression de la LPGDS au
sein de biopsies effectuées en zones ulcérées chez des patients atteints d’'une MC en phase
active associée a une diminution de I’expression de PPARy conforte I’hypothese de
I’implication de la PGD2 dans la physiopathologie de la MC. Il en est de méme pour la PGE2,
avec la mise en évidence de I’induction de la mPGES]1 associée a une augmentation de I’EP4
en zones ulcérées chez les patients atteints d’'une MC en phase active. D’autre part, nos tra-
vaux apportent un éclairage sur ’origine de la PGD2 et la PGE2 au niveau de la muqueuse
intestinale puisque nous avons montré une origine neuro-gliale de ces PGs en condition in-
flammatoire. Si cette part de production est probablement minime par rapport a la production
épithéliale, son impact fonctionnel n’est pas forcément moindre. Néanmoins, I’impact béné-
fique ou délétere de cette production reste a éclaircir, en particulier pour la PGD2.
L hypothese d’une dérégulation de la synthese des PGs ainsi que d’un rdle variable en fonc-
tion du stade d’avancement de la pathologie n’est pas exclue. En tout état de cause, une étude
approfondie de I'implication de DP1 et DP2 sur la BEI pourrait permettre a terme 1’utilisation
d’agonistes ou d’antagonistes de ces récepteurs dans le traitement des MICI. Pour exemple, de
nombreux antagonistes de DP2 ont d’ores et déja été développés pour le traitement de
I’asthme. Par ailleurs, si un effet bénéfique pour la PGD2, dérivant du métabolisme des omé-
gas 6, est vraiment démontré sur la BEI, des dérivés d’oméga 6 pourraient étre utilisé€s en trai-

tement préventif dans les MICI.
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Annexe 1 : revue médecine sciences

redde=irm e eacey KIS FI =L 17- 2]

S

» Lo prostoglandine D2 (PGD2} et ses derives
sont des médiateurs lipidiques. participant a
I'homeostasie de la barriére épitheliale intestinale.
Leur implicotion dons lo physiopethologie des
maladies inflammatoires chroniques de Pintestin
reste  encore debaftoe.  Plusiewrs  résultots
soulignent la dualite de la PGD2 guant @ son rdle
anti- ou pro-inflammatoire: Cette dualite semble
lige aune expressiondifférentielledesesrecepteurs
par {es cellules épithéfiales intestinales et par
fes cellules immunocompetentes environnantes:
Les cellules gliales du systeme nenveix entérique
sont copables de sécréter ces mediateurs. Le rile
protecteur du systeme nerveux entérigue dons le
controle de I"homéostasie de la barriére épitheliale
intestinale o été démontre. Ainsi, la PGOZ et ses
derves se revelent etre de nouveaux acteurs de
I'unité newro-glio-epitheliale impligués dans lo
regulation des fonctions des cellules gpitheliales
intestinoles. «

Ufmplication des prostaglandines (PG} dars lo physic-
pathologie des maladies inflommatoires chroniquas de
I'intestin (MIC!) o été evogquée dés 1977 [1]. Selon les
£tudss et en fanction des médinteurs concemnas, las roles
de res molecules pewvent 8tre protecteurz ou deletéras:
HKinsi, lo prostoglondine ‘B2 {PGEZ), issue de la voie des
cyclo-ouygénases ([0X), est clossiquament décnte comme
pro-inflommatoire et constitue b2 prinoipal produit de cette
voje métnboligue présent sur le site de Fisflammation [71.
D= 1978, des concentabions importantes de PREZ ont 616
obseniées dons lo mugueuszs inflaommataira de potients
otteints de rectocolite hémorragigee, comélees 4 lo sévénté
dela molodie [3]. Uimpoct déletére de cette production de
PGEZ sur lo borrigre épitheliale intestinale o &té en gronde
partie decrypte. |l est lie a |'octivotion des racepteus EP1
gt EP4 (E-prostanoid (FP) receptors 1 et 411 de o PGED,

| i3 familia Hes scogtesn do ln PRER |E- prosionoid [ 5F) recopinrs ) o= madvste
an 4 bypesz EPL B EPA
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qui entraine wne rupture de Fintégrite de lo barrigre épithéfinle intestinale
[4]. A Pinversa de la PGEZ, o prostaglandine D2 (PGDZ), épolamant issue
de la voie des [0X, sernit plutdt ant-inflommotgire.-Neonmoins, son dle
dons le contrile de Phoméostosie de o barigre epithalinle intestinale 'sst
que partiellamant alucidé. Les données de lo fittéroture suggénent qu'ow
couwrs des maledies inflammatoires chroniques da ['intestin, lo production
de PGDZ ast pli= tardive que celle de'PGEZ, mais qo’elle sernit peristante
et contemgpaorgine de la resolution de certnins processus inflommmtoires
[5-T]. Deux études récentes portant sur des patients atteints de-rectoco-
ite hémomrogiqus montrant implication de ce médinteur lipidique dans fa
physicpathologie de ces moladiss inlammatoires {4, 81

Une voie metabolique unigue pour de multiples médiateurs
lipidigues

La PG02 est un prostonoide issu du métabolisme de Focide orachido-
nique (AA), sous acton coaplée d'ane cyclomygénose (COX) et &'une
prastaglandine D synthase (PE05) (Figure 1) [9, 101, De noture instoble,
la PGD2: subit rapidement wne dashydratetion chimigee non enzymao-
tigue, et se tronsforme en divers métobolites daont o 15-déoxy-A""-
prostaglandire |2 {15d-PGJ2). Cette derniére jows un réle surln barigre
epithélicle intestinole, notamment wWa son récepteur nochécire PPARY
(peroxizome proliferator activated receptor 1. Ainsi, & portic d'un méme
précurseur, unevola metoboligue identique permet d'oboutir & des com-
poszas [ipidiques différents, dont les effets peuvent tre muftiples.
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Fgure L Voie meftoboligur de synthése de la PED2 et de ln 154- PGI2

Sous!'action de lo phospholipase A2 {cPLAZ), FAA est fibéré par hydrolyse
des phozpholipides membronaires. || est tronsfarma en PGDE goice au
couploge foncticnnel d'une COX @ wne PGOS. Une COX cotolyse ko réoction
te bizmypenation et d’hydroparaxydotion de {A4 en prostoglondine G2
(PG&2), suivie d'une réduction en prostoglandine H2 (PEHZ). Lo PGO2 est
issus da I'lsomérisation de lo PEH2 por ane PODS: Dewr oyclo-coygénases
sont décrites, (OML et COXZ - alors qua COXL est expriméa de monigre
constitutive dens toos les tissus, COXZ est induite por de nombreux foo-
tenrs de croissance o stimulus pro-inflemmitoices. Ceux-ci induisent une
redistribution généralement périnuclégire de [IZ. Cest cette mobilité
dynamique qui, en jixtoposant cPLAZ, [INZ et les Ph synthoses, favo-
rize |'induction de lo synthése des PG [l existe egalement deix types de
prostoglandine 0 sy nthase, différant por lewr focolisotion tissulaire et leur
fonctionnolits. La lipocaline -PE0S {LPGOS), indé pendonta du glutothion,
o ét¢ Tniticlement identifiées ou nivean du systéme nenedxcentral [H].
Sa fonction est double © isomerase pour lo tronsformation de lo PGHZ en
PGDZ, et transporteur lipidique; En effet, Io LPGDS est ara giycoprotéine
sécratee dons les espaces extrocellulnires gui o lo copocité de lier et de
tronsporter de petites molécules lipophiles. Lo PGDS - hématopoistique
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(HPGDS} est, queont & elle, dépandante du: gletothion,
canstitutive et de localisotion cytosoligue. Elle est décrite
comme "enzyme cle de lo synthése de lo PEDZ par les cel-
[ules du systéme imemunitaire et les mostacytes [17]. Au
niveaw intestingl, lo HGPDS est principalemant exprimee
por bes cellules apithéliales intestinoles, les mastocytes et
|as fibroblastes [13-15]. "expression de la LPGDS est plus
restrainta, mais elle-est induite-en situotion inflammataire
[8, 15]. Catte prostoglandine D synthase est préférentiel-
|amant exprimee par les callules glioles du systéme nenveux
entérique, en particulier ou sein des gonglions des plexis
sous muguetsx st myentérigees [15]:

Llas effets biologigues de lo PED2 sont ralayés par
'oetivation de dewx racepteurs & sept domaoines trans=
membranaoires: 0F1 et DP2 (ow CATHZ, chempottroctant
receptor-homologous molecule expressed on the Thi
cells} (Fgwre 1), Uoctivation de DP1 cooplé & lo protéine
Gs condait @ lo production dAMPe qui induit lo voie de
Iz protéine kinose A ginsi gu'un Aux colcique entront
[1£]. DPY est impliqué dons le modulotion des réponses
immunitaires innge et adoptotive [17], notomment vig fa
reduction de |'infiltrotion leucocytaire et le controle de fa
synthase des cytokines pro-inflammatoires [18]. & Fin-
verse, I'octivotion da DP? couplé & lo protéine Gi inhibe
lz production dAMPc et induit une mobilisation intra-
callulaire de calcium [19]. DF? est décrit en porticulier
pour son implicotion dans lo promotion de |z réoction
ollergique, le contrdle du recrutement de polynuclénires
neutrophiles ou niveau d'on site infectieux ot da lo pro-
duction de cytokines pro- et anti-inflammatoires [20].
Lo 15d-P&iZ, por lintermadiaire de FPARY, est impliguae
dons le cantrdle da lo réponsa inflammataira et des pro-
cessus de prol:fération et de différenciotion des cellules
épitheliales intestinales (Figure 2} [15, 21].

Dualité de la PGDZ dans lo physiopathelogie des
maladies inflammateires chroniques de ('intestin

Uimplicotion de lo PED2 dons lo physiopathologie des
malodies inflammatoires chroniquas de |'intestin est
octuellement debottus. Plusieurs orguments-forts sont
en fovewr d'on impact bénéfique de lo PLRDZ lorsgu'elle
interagit mvec son recepteur DPL Un modéle expérimen-
tal de colite chez |z rat démontre gue o PGEE induit une
diminution de infiltrat granulogytaire dans Io muguesse
coligue. Cet effet est dgalement ohservé lors de |"'odmi-
nistration d'un ogoniste de DF], suggérant l'implication
de ce demiar [51. Une atuda bosée sur [‘onalyse de
biopsies coliguas de potients présentont una rectocolite
hémarrogique montre implicotion de Iz PGDZ et de ce
meme récepteur DP1 dans la résolution du processus
inflommatoire et lo persistonce des rémissions ou cours
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de cette maolodie: En éﬁet, une surexpression de DP1 osspciee o une
ougmentotion de lo production de PROZ est observée cher les patients
en rémizsion par mpport aux potients en phass ottive de lo molodie [4].
& V'inverse, un effet délétére de lo PGD2 o 8té évoqué dons un madéle de
calita induite par instillotion d'ocide tinitrobenzene sulphanique [22].
Mautres trovoux évoquent Uimplication de lo voie O0X/LPGDS dans la
physiopathelogie des malodies inflammuotoires chronigues de {intestin.
Ustude d’Hokor et of:, réalisée agolement sar des biopsies de patients
presentant una rectocalite bemomogique, moatre une ougmertation de
I"expression de la LPGOS, comélée i la severits de lo melodie [81. Le phe-
notype des animoux chez lesquels une invalidation du géne codant pourla
LPGDS o éte rénlizee gjoute & lo complexité du rale jowé por ko FG0DZ dons
le contrdle de I'haméostosie de la barmiere dpithéliale intestinale. Ainsi,
chaz les souriz {pgds™" traitées por du dextron sulfate de sodium, |ot-
tainte inflammotoire est moins importonte que celle observés chez des
sourls témains également traitées par le dextron sulfdte de sodium [7].
I'anzsembla de ces données seuligne tovte fo complaxit du role de
la PGDZ dans |2 contrile de "homéostosie de-lo barrigre epitheliole
intestinole et dons:la physiopothologie des maoladies inflommataires
chronigues de 'intestin: Lo duolite des-effats observes repose proboble-
ment sur |as différentes voias de signalisation octivées par lo PGDZ et la
16d-P&F2, nirsi gue =ur lo régulation de ['expression des réceptenrs de
ces molecules en situation inflommatoire, L'stude récente de Sturm
et ol renforce cette hypothéze. Dons un modéle da colita induite chez
le rat, les outeurs décrivent un role anti-inflammaotoire de lo PGLY
lorsqu'alle: interngit ovec DPL at, a 'inverse, un rile pro-inflomma-
toire: guond elle =e lie @ OPZ. ls observant égolement une expressian
differentialla de DPY et DP? sur les leucocytes du song périphérique de
patients présentant una rectocalite hémorragique octive per ropport oux
|eucocytes de sujets contrales [23]. Les aspects mécanistiques ne sont
paos encore decryptes ; an affet, les principoles lign2es celluloires apithé-
linles utilizdes dans les etudes, dérivees d'odénocorcinome calarectal,
n'expriment ni 0P ni DPZ [74],et, & 'heure ‘actuella, oucune étude du
rale de'lo PGD2 dans les maladiss inflommatoires chroniquas da |'intes-
‘tinn'o &t8 conduite surdes lignées de cellules Spithélinles intestinales.
U'action anti-inflammatoire de lo PGDZ est en parbe ottribuee o san
produit de déshydratation, la 15d-FG)2. Ca demier est un lignnd noturel
de PPARY, dont Pactivation conduit @ use inhibrtion de la transcriptian
des cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunocompetentes
[25], 4 I'omét de o proliférotion et & l'induction de fo différenciation
des cellules &pithélioles: intestinoles. (Figure 2} [15]. PPARY et un
oeteur essentiel du mointien de I'immenite innée antimicrobienne ou
niveny du cofon [26]. De plus, if est clairement établi gue o 154-PE]7
réprime [octivotion de NF-xB en inhibant io phosphonylotion de K8 par
o kinosa bcBK (Figure 1) [27, 28], Enfin, une diminution de Pexpression
de PPARY est ohservés en phase active de rectocolite hémarragigue
[29]. Un défout d'sxpression de o voie de signalisation anti-inflamma-
toire PPARY pourrnit denc Btre I'un des &léments de Io physiopothologie
des malodies inflommateires chroniquas da 'intastin.

En ce gui concerne [P, anevoie de signalisation specifigue impliquée
dans linduction de expression de lo mucire MUCSE o été decrite
[30]. Une ougmentation de |'exprazsion des mucines MUCZ et MUCSAC,
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viog DPL, o egolement até mize an évidence sur lo fignee
de cellules épithélinles intestinales LSIT4T, o coractére
mucosécrétaire (Hpure 2} [31]. Comme fo fonction
princtpale des mucings est de former un gel de macus
qui protege bo mugueuse colique [28], le role banefique
de g PaD2 dans les malodies inflammotoires. chro-
nigues de |'intestin podrroit étre lié 4 Poogmentation
de o sécrétion des mucines aprés activation de DPL.
Les mucines MUCSAL et MUC2 sant'an effet impliquées
dans la réporetion epithéliale ou cours de ces moladies,
vig leur oction sur la différenciation et lo croissonce
cellulnire [32-34].

Il est nécessoire de distinguer les effets directs de
lo PGD2Z zur les cellules épithéliales intestinales par
I'octivotion de ses récepteurs, des effets gu'elle axerce
sur les cellules immunocompétentes environnantes, en
particulier sur la régulation de leur racrutemant. Dans
un modele de colite induite chez le rot por instillation
d'acide trinitrobenzéne sulphonigue, 'administration
de PERE inhibe {infiltrotion des callules gronulesses ou
niveau de lo mugueuss, potentiellement par interme-
digire de son recepteur OPL, olors que Podministration
d’un inhibitewr de cyclo-axygenoses induit cet infiltrot
[5]. La participotion de DP? ou recrutement des poly-
nuclénires neatrophiles est egnlementsuggérae dans un
madéle murin de sepsis savera obtenu aprés lignture et
perforation du czcom [19]. Dons ce modele; "obsence
de OP? (invalidotion génigue} est nssoclée & une
suppression de o produetion de cytokines pro-inflam-
mateiras, o 'induction de-la production d'interlerkine
(IL)-10 et & une ougmentation du recrutement ou
niveau peritongnl des meutrophiles, viz e réceptaur de
chimickines C{CR2, dont I'octivation induit o migration
et 'octivation de ez polynocléaires (Figure 2).

Action paracrine de la PGD2 au sein de I"unité
neure-glic-épithéliale

Plusieurs données permettent didentifisr 'origine de la
PED2 gu niveou de lo mugeense intestinale. Le systéme
nerveus enterigue, compose de callules glioles entériques
et de neurones, s'intagre avec lo barrigre Epitheliole
intestinale ou sain d'une units forctionnelle, appelée
unité newra-glio-€pithéliale. Le fonctionnament da cette
enibe repose sur fo provimite physique de sas differents
composants [35]. De lo méme fagon que les astro-
cytes du systéme nenvews central contrilent lo barrigre
hémato-encéphalique, les cellules glinles entérigues sont
des reguloteurs majeurs des fonctians de la boriére api-
théliate intastinate [36]. Ce cortrble est ossuré par des
médiataurs neuro-gliou comme le TRF-BL (transfoming
growth foctor A1), le foctear VIP (vaspactive intestingl
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Figure 1. Schéma de synthése duconirdle de |"homéostasie de b borriére Spithéliale intestinale par la PLD2 ef o 1 54-PGJ 2 sicndtées par les celules

pliies et les newrones du gystéme nenveux enténigue.

peptide} ou encors le GSNO (glutothion nitrosylé) [36-351. Lo PRDZ
sembla agalement participar @ cetta relation glio-£ pithélinle. £n effat,
|"axprassion de la LPGDS par les cellules glinles du systéme nerveus
entérique d'una part, et la modulotion des mécanismaz da réporation et
de differenciation des cellules épithelinles intestinnles par la 16d-PGIZ
d'outre port, confortent Phypothese-selon laguelle le systéme rerveu
entarique est & "origine d'una production locale da PROZ et de 15d-PEJ2
regulant les fonctions des cellules Epithélioles intestinales (Figue 21
[15]1:

[es données sont en gccord avec le rife Joue par le systéme nerveux
entérique dons o physiopathologie des maladies inflammataoires
chronigues de intestin. Initiclement considéré comme une cible de
I"inflammation, ‘du fait de Pobservotor de nombreuses leésions et
madifications morphologiques; neurochimigues et fonctionnelles [40],
le systeme pervew-entérique apporaft aujourd'huel comme un octeur
eszentiel du processus inflammatoire: En effet; les cellules glinles
entériques expriment lo mochinerie celluloire nécessoire a l'intégra-
tion d'un signal inflommatoirs myont pour origine les Toll-like recep-
tors [41]. En réponse & ce signal, ellas sont capables de praliférar et
de sacreter des cytobines pro-inflommatoires comme I'IL-6 ou 'IL-1B
[34, 421, ou encore des prostoncides issus de lo vole métabalique

COX-LP&DS 115, 431.
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En conclusion, de nombreux et récants trovoux
demontrent gue lo PGD2 et fo 15d-PEJ2 jouent un roie
essential dans [e contrile et fe maintien de 'homeostosie
de i barriére épithélinla intestinale. Laz cailulas gliales
du systeme nanvewx anteérique sxpriment les récepteurs
£t les-enzymes ingispensables a 'intégration d'un signal
inflammataire, ainsi gu'a "&toblizzement d'une raintion
paracrine avec les cellules épithéliales intestinoles,
notamment par lo sacrétion des medioteurs lipidigues
gue sont la PGD2 et son dérive, fo 15d-PGJ2. Le-rdle joue
par cas mediotewrs sur lo barriére epitheliale intestinale
reste complexe, en parficulier en condition inflomma-
toire. Il foit intervenir une régulotion de I'immunité innge
et'una régulotion de lo profiférotion et de la différencia-
tion des cellules épitheliales intestinnles. &

SUMMARY

Dual role for prostogiondin D2 in intestingl epithefial
homeostasis

Prostoglandin D2 (PED2} and dervatives ore ipid medio-
tars imvelved in the control of the intestinal epitheliol
borrier homepstosts. Their involvement in the pathophy -
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siclogy of chronic (nflommatary bowel disess ([BD) is still deboted.
Severof results highlight the dunfity of PE02 as ananti- arpro-infiamma-
tory medictor. This duality seems to be reloted to o différential expres—
sion of its receptars by intestingl epithelial cells ond the surrocnding
immunocompetent cells: The anteric glial cells from the enteric aervous
system {ENS) express the lipocalin-type-prostoglondin O ‘synthose ond
secyete PGOZ and 15d-PEI2. The protective role of the ENS in the homens-
tatic-control of the epitheliol irtestinal barrier and ifs involrement inthe
pothogenesis of B0 have oirendy: bean demonstrated: Thus; these lipid
mediatars saam to be new actors,of the neurn-glio-epithelicl unit ond
coitld ploy o criciol role mointeining gut bormer ntegrity. §
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Annexe 3 : Analyse transcriptionnelle des 7 genes d’intéréts

(A) Dans des explants de muqueuses coliques humaines normales traités ou non pendant 24h avec SuM de PGD2 de
deux patients. (B) Dans une des cellules LS174T traitées avec deux doses a 24h d’intervalles de 5SuM de PGD2 et
récupérées dans un tampon de lyse a J4, J7, et J10.
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Analyse transcriptionnelle du gene DACT?2
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Expression relative de DACT2 / Bactine
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Analyse transcriptionnelle du gene RPS6KL1
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Analyse transcriptionnelle du géne PBLD
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Analyse transcriptionnelle du gene LGALS3
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Titre : Systeme nerveux entérique : source de prostaglandines D2 et E2. Implication dans les maladies inflammatoires chro-
niques de I’intestin
Mots clés : Prostaglandine D2, Prostaglandine E2, Systeme nerveux entérqiue, Barriere épithéliale intestinale, Maladies inflam-

matoires chroniques de 1’intestin

Résumé : Le systeme nerveux entérique (SNE), constitué de neurones et de cellules gliales entériques (CGE), forme un réseau
distribué le long du tractus digestif. Il intervient dans la régulation des fonctions et le contrdle de ’homéostasie de la barriere
épithéliale intestinale (BEI) selon un mode paracrine via la sécrétion de médiateurs solubles. Une implication du SNE dans la
physiopathologie des maladies inflammatoires de I’intestin (MICI) n’est pas exclue. Des travaux au sein de 1’unité ont démontré
la capacité des CGE a sécréter des prostaglandines (PG). Ainsi, nous nous sommes intéressés a la relation paracrine impliquant la
PGD2 et la PGE2 au sein de 1’unité neuro-glio-épithéliale. En effet, ces médiateurs lipidiques semblent a la fois impliqués dans
le contréle de ’homéostasie de la BEI et dans la participation a sa rupture en situation inflammatoire. Nos travaux confirment
I’implication du micro-environnement des cellules épithéliales intestinales, et en particulier les neurones entériques et les CGE
dans la production de PGD2 et PGE2 lors d’un processus inflammatoire. En effet, les neurones et les CGE disposent de la ma-
chinerie moléculaire indispensable a cette production via 1’expression de la LPGDS et de la mPGESI1, suggérant que 1la PGD2 et
la PGE2 peuvent avoir une origine neuro-gliale dans la MC. De plus, ils mettent en évidence 1’induction de I’expression de ces
enzymes chez des patients atteints d’'une MC en phase active associée a une diminution de ’expression de PPARYy et une aug-
mentation de celle d’EP4. Ainsi, nos travaux confortent 1’hypothese de 1’implication de ces différents acteurs dans la physiopa-

thologie de la maladie de Crohn (MC).

Title : Enteric nervous system: source of prostaglandin D2 and E2. Implication in Intestinal Bowel Disease.

Keywords : Prostaglandin D2, Prostaglandin E2, Enteric nervous system, intestinal epithelial barrier, Inflammatory bowel dis-

€ase

Abstract : Neurons and enteric glial cells (EGCs) constitute a network distributed all along the digestive tract, the enteric nerv-
ous system (ENS). ENS regulate the intestinal epithelial barrier (IEB) functions in a pacarine manner via the secretion of solubles
mediators. ENS involvement in the pathophysiology of inflammatory bowel disease (IBD) is not excluded. Previous studies have
demonstrated the ability of ECGs to produce prostaglandins. Thus, we studied the paracrine relationship involving PGD2 and
PGE2 within the digestive neuronal-glial-epithelial unit. Indeed, these lipid mediators are involved in the control of IEB homeo-
stasis and in its dysruption in proinflammatory condition. Our work confirms enteric neurons and CGE contribution in the pro-
duction of PGD2 and PGE?2 in response to proinflamamtory stress. Indeed, ENS express LPGDS and mPGES-1. Moreover, we
showed upregulation of LPGDS and mPGES1 expression in the inflamed zone of the colon in patients with active Crohn's dis-
ease (CD) associated with downregulation of PPARy expression and upregualation of EP4 expression. PGD2 and PGE2 may
have a neuro-glial origin in CD. Our study supports the hypothesis of PGD2 ans PGE2 metabolic pathways involvement in CD

pathophysiology.
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