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Avant-propos

Les Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI) de I’homme regroupent la
Maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH). Ces maladies connaissent
une augmentation importante de leur incidence et de leur prévalence dans les pays en voie
de développement depuis les années 1990 (1). En France, Chouraki et al. rapportent une
augmentation de I’incidence de la MC de 29% entre 1990 et 2007 dans la région Nord. Chez
les 10 a 19 ans, I’incidence a augmenté de 71% pendant cette méme période (2). L’origine
exacte des MICI demeure inconnue mais de nombreux facteurs étiologiques sont identifiés :
génétiques, microbiens, immunitaires, environnementaux ...

La MC et la RCH sont caractérisées par une réaction inflammatoire exubérante a 1’origine
de lésions digestives importantes et de signes cliniques invalidants. La prise en charge
diagnostique et thérapeutique des MICI reste complexe avec un risque élevé de rechutes, des
complications fréquentes et la nécessité d’un traitement au long cours (3). Dans ce contexte,
I’¢largissement de nos connaissances est nécessaire pour le développement de mesures
préventives et/ou thérapeutiques efficaces.

Chez le chien, les MICI sont également une dominante en pathologie spontanée. Elles
présentent certaines similitudes avec celles de ’homme et peuvent donc constituer des
modeles en pathologie comparée.

Une des voies actuelles de recherche se focalise sur les interactions entre le systéme
immunitaire et le microbiote intestinal. C’est dans cet axe que s’inscrit ce travail de these.
La premicre partie fait un état des lieux de nos connaissances sur 1’équilibre immunitaire au
sein de la muqueuse intestinale. La seconde partie vise a analyser I’expression des récepteurs
Toll-Like impliqués dans la reconnaissance de motifs bactériens chez le chien atteint de MICI
et a évaluer la réponse humorale associée. La troisieme partie est une discussion sur les

résultats obtenus et ouvre des perspectives pour la poursuite de cette voie de recherche.
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1 Anatomie digestive et régionalisation immunitaire
1.1 Structure et physiologie générale du tube digestif

L’appareil digestif des omnivores comme 1’humain et le chien, comporte le tube digestif
proprement dit et les organes digestifs accessoires. La longueur moyenne du tube digestif
est de 4,5 m chez I’humain et varie de 1,5 a 4,5 m chez le chien selon le gabarit de I’animal.
Il est constitué¢ de la bouche, du pharynx, de 1’oesophage, de 1’estomac, de I’intestin gréle
(successivement duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (successivement caecum,
cblon ascendant, colon transverse, colon descendant, et rectum) et de 1’anus. Les organes
digestifs accessoires sont les glandes salivaires, le pancréas, le foie et la vésicule biliaire
(Figure 1). Comme le tube digestif est ininterrompu de la bouche a ’anus, sa lumicre est en

continuité avec I’environnement extérieur (4).

Duodénum
Célon transverse

Veésicule biliaire -
\ Célon descendant

Estomac \

By 7 b i g
D AN . R
e ‘ \
Diaphragme Pancréas \

Foie
Célon ascendant

Rectum

Cavité orale
Canal anal

Oesophage

Caecum

Jéjunum et iléon

Figure 1: Anatomie générale du tube digestif du chien.
(Aspinall et Cappello, 2015 (4))

La paroi du tube digestif comporte quatre couches qui sont, de la lumiére intestinale vers les
couches plus profondes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (5). Au

niveau de I’intestin, les caractéristiques de ces tuniques sont :
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Couche externe 2
. . -
Musculeuse longitudinale
Couche interne
circulaire

Muqueuse

Lumiére du N
tractus digestif

Figure 2 : Représentation schématique histologique d'une coupe transversale de
I'intestin.
(Modifié d'apres Eurelle et Frappier, 2006 (6)).

La muqueuse est constituée d’une couche de cellules épithéliales cylindriques
appelées entérocytes, d’un tissu conjonctif appelé lamina propria (ou chorion), des
glandes de Lieberkhun et de la musculaire muqueuse.

Outre les entérocytes, plusieurs types cellulaires dont le role immunitaire est détaillé
plus loin, sont observés : les cellules caliciformes, les lymphocytes T intra-
épithéliaux, les cellules entéroendocrines, les cellules de Paneth, les cellules M et les
cellules chimiosensibles (7). Dans le colon, les cellules de Paneth sont absentes.

La lamina propria est le tissu conjonctif lache situé sous 1’épithélium. Elle possede
un réseau vasculaire extrémement dense ainsi que des cellules immunitaires
fortement impliquées dans la reconnaissance des antigénes: lymphocytes,
plasmocytes, macrophages et cellules dendritiques.

Dans D’intestin gréle, la base des villosités constitue les cryptes intestinales aussi
appelées glandes de Lieberkiihn. Elles sont constituées de cellules caliciformes, de
cellules de Paneth, de cellules lymphoides et de cellules-souches qui permettent le
renouvellement de 1’épithélium. Dans le cdlon, les villosités sont absentes mais on
retrouve les cryptes constituées de cellules caliciformes, de cellules

entéroendocrines, de cellules chimiosensibles et de cellules souches.
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AMPs : antimicrobial peptides ; IESC :

intraepithelial stem cell; IEC :

intestinal

epithelial cell ; TFF3 : Trefoil factor 3 (Allaire et al., 2018 (8)).
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e Lasous-muqueuse est le prolongement de la lamina propria avec des plis circulaires,
une riche vascularisation, un important plexus nerveux et des follicules lymphoides.

e La musculeuse présente deux couches de fibres musculaires : une couche interne
circulaire et une couche externe longitudinale.

e La séreuse est constituée d’un tissu conjonctif lache et d’un mésothélium.

1.2 Fonctions de I'épithélium digestif
1.2.1 Caractéristiques générales

L’¢épithélium digestif forme le revétement interne de 1’ensemble du tube digestif et est au
contact direct de la lumiére digestive. Il occupe donc une position clé a I’interface entre le
milieu extérieur et le milieu intérieur.

Une premiere fonction de I’épithélium digestif est de former une barriere protectrice entre
le milieu extérieur trés riche en agents microbiens et en antigénes alimentaires, et le milieu
intérieur (9). Cette barricre est a la fois physique, chimique et immunitaire :

e Physique, grace a la cohésion des cellules épithéliales et au mucus ;

e Chimique, grace au pH du contenu, a la présence de détergents comme les sels
biliaires, d’enzymes protéolytiques comme la trypsine, d’enzymes dégradant les
parois commes les lysozymes et de molécules antibactériennes comme les défensines

e Immunitaire, grace aux IgA sécrétoires et a la participation des cellules épithéliales
a I’immunité innée et a leurs interactions avec le systéme lymphoide annexé au tube
digestif.

Le role des cellules épithéliales et de leur cohésion, celui du mucus, des IgA et des molécules
anti-microbiennes est détaillé dans les sections suivantes.

L’¢épithélium digestif est également impliqué de maniere directe dans le processus de
digestion. Il facilite la progression du bol alimentaire, notamment par la sécrétion de mucus.
Il participe a la dégradation des aliments en sécrétant dans la lumicre digestive de
nombreuses enzymes. Il joue un role essentiel dans I’absorption des nutriments, qu’il capte
dans la lumicre digestive puis transporte jusqu’au milieu intérieur. Enfin, il participe a la
phase d’¢limination des déchets en contrdlant les flux hydro-électrolytiques entre le milieu

intérieur et la lumiére digestive.
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L’épithélium intestinal est constitu¢ d’une monocouche de cellules dont la cohésion est

assurée par plusieurs types de jonctions intercellulaires : les jonctions serrées, les jonctions

adhérentes et les desmosomes (10) (cf. Figure 4).

Tight
junction

Adherens
junction

Keratin

|

Desmomllin Desmosome

Desmoplaki

1.2.2 Les complexes de jonctions

Figure 4 : Organisation des jonctions
intercellulaires de I’épithélium
intestinal.

La cohésion des cellules est assurée
par plusieurs types de jonctions
intercellulaires, telles que les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes et les
desmosomes. Pour les jonctions serrées
(Tight junction), la claudine et
l"occludine interagissent avec les
protéines Zonula Occludens (ZO)1 et
Z02 et l’actine du cytosquelette. Pour
les jonctions adhérentes (Adherens
Jjunction), le segment intracellulaire de
la E-cadhérine se lie, a la fou a la y-
caténine.  L’a-caténine  s’associe
ensuite a la [ (ou y)-caténine et fait le
lien avec le réseau d’actine. Les
desmosomes sont formés d’interactions
entre la desmogléine, la desmocolline,
la desmoplakine, la plakoglobine et les
filaments de kératines du cytosquelette
(Modifie d’apres Turner, 2009 (11)).

Les jonctions serrées se situent au pdle apical des cellules épithéliales et sont composées

d’un complexe multiprotéique incluant des protéines transmembranaires de la famille des

claudines. La claudine et I’occludine interagissent avec les protéines Zonula Occludens

(ZO)1 et ZO2 et I’actine du cytosquelette (11).

L’occludine est une protéine membranaire avec un long domaine C-terminal qui interagit

avec les protéines ZO. Ces dernicres assurent le lien avec I’actine du cytosquelette (12).

L’importance du réle de I’occludine a été montrée dans différents modeles de souris délétées
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pour le géne codant pour I’occludine ou une importante augmentation de la perméabilité
para-cellulaire aux macromolécules est observée (13).

Les claudines sont un groupe de protéines membranaires dont la portion extra-cellulaire
¢tablit des interactions homophiliques ou hétérophiliques avec les cellules adjacentes. Cette
interaction crée une barriere ou des pores sélectifs. Leur role de barri¢re et de perméabilité
sélective paracellulaire a également été montré dans des modéles de souris délétées pour les

genes codant pour les claudines (14).

Les jonctions adhérentes exercent plusieurs fonctions comme la stabilisation de 1’adhésion
entre cellules, la régulation du cytosquelette d’actine, la polarisation et la différenciation
cellulaire, la régulation de la signalisation intracellulaire et de la transcription. Les jonctions
adhérentes font intervenir des glycoprotéines transmembranaires de la superfamille des
cadhérines comme la E-cadhérine pour les cellules épithéliales et des glycoprotéines de la
famille des caténines comme la -caténine, la p120-caténine et I’a-caténine (15). Le segment
intracellulaire de la E-cadhérine se lie, au niveau du réticulum endoplasmique, a la B ou a la
y-caténine. L’ a-caténine s’associe ensuite a la 3 (ou y)-caténine et fait le lien avec le réseau

d’actine (16).

Enfin, les desmosomes sont formés d’interactions entre la desmogléine, la desmocolline, la
desmoplakine, la plakoglobine et les filaments de kératines du cytosquelette. Ce complexe
fonctionnel permet le passage de protéines et de LPS bactérien mais ne permet pas le passage

de bactéries entiéres (17).

1.3 Le tissu lymphoide associé a I'intestin
1.3.1 Généralités

1.3.1.1 Les compartiments immunitaires

Le systeme immunitaire intestinal peut étre schématiquement divisé en deux compartiments.
Un premier compartiment dit « inducteur », ou les réponses immunes intestinales sont
initiées apres stimulation antigénique, et un second compartiment dit « effecteur », ou les
cellules activées par 1’antigéne s’établissent aprés recirculation via le cycle
hémolymphatique. Les plaques de Peyer, les follicules lymphoides isolés et les nceuds (ou
ganglions) lymphatiques mésentériques sont les principaux sites inducteurs ; 1’épithélium

intestinal et la lamina propria sous-jacente représentent les sites effecteurs (18).

26



Figure S : Représentation du systéme immunitaire de la muqueuse.

Les sites inducteurs sont représentés a gauche par les plaques de Peyer, les follicules
lymphoides et les nceuds lymphatiques. Les antigenes sont transportés activement vers les
cellules présentatrices d’antigenes (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes B)
dans les neeuds lymphatiques. Aprés activation en lymphocytes T ou B a mémoire ou
effecteurs, ils migrent dans la circulation générale jusqu’a extravasation aux sites
effecteurs de la muqueuse grace aux molécules d’adhésion vasculaire et aux chimiokines
d’adressage. La lamina propria intestinale contient des lymphocytes T et quelques
lymphocytes B, de nombreux plasmablastes et plasmocytes sécrétant des 1gA et, dans une
moindre mesure, des plasmocytes IgM+ et [gG+. Apres passage épithélial, les IgA et [gM
secreétoires (SIgA et SIgM) sont représentées dans la lumiere. Une faible quantite d’IgM
atteint la lumiere par voie paracellulaire. La distribution des lymphocytes intra-
épithéliaux figure sur la représentation. APCs : cellule présentatrice d’antigenes ; DCs,
cellule dendritique ; MALT : tissu lymphoide associé aux muqueuses ; mSC : composé
secrétoire membranaire ; pIgR, polymeric Ig receptor; SIgA, secretory IgA; SIgM,
secretory IgM (Modifié d’apres Brandtzaeg et al., 2008 (18))
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1.3.1.2 Fonctionnement général

La réponse immunitaire peut schématiquement étre scindée en 2 types :

e La réponse immunitaire innée dont le role est d’assurer la défense contre un large
spectre d’agents pathogeénes. La réponse n’est pas spécifique et est assurée par les
macrophages, les granulocytes neutrophiles et les cellules Natural Killer (NK).

e Laréponse immunitaire adaptative dont le role est d’assurer la mémoire immunitaire
d’un antigéne déja rencontré. La réponse est spécifique de 1’antigéne et est assurée

par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) et les lymphocytes.
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Figure 6 : Représentation schématique du fonctionnement général de la réponse
immunitaire.
(Modifie d'apres Gregersen et Behrens, 2006 (19)).

Les macrophages de la lamina propria assurent la phagocytose et I’¢limination des bactéries
commensales réussissant a franchir 1’épithélium lorsqu’une perte de son intégrité survient
(20).
En situation physiologique, le syst¢tme immunitaire adaptatif permet 1’établissement et le
maintien de la tolérance vis-a-vis de la flore commensale, grace notamment aux lymphocytes
T régulateurs (Treg). Parmi ces derniers, on distingue les :

o Trg CD4+ FOXP3+de la lamina propria de I’intestin gréle et du colon,

o Trg 1 (Tr-1) CD4+ FOXP3-IL-10+ localisés en position intra-épithéliale et dans la

lamina propria de I’intestin gréle (21).
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Les Treg jouent un réle majeur dans 1’homéostasie intestinale, en produisant notamment des
cytokines régulatrices telles que le TGF-3 (Transforming growth factor beta) et I'IL-10. Le
role joué par les Treg et les cytokines qu’ils sécrétent est appuyé par les modeles animaux
invalidés pour le geéne codant pour I’IL-10 ou pour le TGF-B, qui développent une
inflammation intestinale modérée lors du maintien en axénie. En revanche, I’inflammation
est exacerbée lors de I’ensemencement du tube digestif par un microbiote normal (22). Ces
observations expérimentales soulignent le role capital des Treg et de I’IL-10 dans le contrdle
de la réponse immunitaire vis-a-vis du microbiote intestinal. Certains produits bactériens
issus de bactéries commensales, comme le polysaccharide A de Bacteroides fragilis, sont
capables d’induire ces populations de Treg (23).

Les cellules dendritiques (CDs) intestinales ont un role majeur dans la coordination de la
réponse immunitaire adaptative et dans 1’équilibre entre les différentes populations
lymphocytaires. Les CDs, professionnelles dans la présentation d’antigeénes, sont capables
d’induire des réponses immunitaires adaptatives par présentation des antigénes aux

lymphocytes T. Leur rdle est détaillé dans le paragraphe 2.2.

1.3.2 Les follicules lymphoides de I'intestin et les plaques de Peyer

L’intestin contient de trés nombreux follicules lymphoides situés entre la muqueuse et la
sous-muqueuse, parfois agrégés pour former les plaques de Peyer. Ces derniéres sont
principalement retrouvées dans I’intestin gréle (24). Elles constituent des organes
lymphoides secondaires associés au tube digestif (Gut Associated Lymphoid Tissue ou
GALT), sous-systtme du Mucosa-Associated Lymphoid Tissue (MALT). Elles sont
impliquées dans 1’échantillonnage d’antigénes présents dans la lumiére intestinale et dans
leur présentation au systéme immunitaire sous-jacent (25).

Les plaques de Peyer sont constituées d’un nombre variable de follicules B contenant un
centre germinatif ou s’activent et proliférent les lymphocytes B. Ceux-ci sont séparés par
des zones inter-folliculaires impliquées dans I’activation des lymphocytes T. Les plaques de
Peyer font directement saillie dans la lumiére intestinale. L’épithélium associé aux follicules
(FAE- Follicule associated epithelium) présente des caractéristiques particuliéres qui
favorisent I’entrée des antigenes. Il est dépourvu de cellule caliciforme et présente des
cellules M dispersées entre les entérocytes. Les villosités des cellules M sont de taille réduite

et nettement moins nombreuses (cf. Figure §).
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Figure 7 : Morphologie de I’épithelium associé aux follicules (FAE) en microscopie

électronique.

(Gauche) Surface du FAE par microscopie électronique a balayage montrant la surface des
entérocytes et de petites dépresssions marquées par les pointes de fleche et qui
correspondent aux cellules M. Echelle barre = 10 um. (Droite) Photographie par
microscopie électronique a transmission d’'une cellules M (au centre) bordée par 2
entérocytes. La différence de taille et de densité des microvillosités est visible. Echelle
barre=1,8 um (Nakato et al., 2016 (26)).
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Figure 8 : Représentation
schématique d'une plaque
de Peyer.

L'échantillonnage
antigénique réalisé par les
cellules M permet, via les
cellules présentatrices
d'antigenes, la mise en place
d'une réponse immunitaire
adaptative mettant en jeu les
lymphocytes T et B
(Chassaing et Darfeuille-
Michaud, 2011).



L’entrée élective de nombreux antigénes intraluminaux, solubles ou particulaires, a travers
I”épithélium des plaques de Peyer se fait par les cellules M (cellule « microfold ») (27). Ces
cellules présentent de fortes capacités de transcytose. Les CDs associées aux plaques de
Peyer sont elles aussi capables de réaliser un échantillonnage antigénique par 1’émission de
protrusions passant a travers les cellules M (28). Les antigeénes ayant pénétré au niveau des
cellules M sont captés par les cellules présentatrices d’antigénes et initient une réponse

immunitaire adaptative dans la muqueuse intestinale.

Les antigénes luminaux endocytés par les cellules M sont rapidement pris en charge par les

CDs de type CD103" présentes dans la zone subépithéliale du dome et qui expriment a leur
surface les antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH 1) et les
molécules de co-stimulation CD80 et CD86. Leur activation se traduit par une forte
augmentation de I’efficacité de présentation de 1’antigéne et par le remplacement du
récepteur CCR6 par le récepteur CCR7. Ce dernier est un récepteur aux chimiokines MIP3b
et SLC permettant la migration vers la zone T inter-folliculaire des plaques de Peyer. Les

CDs activent alors les lymphocytes T et B (29). 11 a été suggéré par Schulz et al. que les
antigénes captés hors des structures lymphoides par les CDs CX3CR1" seraient également

transférés aux CDs CD103" présentes dans la lamina propria qui pourraient alors migrer

directement vers les zones T des nceuds lymphatiques mésentériques (30).

Les lymphocytes B de la muqueuse intestinale se différencient préférentiellement vers la
syntheése d’IgA. Le role du TGF-f et de I'[L-10 dans la commutation de classe des
lymphocytes B vers les lymphocytes sécréteurs d’IgA a été démontré in vitro et in vivo chez
la souris (cf. 3.3) (31). Le TGF-P est synthétisé par de nombreuses cellules dans I’intestin :
épithélium, macrophages et CDs, et certaines sous-populations de lymphocytes T. Les
lymphocytes T et B IgA+ quittent les plaques de Peyer par le réseau lymphatique sous-séreux
et gagnent les noeuds lymphatiques mésentériques (21). Ces formations lymphoides
favorisent I’amplification des réponses initiées dans les plaques de Peyer et la différenciation
des lymphocytes sensibilisés. Apreés un bref séjour dans ces nceuds lymphatiques, les
lymphocytes rejoignent la circulation générale via le canal thoracique. Les lymphocytes
récemment sensibilisés dans les tissus lymphoides intestinaux retournent préférentiellement
dans la muqueuse intestinale grace a 1’expression d’intégrines qui se fixent a leur ligand

constitutivement exprimé par la muqueuse intestinale (32,33). Ce cycle hémolymphatique
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permet ainsi de redistribuer une réponse anticorps initiée dans le duodénum a I’ensemble de

I’intestin. La Figure 9 représente sous la forme d’un schéma I’ensemble du processus.
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Figure 9 : Mécanismes de défense immunitaire contre les bactéries commensales du
tube digestif.

Les bactéries qui traversent la barriere épithéliale sont rapidement éliminées par les
macrophages présents dans la lamina propria. Les bactéries commensales peuvent aussi
peénétrer par les cellules M des plaques de Peyer et étre captées par les cellules dendritiques
(CDs). Les CDs agissent comme cellules présentatrices d’antigenes et peuvent alors
interagir avec les lymphocytes T et B et induire la formation de plasmocytes sécrétant les
IgA ou migrer vers le nceud lymphatique mésentérique. Ce dernier agit comme une barriere
que les CDs chargées de bactéries ne peuvent franchir. Apres activation, les blastes B se
différencient en plasmocytes. Ils peuvent quitter le nceud lymphatique via les canaux
lymphatiques efférents, atteindre la circulation systémique par le canal thoracique et
retourner vers la muqueuse intestinale ou ils produisent les IgA. Ces IgA dimériques sont
par la suite sécrétées dans la lumiere intestinale (Macpherson et Harris, 2004 (29)).

Les mécanismes moléculaires qui assurent la sortie des lymphocytes activés des structures
lymphoides vers le réseau lymphatique ne sont pas complétement élucidés et semblent
impliquer la sphingosine-1-phosphate (S1P) dont le récepteur est exprimé a la surface des
lymphocytes (34). Les mécanismes d’adressage vers le compartiment intestinal font

intervenir I’expression sur les lymphocytes B et T de I’intégrine a4f7 et de la molécule
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d’adressage CCR9 (35). Les CDs CD103+, grace a leur capacité a produire 1’acide rétinoique

a partir du rétinol, induisent I’expression de I’intégrine a4p7 et de CCR9 sur les lymphocytes
activés (36). L’interaction de I’intégrine a4p7 avec MAACAM-1 exprimé par 1’endothélium

des veinules post-capillaires de la lamina propria intestinale, participe a I’entrée des
lymphocytes activés du sang vers le tissu. Par ailleurs, la sécrétion constitutive de CCL25
par I’épithélium intestinal, favorise le recrutement des lymphocytes dans le chorion intestinal

par ’interaction CCL25-CCR9 (37).

Les lymphocytes intraépithéliaux répondent a un schéma d’activation différent des

lymphocytes T conventionnels (cf. 2.3.2).

Ainsi, le systéme lymphoide associé a I’intestin est étroitement 1i¢ a 1’épithélium intestinal
par de multiples interactions, tant dans le compartiment inductif que dans le compartiment
effecteur de la réponse immunitaire intestinale. Ce systeme lymphoide exerce une fonction
de protection contre les pathogénes et une fonction de régulation de la réponse immunitaire

sous I’effet des multiples antigénes luminaux.
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2 Les acteurs cellulaires de I'immunité intestinale

2.1 Les macrophages intestinaux

Le nombre de macrophages (M®) aux différents étages de l'intestin semble étre étroitement
li¢ a la charge microbienne. Ils sont plus nombreux dans le colon et moins abondants dans
I’intestin proximal. Il a ét¢ démontré dans de nombreuses études que, contrairement aux M®
d’autres tissus, les M® de la muqueuse intestinale ne répondent pas aux ligands des TLRs
et ne sécretent donc pas les cytokines ou les chimiokines pro-inflammatoires habituelles
(38). Ils ne régulent pas non plus les molécules co-stimulatrices ni ne générent la production
d’especes oxygénées radicalaires (ROS) ou de monoxyde d’azote (NO) (38). Cependant, ils
synthétisent de maniére constitutive I’'IL-10 aux propriétés anti-inflammatoires (39). En
outre, les M® intestinaux expriment le récepteur CD36 qui est impliqué dans la phagocytose
des cellules apoptotiques (38). Ils présentent également une forte activité bactéricide sans
initiation d'inflammation manifeste, permettant aux M® locaux d'agir comme pare-feu
contre toute bactérie commensale. Ils expriment des récepteurs a reconnaissance de forme
(PRR- Pattern recognition Receptor) membranaires et cytosoliques qui sont cruciaux pour
leur activité antibactérienne (40). En outre, les M® intestinaux régulent activement
I’intégrité épithéliale comme démontrée chez la souris ou la déplétion en macrophages
augmente la gravité des 1ésions dans un modele de colite (41). La sécrétion constitutive de
I'IL-10 par les M® est un élement déterminant de 1’homéostasie immunitaire intestinale
comme en témoigne I’apparition de colite spontanée chez la souris déficiente en IL-10 (22)

(cf. Encadré 3).

2.2 Les cellules dendritiques intestinales

Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Elles
peuvent initier la réponse immunitaire primaire en activant les lymphocytes T naifs et réguler
les réponses immunitaires proinflammatoires ou tolérogenes (42). Les CDs sont impliquées
dans la polarisation des lymphocytes T en lymphocytes T helper 1 (Thl), lymphocytes T
helper 2 (Th2) ou lymphocytes Treg selon le profil cytokinique sécrété en réponse a
I’exposition a un ligand. Dans des conditions physiologiques, les CDs ont un réle régulateur
en limitant la réponse immunitaire contre les antigénes alimentaires et microbiens (42). Elles
sécretent divers signaux comme I’'IL-10, le TGF-f et I’acide rétinoique. En présence d’acide

rétinoique, les CDs intestinales favorisent la différenciation des lymphocytes Treg naifs en
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lymphocytes Treg inductibles (iTreg) qui sécrétent des cytokines telles que le TGF- et I'IL-

35 aux propriétés inhibitrices de la réponse lymphocytaire (43).

Plusieurs sous-populations de CDs ont été décrites dans la lamina propria :

Les CDs CX3CRI+ émettent des protrusions transépithéliales et réalisent un
¢chantillonnage d’antigénes de la lumiére intestinale (44). Ce mécanisme nécessite
I’interaction de CX3CR1 avec son ligand CX3CL1/fractalkine, situé sur les cellules
épithéliales. Les CDs forment des jonctions serrées avec les entérocytes adjacents
ce qui permet de conserver I’intégrité de 1’épithélium intestinal (45).

Les CDs CD103+ ont quant a elles la capacité¢ de migrer aux nceuds lymphatiques
mésentériques et d’induire des réponses régulatrices (46) (cf. 0)

Par ailleurs, les CDs CCR6+ sont chargées en lysozyme et sont associé¢es au dome
des plaques de Peyer. Elles effectuent également un échantillonnage des éléments

de la flore commensale (28).

2.3 Les lymphocytes T intestinaux

Avec les MO, les lymphocytes T sont I'un des leucocytes les plus abondants dans la

muqueuse et sont des acteurs importants de I’immunité intestinale. Selon leurs voies de

développement et de maturation, les lymphocytes T intestinaux peuvent étre divisés en deux

groupes (cf. Tableau 1).

Le groupe "conventionnel" (ou type a) exprime le TCRaf avec les corécepteurs CD4
ou CD8af. Ce groupe est retrouvé dans le compartiment intraépithélial et dans la
lamina propria.

Le groupe "non conventionnel" (ou type b ) exprime soit le TCRaf3 ou le TCRyd et
typiquement I’homodimeére CD8aa. Ce groupe est essentiellement retrouvé dans le

compartiment intraépithélial.
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Tableau 1 : Les deux grands groupes de lymphocytes T intestinaux.
(D'aprées Ma et al., 2019).

Conventionnel (type a)

Non conventionnel (type

b)
Marqueur TCRap*, CD4" ou CD8af* CD8aa®, TCRof" ou
TCRyd"
Localisation Intraépithéliale et lamina propria Essentiellement
intestinale intraépithéliale
Fonctions Défense anti-infectieuse | Régulation  immunitaire,
(Iymphocytes T cytotoxiques, Thl, | défense  anti-infectieuse,
Th2 et Th17), effets | tolérance, détection des

proinflammatoires (Th17), tolérance

(Tregs)

auto-antigenes

Développement et

maturation

Développement dans le thymus,

circulation systémique et migration
les GALTs,

Vers activation par

antigene et adressage vers 1’intestin

Sélectionnés dans le thymus
et dirigés directement vers

I’intestin
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Le développement et la maturation des lymphocytes T intestinaux ont été récemment revus

par Ma et al. (Figure 10).
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Figure 10 : Développement et maturation des lymphocytes T intestinaux.

Les lymphocytes T conventionnels sont deérivés des progéniteurs thymiques doubles négatifs
CD4CDS§ et acquiérent une simple positivite CD4" (MHC 1) ou CD8" (MHC II). Ces
cellules migrent alors vers les organes du GALT ou ils rencontrent des antigenes et
acquierent un phénotype effecteur et une orientation migratoire vers l’intestin. En parallele,
les progéniteurs thymiques triples négatifs (CD4, CD8 et TCR) se différencient en
précurseurs doubles négatifs (CD4 et CD8) et TCRyo" ou TCRaf*. Les précurseurs
TCRopf* acquiérent leur phénotype effecteur avec les auto-antigénes présentés par les
cellules stromales thymiques. L’expression des molécules d’adressage comme [’intégrine
047, le CCRY, et le CD8oo. guide les [ymphocytes TCRyo+ ou TCRof+ vers l’intestin. Les
lymphocytes T sont attirés par la chemokine CCL25 exprimée par les cellules épithéliales
intestinales. Dans [’intestin, [’abondance des antigenes présentés par les cellules
présentatrices d’antigenes finalise la spécialisation fonctionnelle des lymphocytes T. Des
facteurs sécrétés par les cellules intestinales comme I’IL-15 et ’acide rétinoique favorisent
le maintien des lymphocytes T dans le compartiment intestinal (Ma et al., 2019 (47)).

2.3.1 Leslymphocytes T conventionnels

Les lymphocytes T de la lamina propria sont dérivés de cellules T conventionnelles (type a)
et subissent leur maturation dans le thymus et leur activation dans les organes lymphoides

secondaires.
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Chez ’homme comme chez la souris, la spécialisation fonctionnelle des populations

effectrices T CD4" conduit a leur différenciation en lignées T dites helper (Th) (pour
auxiliaire) présentant des profils distincts de sécrétion de cytokines. La différenciation de
chacune des lignées Th est définie et controlée par un unique facteur de transcription qui

régule la production des cytokines (cf. Figure 11) (48).

e Les cellules Thl produisent principalement de ’IFNy. Grace a leurs caractéristiques
fonctionnelles, les cellules Th1 activent les fonctions bactéricides des M® et peuvent
détruire les cellules infectées. Elles sont efficaces dans le contréle des pathogenes
intracellulaires.

e Les cellules Th2 produisent essentiellement de I’IL-4, de I'IL-5 et de I'IL-13 et
favorisent la commutation isotypique et la production d’IgG, IgE et IgA qui sont
importantes dans le contrdle de certains pathogeénes extracellulaires et des
helminthes.

e Les cellules Th17 produisent 'IL-17F, I'IL-17A, ’IL21, I’'IL22 et I’'1L26. Les IL-
17F et A sont des cytokines proinflammatoires qui, selon la cellule cible, induisent
I’expression de cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a, IL-1B) et de chimiokines
(IL8, CXCL1, CXCL10).

e Les cellules Treg sécretent les cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-f.

o Les cellules T folliculaires régulatrices (Tfh) sont situées dans les zones B des
organes lymphoides secondaires en interactions étroites avec les cellules B. Dans les
plaques de Peyer, les cellules Tth régissent la prolifération des cellules B et la

production d’IgA via la sécrétion de I’[L-21 et I’expression du ligand de CD40 (49).
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Figure 11 : Différenciation des lymphocytes effecteurs T helper.

Apres renconttre avec un antigene présenté par une cellule présentatrice d’antigene, les
lymphocytes T CD4+ se différencient en cellules effectrices (T helper 1, T helper 2, T helper
17, T régulateur et T folliculaire régulateur) caractérisées par leur production cytokinique,
leur expression de facteur de transcription et de récepteur aux cytokines et leur fonction
immunitaire (Nurieva et Chung, 2010 (50)).

L’orientation préférentielle vers les profils Thl ou Th17 refléte la mise en place dans le
compartiment intestinal d’une « inflammation physiologique ». Ces réponses sont régulées
par les populations de lymphocytes Treg capables d’inhiber ’activation des cellules Th1 et

Th17, notamment via la sécrétion de I’'IL-10 et du TGF-f (51). Par ailleurs 1’orientation des

lymphocytes T CD4" vers un profil particulier de sécrétion est dépendant des cytokines
présentes dans le milieu environnant. Ces cytokines sont alors capables d’activer ou

d’inhiber les facteurs de transcription conditionnant ainsi 1’orientation Th de la cellule.

La mise en place de cette « inflammation physiologique » est dépendante du microbiote
intestinal car il apparait que la colonisation microbienne de souris axéniques
immunocompétentes par un microbiote murin conventionnel est capable de rétablir les
différents profils Thl, Th17 et Treg (52). Il ressort également que la colonisation
microbienne intestinale influence le recrutement et ’activation des différentes populations

de CDs et de macrophages. Ces cellules de I'immunité innée activées par les signaux
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microbiens via les PRRs (cf. 3.4), sont capables d’exprimer les molécules de co-stimulation

CD80/CD86 mais également de sécréter des cytokines contribuant a orienter les réponses

des lymphocytes T CD4" (53).

2.3.2 Les lymphocytes T non-conventionnels

La majorité des lymphocytes intraépithéliaux (IEL-IntraEpithelial Lymphocyte) de I’intestin
sont des lymphocytes T activés porteurs soit de TCRaf} soit de TCRyd, ces derniers pouvant
représenter jusqu’aux deux-tiers des IEL retrouvés dans ce compartiment. Une forte
proportion des I[EL expriment CD8 sous forme d’un homodimére CD8aa et contiennent dans

leur cytoplasme des granules a activité cytotoxique (47).

De fagon remarquable, les souris axéniques présentent une réduction des populations d’IEL
TCRap* et TCRyd" par rapport aux souris conventionnelles, suggérant un role de la
colonisation microbienne intestinale sur 1’établissement de ces populations lymphocytaires
dans I’épithélium. Cette hypothese est confortée par le fait que la colonisation de souris
axéniques adultes avec un microbiote conventionnel induit 1’expansion d’IEL TCRaf*
CD8aa’, jusqu’a des niveaux équivalents a ceux retrouvés chez les souris conventionnelles
(54). Les mécanismes a 1’origine de 1’établissement de ces populations d’IEL dans I’intestin

en réponse a la colonisation bactérienne ne sont pas encore établis.

2.4 Les cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC-Intestinal Lymphoid Cell) ont été idenfiées assez
récemment. Elles se distinguent des lymphocytes B et T par I’absence de récepteur de
I’antigéne. Il existe de fortes similarités entre les ILC et les lymphocytes T conventionnels
activés en raison des facteurs de transcription exprimés et des cytokines produites. Une
nomenclature similaire a celle des lymphocytes T auxiliaires est utilisée pour les ILC (55).
e Les ILC de type 1 (ILC1) comme les Thl, expriment le facteur de transcription T-
bet (7-box expressed in T cells) et sécretent de 'IFN-y ; les cellules NK font partie
des ILC1.
e Les ILC de type 2 (ILC2) comme les lymphocytes Th2, expriment le facteur de
transcription GATA-3 (GATA binding protein 3) et sécrétent I’IL-4, ’IL-5, 1’IL-6,
I’IL-9 et I'IL-13.
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o Les ILC de type 3 (ILC3) comme les lymphocytes Th17/Th22, expriment le facteur
de transcription RORyt et sécrétent de I'IL-17 et/ou de I'IL-22. Les cellules
inductrices des tissus lymphoides (LTi-lymphoid tissue inducer cells) font partie des
ILC3 (55). Les ILC3 forment en fait un groupe hétérogéne dont les membres se
distinguent par I’expression des récepteurs activateurs NCR (natural cytotoxicity
receptors). On différencie ainsi les ILC3 NCR" qui expriment a leur surface la
protéine NKp46 chez la souris, et NKp44 chez I’homme, des ILC3 NCR™ qui
n’expriment pas de NCR a leur membrane.

La Figure 12 présente les 3 grandes familles d’ILC.
Adaptive lymphoid cells Innate lymphoid cells Médiateurs produits

Group 2ILCs L4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13
amphireguline

IL-17, IL-22
lymphotoxine

Igmsc %?;;? A — - | Group 3 ILCs IL-22
IL-17, IFN-y
IFN-y
Group 11LCs
IFN-y

Figure 12 : Présentation des populations de lymphocytes T auxiliaires (Th) et des
cellules lymphoides innées (ILC).

Les 2 populations sont représentées en parallele selon leur production cytokinique et leur
facteur de transcription. AHR, récepteur aux hydrocarbures aromatiques ; E4BP4, protéine
4 de liaison au promoteur E4 (Modifié d’apres Walker et al., 2013 (55)).

Comme pour les lymphocytes T, on distingue les ILC cytotoxiques (les NK) des ILC
auxiliaires (ILC1, ILC2 et ILC3). Il existe toutefois une certaine plasticité cellulaire qui
permet a certaines ILC de réorienter leurs sécrétions cytokiniques selon le

microenvironnement (56).
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Dans I’intestin, les ILC1 sont la source innée prédominante d’IFN-y en réponse a I’IL-12
(57). Cette production d’IFN-y est nécessaire pour la formation du mucus (cf. 3.1). Les ILC1
participent ainsi a la barri¢re intestinale (58).

Les ILC3 sont activées par I’IL-23 et I’IL-1p produites par les CDs lors d’une infection par
des microbes extracellulaires. Elles sécretent de I'IL-17 et de I'IL-22 qui favorisent le
recrutement des granulocytes neutrophiles et la libération de peptides antimicrobiens par les
cellules épithéliales (cf. 3.2) (59). L’IL-22 joue un role important dans ’homéostasie entre
I’organisme et les bactéries du microbiote comme en témoigne la publication de Sonnenberg
et al. qui montre que des bactéries commensales du microbiote intestinal disséminent dans
I’organisme induisant une inflammation systémique lors de déplétion en ILC. La
dissémination bactérienne et 1’inflammation systémique sont contrées par I’administration
d’IL-22 (60). Cette derniere n’est pas la seule cytokine produite par les ILC3 pouvant avoir
un rdle protecteur. Ces cellules sécrétent également des lymphotoxines qui induisent la
production d’IgA par les lymphocytes B de I’intestin (61). Certaines ILC3 qui expriment les
antigénes du CMH II pourraient limiter I’activation des lymphocytes T CD4" de la lamina
propria spécifiques du microbiote lors d’une infection intestinale. En effet, I’inactivation
expérimentale des geénes codant les molécules du CMH II dans les ILC3 rend les animaux

plus sensibles a la colite médiée par I’activation des lymphocytes T (62).

2.5 Les cellules caliciformes

Egalement appelées cellules a mucus, les cellules caliciformes sont fortement polarisées et
disséminées entre les entérocytes dans I’ensemble de 1’épithélium intestinal. Atteignant 10
a 15% de la population cellulaire totale de 1’épithélium duodénal, la proportion de cellules
caliciformes augmente progressivement pour s’élever a 24% dans le colon distal (63). Le
noyau des cellules est en position basale et est surmonté¢ de 1’appareil de Golgi et du
réticulum endoplasmique rugueux et volumineux, ainsi que de nombreuses mitochondries.
Cette région supranucléaire est le site de la biosynthése des mucines. La zone apicale révele
quant a elle une quantité importante de granules de sécrétion (cf. Figure 13). Ces granules
renferment les mucines (64). Les cellules caliciformes se caractérisent également par la
présence d’une théque dont le role est primordial pour la sécrétion des grains de mucus par
exocytose. La théque est une structure de soutien qui permet d’isoler les granules de la

membrane plasmique et de la région golgienne (65).
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Figure 13 : Ultrastructure d'une cellule
caliciforme en microscopie
électronique a transmission.

La partie apicale est remplie de granules
(MD) qui renferment des mucines de type
MUC?2 et d’autres peptides protecteurs.
Le noyau (N) est en position basale et
entouré d'un  abondant  reticulum
endosplasmique (ER). Des éléments de
["appareil de Golgi sont également
visibles (G). Des inclusions lipidiques
sont fréquentes (L). Une jonction serrée
(ZO) et un desmosome (D)  sont
également visibles en partie apico-
latérale et baso-latérale, respectivement.
La partie basale de la cellule est en
contact avec la lame basale (BL)
(D apres Porter et Bonneville p. 54 (66))

Les cellules caliciformes sécrétent de maniére constitutive MUC2, présent dans la couche
externe de mucus (cf. 3.1). Face a une stimulation nociceptive luminale, 1I’exocytose peut
étre massive libérant MUC?2 et les autres facteurs de protection contenus dans les granules.
Les mécanismes conduisant a cette libération active des granules sont encore mal connus.
Toutefois, il a ét¢ montré que 1’exposition a des produits bactériens ou a des cytokines
comme I’IL-22 ou ’'IFN-y provoque cette exocytose (67,68).

Outre leur rdle dans la sécrétion des mucines, les cellules caliciformes libérent également
des molécules impliquées dans la protection et la réparation de la muqueuse comme le
Trefoil Factor 3 (TFF3) et la resistin-like (RELM)f (69,70). L’action bactéricide Gram-
négatif de RELMP a récemment été montrée chez la souris et I’humain (71).

Par ailleurs, les cellules caliciformes présentent la capacité de prélever des antigénes de la
lumiére intestinale par endocytose et de les livrer aux CPA de la lamina propria. Les cellules

caliciformes jouent ainsi également un role dans la réponse immunitaire adaptative (72).

2.6 Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines (CEE) représentent moins de 1% des cellules de 1’épithélium.

Elles sont disséminées tout au long du tractus gastro-intestinal et se distinguent par leur
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localisation le long du tube digestif et par la nature des hormones ou des peptides qu’elles

secretent. Elles sont caractérisées par une morphologie particuliére en forme de poire, dont

la base est tournée vers le milieu intérieur (cf. Figure 74). Au pdle apical, elles présentent

des microvillosités ou sont localisés des récepteurs capables de détecter le contenu luminal

de I’intestin et d’induire une réponse adaptée par la production et la sécrétion d’une ou

plusieurs hormones au pdle basolatéral (73).

Figure 14 : Ultrastructure d'une cellule
entéroendocrine en  microscopie
électronique.

La  partie  apicale  montre  des
microvillosités en contact avec la lumiere
intestinale. La membrane apicale
présente  des  récepteurs  capables
d’induire la transduction intra-cellulaire
du signal aboutissant a la libération de
peptides actifs contenus dans des
veésicules a la membrane basale ou baso-
latérale. Ces peptides peuvent avoir des
effets endocrines ou paracrines (D apres
Junqueira et Mescher, (74)).

Le role des CEE est de détecter les composés nutritionnels de la lumiére intestinale et de

controler la réponse métabolique post-prandiale de 1’organisme. Plus de 20 hormones sont

produites par plus de 10 types de CEE et induisent des effets neuro-, auto-, endo- ou

paracrines. Les principales hormones produites par les CEE avec une action sur 1’intestin

sont résumées dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Principales cellules entéroendocrines et leurs roles.
(Modifié d’apres Mace et al., 2015 (73)).

Type cellulaire

et localisation

Hormone produite

Principaux effets

D-Pylore et

duodénum

Somatostatine

Libération de gastrine

I-Intestin gréle

proximal

Cholécystokinine (CCK)

Contraction de la vésicule biliaire,
inhibition de la vidange gastrique,
stimulation des sécrétions enzymatiques et

HCOs™ pancréatiques

K-Intestin gréle

proximal

Gastric Inhibitory
Polypeptide (GIP)

Libération d’insuline, sécrétions gastriques

acides

S-Intestin gréle

proximal

Sécrétine

Libération de bicarbonate, sécrétions

acides gastriques, contraction du célon

L-Intestin gréle

Peptide glucagon-like 1

Appétit et prise alimentaire, motilité

distal et colon

proximal (GLP-1) et Peptide YY | intestinale, libération d’insuline, inhibition
(PYY) de la libération du glucagon,
ralentissement de la vidange gastrique
M-Intestin Motiline Régulation des complexes de migration
gréle myo¢lectrique, motilité intestinale
N-Intestin gréle | Neurotensine Sécrétions d’acides gastriques, sécrétions

biliaires, péristaltisme

Au-dela de leur role dans le contrdle de 1’appétit, de la prise alimentaire, de la digestion et

du métabolisme, les CEE peuvent détecter les métabolites microbiens et les Pathogen

Associated Molecular Patterns (PAMPs) et ont la capacité de sécréter des cytokines (75,76).

Les cellules entéroendocrines expriment Toll-Like Receptor (TLR)1, 2 et 4 (77). De plus, la

plupart des cellules inflammatoires possedent des récepteurs aux hormones sécrétées par les

CEE. Un dialogue entre les CEE et le systtme immunitaire inné existe donc comme

schématisé dans la Figure 15.
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Figure 15 : Roéle des cellules entéroendocrines (CEE) sur la barriére épithéliale et sur
les cellules immunitaires.
(a) Les CEE sont équipées de récepteurs permettant la reconnaisance des PAMPs et des
métabolites microbiens. En réponse, elles sécretent des hormones peptidiques et des
cytokines qui interagissent avec les autres cellules de I’épithélium et influencent directement
la fonction de barriere. (b) De plus, les cellules immunitaires possédent de nombreux
récepteurs des hormones peptidiques sécrétées par les CEE. Les hormones possédent par
ce biais une action “cytokine-like” sur les granulocytes, les mastocytes, les cellules
dendritiques, les cellules monocytaires et macrophagiques et les lymphocytes B et T
(Modifié d’apres Worthington et al, 2018 (76)).
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2.7 Activité immunitaire directe des cellules épithéliales

Les cellules épithéliales intestinales (CEI) constituent également une voie d’entrée des
antigenes luminaux puisqu’elles possedent la capacité d’internaliser des macromolécules par
des mécanismes d’endocytose (78). Les CEI expriment de fagon constitutive les antigénes

du CMH 1II a leur pole basolatéral (79). Elles sont ainsi capables de présenter I’antigéne

endocyté au pole apical, aux lymphocytes T CD4 " du chorion sous-jacent. En conditions
physiologiques, ces cellules sont en revanche incapables d’exprimer les molécules de co-

stimulation CD80 et CD86. Cette présentation antigénique en I’absence de molécules de co-
stimulation induirait 1’anergie des lymphocytes T CD4 ", participant a la régulation locale de

leur activation. Les IEL CDS8" présents dans 1’¢pithélium sont également susceptibles d’étre
activés par les cellules épithéliales (80).

Les CEI expriment des PRRs comme les TLRs et les récepteurs de type NOD (81,82) (cf
3.4).

Les CEI sécreétent une variété de cytokines et de chimiokines impliquées dans le
chimiotactisme des cellules immunitaires telles que les granulocytes neutrophiles et
basophiles, les macrophages et les lymphocytes T (83). Les cytokines sécrétées par les CEI
sont similaires a celles sécrétées par les cellules immunitaires. Méme si la quantité de
cytokine sécrétée par cellule est inférieure a celle des cellules immunitaires, I’importance du
nombre de CEI (cellules les plus abondantes de I’organisme) peut en théorie donner lieu a
une sécrétion globale significative. Cependant, la contribution relative des cytokines
sécrétées par les CEI n'a pas été clairement étudiée.

Les CEI sécrétent un certain nombre de chimiokines qui contrdlent les populations de
cellules immunitaires de la muqueuse. Parmi elles, I’IL8, le CXCLS, le CXCL1 et le CXCL2
régulent le chimiotactisme des granulocytes neutrophiles (84-86). Par exemple, la sécrétion
de CXCLS5 est plus tardive mais plus durable que celle de I’IL8, suggérant un role distinct
de ces chimiokines dans la réponse aux agents pathogénes ou a tout autre stimulus
inflammatoire (86).

Egalement, le CCL2, le CCL3 et le RANTES/CCLS régulent principalement le recrutement
de monocytes. MIPla semble jouer un role majeur dans le recrutement de cellules

dendritiques de la muqueuse (86).
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Les CEI sécrétent également des chimiokines comme CCL11, CCL20 et CCL22 qui
stimulent le recrutement de diverses sous-populations de lymphocytes T dans la muqueuse
(87). Ces chimiokines sont essentielles pour diriger le recrutement des IEL (88).

Au-dela de ’orchestration du recrutement d’une variété de cellules immunitaires, les CEI
sécretent également des protéines pro-inflammatoires comme le TNF-a et 'IL-6 (89). Les
cytokines agissent localement mais ont également un effet systémique substantiel. A titre
d’exemple, le TNF-a agit comme un puissant amplificateur d’inflammation. Il induit la
production par les CEI d’enzymes proinflammatoires comme [’oxyde synthase
nitroinductible (iNOS) et la cyclooxygénase-2 (COX-2), et active les granulocytes
neutrophiles pour générer des especes réactives d'oxygene (ROS) et leur dégranulation.

En plus des immunomodulateurs solubles sécrétés par les CEI, une variété de molécules
d’adhésion sont exprimées et interviennent dans les interactions entre I'épithélium et les
cellules immunitaires. L’expression par les CEI de ligands des granulocytes neutrophiles
jouerait un role majeur dans la régulation de 1'adhésion et de la migration transépithéliale
(diapédese) des polynucléaires neutrophiles. Plus précisément, les roles clés du lignand
CD47 et de la protéine SIRPla dans la régulation de la migration des granulocytes
neutrophiles ont été démontrés dans un modele in vitro de cellules épithéliales intestinales

humaines (90).

2.8 Lescellules M

Les cellules M (Microfold cells) sont des cellules épithéliales structurellement distinctes des
CEL Elles sont présentes a la surface des plaques de Peyer et des follicules lymphoides isolés
(91). Elles forment 5 a 10% des cellules ¢épithéliales du dome recouvrant le GALT.
Structurellement, elles sont dépourvues de lame basale et de bordure en brosse et forment
des replis membranaires qui délimitent une « poche » intra-épithéliale dans laquelle viennent
se loger des lymphocytes T CD4+, des lymphocytes B et des macrophages (92) (cf. Figure
16). Leur glycocalyx est plus fin que celui des autres CEI ce qui leur confére une plus grande

proximité avec le contenu luminal.
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Les cellules M sont des sentinelles immunitaires qui jouent un réle important dans
I'échantillonnage du microbiote intestinal et la détection d’agents pathogeénes (92). Ces
cellules sont capables d’endocyter de fagon efficace les macromolécules et les particules qui
adhérent & leur surface apicale et de les transporter vers la « poche ». Les cellules M
permettent donc essentiellement 1’entrée des antigénes et leur transport au contact des

nombreuses cellules de I’immunité présentes dans le dome (cf. 1.3.2).

2.9 Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth sont présentes a la base des cryptes de Lieberkiihn. Chaque crypte
contient environ 10 cellules de Paneth. Elles ont une durée de vie de 1’ordre de 30 jours
contre 3 a 5 jours pour les CEL Elles présentent un cytoplasme riche en granules qui sont
libérés dans les cryptes par exocytose en réponse a divers stimuli comme la présence
d’agoniste cholinergique, des bactéries ou des produits bactériens comme les
lipopolysaccharides (LPS) ou ’acide lipotéichoique (93). La composition des granules est
variée et variable selon I’espéce. Chez I’homme, des défensines, des lysozymes, la
phospholipase A2 et la protéine régénératrice dérivée d’ilots Ill-alpha (REG3a) sont les

composés prédominants des granules (94). Les données issues d’animaux de laboratoire
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indiquent que les défensines constituent environ 15% de 1'activité antimicrobienne totale de

l'intestin (95). La composition des granules n’est pas connue chez le chien.

Les voies de signalisation conduisant a la dégranulation des cellules de Paneth ne sont pas
totalement ¢élucidées mais I’intervention de la voie TLR(2-4)-MyD88 est requise pour la
libération des a-défensines (96). De plus, la voie NOD2-RIP2-LRRK2-RAB2A semble
nécessaire chez la souris pour induire la libération de lysozyme aprés stimulation par Listeria
monocytogenes (97). Ces données montrent une partie du rdle joué par les voies liées a
I’immunité innée dans le fonctionnement des cellules de Paneth. Egalement, les études in
vitro et in vivo montrent que I’exposition a I’IFN-y induit une dégranulation brutale et
complete des cellules de Paneth suivie de leur apoptose. Les sources d’IFN-y sont multiples
mais dans un modele expérimental de toxoplasmose chez la souris, la source était les
lymphocytes Th1 CD4+. Apres infection toxoplasmique, la libération d’IFN-y par les Thl
CD4+ induit le relargage massif des granules suivi d’une chute de la sécrétion de lyzozyme

et de défensine documentée 7 jours apres I’infection (98).

2.10 Les cellules chimiosensibles intestinales

Les cellules chimiosensibles de l’intestin gréle sont localisées dans I’épithélium et se
distinguent par 1’expression de nombreux genes impliqués dans les processus neuronaux
(transduction du gout sucré et salé¢ dans les cellules gustatives) et immunitaires (99). Elles
représentent une lignée indépendante de I’épithélium intestinal (100). Le groupe de Jay a
défini une combinaison de marqueurs assez robustes pour leur identification en routine,
proposant 1’utilisation d’anticorps dirigés contre les protéines Cox 1 et 2, la forme
hématopoiétique de la prostanglandine D2 synthase, ainsi que la protéine kinase associée
aux microtubules DCLKI1 (101). Les cellules chimiosensibles intestinales sont impliquées
dans la réponse immune anti-parasitaire de type-2 (102). A titre d’exemple, I’étude menée
par Howitt et al. constate 1’augmentation drastique du nombre de ces cellules au sein de
I’épithélium intestinal de souris infectées par différents parasites : Trichomonas muris
(protozoaire) et Heligmosomoides polygyrus, Trichinella spiralis et Nippostrongylus
brasiliensis (helminthes) (voir 1 exemple Figure 17) (102).
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Figure 17 : Fréquence des cellules chimiosensibles lors d'infection par Trichomonas
muris.

Les cellules chimiosensibles sont marquées grace a ['utilisation d 'un anticorps dirigé contre
DCLK]I. (Gauche) Images représentatives d 'une muqueuse intestinale de souris non infectée
et d’une souris infectée par un protozoaire. Dans ce modele, DCLKI est marqué en vert, la
E-cadherin en rouge les noyaux cellulaires en bleu. (Droite) Représentation graphique de
la fréquence des cellules chimiosensibles lors d’infection par le protozoaire (Modifié
d’apres Howitt et al. 2016 (102)).

Les cellules chimiosensibles détectent les parasites par la protéine G a-gustducine qui active
le canal Trpm5 et induit la dépolarisation cellulaire (102). En réaction aux parasites, les
cellules chimiosensibles sécrétent une quantité accrue d’IL-25 qui entraine a son tour la
production d’IL-13 par les ILC. Sous I’action de I’'IL-13, les cellules souches intestinales
subissent une reprogrammation a l’origine de la croissance du nombre de cellules

chimiosensibles (102).
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3 Quelques acteurs moléculaires de 'immunité intestinale

Cette partie a pour objectif de faire le point sur les acteurs dont le role dans [’inflammation
intestinale est montré ou suspecté. Ainsi, le mucus et les molécules anti-microbiennes sont
detaillés. Une part importante de cette synthese est réservée aux deux familles de récepteurs
largement impliqués dans les Maladies Inflammatoires Chroniques de [’Intestin : les

récepteurs Nod-Like et les récepteurs Toll-Like.

3.1 Le mucus

Le mucus et les mucines qui le composent peuvent étre considérés comme la premiére ligne
de défense contre les agents pathogénes en piégeant les microorganismes (103). Les mucines
peuvent étre scindées en 2 groupes : les mucines liées aux membranes dont MUCI est le
représentant le plus connu et les mucines sécrétées dont MUC2 est le représentant le plus
connu. Ainsi, le mucus est organisé en deux couches (cf.

Figure 18) :

La couche interne, située en surface de la membrane plasmique des cellules épithéliales, a
une épaisseur moyenne comprise entre 50 et 60 um, et assure la protection de I’épithélium.
Elle contient les mucines liées aux membranes et concentre les peptides antimicrobiens et
les IgA sécrétoires, établissant ainsi une barriére étanche aux bactéries en permettant leur
maintien a distance de ’épithélium (104).

La couche externe contient les mucines sécrétées. Elle sert essentiellement a la lubrification
et contient un nombre important de bactéries. Les chaines O-glycosylées présentent un
remarquable degré d'hétérogénéité et constituent ainsi un immense répertoire de sites
potentiels de liaison des microorganismes. L'adhésion des bactéries aux mucines permet de
limiter leur interaction avec I’épithélium et de favoriser leur élimination rapide avec le transit

(105).
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Figure 18 : Le mucus dans l'intestin gréle et dans le célon.

Dans [’intestin gréle, le mucus forme une barriere de diffusion qui contient les peptides
anti-microbiens et les IgA sécrétoires qui limitent la pénétration des bactéries. Dans le
colon, les bactéries sont contenues dans la couche externe et évacuées par les mouvements
peéristaltiques. La couche interne en contact avec l’épithélium est tres pauvre en bactéries et
protege [’épithélium (Johansson et Hansson, 2016 (103)).

L'importance du mucus a notamment ét¢é illustrée chez les souris déficientes en MUC2 qui
développent une colite spontanée due au contact des bactéries avec I’épithélium intestinal,

associée a une importante pénétration bactérienne dans les cryptes (106).

3.2 Les molécules anti-microbiennes

Plusieurs molécules anti-microbiennes sécrétées par 1’épithélium intestinal participent a
I’intégrité de la barri¢re intestinale. Les peptides anti-microbiens (PAMs) regroupent les
défensines et les cathélicidines.

e Les défensines sont de petits peptides cationiques aux propriétés bactéricides Gram-
négatif et Gram-positif en lésant la membrane bactérienne. Les défensines sont
divisées en a- et B-défensine selon la position de leur pont disulfure (107). Les o-
défensines HD-5 et HD-6 sont synthétisées de fagon constitutive par les cellules de
Paneth essentiellement dans ’intestin gréle (108). Elles sont sécrétées sous forme
inactive et subissent un clivage protéolytique par la trypsine dans la lumiére

intestinale (109).
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Les B-défensines sont synthétisées par plusieurs cellules de 1’épithélium intestinal
dont les entérocytes eux-mémes. On les retrouve tout au long de I’intestin gréle et du
cOlon.

En plus de leurs propriétés anti-microbiennes, les défensines ont la capacité d’induire
une réponse inflammatoire innée ou immunitaire adaptative grace a leurs propriétés
chimio-attractives (110).

Les cathélicidines constituent la 2°™ classe de PAMs. Hase et al. ont montré par
immunohistochimie que I’expression de LL-37/hCAP18 (LL-37/human Cationic
Antimicrobial Protein 18), un exemple de cathélicidine, était limitée aux cellules
épithéliales au sommet des villosités coliques chez I’humain (111). LL-37/hCAP18
présente des propriétés bactéricides larges contre les bactéries Gram-négatif et
Gram-positif qui ont été montrées in vitro deés les années 1990 (112). Ses effets sont
synergiques avec les défensines (113). Des effets chimiotactiques sur les
granulocytes neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes T sont également

démontrés chez I’humain (114).

Les molécules anti-microbiennes n’appartenant pas aux 2 classes de PAMs sont les lectines

de type C et de type X et les lysozymes C.

La lectine de type C humaine la plus étudiée est REG3a. Son homologue murin est
REG3y. Apres activation protéolytique par la trypsine, les lectines exercent leurs
actions antimicrobiennes contre les bactéries Gram-positif (115). Contrairement aux
PAMs, I’expression des lectines de type C est inductible via la stimulation des TLRs
des cellules de Paneth (116). La voie de signalisation fait intervenir MyD88 comme
en témoigne 1’expérience des souris déficientes pour MyDS88 dans les cellules de
Paneth et qui présentent une forte diminution de la synthése de REG3y et une
augmentation de la translocation bactérienne détectée dans les nceuds lymphatiques

mésentériques (116) (cf Figure 19).
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Figure 19 : Régulation de I’expression des molécules antimicrobiennes par le

microbiote.

Les cellules de Paneth détectent directement les bactéries commensales via les

récepteurs Toll-Like et induisent |’expression des genes codants pour Reg3y chez la
souris (Vaishnava et al., 2008 (116)).

Les cellules épithéliales intestinales peuvent également sécréter REG3y. Cette sécrétion

est stimulée par I'IL-22 et I'IL-33 comme en témoignent les modeles murins délétés

pour les génes codant pour I’IL-22 ou I’'IL-33. Les voies de signalisation font intervenir

mTOR, STAT3 et ERK1/2 (117).

e Les intélectines sont classées parmi les lectines de type X et sont produites par les

cellules caliciformes et les cellules de Paneth (118). L’intélectine humaine reconnait

les motifs bactériens glycosylés (119).

3.3 Lesimmunoglobulines A

Les immunoglobulines de type A (IgA) sont le facteur immunitaire adaptatif le plus abondant

dans la lumiére intestinale gréle. Leur concentration est moindre dans le colon (120). Les

IgA font ’objet d’un processus de sécrétion dans la lumicre intestinale. Elle sont alors

nommeées IgA sécrétoires (SIgA).
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3.3.1 Structure des IgA

Les immunoglobulines sont des protéines composées de chaines lourdes et légeres, chaque
chaine contenant une partie constante (C) et une partie variable (V). Les génes codant les

chaines légeres ou lourdes se situent a différents endroits du génome.

1. Chaines lourdes (u, 6, v1, y2, v3, v4, al, a2, €): Les genes sont localisés sur le
chromosome 14 chez ’homme

2. Chaines légeres kappa (k) : Les genes sont localisés sur le chromosome 2 chez
I’homme

3. Chaine légere lambda (A) : Les geénes sont localisés sur le chromosome 22 chez

’homme

3.3.2 Commutation de classe des immunoglobulines et hypermutation des
lymphocytes

Les cellules B naives n’expriment que les génes codant pour les IgM ou IgD. Le processus
de commutation de classe permet la synthése des autres Ig. En bref, les régions constantes
des différentes Ig sont codées par plusieurs exons organisés dans I’ordre suivant : Cp, C9,
Cy, Ce et Ca pour les chaines lourdes des Ig. Le processus de commutation de classe consiste
en une recombinaison de I’ADN ou I’exon Cp est remplacé par I’exon Ca pour 1’exemple
de I’'IgA. Cette délétion-recombinaison nécessite I’intervention d’une enzyme, la Activate-
Induced Desaminase (AID) et implique la génération de ruptures de I’ADN double-brin
suivies de réparations. La région variable fixant ’antigéne n’est pas altérée.
L'hypermutation somatique des lymphocytes B est un phénomene qui permet de générer la
diversité des immunoglobulines. Le principe repose sur 1’engagement d’un clone de
lymphocytes B activé vers un processus de recombinaisons génétiques des régions
hypervariables des chaines légeres et lourdes. Le processus d’hypermutation somatique
dépend également de I’activité de I’enzyme AID (121). Muramatsu et al. ont montré en 2000
que D’inactivation du géne codant pour ’AID chez des souris AID”" abolit le processus
d’hypermutation et la commutation de classe alors que la surexpression de 1’enzyme lors de
lymphome augmente la commutation des IgM en IgA. L’expression de I’enzyme AID dans
les lymphocytes B est induite par I’interaction CD40L-CD40 et par I’activation de la voie
NF«B (121).
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Les processus de commutation de classe des Ig et d’hypermutation des lymphocytes
conduisent a la sélection et a I’expansion au sein des centres germinatifs de lymphocytes B
produisant des IgA, IgG, ou IgE de haute affinité pour 1’antigéne (122).

L’orientation particuliére de la commutation de classe des Ig vers I’isotype A au sein des
muqueuses, et notamment dans le compartiment intestinal, semble dépendante de la
sécrétion de TGF-B1, produit par les lymphocytes T. Complexé aux récepteurs TGF-BRI/II
présents sur les lymphocytes B, le TGF-f1 conduit a 1’activation de la voie de signalisation
SMAD qui active la transcription de Ca (123). La sécrétion de TGF-1 est finement régulée
et implique la dissociation de la forme active de son complexe latent (LAP-latency-
associated peptide). Les différents signaux moléculaires requis ne sont pas complétement
identifiés mais nécessitent pour partie I’action de métalloprotéases (MMPs) notamment
produites par les CDs et les M® environnants (124). Par ailleurs, I’expression du récepteur

TGF-BRII a la surface des lymphocytes B est dépendante de la présence de monoxyde

d’azote (NO). Ainsi, les CDs et leur activité NO synthase inductible (iNOS") présentes dans
les plaques de Peyer, les nceuds lymphatiques mésentériques, et qui prédominent dans la
lamina propria, pourraient jouer un rdle important dans I’initiation des réponses IgA
intestinales. Ce mécanisme est soutenu par les observations de Tezuka et al. selon lesquels
les souris iNOS™" et les souris sauvages traitées avec un inhibiteur de iNOS ont une quantité
moindre de lymphocytes B IgA+ dans leur GALT et des concentrations sérique et fécale
moindres en IgA (125).

La différenciation terminale des pré-plasmocytes en plasmocytes sécréteurs d'IgA implique
la coopération des CEI, des CDs, des M@, et d’autres cellules de I’'immunité innée avec
celles de I’immunité adaptative, lymphocytes B et T. Les centres germinatifs des plaques de
Peyer reconstituent ce microenvironnement qui assure a la fois la capture des antigénes et le
recrutement des cellules immunocompétentes. La structure réticulée qui caractérise ces
formations lymphoides secondaires, favorise le contact entre les CPA et les lymphocytes B
et T. Par ailleurs, a la différence des autres structures lymphoides secondaires périphériques,
les plaques de Peyer présentent une activation constante de leurs centres germinatifs induite
par la présence microbienne intestinale. Ces structures semblent donc plus particuliérement
propices a I’initiation des réponses IgA intestinales induites par le microbiote. Toutefois, le
lieu ou les lymphocytes B effectuent leur commutation de classe vers le type A fait débat.
Les souris déficientes pour CD40 sont en effet incapables de développer des centres
germinatifs mais présentent une réponse IgA intestinale normale. Inversement, des souris

déficientes pour AID présentent un défaut de production d’IgA qui est associ¢ a une
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hyperplasie des centres germinatifs des formations lymphoides intestinales (126). Ces
données suggerent 1’absence de relation directe entre 1’activation des centres germinatifs des
structures lymphoides et I’initiation des réponses IgA intestinales, bien que ces deux
phénomenes soient fortement induits par la colonisation bactérienne. En effet, des données
récentes suggerent que 1’induction du changement de classe des Ig vers I’isotype A implique
différents mécanismes dissociables ou non de la réaction des centres germinatifs :

1. Des mécanismes de commutation de classe T-dépendants via I’interaction CD40L-

CDA40 s’¢établissant lors de la réaction des centres germinatifs, et
2. Des mécanismes T-indépendants ne nécessitant pas l’intervention des centres

germinatifs (127).

Les CEI jouent un réle important dans le processus de production des IgA intestinales. En
effet, elles interviennent dans le recrutement des lymphocytes B et produisent de maniére
constitutive des facteurs qui stimulent directement la production d'IgA via I'lL-6 et induisent
une commutation de classe des lymphocytes B (32). Egalement, I'immunité innée via
’activation des voies de signalisation impliquant les TLRs contribue a la production d’IgA
dans la lumiére intestinale. Ceci est illustré par I’étude de Shang et al. qui a consisté a
produire une ligné de souris transgéniques exprimant constitutivement une forme active de
TLR4 dans leurs cellules épithéliales intestinales. Ils observent alors un recrutement de
lymphocytes B dans la lamina propria et une augmentation de la concentration des IgA
fécales. Le recrutement des lymphocytes B semble 1i¢ a I’expression des chimiokines CCL20
et CCL28 par les CEI. La cytokine APRIL (A Proliferation-Inducing Ligand), membre de la
superfamille des TNFs, est impliquée dans I’induction du changement de classe des Ig vers
I’isotype A (128). Ceci illustre un mécanisme T-indépendant ne nécessitant pas

I’intervention des centres germinatifs.

3.3.3 Sécrétion trans-épithéliale des Immunoglobulines A

Les IgA sont principalement sécrétées par les plasmocytes sous forme de dimeres. Les
monomeéres sont associés par une piece jointe nommee « piece J ». Cette derniére possede la
capacité de se lier de fagon non covalente au récepteur des Ig polymériques exprimé au pole
basolatéral des entérocytes. Ce récepteur réalise la transcytose des Ig polymériques a travers
la cellule épithéliale intestinale. Une partie du récepteur des Ig polymériques, la picce

sécrétoire, reste associée aux Ig libérées dans la lumiére intestinale (cf. Figure 20).
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Le transport des IgM intestinales pentamériques au travers de 1’épithélium est identique a
celui des IgA alors que les IgG intestinales diffusent passivement a travers les espaces

intercellulaires (129).

Figure 20 : Transcytose des IgA
sécrétoires dans la lumiére
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propria se fixent aux récepteurs

(Poly-1g receptor) situés au pole

Dimeric IgA receptox.

s 4 r
\ % Enzymatios_, Secretory L’IgA fixée au récepteur est
transportée par endocytose vers

basal des cellules épithéliales.

le pole apical. Le récepteur subit

un clivage enzymatique qui libere
Vesicle

[’IgA et un fragment de récepteur
nommé « piece sécrétoire » (Punt

et al., 2018 (130)).

3.3.4 Roles des IgA

Les SIgA exercent une action d’exclusion immunitaire en fixant les micro-organismes de
maniére non covalente. Ce processus permet de bloquer les adhésines microbiennes,
d’inhiber la motilité et de faciliter leur piégeage dans le mucus (131). Ce mécanisme permet
I’¢élimination des complexes SIgA-bactéries par le flux luminal favorisé par I’interaction de
la piece sécrétoire au mucus (132). Les SIgA qui se complexent aux bactéries de la lumicre
contrdlent a la fois la translocation bactérienne dans la muqueuse intestinale, leur
dissémination en périphérie et participent a réguler la densité et la diversité des populations
bactériennes luminales (133). Les IgA intestinales assurent a la fois un role de défense
immune contre les pathogenes bactériens ou viraux et un role de tolérance immune en
régulant les rapports homéostatiques entre I’hote et son microbiote (129). Les mécanismes
de régulation de 1’écologie microbienne par les IgA ne sont cependant pas clairement
identifiés. De facon remarquable, Wesener et al. montrent que la compensation de 1’absence
d’IgA par une hyperproduction d’IgM chez les souris déficientes en AID ne permet ni de

contenir les bactéries dans la lumiere, ni de réguler 1’écologie microbienne et conduit a une
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hyperactivation des centres germinatifs intestinaux et systémiques chez les souris (134). Ces
résultats renforcent I’hypothése d’un rdle clé des IgA dans le controle de ’homéostasie avec
le microbiote. Par ailleurs, une étude récente utilisant un modéle murin porteur d’une
mutation bloquant spécifiquement 1’activité de I’ AID a permis de souligner I’importance de
la diversité du répertoire des IgA produites en réponse a la colonisation bactérienne, dans la
régulation des rapports homéostatiques hote-microbiote. En effet, en I’absence d’IgA
hypermutées les bactéries proliférent dans la lumiére intestinale et traversent la muqueuse
(135). Ces derniers résultats montrent, qu’en conditions physiologiques, la fonction de
protection des IgA sécrétées dans la lumiére du tube digestif n’est effective que lorsque
celles-ci subissent le processus d’hypermutation somatique. Ceci souléve en outre la
question du degré d’affinité et donc nécessairement de la spécificité des IgA induites par la

colonisation microbienne.

3.4 Les Récepteurs a Reconnaissance de Forme

Les PRRs jouent un rdle essentiel dans I’activité du systéme immunitaire inné car ils
permettent la détection initiale des microbes. Les PRR reconnaissent PAMPs ou les motifs
endogenes issus de la dégradation cellulaire (DAMP). Les PRRs activent les voies de
signalisation qui conduisent a I'induction de la réponse immunitaire innée en produisant des
cytokines inflammatoires comme les interférons. Ce processus, en plus d’induire une
réponse immunitaire immeédiate via l'inflammation, initie une réponse adaptative spécifique

d’antigene.

Plusieurs classes de PRRs sont présentes chez les mammifeéres (136) :
e Les récepteurs Toll-Like (TLR),
o Lesrécepteurs nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-Like (NLRs),
o Les récepteurs retinoic acid inducible gene-I1 (RIG-1)-Like (RLRs),
e Les récepteurs lectine de type C (CLRs),
o Les récepteurs de type absent-in-melanoma (AIM)-Like (ALRs),
e Les détecteurs intra-cellulaires d’ADN de type cGAS.

Les ALRs et les détecteurs intra-cellulaires d’ADN de type cGAS ne sont pas développés ici.

Les RLRs et CLRs sont présentés rapidement. Un partie importante de cette synthese est
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réservée aux NLRs et aux TLRs car leur implication dans les MICI de [’homme a été

montrée.

3.4.1 Les récepteurs de type RIG-I-Like

La famille des RLRs est composée de RIG-I, de melanoma differentiation-associated gene
5 (MDAS) et de LGP2 (137). Les RLRs sont structurés en 2 domaines N-terminaux caspase
recruteur (CARDs), d’un domaine central DEAD box helicase/ATPase et d’'un domaine
régulateur C-terminal. Ils sont localisés dans le cytoplasme et reconnaissent I’ARN viral.
L’expression des RLRs est nettement augmentée sous 1’effet de I'IFNy ou lors d’infection

virale (138).

3.4.2 Les récepteurs lectine de type C

La famille des CLRs est composée de Dectine-1, Dectine-2 et MINCLE. Elle est
caractérisée par un domaine fixant les chaines glucidiques. Les CLRs sont exprimés
essentiellement par les CDs. Ils reconnaissent les glucides des microorganismes comme les
virus, les mycobactéries et les fungi (139). Aprés reconnaissance des motifs glucidiques
portés par 1’agent pathogene, Dectine-1, Dectine-2 et MINCLE induisent 1’expression de
genes codant pour des cytokines proinflammatoires. Le facteur de transcription NF-xB est
un des médiateurs clés de I’induction de I’expression génique des cytokines. D’autres CLRs
comme DC-sIGN, CLEC4C, DCIR et MICL modulent I’expression génique des cytokines
induites par la voie des TLRs (139).

3.4.3 Les récepteurs NOD-Like

Les protéines NOD1 et NOD2 pour « Nucleotide-binding and Oligomerization Domainy» ont
donné leur nom a cette famille. Chez ’humain, 22 NLRs sont identifiés et peuvent étre
classés en 4 sous-familles selon leur domaine N-terminal (140) :
1. Les NLRA sont caractérisés par leur domaine de transactivation acide
2. Les NLRB sont caractérisés par leur domaine de type inhibiteur du baculovirus
3. Les NLRC sont caractérisés par leur domaine d’activation et de recrutement caspase
(CARD)

4. Les NLRP sont caractérisés par leur domaine pyrine.
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Certains NLRs n’interviennent pas directement dans la reconnaissance des PAMPs et
DAMPs et jouent un rdle dans la régulation immunitaire. Par exemple, CIITA qui appartient
a la sous-famille des NLRA, régule I’expression des molécules du CMH II avec une action
directe sur la transcription. Seuls sont détaillés ici les NLRs qui interviennent en tant que

PRR.

Le Tableau 3 répertorie les principaux NLRs avec une action de PRR.

Tableau 3 : Principaux récepteurs de type NOD-Like (NLRs) et leur fonction PRR.
(Modifié d’apres Kim et al., 2016 (141)).

Sous-
PRRs Ligand Fonction
famille
Pyroptose et inhibition de
NLRB NAIP Flagelline
I’apoptose
NOD1 Acide diaminopimélique (Gram -) Autophagie
muramyldipeptide (Gram + et Gram -) et )
NOD2 Autophagie
NLRC ARN viral
Pyroptose et maturation
NLRC4 Flagelline
des phagosomes
muramyldipeptide (Gram + et Gram -) et
NLRPI yldipeptide ( )
toxine léthale de I’anthrax
NLRP
NLRP3 DAMPs
NLRP7 Lipopeptides

3.4.3.1 Structure et localisation des NLRs

Les protéines NLRs possédent une organisation centrale commune dite NACHT, un
domaine N-terminal effecteur et un domaine C-terminal riche en leucines. Le domaine
NACHT est impliqué dans I’activit¢é dNTPase et 1’oligomérisation (142). L’extrémité C-
terminale est impliquée dans la reconnaissance des ligands. L extrémité N-terminale a une
fonction effectrice en interagissant avec d’autres protéines. La localisation des NLRs est

cytoplasmique (143).

3.4.3.2 Fonctions des NLRs
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L’activité des NLRs avec fonction PRR peut étre scindée en 3 catégories : 1’autophagie, la

production de cytokines inflammatoires et la formation de I’inflammasome.

Autophagy Signal Inflammasome formation
transduction
MDP Alum Flagellin
\ " TR MDP  iE-DAP Anthraxtoxin ATP  Lipopeptide Yersinia  Rod protein
U E"E v 7 Y cytoplasm
@D v v

/ ‘ IL-1p
ProIL-1p
ProIL-18
(=]
Qﬁ >
w P AR
autolysosome P i S e
@ Proinflammatory cytokine

P S A R

nucleus

Figure 21 : Fonctions des récepteurs NOD-like (NLRs) ayant un role de PRR.

NOD? induit I’autophagie des bactéries en recrutant ATGI16L1 a la membrane plasmique.
NODI et NOD2 reconnaissent [’acide diaminopiméliqgue (iE-DAP) et le
muramyldipeptide (MDP) bactérien respectivement ; puis, ils activent les voies impliquant
NF-xB et MAP kinase (MAPK) aboutissant a la production de cytokines proinflammatoires.
NLRP?2 et NLRP4 régulent négativement la voie de NF-kB. Les NLRs situés dans le cercle
orange forment l’inflammasome et convertissent les procytokines en formes actives d’IL-1
et d’IL-18 par activation de la caspase-1 (Modifié d’apres Kim et al, 2016 (141)).

3.4.3.3 Autophagie

Le processus d’autophagie est un mécanisme fondamental de I’homéostasie cellulaire au
cours duquel la cellule autodigére une partie de son cytoplasme. Ce processus est utilis¢ par
la cellule eucaryote pour ¢éliminer des organelles ou des agents pathogeénes. D’autres roles
biologiques qui dépassent le cadre de cette présentation sont égalemement bien documentés
: développement, vieillissement, dégénérescence, présentation d’antigénes via le MHC 11
(144). NODI et NOD2 peuvent induire I’autophagie d’agents pathogeénes en recrutant la
protéine membranaire Autophagy-related 16-like-1 (ATG16L1) (145) (cf. Figure 22).

63



o v

w=»

NOD1

iE-DAP ars) oo NI

LRRs

+ NOD2

LRRs

[M Atg7, Mﬂ““) — l

Lysosome
Autophagosome

Q( Bacterial clearance )

Figure 22 : Induction de I’autophagie par les récepteurs NOD-like.

L’extrémite C-terminale riche en leucine de NOD1 et NOD?2 reconnait les motifs bactériens
acide diaminopimélique (iE-DAP) et le muramyldipeptide (MDP), respectivement, dans le
cytosol. NODI et NOD?2 induisent la formation de |’autophagosome apres intervention des
protéines Autophagy-related (ATG) 5, 7 et 16-like-1. Apres fusion avec un lysosome,
["autolysosome élimine la bactérie et participe a la présentation de [’ antigéne en s appuyant
sur les molécules du MHC II (Oh et Lee, 2014 (146)).

3.4.3.4 Production de cytokines inflammatoires

NODI1 reconnait ’acide diaminopimélique (iE-DAP) qui est un peptidoglycan de la
membrane des bactéries Gram-négatif (147). NOD2 reconnait le muramyldipeptide (MDP)
de la membrane des bactéries Gram-négatif et Gram-positif (148). NOD1 et NOD2 activent
les voies de NF-kB et MAPK aboutissant a 1’expression de cytokines proinflammatoires
(147). Plus précisément, la dégradation de la protéine inhibitrice IkB-a par phosphorylation
et ubiquitination permet la libération de NF-kB dans le cytosol et son passage jusqu'au
noyau. NF-«B induit alors I'activation de la transcription des génes codant pour les cytokines

proinflammatoires (149).
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En revanche, NLRC3 et NLRP2/4 ont un effet de régulation négative de la voie impliquant
NF-«B en modifiant le TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) (150).

3.4.3.5 Formation de I'inflammasome

L’inflammasome est un complexe protéique multimérique qui active la caspase-1 (151).
Cette derniere induit le processus de maturation des procytokines en IL-1f et IL-18 ainsi que
le processus de pyroptose qui désigne la mort cellulaire inflammatoire. La pyroptose conduit
a la libération massive de DAMPs et au renforcement de la réponse immunitaire.
L’inflammasome est activé par 8 membres des NLRs (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6,
NLRP7, NLRP12, NLRC4 et NAIP). La formation de I’inflammasome est initiée par des
PAMPs bactériens, viraux, fongiques et protozoaires ainsi que par des DAMPs et des

stimulants environnementaux (silice, radiation UV, ...) (151).

3.4.4 Les Toll-Like Receptors

Parmi les PRRs, les TLRs sont les mieux caractérisés. Le nom de TLR vient de ’homologie
avec une famille de molécules retrouvée chez la drosophile (Drosophila melanogaster), dont
le principal membre est 7o/l.

La famille des TLRs comprend 10 membres (TLR1 — TLR10) chez I’humain et chez le chien
alors que 12 membres sont identifiés chez la souris (152).

Les TLRs sont des récepteurs membranaires qui reconnaissent les PAMPs comme les

lipides, les lipoprotéines, les protéines ou les acides nucléiques (136).

3.4.4.1 Structure générale et localisation des TLRs

Les TLRs sont des dimeéres associés en hétérodimeres (TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6) ou en
homodiméres. Chaque TLR est composé d’un domaine externe, d’un domaine
transmembranaire et d’un domaine interne qui initie les voies effectrices de signalisation.
Le domaine externe est riche en leucines. C’est le site d’interaction spécifique avec les
PAMPs (153).

La partie interne (cytoplasmique) est constituée d’un domaine Toll/IL-1R (TIR) impliqué
dans la transduction du signal. Le recrutement cytoplasmique de protéines contenant des
domaines TIR telles que MyD88 et TRIFF est a 1’origine de ’activation des voies de
signalisation impliquant NF-kB, IRFs ou MAP kinase et aboutissant a I’expression de

cytokines, de chimiokines ou d’IFN de type I. La localisation cellulaire est importante dans
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la régulation de la signalisation. De méme, les spécificités cellulaires des voies effectrices
impliquées déterminent les particularités de la réponse immune innée.
Les TLRs sont exprimés dans les cellules immunitaires innées telles que les CDs et les M®
ainsi que les cellules non-immunitaires comme les fibroblastes et les cellules épithéliales.
Les TLRs peuvent &re scindés en 2 catégories selon leur localisation : la membrane
cytoplasmique et la membrane des endosomes.
e Les TLRs de la membrane cytoplasmique incluent TLR1, TLR2 , TLR4, TLRS,
TLR6 et TLR10
e Les TLRs localisés a la membrane des endosomes incluent TLR3, TLR7, TLRS,
TLRO9 chez I’homme et le chien auxquels s’ajoutent TLR11, TLR12 et TLR13 chez
la souris (154).

3.4.4.2 Reconnaissance des PAMPs par les TLRs

Les TLRs de la membrane cytoplasmique reconnaissent essentiellement les composés de la
paroi microbienne comme les lipides, les lipoprotéines et les protéines (cf. Tableau 4).
TLR4 reconnait les LPS bactériens. TLR2 en combinaison avec TLR1 ou TLR6 reconnait
une variété de PAMPs comme les lipoprotéines, les peptidoglycanes, 1’acide lipotéichoique,
le zymosane, les mannanes et le glycosylphosphatidylinositol (154). TLRS reconnait la
flagelline des bactéries flagellées (136). Chez I’humain et le chien, TLR10 s’associe a TLR2
pour reconnaitre les ligands issus de Listeria (155). TLR10 est également impliqué dans la
reconnaisance du virus influenza A (156).

Les TLR de la membrane des endosomes (TLR3, 7, 8 et 9) reconnaissent les acides
nucléiques bactériens et viraux ainsi que 1’acide nucléique endogéne comme lors de maladie
autoimmune (157). TLR3 reconnait I’ARN viral double brin, les petits ARN interférents et
I’ARN endogene issu de la dégradation cellulaire (158). TLR7 est préférentiellement
exprimé par les CDs plasmacytoides et reconnait I’ARN viral simple brin et ’ARN de
Streptococcus B (159). TLRS reconnait I’ARN viral et bactérien (160). TLR9 reconnait

I’ ADN bactérien et viral riche en motifs CpG non méthylés.
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Tableau 4 : Principaux récepteurs Toll-Like (TLRs) identifiés et leurs ligands chez

I’humain.
(Modifié d’apres Kim et al, 2016 (141))

PRRs Localisation Principaux Provenance du ligand
ligands
TLR
TLR1 | Membrane Triacyl Bactérie
plasmatique lipoprotéine
TLR2 | Membrane Lipoprotéine Bactéries, virus, parasites, antigénes du
plasmatique soi
TLR3 | Endolysosome ARN Virus
TLR4 | Membrane LPS Bactéries, virus, soi
plasmatique
TLRS5 | Membrane Flagelline Bactéries
plasmatique
TLR6 | Membrane Diacyl lipoprotéine | Bactéries, virus
plasmatique
TLR7 | Endolysosome ARN Bactéries, virus, soi
TLRS8 | Endolysosome ARN Bactéries, virus, soi
TLRY | Endolysosome Motifs CpG Virus, bactéries, protozoaires, soi
TLR10 | Endolysosome Inconnu Inconnu
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Globalement, la signalisation des TLRs peut étre séparée en 2 grandes voies : la voie

impliquant MyD88 et la voie impliquant TRIF :

Voie de signalisation impliquant MyD88 : Cette voie concerne tous les TLRs sauf

TLR3. Aprés ’activation d’un TLR, MyD88 forme un complexe avec un membre de
la famille des IRAK kinases. Le complexe ainsi formé est nommé Myddosome (161).
Au cours de la formation du Myddosome, IRAK4 active IRAK1 qui est ensuite
autophosphorylé sur plusieurs sites et libéré (162,163). IRAK1 est associé au
domaine RING de 1’ubiquitine ligase TRAF6 qui favorise la polyubiquitination de
TRAF6 lui-méme et du complexe protéine kinase TAK1. TAKI est un membre de
la famille des MAPKKK (MAP kinase kinase kinase) et forme un complexe avec les
sous-unités régulatrices TAB1, TAB2 et TAB3 qui interagissent avec les chaines
ubiquitines générées par TRAF6 et qui activent TAK1 (164,165). A son tour, TAKI
active la voie du complexe IKK-NF-«B et la voie MAPK. TAK1 se fixe au complexe
IKK via les chaines ubiquitines ce qui permet la phosphorylation et 1’activation
d’IKKB. Le complexe IKK induit également la phosphorylation de la protéine
inhibitrice d’NF-kB, IkBa. Cette derniére subit alors une dégradation par le
protéasome permettant ainsi la translocation d’NF-kB dans le noyau et 1’induction
de I’expression de génes codants pour des protéines proinflammatoires (cf. Figure
23).

Voie de signalisation impliquant TRIF : Cette voie concerne TLR3 (voie exclusive)

et TLR4. TRIF interagit avec TRAF6 et TRAF3. TRAF6 recute la kinase RIP-1 qui

a son tour active le complexe TAK1 aboutissant a la libération d’NF-kB, 1’activation
des MAPKs et I’induction de cytokines inflammatoires.

En revanche, TRAF3 recrute les kinases TBK1 et IKKi ainsi que NEMO pour la
phosphorylation de IRF3. IRF3 forme alors un dimere qui est transloqué dans le
noyau et qui induit I’expression des génes codant pour les IFNs de type I (154).

Les E3 ubiquitine ligases de la famille Pellino sont impliquées dans la signalisation
des TLRs (166). Pellino-1 est phosphorylée par TBKI1/IKKi et facilite ainsi
I’ubiquitination de RIP-1 puis I’activation d’NF-xB par la voie TRIF (167). De plus,
Pellino-1 régule I’activation d’IRF3 en fixant le facteur de transcription DEAF-1 qui
favorise I’interaction entre IRF3 et le promoteur IFNf (166) (cf Figure 23).
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Figure 23 : Les 2 principales voies de signalisation des TLRs.

Les voies impliquants MyDS88 sont utilisées par tous les TLRs excepté TLR3. La voie
impliqguant MyD88 donne lieu a [’activation des complexes MAPKK et IKK résultant en
["activation et la translocation nucléaire de AP-1 et NF-kB. TLR4 peut également induire la
voie impliquant TRIF. Cette voie de signalisation est la seule possible pour TLR3. TRIF peut
interagir avec TRAF6 de la voie MyDS88-dépendante et aboutir a [’activation d’AP-1 et NF-
kB. Elle peut également interagir avec RIP-1 et induire la formation de NF-kB. Egalement,
TRIF peut interagir avec TRAF3 ce qui induit la translocation nucléaire de IRF3 et IRF7
(Modifiée d’apres Gay et al., 2014 (168)).
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La structure de différents TLRs associés a leurs ligands respectifs a été déterminée par
cristallographie. C’est le cas pour les LPS fixés a TLR4, les lipopeptides fixés a TLR2/TLR1
ou TLR2/TLR6, la flagelline fixée a TLRS, ’ARN double brin fix¢é a TLR3 et
I’imidazoquinoline R848 fixé a TLRE (169-171). Le dimeére fixé a son ligand prend une
forme de « M » qui permet la proximité entre I’extrémité C-terminale du domaine externe et
la partie juxtamembranaire.

Le rapprochement de I’extrémité C-terminale de la partie juxtamembranaire permet la
dimérisation du domaine TIR et I’initiation des voies de signalisation.

L’analyse cristallographique des complexes protéiques montre que les voies de signalisation
reposent sur des interactions homo- et hétérotypiques entre les domaines TIRs et les
protéines adaptatrices MyD88, MAL, TRIF ou TRAM. Les mod¢lisations suggerent que le
domaine TIRs forme un homodimeére symétrique au sein duquel se forme une boucle « BB »
ou les interactions moléculaires sont importantes (172). A titre d’exemple, les voies de
signalisation de TLR4 peuvent impliquer MAL/MyD88 et TRAM/TRIF. Les mod¢les
prévoient une fixation de MAL et TRAM aux mémes sites symétriques formés a I’interface
avec le dimeére TIR. Il n’est pas connu si MAL et TRAM peuvent se fixer simultanément au
domaine TIR. La fixation de MAL ou TRAM a TIR crée une nouvelle conformation dans
laquelle MyD88 et TRIF peuvent s’insérer. La structure de ce complexe protéique fixant
MyD88 ou TRIF n’est pas décrite ce qui peut signifier que les liaisons sont transitoires et/ou
faibles (171). La structure cristalline des différents domaines TIRs suggére qu’il n’existe pas
une dimérisation commune a tous les TLRs mais plutdt une spécificité de conformation qui
correspond sans doute a une spécificité d’interaction et de fonction de chaque domaine TIR

(173).
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Figure 24 : Modélisation
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En plus de son domaine TIR, MyD88 posséde un death domaine (DD) a I’extrémité N-
terminale. Apres fixation du domaine TIR de MyD88 au domaine TIR du TLR, le DD change
de conformation et peut ainsi recruter IRAK. Les études biophysiques montrent que le DD
de MyD88 s’assemble avec IRAK-4 sous la forme du complexe stable nommé Myddosome.
L’analyse cristallographique du Myddosome montre 1’assemblage de six MyD88, quatre
IRAK-4 et quatre IRAK-2DDs (171).

Encadré 1 : Organisation macromoléculaire des Toll-Like Receptors et des voies de
signalisation.
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3.4.4.3 Meécanismes de régulation des TLRs

La protéine aux multiples domaines transmembranaires UNC93B1 controle le trafic
intracellulaire des TLRs du réticulum endoplasmique vers les endosomes. UNC93B1 régule
la suractivation de TLR7 via I’action contre-régulatrice de TLR9. La protéine PRAT4
(Protein Associated with TLR4) intervient également dans le contrdle du trafic
intracellulaire en régulant la sortie de TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 et TLRY du RE vers les
endosomes ou la membrane plasmatique (174). La protéine gp96 fonctionne comme une
protéine chaperon pour la plupart des TLRs y compris les TLRs de la membrane
cytoplasmique et les TLRs des membranes endosomales (175). Yang et al. montrent in vitro
que les M® n’exprimant pas la protéine gp96 ne répondent pas aux ligands de TLR2, TLR4,
TLRS, TLR7, and TLRO. Ils montrent également que 1’absence de réponse n’est pas due a
une anomalie transcriptionnelle ou traductionnelle mais bel et bien a une perte de fonction
des TLRs en I’absence de gp96 (175).

Dans les endosomes, les TLRs impliqués dans la reconnaisance d’acides nucléiques
subissent un clivage protéolytique par les cathepsines B, S, L, H et K et par

’asparginylendopeptidase pour aboutir a leur conformation fonctionnelle (176).

Les deux voies de signalisation précédemment décrites interagissent entre elles et font 1’objet
de mécanismes de régulation :

e TLR4 active simultanément les voies impliquant MyD88 et celles impliquant TRIF.
TRAF3 est incorporée dans le complexe MyDS88 ainsi que dans le complexe TRIF
lors de stimulation du TLR4. TRAF3 dans le complexe MyD88 est ensuite dégradé
ce qui induit I’activation de TAK1. Par conséquent, en plus de son role de stimulation
de la voie impliquant TRIF, TRAF3 inhibe la voie impliquant MyDS8.
NRDP-1, une E3 ubiquitine ligase, fixe et ubiquitine MyD88 et TBK1 ce qui atténue
la production de cytokines inflammatoires et induit une réponse préférentiellement
axée sur la production d’IFN I (177).
Les molécules du MHC 1I localisées dans les endosomes des CPAs activent la
tyrosine kinase Btk via une costimulation avec le récepteur CD40. Btk activé
interagit avec MyD88 et TRIF et promeut leur voie respective aboutissant a la
production de cytokines inflammatoires et d’IFN I (178).

e Plusieurs récepteurs transmembranaires modulent la signalisation des TLRs. A titre

d’exemple, CD14 agit comme co-récepteur de TLR4 et MD-2 pour la reconnaisance

72



des LPS. Il induit I’endocytose de TLR4 médiée par ITAM-Syk et PLCy2. La fusion
avec les endosomes est a 1’origine de 1’activation des voies impliquant TRIF (179).
CD14 est ¢galement impliqué dans les voies initiées par TLR7 et TLR9 (180).

e Les voies de signalisation des TLRs sont régulées négativement par un certain
nombre de molécules et de voies régulatrices. Par exemple, la voie MyDS88 est
inhibée par ST2825, SOCS1 et Cbl-b. La voie TRIF est inhibée par SARM et TAG
(181). Toutes ces molécules s’associent a MyD88 ou a TRIF pour inhiber la fixation
aux TLRs et aux molécules effectrices. TRAF3 est régulé négativement par SOCS3
et DUBA (182). Les molécules inhibitrices de TRAF6 sont A20, USP4, CYLD,
TANK, TRIM38 et SHP (183,184). TAK1 est inhibé par TRIM30a et A29 (185).
Par ailleurs, le facteur de transcription NF-kB est inhibé par Bcl-3, IkBNS, Nurrl,
ATF3 et PDLIM?2 alors qu’IRF3 est négativé par Pinl et RAUL (186). La stabilité
des ARNm codants pour les molécules de signalisation est régulée par les microARN
comme miR-146a, miR-199a, miR-155, miR-126, miR-21, miR-29, miR-148/152 et
miR-4661 (184). Egalement, la stabilit¢ des ARNm codants pour les cytokines est

régulée par Regnase-1 et TTP (184).
Les données mécanistiques sont essentiellement issues de modéles d’animaux de laboratoire

et, pour certaines, de ’humain (cf. Encadré 3). Les mécanismes spécifiques au chien sont

peu documentés.
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Comme I’humain, le chien développe des entéropathies chroniques (EC) caractérisées par
des signes cliniques comme des vomissements, de la diarrhée, des borborygmes, de
I’hyporexie, de la douleur abdominale, des nausées et/ou une perte de poids. Le diagnostic
repose sur I’exclusion des causes extra-intestinales (maladie hépatique, pancréatique ou
rénale, hypocorticisme et hypercalcémie), les causes infectieuses ou parasitaires et les

maladies intestinales d’une autre origine (corps étranger, tumeur,...) (187).

L’objectif de cette partie est de faire le point sur les connaissances actuelles sur les MICI
de ’homme et du chien, et de faire le lien avec les perturbations immunitaires qui

accompagnent la maladie.

1 Classification des entéropathies chroniques du chien

La classification des entéropathies chroniques du chien a longtemps reposé sur le type
Iésionnel a I’examen histologique. Ainsi, on distinguait les entérites lymphoplasmocytaires
(les plus fréquentes), des entérites €osinophiliques, des entérites neutrophiliques, des
entérites granulomateuses. La limite de cette classification a été montrée par de nombreuses
¢tudes qui constatent 1’absence de lien entre le type Iésionnel le plus fréquent (infiltration
lymphoplasmocytaire) et I’éventuelle nécessité d’un traitement immunomodulateur (188).
Pour cela, une classification reposant essentiellement sur la réponse thérapeutique est
actuellement utilisée (cf. Tableau 5). Les EC peuvent donc étre subdivisées
rétrospectivement en :
1. Entéropathie répondant au changement alimentaire (FRE pour Food Responsive
Enteropathy),
2. Entéropathie répondant aux antibiotiques (ARE pour Antibiotic Responsive
Enteropathy),
3. Entéropathie répondant au traitement immunomodulateur (IRE pour
Immunomodulatory Responsive Enteropathy),

4. Entéropathie réfractaire (189).

Cette classification a le mérite de pouvoir étre utilisée en clinique quotidienne car elle
reprend la démarche diagnostique et thérapeutique en pratique (cf II 3 Démarche
diagnostique générale). Par exemple, la réponse au changement alimentaire est fréquente

(47% des cas) lors de diarrhée chronique chez le chien mais il est rarement possible
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d’identifier la raison de I’amélioration constatée (intolérance, allergie, modulation du
microbiote, ...) (190).

Toutefois, certaines entités s’intégrent difficilement dans cette classification car elle ne tient
pas compte des données lésionnelles ou mécanistiques lorsqu’elles sont connues. Par
exemple, les entéropathies avec pertes de protéines (PLE pour Protein Losing Enteropathy)
connaissent de nombreuses causes et peuvent répondre a un changement alimentaire, mais
peuvent aussi relever d’un traitement immunomodulateur pour contréler un processus
inflammatoire ou relever d’une chimiothérapie anti-cancéreuse lors de lymphome digestif.
Autre exemple, la colite granulomateuse des boxers et des bouledogues frangais (cf.
Encadré 2) est une maladie inflammatoire dont les caractéristiques 1ésionnelles sont proches
de la MC mais dont le traitement reléve de l’antibiothérapie. Stricto sensu, la colite
granulomateuse des boxers et des bouledogues francais fait partie des entéropathies
répondant aux antibiotiques. Toutefois, le processus diagnostique est nettement plus

complexe que le simple essai de traitement.

Quand le terme de MICI est utilisé chez le chien, il implique que :
e Les causes extra-intestinales aient été écartées,
e Les causes infectieuses et parasitaires aient été écartées,
e Les causes non-inflammatoires (corps étranger ou tumeurs) aient été écartées,
e Les essais de changements alimentaires aient été effectués et qu’ils aient échoué,
e Un essai de traitement antibiotique ait ét¢ mené et qu’il ait échoué,
e Une infiltration inflammatoire du tube digestif ait ét¢ mise en évidence sur I’analyse
des biopsies,

e Un traitement immunomodulateur soit nécessaire
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Tableau 5 : Classification actuelle des entéropathies chroniques canines.

Abréviation Signification Caractéristiques

FRE Food-Responsive Amélioration clinique aprés changement alimentaire
Enteropathy

ARE Antibiotic-Responsive Amélioration clinique avec le traitement antibiotique
Enteropathy

PLE Protein Losing | Mise en évidence d’une hypoalbuminémie sans pertes
Enteropathy urinaires et sans insuffisance hépatique. Possibilité

d’évaluer les pertes protéiques fécales en mesurant

’inhibiteur de la protéase-al dans les selles.

MICI Maladie Inflammatoire |e Bilan complet permettant d’écarter les causes extra-

Chronique de I’Intestin intestinales et intestinales de troubles digestifs
chroniques (cf. Tableau §8).

e Absence d’amélioration avec les essais diététiques et
antibiotiques.

e Confirmation d’une inflammation et exclusion d’une
infiltration tumorale sur [’analyse des biopsies
digestives.

o Nécessité d’un traitement immunomodulateur.

e Peut étre sous-classée en IRE ou NRE

IRE Immunomodulatory- Amélioration clinique avec le traitement corticoide ou
Responsive Enteropathy | autre immunomodulateur

NRE Non-Responsive Absence d’amélioration clinique avec le traitement
Enteropathy corticoide ou autre immunomodulateur.

Chez I’humain, les MICI comprennent la Maladie de Crohn (MC) et la Recto-Colite
Hémorragique (RCH). Les causes exactes des MICI chez ’humain et chez le chien sont
inconnues. Il a été proposé que leur physiopathologie implique certainement une réponse
immunitaire inadaptée envers des antigénes commensaux du microbiote chez des individus
génétiquement prédisposés (191). A ’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif. La
maladie est gérée par une combinaison de traitements immunomodulateurs, des adaptations

diététiques, des antibiotique et parfois une résection chirurgicale.

2 Aspects cliniques
2.1 Symptomes

Les manifestations cliniques des MICI sont assez variées et peu spécifiques.

Chez le chien, les signes sont influencés par la phase active ou inactive de la maladie et par
la survenue de complications telles que des pertes protéiques digestives et/ou un déficit en
cobalamine (192). Les vomissements et la diarrhée sont les signes les plus fréquemment
observés et ils sont parfois accompagnés d’une diminution de I’appétit et d’une perte de
poids. L’inflammation gastrique et duodénale est plus souvent associée a des vomissements

et de la diarrhée liquide. L’inflammation colique est plus fréquemment associée a une
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diarrhée bouseuse, de I’hématochézie, du mucus, du ténesme et de 1’épreinte. Les maladies
affectant a la fois le colon et I’intestin gréle induisent généralement des signes gastro-
intestinaux mixtes. Les entérites graves peuvent &étre a [’origine de pertes protéiques
plasmatiques qui entrainent de 1’ascite, de 1’épanchement pleural et/ou des cedémes
périphériques déclives (193). Un prurit est sporadiquement rapporté (194).

L’expression clinique de la maladie est généralement cyclique et caractérisée par des phases
d’exacerbation spontanée et de rémission. Les facteurs a 1’origine des phases d’aggravation
ne sont que rarement identifiés mais un changement alimentaire, 1’exposition a un agent

pathogene ou a un médicament sont parfois impliqués.

Chez I’humain, les symptomes de MC sont assez variables et incluent habituellement de la
douleur abdominale, une perte de poids et une diarrhée chronique. Des signes systémiques
comme de 1’anorexie sont assez fréquents. Des signes nocturnes, des manifestations extra-
intestinales concernant la bouche, la peau, les yeux ou les articulations, des épisodes d’abces
ou de fissures anales sont possibles (3).

Les symptomes de RCH dépendent de 1’étendue et de la gravité de la maladie et incluent une
diarrhée hémorragique, des saignements rectaux, du ténesme et des défécations impérieuses
voire de I’incontinence fécale. Des défécations nocturnes et une importante fatigue sont
fréquemment rapportées. Une augmentation de la fréquence des défécations, de la douleur
abdominale, de I’anorexie et de la fievre peuvent étre présents dans les cas graves. Une
arthropathie axiale ou périphérique, une épisclérite et un erythema nodosum accompagnent
les signes cliniques dans 10 a 20 % des cas et peuvent précéder les symptomes digestifs chez

10 % des patients (195).

2.2 Index d’activité clinique de la maladie

La description clinique de la maladie est une étape importante permettant de la caractériser.
Les index cliniques sont les plus largement utilisés chez I’humain et chez le chien. Ils
¢évaluent ’intensité de la maladie au moment du diagnostic et permettent d’apprécier la
réponse au traitement et d’évaluer le pronostic (196). La plupart des index cliniques validés
chez ’homme et chez le chien reposent sur des paramétres similaires comme présentés dans

le Tableau 6.
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Tableau 6 : Comparaison des index cliniques utilisés chez I'humain et chez le chien
atteints de MICI.

CCECAI : Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index ; CDAI :Crohn Disease
Activity Index ; SCCAI : Simple Clinical Colitis Activity Index; NA: Non applicable. (197—

199)

MICI Chien MC humain RCH humain
Items CIBDAI CCECAI CDAI SCCAI
Selles Fréquence Fréquence Nombre de selles Fréquence de
Consistance Consistance liquides/trés molles (7 | défécation le jour
derniers jours) Fréquence de
Nécessité d’avoir défécation la nuit
recours aux traitements | prégence de sang
anti-diarrhéiques (7
derniers jours)
Autres signes | Vomissements | Vomissements | Douleur abdominale : _
digestifs intensité journaliére (7
derniers jours)
Présence d’une masse
abdominale
Poids Perte de poids | Perte de poids | Pourcentage de _
déviation par rapport
au poids standard
Répercussion | Etat général/ Etat général/ Etat général (7 derniers | Etat général
générale Activité Activité jours)
Appétit Appétit
Signes extra- NA Ascite/Oedéme | Présence de signes Anomalies extra-
digestifs Prurit extra-digestifs : coliques : arthrite,
arthrite, uvéite, uvéite, stomatite
stomatite aphteuse, aphteuse,
érythéme noueux, érythéme noueux,
pyoderma pyoderma
gangrenosum, gangrenosum
fievre>38°C, fissure,
fistule ou abcés anaux
ou périnéaux, ...
Analyses NA Albumine Hématocrite (<0.47 _
biologiques sérique chez I’homme, 0.42
chez la femme)

Chez le chien, le premier index validé par Jergen et al. en 2006 est le CIBDAI (Canine
Inflammatory Bowel Disease Activity Index). Il attribue une note entre 0 et 3 a 6 parameétres
cliniques (état général, appétit, vomissements, consistance des selles, fréquence des selles et
perte de poids) selon I'importance du changement (cf. Figure 25). La somme des notes
fournit le score CIBDAI et permet de classer la MICI en cliniquement non significative,

faible, modérée ou importante. Les auteurs montrent une corrélation entre le score et
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I’augmentation de la protéine C réactive (CRP) et recommandent [’utilisation du score

CIBDALI pour le suivi des MICI.

Etat général / Activité
Note de 0 a 3:
Appétit
0 = normal ou absent
Vomissement
— 1 = changement faible

o 0o = >

Consistance des selles
2= changement modéré
E. Fréquence des selles
3=changement important

F. Amaigrissement

\
|

| Addition des 6 notes |

¥

Score CIBDAI Total

Maladie cliniquement insignifiante Intensité faible Intensité modérée Intensité importante

Figure 25 : Modalités de calcul du score CIBDAL.
(Jergen et al., 2003 (200)).

En 2007, Allenspach et al. élargissent ['utilisation du CIBDAI a I’ensemble des
entéropathies chroniques et proposent de I’incrémenter de 3 parameétres supplémentaires
(présence de prurit, présence d’cedéme périphérique ou d’ascite, présence d’une
hypoalbuminémie) (cf. Tableau 7). Ce nouveau score nommé CCECAI (Canine Chronic
Enteropathy Clinical Activity Index) est utilisé quelle que soit la nature de 1’entéropathie
chronique. La somme des notes fournit le score CECCAI et permet de classer I’'EC en

cliniquement non significative, faible, modérée ou importante.
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Tableau 7 : Détail des 9 paramétres utilisés pour le calcul du score CCECAL

(Allenspach et al., 2007 (197)).

Etat général / Activité
0 normal

1 faiblement diminué
2 modérément diminué
3 gravement diminué

Perte de poids

0 absence

1 faible (<5%)

2 modérée (5—-10%)
3 importante (>10%)

Appetit

0 normal

1 faiblement diminué
2 modérément diminué
3 gravement diminué

Prurit

0 absence

1 occasionnel

2 régulier mais s’interrompt pendant le
sommeil

3 régulier y compris pendant le sommeil

Vomissements

0 aucun

1 peu fréquents (1/semaine)
2 fréquents (2—3/semaine)

3 tres fréquents (>3/semaine)

Ascite et/ou cedémes périphériques

0 absence

1 ascite et/ou cedémes périphériques discrets
2 ascite et/ou cedémes périphériques modérés
3 ascite et/ou cedémes périphériques
importants

Consistance des selles
0 normale

1 faiblement altérée

2 modérément altérée
3 gravement altérée

Albuminémie

0 albumine >20g/L

1 albumine 15-19.9 g/L.
2 albumine 12-14.9 g/L
3 albumine <12 g/L

Fréquence des selles

0 normale

1 faiblement augmentée (2-3/jour) ou présence
de sang/mucus

2 modérément augmentée (4-5/jour)

3 gravement augmentée (>5/jour)

Le CCECALI présente un intérét diagnostique et pronostique car il permet de classer

les EC en 2 catégories :

e Les EC a score CCECALI bas (< ou =12) qui sont plus fréquemment des FRE,

des ARE ou des IRE dont le pronostic est favorable

o Les EC a score CCECALI ¢élevé (>12) qui sont plus fréquemment des IRE, des

entéropathies avec pertes de proteines, des tumeurs. Le pronostic est plus

réserveé (194).

Chez I’humain, plusieurs index cliniques sont utilisées pour la MC. La classification

clinique de Montréal repose sur trois parametres/items : 1’age d’apparition des signes, la

localisation des 1ésions et le comportement de la maladie (198).

Une seconde classification est basée sur la réponse thérapeutique (Répondant ou non aux

corticoides).
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Le CDAI (Crohn’s Disease Activity Index) présente des similitudes avec le CCECALI utilisé
chez le chien (cf. Tableau 6) (199). A la différence du chien, certains paramétres comme la
présence de selles liquides ou trés molles, la nécessité du recours aux médicaments anti-
diarrhéiques, la présence d’une douleur abdominale et I’état général sont évalués sur la
période des sept derniers jours.

D’autres index sont utilisés pour évaluer 1’activité de la RCH. Le SCCAI (Simple Clinical

Colitis Activity Index) fait appel uniquement a des parameétres cliniques (cf. Tableau 6)

(201).

84



3 Démarche diagnostique générale des MICI du chien

En toute rigueur, la prise en charge diagnostique d’un chien présentant des signes d’EC

explore toutes les causes connues de troubles digestifs chroniques. Une liste de maladies

pouvant entrainer des signes d’EC est présentée dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Causes de troubles digestifs chroniques chez le chien et moyens

d’exploration.

Catégorie

Maladie

Moyen d’exploration

Causes métaboliques

Maladie rénale avancée

Mesure des concentrations
sanguines d’urée et de créatinine

Insuffisance hépatique

Mesures des parametres sanguins
fonctionnels hépatiques (albumine,
urée, choléstérol, acides biliaires,

)

Insuffisance pancréatique

Mesure de la Trypsine Like

exocrine Immunoreactivity (TLI)
Maladie d’Addison Test de stimulation a I’ACTH avec
mesure du cortisol
Hyperthyroidie Dosage sanguin de la T4t ou T4l

Parasitoses digestives

Analyses coprologiques + traitement

Parasitoses (Trichurose, giardiose, antiparasitaire large spectre
coccidiose, ...) (fenbendazole)
Entéropathie répondant aux | Changements alimentaires
changements alimentaires
Entéropathies Entéropathie répondant au | Métronidazole 12,5 mg/kg BID
inflammatoires métronidazole

Entéropathie répondant aux
immunomodulateurs

Prednisolone, ciclosporine, ...

Entéropathies avec
pertes de protéines

Lymphangiectasie, cryptite
d’origine inflammatoire,
tumorale ou infectieuse

Dosage sanguin de I’albuminémie,
mesure fécale de I’al-PI, biopsies
digestives

Entéropathie tumorale

Tumeur

Echographie, ponction, biopsie

Les examens complémentaires suivants trouvent leur place dans la démarche diagnostique :

e [’analyse coprologique : I’analyse coprologique par flottation présente I’avantage

d’explorer I’ensemble des causes parasitaires (protozoaires, cestodes, nématodes,

...). L’excrétion parasitaire pouvant étre intermittente, une meilleure sensibilité¢ de

détection des parasites est obtenue en renouvelant les prélevements et les analyses

pendant 3 jours consécutifs. Certains agents parasitaires peuvent faire 1’objet de

recherche spécifique comme Giardia sp. dont il est possible de détecter un antigéne

de surface grace au test ELISA rapide disponible commercialement (Idexx Snap
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Giardia® par exemple). En pratique, il n’est pas toujours possible de réaliser les 3
prélévements recommandés. Dans ce cas, ’exclusion des causes parasitaires
s’appuie sur la combinaison d’une unique analyse coprologique par flottation et
I’administration d’un traitement anti-parasitaire empirique large spectre comme le

fenbendazole (50 mg/kg/j pendant 5 jours consécutifs).

L’analyse sanguine est une étape diagnostique importante car elle permet 1)

d’exclure les causes métaboliques, 2) d’identifier les entéropathies avec pertes de
protéines (albuminémie<20g/L) et 3) d’évaluer les répercussions de 1’entéropathie
(déshydratation, hypocalcémie, hypocobalaminémie, ...). Concrétement, 1'examen
hématologique peut mettre en évidence une anémie ferriprive (hypochrome
microcytaire) évocatrice de saignement chronique (notamment digestif) ou une
anémie d'inflammation, modérée, peu régénérative évocatrice d'un phénomene
inflammatoire a répercussions systémiques. Une éosinophilie oriente vers une
parasitose, une allergie alimentaire, une maladie d'Addison, une mastocytose
(cutanée, hépatique ou splénique) ou une MICI éosinophilique. Une thrombocytose
est fréquente lors de saignements chroniques. La mesure du TLI (Trypsinogen-Like
Immunoreactivity) permet d’explorer I’hypothése d'insuffisance pancréatique
exocrine. Une hypocobalaminémie (vitamine B12) <200 ng/L peut étre présente lors
d’IPE, de Iésion iléale distale ou de dysbiose intestinale. Une hyperfolatémie > 12
ng/L est observée lors de dysbiose intestinale. L'hypofolatémie est possible lors de

Iésion de l'intestin gréle proximal (duodénum).

Les changements alimentaires font partie intégrante de la démarche diagnostique car

ils permettent de diagnostiquer les FRE. Des essais cliniques randomisés montrent
que I’utilisation d’un régime d’éviction (protéines animales rares, protéines végétales
fragmentées) permet une amélioration durable des signes lors de FRE (202). Walker
et al. ont examiné les changements pathologiques de biopsies duodénales de chiens
atteints de FRE avant et aprés traitement avec un aliment a base de protéines
hydrolysées (203). Précisément, les auteurs analysent les modifications
histopathologiques, immunohistochimiques et ultrastructurales en microscopie
¢lectronique et démontrent une diminution du score moyen des cellules
mononucléées (bien que le score histologique global reste identique) et une

amélioration significative des lésions ultrastructurales des entérocytes dans les 6
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semaines qui suivent le changement de régime. D'autres études ont comparé le score
histologique et le nombre de cellules CD3" avant et apres résolution clinique chez le
chien souffrant de FRE et aucune évolution significative n'a été observée (188,194).
Ces résultats mettent en évidence l’intérét limité du suivi endoscopique et

histologique lors de FRE chez le chien.

Il n’existe pas de recommandation nutritionnelle ayant fait 1’objet d’une validation
rigoureuse mais, en pratique, le schéma proposé dans la Figure 26 est utilisé. Il est
couramment admis qu’un recul de 10 jours apres la fin de la transition alimentaire

est suffisant pour évaluer I’efficacité du changement.

10j 10j 10j 10j
Aliment bas »q Aliment # Aliment Aliment
de gamme — hyperdigestible hypoallergénique Anallergénique

’ Régime ménager (Yorkshire +++) ‘

Figure 26 : Proposition de schéma de prise en charge nutritionnelle lors
d’entéropathie chronique chez le chien.

Une publication regroupant 11 Yorkshire terriers atteints d’entéropathie avec pertes
de protéines fait état d’une réponse favorable avec le seul changement alimentaire.

Une transition vers un régime ménager est privilégiée dans cette étude (204).

e Le traitement métronidazole fait également partie intégrante du processus

diagnostique car il permet d’identifier les ARE. Les antibiotiques sont souvent
utilisés comme traitement de deuxiéme intention apres 1’échec des changements
alimentaires. L'oxytétracycline, le métronidazole et la tylosine étaient les plus
utilisés. L’efficacité de la tylosine a été confirmée lors d'un essai clinique prospectif
en double aveugle (205). Le role exact de I’antibiotique reste incertain, mais ses
effets bénéfiques reposent sans doute sur la modulation du microbiote. Apres 1’arrét
du traitement antibiotique, les rechutes sont fréquentes (12 animaux sur 14 dans
I’étude de Westermarck et al. (206)). La prise de conscience de la nécessité de limiter
I’utilisation des antibiotiques pour prévenir 1’antibiorésistance ameéne a se restreindre
désormais a I’utilisation du métronidazole (12,5 mg/kg BID pendant 1 mois). En cas

de rechute, il convient alors de s’interroger sur la nécessité d’un traitement plus long
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ou sur la nécessité de recourir a d’autres modalités de traitement de la dysbiose

(prébiotiques, probiotiques, transplantation de microbiote).

L’examen échographique abdominal est une étape cruciale si les premicres étapes

n’ont pas permis d’identifier le processus causal. L’épaississement de la paroi
intestinale est le signe le plus fréquemment rencontré lors de processus
inflammatoire. Ce signe est peu spécifique. La symétrie de I’épaississement, son
extension et la préservation ou non de la structure en couches sont des parametres
permettant d’orienter vers une lésion inflammatoire ou vers une Iésion tumorale. Les
Iésions inflammatoires sont en général caractérisées par un épaississement pariétal
peu marqué, étendu, symétrique avec conservation de la structure en couches. La
présence de ponctuations hyperéchogeénes dans la muqueuse gréle est un signe en
faveur de I’origine inflammatoire (207). L’aspect festonné des intestins est souvent
associé a un processus inflammatoire. On observe ce signe lors d’entérite mais il est
également présent lors de pancréatite, de péritonite, de tumeur abdominale ou
d’ischémie intestinale. Dans les cas d’entérite trés importante, on peut observer une
perte de la structure en couche. L’épaississement de la musculeuse peut-étre présent
lors d’entérite chronique mais ce signe est peu spécifique et peut étre présent lors de
lymphome notamment. La présence de stries hyperéchogenes perpendiculaires a la
lumiére digestive ou de foyers nodulaires hyperéchogenes situés dans la muqueuse
représentent le plus probablement des Iésions de lymphangiectasie (208). La
présence concomitante d’un épanchement est fréquente lors d’entéropathie avec

pertes de protéines.

La réalisation de biopsies digestives est nécessaire lorsque les étapes précédentes

n’ont pas permis d’identifier une cause et de la traiter. Si les signes associent des
troubles gastriques (vomissements, appétit pour I’herbe, léchage compulsif,
baillements excessifs, position de la priére...), I’exploration endoscopique par voie
haute s’impose. Si les signes sont principalement coliques (selles bouseuses, glaires,
sang en nature,...) ’exploration endoscopique par voie basse est indiquée. Quand les
signes évoquent une atteinte de I’intestin gréle, 1’acces peut étre obtenu par voie haute
(duodénum) et par voie basse (iléon). Les 1ésions sont souvent réparties de manicre
non uniforme et le choix peut étre guidé par ’aspect échographique. En 1’absence

d’¢élément discriminant, une double exploration gastro-duodénale et iléo-colique est
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indiquée. Si les Iésions sont pariétales profondes (couche musculeuse par exemple)
ou segmentaires a 1’échographie, des biopsies transpariétales étagées réalisées a la
faveur d’une laparotomie sont recommandées.
La séquence d’exploration d’une EC chez le chien peut étre guidée par I’intensité clinique
de la maladie. Le schéma de la Figure 27 propose la démarche adoptée au sein de la

consultation de Médecine interne du Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Oniris.
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Troubles digestifs chroniques (>3 semaines)
Diarrhée, vomissements, amaigrissement, anorexie, borborygmes, ...

Analyse coprologique

Vermifugation empirique large spectre

4

Score CECCAI modifié* bas (<9)

Bon état général, appétit conservé, poids

stable, pas/peu de vomissements, ...

Changements alimentaires
aliment hyperdigestible,
hypoallergénique, régime
d’éviction, ration ménagere, ...

Traitement métronidazole

* CCECAI maodifié : ne tient pas compte de
l'albuminémie car inconnue a ce stade

W

Score CECCAI modifié* élevé (> ou =9)

Abattement, amaigrissement, hypo/anorexie,

présence de vomissements, selles liquides, ....

Examen hémato-biochimique sanguin
PT/Alb, TLI, vitamine B12, cortisol basal, ...

Anomalie spécifique :
IPE, Insuff. Rénale, ...

Absence d’‘anomalie ou
hypoalbuminémie,
v hypovitaminose B12, anémie

Echographie abdominale

\ 4

Biopsies digestives
Endoscopie ou laparotomie

Figure 27 : Démarche diagnostique lors de troubles digestifs chroniques chez le chien.

IPE : Insuffisance Pancréatique Exocrine.
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4 Aspects endoscopiques

Que ce soit chez I’humain ou le chien, I’évaluation endoscopique est incontournable
pour réaliser les biopsies nécessaires a 1’élimination de 1’hypothése tumorale et confirmer
I’infiltration inflammatoire.

Chez le chien, I’examen endoscopique est indiqué chez les animaux ne répondant pas
aux essais diététiques et antibiotiques. Les biopsies servent alors a 1) écarter un processus
tumoral diffus comme un lymphome et 2) confirmer et évaluer 1’inflammation intestinale
(192). Ce processus diagnostique souffre quelques exceptions comme les animaux tres
gravement atteints (lors d’hypoalbuminémie grave par exemple) chez qui le temps de faire
des essais thérapeutiques n’est pas permis ou ceux chez qui une origine tumorale ou
infectieuse atypique (colite granulomateuse des boxers et des bouledogues francais,
pythiose, ...) est fortement suspectée.

Les observations endoscopiques les plus communément rapportées chez le chien atteint de
MICI sont une friabilité excessive, une granularité excessive ou des érosions de la muqueuse
(209) (cf. Figure 28).

Les lésions peuvent étre diffuses ou focales. A ce jour, il n’existe pas d’index endoscopique
permettant d’évaluer les MICI du chien et les recommandations de la World Small Animal
Veterinary Association (WSAVA) indiquent de décrire 1’apparence de la muqueuse en
termes de friabilité, granularité, érosion, hyperémie, dilatation lymphatique et la présence
éventuelle de masse (210). L’association entre les lésions endoscopiques et I’activité

clinique de la maladie n’a été que peu explorée a ce jour en médecine vétérinaire (210).
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Figure 28 : Planche d'images endoscopiques duodénales et coliques chez le chien.

A) Aspect endoscopique normal du duodénum. La granularité est normale. La papille
pancréatico-duodénale est visible en haut a gauche. Les dépressions correspondent aux
plaques de Peyer. B) Aspect endoscopique normal d’une plaque de Peyer. Noter la
dépression et les ponctuations blanchatres. C) Aspect endoscopique d’une duodénite
chronique. La muqueuse est trés irréguliere. La granularité est excessive. Présence de petites
spicules blanchatres évoquant la présence de Iésions de lymphangiectasie. L’analyse des
biopsies endoscopiques a montré la présence d’une infiltration lymphoplasmocytaire avec
lymphangiectasie. D) Aspect endoscopique d’une duodénite chronique. La surface est
¢galement irréguliere et la granularité augmentée. L’analyse des biopsies a montré la
présence d’une infiltration éosinophilique. E) Aspect endoscopique normal du colon de
chien. La muqueuse est lisse et homogéne. F) Aspect endoscopique d’une colite chronique.
La muqueuse est irréguliére et de coloration tres hétérogéne. L’analyse des biopsies a montré
une colite lymphoplasmocytaire. G) Aspect endoscopique de la jonction iléo-caeco-colique.
Les biopsies iléales peuvent étre obtenues par cathétérisme de la valvule iléo-colique. H)
Aspect endoscopique d’un lymphome colique. La muqueuse est irréguliere et présente des
Iésions trés rouges, surélevées et rigides a la prise de biopsies. L’analyse histologique a
montré une infiltration de la lamina propria par une population lymphoide monotone avec
exocytose ¢épithéliale importante. I) Aspect endoscopique d’une colite ulcérative chez un
boxer. (Crédit photo : J. Hernandez)
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Chez le patient humain, 1’endoscopie aide a la distinction entre MC et RCH et les
observations endoscopiques sont utilisées pour évaluer la gravité de la maladie (211).
Lors de MC, la répartition des 1ésions est souvent hétérogéne. Les atteintes iléales terminales
ou anales sont les plus fréquentes. A la différence de la RCH, la MC est souvent associée a
des complications de sténose, d’abces ou de fistule péritonéale. Les ulcéres de la MC tendent
a étre longitudinaux et sont souvent associés a un aspect en « nid d’abeille » de 1’iléon ou du
colon. La région rectale est souvent épargnée. La prise de biopsies sur les bords des ulceres
ou des érosions augmente la probabilité d’identifier les Iésions granulomateuses typiques de
la  maladie. Les index endoscopiques SES-CD (Simple Endoscopic Score
for Crohn's Disease) et CDEIS (Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity) sont
communément utilisés en soin courant (212).
Lors de RCH, les lésions endoscopiques débutent typiquement proximalement a la marge
anale. Elles s’étendent de maniére continue, confluente et concentrique. La démarcation
entre la zone inflammée et la zone normale est souvent nette (213). Une muqueuse friable,
des saignements spontanés et des ulcérations sont observés lors de RCH grave (214). Le
UCEIS (Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity) est le premier score endoscopique

permettant d’évaluer la gravité des 1ésions lors de RCH (215).
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5 Aspects histologiques

Chez le chien, I’analyse histologique des biopsies est nécessaire pour établir un
diagnostic définitif. Une infiltration inflammatoire minime a marquée de la muqueuse
gastrique et/ou intestinale éventuellement associée a des perturbations architecturales
caractérisent la maladie. A cause de la grande variabilité d’interprétation inter-observateur,
des efforts de standardisation ont été menés par la WSAVA (216). Des monographies listent
les anomalies morphologiques de la muqueuse et décrivent la nature et I’intensité de
I’infiltrat inflammatoire (217). Malgré tout, la corrélation entre pathologistes est faible et
I’intensité histologique des lésions ne correle pas avec I’intensité de la maladie (192). Trés
récemment (2019), Allenspach et al. publient le Simplified Histopathologic Scoring System
for Gastrointestinal Inflammation qui correle avec les scores CIBDAI et CCECAI (218). Ce
nouveau score histologique donne un poids important aux anomalies morphologiques
(fibrose, dilatation des cryptes, raccourcissement des villosités, dilatation des chyliféres,

Iésions épithéliales) (cf. Tableau 9).

Tableau 9 : Paramétres évalués par le Simplified Histopathologic Scoring System for
Gastrointestinal Inflammation.
(Allenspach et al. 2019 (218))
Localisation Parametres histologiques
Estomac Fibrose
Lymphocytes intraépithéliaux

Infiltration de la lamina propria par lymphocytes/plasmocytes,
¢osinophiles, neutrophiles et/ou macrophages

Duodénum etiléon | Atrophie villositaire

Dilatation des cryptes

Dilatation des chyliféres

Lésions épithéliales superficielles

Infiltration de la lamina propria par lymphocytes/plasmocytes,
¢osinophiles, neutrophiles et/ou macrophages

Colon Dilatation des cryptes

Fibrose

Nombre de cellules caliciformes

Lésions épithéliales superficielles

Infiltration de la lamina propria par lymphocytes/plasmocytes,
¢osinophiles, neutrophiles et/ou macrophages

Histologiquement, les MICI canines peuvent étre classées selon le type cellulaire

inflammatoire prédominant dans la lamina propria et selon la localisation anatomique.
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La forme la plus fréquemment rapportée est caractérisée par une augmentation des
lymphocytes T CD3+ et des plasmocytes IgA™ et IgG*™ dans la lamina propria et une
augmentation des lymphocytes T CD3+ intra-épithéliaux (219-222). Ces observations
caractérisent les entérites lymphoplasmocytaires.

Les formes €éosinophiliques sont nettement plus rares ; elles représentent moins de 10% des
cas (192).

Les formes neutrophiliques sont trés occasionelles et aménent a rechercher une cause

infectieuse. Des entérites mixtes sont également rapportées.
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Figure 29 : Images microscopiques de biopsies intestinales de chiens sains et de chiens
atteints de MICI:

(A) Estomac. Muqueuse gastrique normale, HES, objectif 10x; (B) Duodénum. Muqueuse
duodénale normale, HES, objectif 10x; (C) Ileum. Muqueuse iléale normale, HES, objectif
20x; (D) Colon. Muqueuse colique normale, HES, objectif 20x; (E) Duodénum.
Inflammation neutrophilique dans la lamina propria, HES, objectif 20x; (F) Duodénum.
Inflammation éosinophilique dans la lamina propria, HES, Objectif 40x; (G) Colon.
Présence dans la lamina propria de macrophages épithélioides avec matériau granulaire
intracytoplasmique coloré en rose (PAS), objectif 40x; (H) Duodénum. Marquage
immunohistochimique CD3 montrant les cellules T a la fois dans 1'épithélium et dans la
lamina propria, Objectif 20x; (I) Duodénum. Marquage immunohistochimique CD20
montrant les cellules B dans la lamina propria, objectif 20x. (Crédit photo : Laboratoire
Histopathologie Animale, Oniris).
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Chez I’humain atteint de MC ou de RCH, les Iésions histologiques sont bien décrites
et font consensus au sein de /’European Society of Pathology et de I’ European Crohn’s and
Colitis organization guidelines (223).

Les observations lors de MC incluent souvent une muqueuse épaissie, une inflammation
transpariétale, des ulcérations avec fissures et des granulomes non-caséeux dans le cdlon
(191). Les mémes lésions auxquelles s’ajoutent une architecture villositaire irréguliére
peuvent étre présentes au niveau de I’iléon. Les granulomes sont caractérisés par un agrégat
histiocytaire épithélioide aux bords mal définis. Seuls les granulomes situés dans la lamina
propria et indépendants des 1ésions cryptiques actives peuvent étre considérés comme un
argument fort en faveur de la MC (223). De plus, il n’est pas rare d’observer des lésions
digestives hautes telles qu’une gastrite ou une duodénite.

Lors de RCH, seules la muqueuse et la sous-muqueuse montrent des lésions inflammatoires
superficielles. Les observations microscopiques peuvent étre classées en 4 catégories : les
anomalies de 1’architecture muqueuse, la cellularité de la lamina propria, la présence d’une
infiltration neutrophilique et les 1ésions épithéliales. Le diagnostic histologique repose sur
I’identification d’une distorsion des cryptes, d’une atrophie de la muqueuse et d’une
infiltration diffuse avec une prédominance de plasmocytes. La phase inflammatoire active
est caractérisée par une cryptite voire des abces cryptiques. La plasmocytose est
I’observation histologique la plus précoce et la plus pertinente (224). L’inflammation va

decrescendo dans la direction rectum-colon (223).

L’Encadré 2 présente les caractéristiques cliniques et histopathologiques de la colite

granulomateuse des boxers et des bouledogues francais.

97



Les jeunes (<4 ans) boxers et les bouledogues francais présentent une forme particuliere de
MICI caractérisée par une inflammation granulomateuse de la muqueuse colique. La
premicre description remonte a 1965 ou Van Kruiningen et al. décrivent une colite dont les
caractéristiques histologiques ressemblent a celles de la maladie de Whipple (225). Une
population de macrophages présentant une réaction positive a I’acide Periodic Shiff (PAS)
est abondamment présente dans la lamina propria colique de chiens de race boxer. Dans
certaines régions, les glandes sont remplies par un plus grand nombre de macrophages PAS+
avec des ruptures de continuité de I'épithélium et une inflammation suppurative et fibrineuse
concomitante. A la différence de la MC, I’inflammation est diffuse plutét que nodulaire et
la profondeur de la Iésion granulomateuse est limitée par la couche musculaire interne. Les
couches musculeuse et séreuse du c6lon sont normales. Le caecum est souvent moins atteint.
C’est en 2006 que Simpson et al. révelent I’implication d’une souche invasive et adhérente
de E. coli (AIEC) similaire a celle impliquée dans les formes iléales de MC (226). En 2009,
Mansfield et al. montrent la régression de I’infiltrat histiocytaire aprés ¢limination de la
bacterle (227) (cf Flgure 3 )
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Figure 30 : Analyse histologique et par hybridation in situ en fluorescence (FISH) du
colon d’un boxer atteint de colite granulomateuse avant et aprés traitement avec
I’enrofloxacine.

Les biopsies coliques lors du diagnostic initial sont dominées par des macrophages
reagissant positivement a l'acide périodique de Schiff (PAS) (a) et des bactéries
intramuqueuses invasives marquées avec la sonde Cy - 3 f de Escherichia coli (b- les
bactéries sont orange et les noyaux bleus). Apres 2 semaines d'enrofloxacine, l'infiltration
de la muqueuse par les macrophages PAS-positifs persiste (c¢) mais plus aucune bactérie
invasive n'est visualisée par FISH (d). Sept mois apres le diagnostic, l'infiltration
macrophagique PAS-positif est résorbée (e) et I’analyse FISH (f) reste négative (D apres
Mansfield et al. 2009 (227)).

L’étude de la cartographie génétique du chien menée par Hayward et al. a permis d’identifier
une région de 400 kb sur le chromosome 38 associée a la colite granulomateuse des boxers
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et des bouledogues frangais (228). Cette région est également associée aux MICI chez
I'homme. Elle contient des génes codant pour des membres de la famille des protéines SLAM
dont le role dans la bactéricidie a été montré chez la souris (229).

Cliniquement, les boxers et les bouledogues francais atteints de colite granulomateuse
présentent des signes typiques d’atteinte colique (diarrhée fréquente a petit volume,
hématochézie, selles mucoides et ténesme). L'hématochezie peut étre trés importante. Les
chiens affectés perdent du poids et peuvent devenir cachectiques (230). L’examen
endoscopique révele des signes de colite trés marquée caractérisée par une rougeur, une
irrégularité de la muqueuse et des ulcérations. Le diagnostic est établi aprés identification
des lésions de colite granulomateuse avec macrophages PAS positifs a 1’examen
histologique de biopsies, exclusion des autres causes de colite granulomateuse (pythiose,
salmonellose, mycose, ...) et confirmation de la présence d’un E. coli entéro-invasif dans la
muqueuse colique par FISH. Le processus diagnostic doit étre complété au minimum
jusqu’a 1’étape histologique (avec réaction PAS) avant d’envisager la prescription du
traitement car ce dernier repose sur 1’utilisation d’une substance classée « critique » par la
réglementation francaise actuelle. En effet, le traitement repose sur 1’administration d’un
antibiotique efficace contre E. coli et qui diffuse dans le secteur intra-cellulaire. La plupart
des publications font état de I’utilisation des fluoroquinolones pendant 6 semaines (230).

La nature granulomateuse des lésions et 1’implication d’une souche AIEC rapprochent la
colite granulomateuse des boxers et des bouledogues francgais des formes iléales de MC.

Encadré 2 : La colite granulomateuse des boxers et des bouledogues francais, des
similitudes avec l1a Maladie de Crohn.
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6 Prise en charge thérapeutique des MICI

Si on élargit cette discussion a I’ensemble des entéropathies chroniques, force est de
constater que, contrairement a I'homme, la majorité des chiens présentant une diarrhée
chronique répondent durablement a une modification de leur régime alimentaire (190). Une
fraction supplémentaire de malades s’améliore avec une antibiothérapie et une petite
proportion nécessite un traitement immunosuppresseur. Par ailleurs, alors que I’on estime
que 40 a 50% des patients humains atteints de MICI sont opérés dans les 10 ans suivant le
diagnostic, il n’existe que trés peu d’indications chirurgicales (formes granulomateuses

focales en particulier) chez le chien (231).

Chez I’humain, I'utilisation de sulfasalazine et de métronidazole chez 1'adulte atteint de MC
n’est quasiment plus indiquée (232). Les recommandations nutritionnelles s’appliquent a la
phase de poussée aigué€ et consistent essentiellement a limiter les produits laitiers, les
graisses et les résidus alimentaires (fibres). Le soutien par alimentation parentérale est

nécessaire lors de dénutrition (233).

6.1 Traitements immunosuppresseurs

Chez le chien, le traitement immunosuppresseur est indiqué des lors que 1) les essais
de changements alimentaires et antibiotique ont échoués et que 2) une inflammation de la
muqueuse est confirmée sur les biopsies intestinales. A ce stade, méme si un traitement
immunosuppresseur est mis en place, certains chiens bénéficient du maintien des mesures
diététiques déja instaurées.

Les médicaments immunosuppresseurs utilisables a cet effet comprennent les corticoides
(prednisolone, budésonide), 1'azathioprine, le chlorambucil et la ciclosporine.

Plusieurs essais cliniques randomisés fournissent des preuves de haut niveau qui soutiennent
l'utilisation des glucocorticoides comme traitement d'induction chez les chiens atteints de
MICI (202). La prednisolone est largement utilisée chez le chien. Le traitement est réduit
graduellement si la réponse est favorable afin d’identifier la plus petite dose efficace de
glucocorticoides ou intensifié graduellement si la réponse n’est pas favorable.

Une étude compare I'efficacité de la prednisone par rapport a la prednisone + métronidazole
dans le traitement d'induction chez les chiens atteints de MICI. Aucune différence de réponse
entre ces 2 protocoles n’a été observée (234). Le métronidazole ne semble donc pas devoir

étre systématiquement associé a la prednisolone.
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Un essai clinique randomisé a double issue compare le budésonide et la prednisone pour le
traitement d’induction des MICI chez le chien. Aucune différence de rémission n'a été
observée entre les groupes de traitement, la fréquence et 1’intensité des effets indésirables
¢taient similaires pour les 2 groupes de traitement.

Deux autres études rapportent l'utilisation de la ciclosporine (méme dose et méme
formulation) chez des chiens ne répondant pas a la prednisolone, avec un succes variable
allant de 25% a 79%. Les preuves d’efficacité de la ciclosporine chez les chiens atteints
d'une MICI réfractaire aux corticoides sont faibles car les cohortes décrites sont de petite
taille (235).

Bien que I'azathioprine soit largement utilis¢ chez I'homme pour maintenir la rémission, une
seule étude compare un protocole prednisolone + azathioprine a un protocole prednisolone
+ chlorambucil lors d’entéropathie avec pertes de protéines chez le chien. Une supériorité

de I’association prednisolone + chlorambucil est montrée (236).

Chez I’homme, le traitement médical est central et vise a contréler I’inflammation.
Différents types d'agents immunosuppresseurs sont utilisés seuls ou en association pour
induire puis maintenir la rémission. La réponse au traitement est définie par I’amélioration
clinique et la cicatrisation de la muqueuse documentée par le suivi endoscopique (237). Les
MC actives sont traitées avec du budésonide ou avec des corticostéroides administrés par
voie systémique. Chez certains patients atteints de formes récurrentes, il peut étre approprié
de reprendre l'administration de glucocorticoides en association avec un agent
immunomodulateur tel que 1'azathioprine ou la mercaptopurine.

Une stratégie basée sur les anti-TNFa peut étre utilisée comme alternative pour les patients
réfractaires ou intolérants aux corticoides. Des essais contrdlés ont confirmé I'efficacité de
deux anticorps anti-TNFa dans la MC active (238). L'infliximab et 1'adalimumab sont des
anticorps monoclonaux IgG anti-TNFa dotés d'effets anti-inflammatoires puissants. Le
certolizumab pegol est un fragment d'anticorps anti-TNFa ayant une efficacité clinique
prouvée malgré l'absence d'effets pro-apoptotiques (239,240). Le védolizumab est une
alternative appropriée chez les patients réfractaires aux corticoides et/ou aux anti-TNFa. Le
védolizumab est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie spécifiquement a 1’intégrine
a4fB7, exprimé préférentiellement sur les cellules T auxiliaires soumises a 1’écotaxie
intestinale. En se liant a I’intégrine a4B7 de certains lymphocytes, le védolizumab inhibe

I’adhésion de ces cellules a la molécule MAdCAM-1 (241).
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Une intervention chirurgicale pour entérectomie partielle est une alternative envisagée chez

les patients présentant une maladie réfractaire au traitement médical conventionnel.

6.2 Probiotiques, prébiotiques et symbiotiques

Chez le chien, il existe de nombreuses publications sur I’utilisation des probiotiques
mais peu concernent des essais cliniques randomisés en aveugle. Parmi les plus
rigoureusement menées, 1’étude de Rossi et al. évalue l'efficacité d'un probiotique multi-
souches (VSL#3) dans le traitement des MICI dans le cadre d’un essai clinique randomisé
en aveugle. Apres le diagnostic, 10 chiens ont été traités avec le probiotique multi-souches
VSL3 et 10 autres avec le traitement conventionnel prednisone + métronidazole. Durant les
8 semaines de 1’¢étude, les signes cliniques de la maladie gastro-intestinale ont régressé chez
les chiens des deux groupes. L’amélioration clinique et histopathologique était identique
dans les 2 groupes mais seul le groupe probiotique voyait I’augmentation de 1'expression de
I’ARNm des protéines de jonction (E-cadhérine, Occludine et Claudine-2) dans I’intestin.
L'expression accrue de ces protéines chez ces chiens pourrait suggérer un effet favorable sur
la barriere épithéliale (242). D’autres études cliniques sont publiées mais manquent
nettement de robustesse a cause du manque de caractérisation des cas inclus et de la faible

taille des groupes.

Chez I’humain, le probiotique E coli Nissle 1917 a démontré son efficacité a maintenir

une rémission équivalente a la mésalazine chez les patients atteints de RCH (243).
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7 Pathogénie des MICI

Le paradigme actuel des MICI implique une interaction complexe entre des facteurs
environnementaux tel que le microbiote et une réponse immunitaire aberrante chez un

individu génétiquement prédisposé.

Génétique de
I’hote

Figure 31 : Facteurs contribuant a l'apparition et a I'entretien des MICI.

Nombre d’informations mécanistiques sont aujourd’hui connues grace aux travaux réalisés
sur les modéles animaux de MICI. L’Encadré 3 fait une synthese des principaux modeles

animaux d’étude des MICI.
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Les modeles expérimentaux animaux de MICI ont treés largement contribué¢ aux
connaissances en matiére d’immunité muqueuse et de rupture de I’homéostasie immunitaire
rencontrée lors de processus inflammatoire. Aucun modele ne permet de reproduire la
complexité des MICI de I’homme. Chacun apporte un éclairage sur un ou plusieurs aspects
de la maladie. L’ inflammation peut étre induite par un agent chimique ou par manipulation
génétique.

Colite induite par le Sodium Dextran Sulfate (DSS) : L’apport de DSS dans 1’eau de
boisson des animaux (souris, rat, porc, hamster) induit une colite trés reproductible pouvant
étre chronique ou aigu€ suivant la dose et la durée d’administration. Les altérations
observées apres traitement sont proches de celles observées au cours de la RCH : perte de
poids, sang dans les féces, diarrhées, ulcérations, érosions et une importante infiltration par
des lymphocytes et des granulocytes neutrophiles (244). Le DSS exerce une toxicité
cryptique qui compromet I’intégrité de la barri¢re intestinale et entraine une translocation de
bactéries dans la muqueuse. L’inflammation résultante de cette altération de la barriére
s’avere étre majoritairement de type inné. En effet, il a ét¢ montré qu’apres traitement par le
DSS, des souris déficientes en cellules T ou B (souris atteintes de Severe Combined
ImmunoDeficiency-SCID ou invalidées pour le Recombinant Activating gene 2-Rag2”")
développent une colite. L’ immunité acquise n’est donc pas essentielle dans la réponse au
DSS (245). Le profil de cytokines des animaux ayant une inflammation induite par le DSS
est différent selon le caractére aigu ou chronique de I’atteinte. Une inflammation aigué au
DSS est associée a une réponse inflammatoire de type Th1/Th17 (IL-6, IL-17, TNFa). Une
inflammation chronique implique une réponse de type Th2 (IL-4, IL-10) ce qui la rapproche
de la RCH de I’homme (246). Le modéle DSS est couramment utilisé pour étudier la réponse
immunitaire innée ainsi que les mécanismes de perturbation de la barriere intestinale lors de
la colite (247). Une répétition des cycles de traitements au DSS entraine une dysplasie suivie
d’un risque accru de développement de tumeur colorectale comme lors de MICI chez
I"homme (248).

Colite induite par ’acide trinitro- ou dinitrobenzéne sulfonique (TNBS ou DNBS) :
L’administration intra-rectale de TNBS ou DNBS dissout dans 1’éthanol a 50%, a des souris
ou des rats sains, induit une colite. L’éthanol est utilisé afin d’altérer I’intégrité de la paroi
intestinale alors que le TNBS/DNBS rend les protéines du cdlon ou du microbiote
immunogenes pour le systtme immunitaire de I’hote, activant les cellules T (249).
L’administration de TNBS/DNBS entraine une diarrhée importante, un amaigrissement et
un prolapsus rectal. La réaction inflammatoire est caractérisée par 1’augmentation des
cytokines de type Thl et une infiltration de la muqueuse par des lymphocytes CD4", des
granulocytes neutrophiles et des macrophages. Ces caractéristiques sont semblables a ce qui
est observé lors de MC (250). Ce modele de colite chimio-induite est souvent utilisé¢ pour
I’¢étude de différents aspects de 1’inflammation intestinale, incluant le profil de sécrétion des
cytokines, les mécanismes de tolérance, d’adhésion cellulaire ou encore d’immunothérapie.
Chez la souris, le processus inflammatoire induit par le TNBS/DNBS est dépendant de la
souche de souris utilisée mais également de I’optimisation individuelle du protocole
d’administration (251).
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Colite induite par ’oxazolone : L’administration intra-rectale d’oxazolone a des souris
induit une colite dont les caractéristiques ressemblent a celles de la RCH. L’inflammation
est de type Th2 dépendante aussi bien de la production d’IL-13 par les cellules NK que d’IL-
4 et d’IL-5 par les cellules T (252). Ce modele permet le développement rapide d’une colite
majoritairement confinée au cdlon distal. Une infiltration par des lymphocytes, des
granulocytes neutrophiles et des macrophages de la muqueuse est observée ainsi qu’un
cedeme de la lamina propria et des ulcérations (253).

Souris génétiquement modifiées : Allant de I’invalidation pour des génes codants pour des
protéines impliquées dans la reconnaissance des motifs moléculaires bactériens (NOD2,
ATGIl6LI1, TLR, ...) jusqu’a l'invalidation pour des geénes codants pour des protéines
impliquées dans les voies effectrices de I’inflammation (IL-10, TGF-f1, MyDS8S, ...), de
trés nombreux modeles de souris invalidés pour un géne d’intérét ont été développés.

Le modele de souris invalidées pour I’'IL-10 est fréquemment rapporté dans la littérature.
L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire produite par les lymphocytes B et T et les
macrophages. Elle a pour role de diminuer la fonction des cellules Thl, NK et des
macrophages. Les souris invalidées pour le géne codant pour I'IL-10 présentent une
inflammation spontanée du colon et de ’intestin gréle caractérisée par une infiltration de
lymphocytes, de macrophages et de granulocytes neutrophiles (22). L’inflammation semble
initialement médiée par une réponse de type Thl comme en témoigne I’amélioration des
Iésions chez les souris surexprimant 1’IL-12p40 (254). Cependant la sécrétion d’IL-12 et
d’IFN-g diminue pour étre remplacée par une augmentation de I’IL-4 et de I’'IL-13 suggérant
le passage a une réponse de type Th2 (255).

Le microbiote intestinal joue un role important dans ce modele car les souris axéniques
invalidées pour I'IL-10 ne présentent d’inflammation que quelques semaines apres
ensemencement de leur tube digestif. L’action du microbiote semble médiée par les TLRs
car les souris déficientes en MyD88 dans leurs cellules monocytaires coliques ne
développent pas de colite (256).

Encadré 3 : Modéles d’étude des Maladies Inflammatoires de 1'Intestin chez I'animal
de laboratoire

7.1 Facteurs génétiques

Les avancées en génétique humaine et canine ont eu lieu grace aux approches de séquencage
a haut débit. Deux types d'approches sont utilisées : les études d'association qui comparent
la distribution des alléles d'un marqueur génétique polymorphe dans une population de
malades et dans une population témoin (approche Single nucleotide polymorphism-SNP), et
les études de liaison qui tentent de détecter, dans des familles avec plusieurs membres
atteints, une transmission préférentielle d'un des alléles parentaux du marqueur aux sujets

atteints.
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Deés 1996, la démarche de localisation des geénes de susceptibilité a permis de localiser sur
le chromosome 16 un premier locus de susceptibilit¢ a la MC (IBD1) (257). C’est en 2001
que le premier gene de susceptibilit¢ pour la MC, NOD2/CARDI15,a été identifié
(258). Depuis, d’autres génes de susceptibilité ont été reconnus sur les chromosomes 5 et
10 appelés respectivement OCTN (Organic cation transporter) et DLGS5 (discs large
MAGUK scaffold protein 5) (259,260).

Plus de 30 mutations ayant potentiellement un effet biologique ont été répertoriées sur le
gene NOD2/CARD15. Trois mutations sont fréquentes (variants R702W, G908R et 1007fs).
Ces mutations aboutissent a une modification de la charge du domaine C terminal riche en
leucine.

D’autres /oci impliquant d’autres molécules de la voie de signalisation ITCH comme
NDFIP1 et TNFAIP3 ont également ét¢ identifiés. Les variants des geénes codants pour ces
protéines donnent lieu a une activation inappropriée des lymphocytes T, a une anomalie de
la polarisation des lymphocytes Th et a une inflammation intestinale (261).

L’étude d’association pangénomique de Duerr et al. a identifié¢ le geéne codant pour le
récepteur de I’lL23 (/L23r) comme un gene de prédisposition aux MICI (262). Il est
essentiellement exprimé par les lymphocytes Th17 et les ILC3.

Une délétion du géne codant pour STAT3 affectant 1’intégrité épithéliale a été identifiée

chez les malades de MICI (263).

Chez le chien, plusieurs variants géniques ont été associés aux MICI. Par exemple, Kathrani
et al. identifient les variants NOD2 (264).

Certaines ¢études orientent vers une interrelation entre les facteurs génétiques et le microbiote
intestinal dans la genese des MICI chez le chien. Par exemple, chez le berger allemand atteint
de MICI, on observe I’association d’une dysbiose et d’une surexpression de I’ARNm codant
pour TLR4 et une sous-expression de I’ARNm codant pour TLRS (265). L hypothése d’une
implication de variants alléliques de TLR4 et TLRS a été explorée avec 1’approche SNP.
Trois SNP dans TLRS et 2 SNP dans TLR4 ont ét¢ identifiés puis évalués. Une association
significative avec le développement d’une MICI a été confirmée (266). De plus, de multiples
variants ont ét¢ identifiés dans le géne codant pour NOD2 chez des chiens atteints de MICI
(berger allemand et autres races) suggérant une contribution de mutations de NOD2 dans

I’apparition de I’inflammation (264).
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7.2 Facteurs immunitaires

e Role du mucus et des molécules anti-microbiennes : dans un modéle de colite induite

par le dextran sulfate sodium (DSS) (cf. Encadré 3) chez des souris déficientes en IL-

10, Shwerbrock et al. constatent une réduction d’un facteur 10 de la sécrétion de MUC2

et observent une pénétration des bactéries dans la couche profonde du mucus au contact

de I’épithélium (267). Cette observation a également été faite chez I’humain atteint de

RCH (268).

NORMAL COLITE

COUCHE EXTERNE
DE MUCUS

COUCHE INTERNE
DE MUCUS

EPITHELIUM

* Pénétration des

bactéries dans Ila
couche interne de

mucus

* Les bactéries sont

en contact avec
Fépithélium

intestinal

Figure 32 : Analyse par hybridation fluorescence in situ d’une biopsie colique de
souris normale et d’une souris déficiente en IL-10 présentant une colite induite
(DSS) montrant une pénétration des bactéries dans la couche profonde de mucus

au contact de I’épithélium.

Rouge : bactéries ; bleu : épithélium (Schwerbrock et al., 2004 (267)).

akazawa et al. ont récemment montré que l'expression en m relative du
Nak t al t t t ! ARN lat d

bactericidal/permeability increasing protein (BPI), de la lactoferrine et du secretory

leukocyte peptidase inhibitor (SLPI) était significativement plus élevée chez les chiens

atteints de MICI par rapport aux témoins sains (269). Les profils d'expression des PAMs des

chiens atteints de MICI sont différents de ceux atteints de lymphome intestinal. Ces résultats

suggerent que les profils d'expression des PAMs pourraient servir de marqueur permettant

de différencier les MICI des lymphomes intestinaux chez le chien.

Chez le malade de Crohn porteur d’un variant muté du géne codant pour NOD2, la sécrétion

de HD-5 et HD-6 est diminuée ce qui laisse préjuger qu’une partie des défensines est

inductible via la stimulation des récepteurs NOD2 (270).
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Les humains et les souris dépourvus sélectivement d’IgA présentent peu de symptomes car

le déficit semble partiellement compensé par la sécrétion d’IgM (271). Chez le chien berger

allemand, le déficit en IgA est associé a certaines entéropathies chroniques. Litter et al. ont

montré une diminution du taux d’IgA fécale chez les berger allemand par rapport aux autres

races. Cette diminution n’est pas associé¢e a une réduction du nombre de plasmocytes IgA+

sur les biopsies duodénales et coliques des animaux atteints d’entéropathie chronique (272).

Il pourrait donc s’agir d’une anomalie du processus de sécrétion des IgA dans la lumicre

intestinale.

Role des CEI: I’augmentation de la perméabilit¢ membranaire observée chez les
humains atteints de MICI est associée a une altération de la structure des jonctions
serrées, ainsi qu’a une diminution de leur nombre. L’altération de la perméabilité
intestinale a été décrite aussi chez les apparentés de premier degré de malades atteints
de MC, ainsi que chez les conjoints, ce qui suggere le role de facteurs environnementaux
(273). L’importance de la E-cadhérine a été montrée chez des souris déficientes qui
présentent de la diarrhée grave avec une évolution fatale (274). Il est également
documenté que la E-cadhérine est sous-exprimée chez les humains souffrant de MICI
sans que 1’on sache si la sous-expression précede la maladie ou si elle accompagne le
processus inflammatoire et contribue a sa progression (275). Les données chez le chien
sont inexistantes.

Les CEI sont également connues pour sécréter des antagonistes des récepteurs des IL
qui peuvent neutraliser leurs effets proinflammatoires. Par exemple, 1’action
proinflammatoire d’IL-1 est contrée par la sécrétion de 1’antagoniste de son récepteur
IL-1ra. L’équilibre IL-1 et IL-1ra est perturbé lors de MICI chez I’homme ce qui a donné
lieu a une voie de recherche thérapeutique importante au début des années 2000 (276).
Par ailleurs, le récepteur CX3CRI1 de la fractalkine est physiologiquement exprimé dans
le lymphocytes NK, les monocytes et certaines sous-populations de lymphocytes T.
L’expression de I’ARNm codant pour la fractalkine et les niveaux protéiques sont
significativement plus élevés dans la muqueuse duodénale des chiens atteints de MICI
(277). Ces observations sont comparables a celles effectuées chez I’humain (278). La
fractalkine exprimée par les CEI pourrait contribuer a la migration des cellules
exprimant le récepteur CX3CRI1 du sang périphérique vers I’épithélium intestinal et

concourir ainsi a I’apparition de I’inflammation intestinale (277).
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Role des cellules de Paneth: Liu et al. rapportent des anomalies structurelles et
fonctionnelles des cellules de Paneth plus fréquentes chez les patients pédiatriques
humains atteints de MC par rapport aux témoins. Ces anomalies sont associées a une
dysbiose chez les malades de Crohn avec une réduction des bactéries « protectrices »
comme Faecalibacterium sp. et un enrichissement en bactéries proinflammatoires
comme Corynebacterium sp. et les Erysipeloctrichaceae. Ces observations suggerent
que les cellules de Paneth ont un role dans le maintien de I’eubiose (279). Dans ce sens,
des études de séquencage a haut débit du génome de patients, montrent un risque
exacerbé de développer la MC chez les sujets présentant des polymorphismes ponctuels
au sein de régions codantes pour des genes impliqués dans I’autophagie, en particulier
ATGI16LI1. Les expériences fondées sur des modeles de déficiences génétiques en
autophagie ont permis de démontrer 1’importance de ce processus dans I’homéostasie
des cellules de Paneth. Les travaux de Cadwell et al. ont porté sur le variant a risque
d’ATGI6L1 qui résulte en une autophagie défectueuse a I’encontre des
microorganismes. Dans les cellules de Paneth, ce variant conduit & un défaut
d’élimination par autophagie de bactéries comme les souches AIEC associées a la MC.
Les cellules de Paneth des patients porteurs de ce polymorphisme présentent une
persistance accrue de ces bactéries. Des défauts similaires, dont la présence de structures
aberrantes dans les cellules de Paneth, ont été retrouvés dans le modele murin exprimant
le variant ATG16L1 (280). Ces données révelent le role des cellules de Paneth dans
I’autophagie, dans le maintien de I’eubiose intestinale et dans la contribution a

I’apparition de la MC.

Role des cellules dendritiques : Kathrani et a/. ont évalué la population de CDs dans la

muqueuse duodénale, iléale et colique de chiens atteints de MICI en utilisant le
marqueur CD11c (281). Les auteurs constatent une diminution significative du nombre
de cellules CD11c"* dans le groupe MICI (n=12) par rapport au groupe de chiens sains
(n=10). Cette observation tend & montrer un déséquilibre de la population de cellules

dentritiques lors de MICI .

Role d’IL-22 : I’IL-22 est une cytokine dont I’importance dans I’homéostasie épithéliale
a ét¢ montrée. Ses effets protecteurs dans différents modéles de colite via ses effets
antimicrobiens et réparateurs ont été décrits. La majeure partie de I’'IL-22 est produite

par les ILC3 sous ’action du facteur de transcription RORyt (282). Les études portant
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sur des patients atteints de MC montrent une diminution des ILC3 sécrétant I’IL-22 dans
la lamina propria (283). Ces observations orientent vers un role central des ILC3 (et
d’autres cellules sécrétant 1L-22) dans la régulation de ’homéostasie immunitaire

intestinale.

e Roéle de NFkB : chez I’humain atteint de MICI, 1’activation du facteur de transcription
NF«B est trées marquée et oriente I’inflammation muqueuse vers la production d’IL-23.
Il est démontré que I'IL-23 favorise la différenciation des lymphocytes CD4+ qui
produisent I’IL-17 et qui activent a leur tour a nouveau NF«B et son cortége d’effecteurs
inflammatoires lors de MC (284). Chez le chien, il est montré que NF«B est plus ¢levé
dans les lymphocytes de la lamina propria des biopsies intestinales des chiens atteints

de MICI par rapport au groupe controle (285).

7.3 Facteur microbiotique

Le microbiote intestinal est une communauté d’agents bactériens, fongiques, protozoaires,
viraux et archées, cohabitant au sein du tractus digestif de tous les mammiferes (286). Il
contient environ 10'* bactéries, pése 1 a 2 kg chez I’humain adulte et comprend 6 a 10 phyla
bactériens majeurs et environ 3000 espéces qui portent aux alentours de 10 millions de génes
(287). La contribution du microbiote a la survie des entérocytes, au développement du
systéme nerveux et du systéme immunitaire, au métabolisme de base, a 1’homéostasie
métabolique, et a 1’équilibre neurohormonal, n’est plus a prouver. A titre d’exemple, la
maturation structurelle et fonctionnelle des structures lymphoides secondaires ne s’achéve
qu’apres la colonisation microbienne en période post-natale. En effet, I’analyse histologique
des plaques de Peyer de souris axéniques montre une hypoplasie associé¢e a une réduction

du nombre et de la taille des centres germinatifs. Les souris axéniques présentent une faible

quantité de plasmocytes IgA " au sein de ces structures (288).

Par rapport aux données sur le microbiote humain, peu d'informations sont disponibles pour
le chien. La plupart des données proviennent de 'analyse des matiéres fécales a l'aide du
séquencage du géne 16S de I'ADN ribosomal. Il a été démontré que des altérations du
microbiote intestinal étaient associées aux MICI canines (289). Une réduction de la diversité
avec une surreprésentation des Enterobacteriaceae et une réduction de la part des
Bacteroidales et de Clostridiales est présente chez les chiens avec signes d’EC (290-293).

Chez le chien atteint de MICI, la part du phylum Bacteroidetes est réduite mais 1’abondance
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du phylum Proteobacteria est augmentée par rapport aux chiens sains (292,294). En plus de
la moindre abondance des Bacteroidetes, Xenoulis et al. identifient une plus grande
abondance de la famille des Enterobacteriaceae et de la famille des Clostridiaceae chez les
chiens atteints de MICI (291). Aucune différence majeure dans la composition du microbiote
intestinal n'a été observée entre les différentes causes d’entéropathie chez le chien
(lymphome intestinal, FRE, les diarrhées aigués non hémorragiques et les diarrhées aigués
hémorragiques). Toutefois, quelques observations peuvent étre rapportées comme la
surreprésentation des genres Actinomyces, Porphyromonas et Helicobacter chez les chiens
atteints d’EC non-lymphomateuse (295). Kalenyak et al. rapportent que la famille des
Neisseriaceae est plus abondante dans les biopsies digestives des chiens souffrant de MICI
par rapport a ceux souffrant de FRE, tandis que les genres Bilophila et Burkholderia étaient
plus abondants dans le groupe FRE par rapport au groupe MICI (296). Une autre étude a
montré une diminution de I'abondance de Faecalibacterium spp. et Fusobacteria spp. dans
les prélevements fécaux de chiens atteints d’EC par rapport aux chiens atteints
d’entéropathie aigué. La méme étude a montré que les chiens présentant une diarrhée aigué
hémorragique ont une proportion plus faible de Ruminococcus spp., Blautia spp. et
Turicibacter spp. par rapport aux chiens atteints d’EC (297). Les chiens atteints de diarrhée
aigué présentent une réduction de la diversité microbienne, avec moins de Bacteroidetes et
Faecalibacterium et davantage de Clostridium (298).

Chez ’humain, certains Firmicutes et Bacteroides sont associés a une bonne santé et sont
souvent déficients chez des patients en rémission (ex.: Faecalibacterium prausnitzii,
Lachnospiraceae, and Akkermansia) (299). La réduction de Faecalibacterium prausnitzii
dans la muqueuse iléale des patients atteints de MC est associée a un risque accru de récidive
endoscopique. Faecalibacterium prausnitzii stimule la production de I'[L-10 dans les
cellules mononucléées du sang périphérique, ce qui peut expliquer au moins en partie son
effet protecteur (300). Des études récentes suggerent qu'une souche AIEC exploite les
défauts de phagocytose et d'autophagie de 1'hdte résultant de polymorphismes liés a la MC
et favoriserait 1’inflammation chronique chez I'hote prédisposé (301). Certaines Firmicutes
et Proteobacteracae sont fréquemment associées a des formes actives de MICI (ex. :
Enterobacteriaceae, Ruminococcus gnavus, and Desulfovibrio) (302). L’abondance des
souches de Ruminococcus dans la muqueuse des MICI peut laisser suspecter une

contribution de ces microbes au défaut de barriére observé dans les MICI.
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Outre les bactéries, le tractus gastro-intestinal héberge divers autres micro-organismes,
notamment des champignons, des virus et des parasites (303). Les interactions complexes
de ces organismes avec 1'hdte et le microbiote bactérien ne sont pas bien comprises. Des
¢tudes récentes ont utilisé un séquencage de nouvelle génération avec des amorces
panfongiques pour révéler la composante fongique du microbiote chez le chien (304). Les
Ascomycetes et Basidiomycetes sont les phyla fongiques les plus abondants dans les selles
des chiens (304). Les phyla fongiques Glomeromycetes et Zygomycetes ont également été
identifiés, Nacaseomyces étant le genre le plus abondant dans I’étude de Handlet al. et
Candida sp. le genre le plus abondant dans 1’étude de Foster et al. (304,305). Cependant,
aucune différence significative n'a été observée dans les populations fongiques entre les
chiens sains et les chiens malades.

Les études sur la composante virale dans le tractus gastro-intestinal du chien sont limitées.
Swanson et al. ont montré que 99% des séquences virales identifiées dans les prélévements
fécaux pouvaient étre classées comme bactériophages (306).

Nettement moins étudié, il existe toutefois quelques données montrant une association et le

role potentiel du mycobiote et du virobiote lors de MICI chez I’humain (307-309).

Des études de génétique fonctionnelle établissent un lien entre ces changements de
composition et la capacité fonctionnelle des communautés microbiennes. Chez I'homme, il
a été démontré que les modifications fonctionnelles impliquant les voies du stress oxydatif
et la diminution de la biosynthése des acides aminés, sont plus spécifiques que les
modifications phylogénétiques (293,297).

Minamoto et a/. ont effectué une analyse métabolomique non ciblée sur le sérum de chiens
atteints de MICI et ont constaté une augmentation de plusieurs métabolites, notamment le 3-
hydroxybutyrate, 'acide hexuronique, le ribose et I'acide gluconique. Le ribose et 1'acide
gluconique sont tous deux impliqués dans la voie du pentose phosphate qui proteége les
cellules du stress oxydatif (293). Une ¢étude préliminaire utilisant une analyse
métabolomique non ciblée sur les selles de chiens atteints de MICI a montré une diminution
des métabolites du tryptophane, des acides biliaires secondaires et des phytostérols ainsi
qu'une augmentation des acides biliaires primaires par rapport aux chiens en bonne santé
(293,310). Les voies du stress oxydatif et de I’absorption des nutriments sont augmentées
alors que les voies du métabolisme des glucides et de la biosynthése des acides aminés sont
diminuées (311). L’analyse des métabolites fécaux montre une réduction des acides biliaires

secondaires avec une élévation importante de 1’acide biliaire 3-OH-sulphaté chez les
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malades en phase active de MICI chez 1’humain et chez le chien (312). Ces substances
reflétent les activités défaillantes de déconjugaison et de désulfatation du microbiote ce qui
est susceptible de promouvoir directement la réponse inflammatoire de I'hdte (313). Les
niveaux fécaux d'acides gras a courte chaine sont considérablement diminués chez les
patients atteints de MICI. Ces molécules étant exclusivement issues du métabolisme du
microbiote, il existe un lien entre la réduction des organismes producteurs et des métagenes

associée a leurs productions.

Il est alors cohérent de penser que la dysbiose, les anomalies fonctionnelles associées et la

réponse de I’hote qui en résulte peuvent constituer des éléments déterminants dans

I’apparition des MICI (299).

113



114



QUESTIONNEMENT
SCIENTIFIQUE

115



116



Dans les interactions entre le systéme immunitaire et le microbiote intestinal, susceptible de
jouer un rdle majeur dans I’homéostasie et la pathologie intestinale, les TLRs ont un rdle
prépondérant. L’expression et 1’activation des TLRs sont régulées dans le temps et dans
I’espace et leur distribution spatiale est un facteur de régulation important. A titre d’exemple,
I’analyse immunohistochimique de 1’expression du TLR2 dans I’iléon feetal humain montre
une localisation a la membrane basolatérale des cellules cryptiques et une faible expression
au niveau de la bordure en brosse (314). De méme, le TLR3 est présent dans le cytoplasme
des cellules épithéliales intestinales et coliques chez 1’humain sain alors qu’il présente une
localisation basolatérale chez le patient atteint de RCH (315). L’analyse en
immunofluorescence du TLR4 dans I’intestin humain montre une localisation a la membrane
plasmique basolatérale des cellules épithéliales cryptiques chez le foetus et des cellules
épithéliales coliques chez I’adulte (314). Le TLRS quant a lui est détecté¢ a la surface
basolatérale des cellules épithéliales coliques chez la souris (316). Cette distribution est mise
en lien avec la prévention de la stimulation de TLRS par son ligand et la prévention d’une
réaction immunitaire inadaptée. Dans la cellule épithéliale colique humaine en culture, le
TLRO est détecté au niveau de la membrane apicale et basolatérale (317).

Chez le chien, une surexpression de I’ARNm codant pour les TLR2, 4 et 9 a été montrée
dans le duodénum et le colon des chiens atteints de MICI en comparaison aux chiens controls
sains (318). De plus, les chiens gravement atteints surexpriment davantage I’ARNm codant
pour le TLR2 dans le duodenum (319). En revanche, 1'étude de I’expression protéique des
TLR2, TLR4, TLRS5 et TLRY menée par immunohistochimie est plutot discordante avec
celle de ’expression de I’ARNm. En effet, Schnyder et a/. montrent que TLR4 et TLRS sont
régulés positivement dans les cellules inflammatoires de la lamina propria dans le
duodénum et le colon des chiens atteints de MICI. Dans cette méme étude, l'expression de
TLR2 et TLROY est régulée négativement dans les cellules de la lamina propria et dans
I'épithélium (le TLRY uniquement dans 1’épithélium) (320).

Dans ce contexte, le premier objectif de notre travail est d’étudier I’expression des
TLRs impliqués dans la reconnaissance de motifs bactériens dans la muqueuse

intestinale de chiens atteints de MICI.

Par ailleurs, certaines études ont documenté une dérégulation de 1'immunité humorale chez
le chien atteint de MICI. Une réduction de la quantité d’IgA fécale est bien documentée dans
la race berger allemand (321,322). Plus récemment, Soontararak et al. ont montré que les

chiens atteints de MICI avaient des pourcentages et des quantités globales d'IgG liées a leurs
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bactéries intestinales significativement plus élevés que les chiens sains. Dans cette méme
¢tude, un pourcentage significativement plus élevé de bactéries intestinales était fixé a des
IgA alors que la reconnaissance par des anticorps sériques des bactéries intestinales n'était
pas différente entre les chiens sains et les chiens atteints de MICI. Ces observations apportent
des preuves d'une production locale plutdt que systémique des IgG et des IgA (323).

Par conséquent, le second objectif de notre travail est d'étudier la réaction immunitaire
humorale systémique spécifiquement dirigée contre des motifs bactériens reconnus par

les TLRs et d’établir un lien avec la dysrégulation éventuelle de I’expression des TLRs.
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ETUDE EXPERIMENTALE
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L’étude expérimentale est divisée en 2 parties :

1.

L’étude épidémiologique des entéropathies inflammatoires chroniques dans
la population de chiens présentés et explorés au CHV Frégis ou au CHUV
d’Oniris de novembre 2016 a février 2018.

L’étude de I’expression des TLRs et de la réaction immunitaire humorale
dirigée contre des motifs bactériens chez les chiens atteints de MICI. Cette
partie est présentée sous la forme d’un article actuellement soumis a

Inflammatory Bowel Disease.
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1 Etude épidémiologique de la population de chiens atteints
d’entéropathie inflammatoire

1.1 Matériels et méthodes
1.1.1 Cohorte

Le recrutement a été réalisé prospectivement et a consisté a inclure des chiens présentant des
signes gastro-intestinaux chroniques (vomissements, diarrhée et/ou perte de poids) et ayant
subi une exploration endoscopique avec réalisation de biopsies. Les animaux ont été recrutés
dans 2 structures : le Centre Hospitalier Vétérinaire (CHV) Fregis (Arcueil, France) entre
novembre 2016 et aolt 2017 et le Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire (CHUV)
d'Oniris (Nantes, France) entre avril 2017 et février 2018.

Tous les chiens ont recu un traitement a base de fenbendazole (50 mg/kg par jour pendant 5
jours consécutifs) avant d'étre recrutés. Les tests diagnostiques effectués pour exclure les
causes sous-jacentes comprennent une numération et formule sanguine (NFS), une analyse
biochimique sérique, une analyse d'urine et une analyse de selle par flottation pour recherche
de parasites. Une mesure de l'immunoréactivité sérique du trypsinogene et de la
concentration sérique de la cobalamine et des folates ont également été réalisées. Un examen
¢chographique abdominal a complété le bilan. Enfin, des biopsies de la muqueuse de
l'estomac, du duodénum, de 1'iléon et du colon ont été réalisées a la faveur d’une exploration

endoscopique.

e Les chiens présentant des pertes protéiques digestives documentées par la mise en
¢vidence d’une hypoalbuminémie < 20 g/L avec exclusion de pertes protéiques
urinaires et sans signe d’insuffisance hépatique ont été classés dans le groupe PLE.

e Tous les autres chiens ont initialement été traités avec un régime d’éviction (aliment
hypoallergénique ou ration ménagere) pendant 10 jours. Les chiens qui ont répondu
au régime d'élimination au cours des 10 premiers jours (signes cliniques résolus) ont
été classés dans le groupe FRE.

e Les chiens qui n’ont pas répondu dans les 10 premiers jours de traitement (les signes
cliniques ont persist¢é pendant le régime d’éviction) ont été traités avec du
métronidazole (10-15 mg/kg deux fois par jour pendant 10 jours). Les chiens qui ont

répondu au traitement métronidazole ont été classés dans le groupe ARE.
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e Le diagnostic de MICI a été avancé apres exclusion des causes de troubles digestifs
chroniques, absence de réponse au changement alimentaire et au traitement
métronidazole et mise en évidence d’une inflammation lymphoplasmocytaire et/ou
¢osinophilique a I'examen des biopsies duodénales, iléales et/ou coliques. Les chiens
du groupe MICI ont ensuite été rétrospectivement classés en IRE ou NRE selon leur
réponse ou leur absence de réponse au traitement a base de prednisolone par voie

orale (1-2 mg/kg par jour PO) pendant 10 jours.

Le protocole de 1’étude et I’exploitation des prélévements biologiques ont été approuvés par
le comité d'éthique d'Oniris pour la recherche clinique et épidémiologique (Numéro
d'agrément: CERVO-2016-13-V) (cf. Annexe 1). Le consentement éclairé du propriétaire a

été obtenu au moment de I’inclusion des chiens (cf. Annexe 2).

1.1.2 Evaluation clinique

L’évaluation clinique est réalisée grace au score CCECAI dont la modalité de calcul est
présentée Tableau 7. Pour rappel, neuf paramétres sont pris en compte : I’état général,
I’appétit, la perte de poids, la consistance des selles, la fréquence des selles, la présence de
vomissements, 1’albuminémie,la présence d’épanchement cavitaire et/ou cedéme et de prurit.

L’évaluation donne lieu a un score d’activité clinique noté sur 27.

1.1.3 Analyse histologique intestinale

Une endoscopie du tractus gastro-intestinal a été réalisée chez tous les chiens recrutés et des
biopsies de la muqueuse ont été prélevées dans l'estomac, le duodénum, I'iléon et/ou le clon.
Six spécimens de tissus ont été obtenus dans chaque région et soumis a un examen
histopathologique. Les spécimens ont été placés dans des cassettes et fixés dans du formol a
10% pendant 48 h, traités et incorporés dans de la paraffine, coupés en sections et colorés a
I'Hématoxyline, a 1'Eosine et au Safran (HES). L'évaluation histopathologique initiale a été
réalisée au Laboratoire d’Histopathologie Animale (LHA) d'Oniris dans le cadre de la

procédure diagnostique de routine.
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1.1.4 Analyses statistiques

Les données n’étant pas normalement distribuées, les différences de parameétres quantitatifs
entre les groupes ont été évaluées a 1'aide du test non paramétrique (test de Mann-Whitney)
et les statistiques descriptives de ces données sont présentées sous forme de médianes et de
plages. L'association entre deux variables continues a été analysée en utilisant la corrélation
de Pearson (pour deux variables paramétriques) ou la corrélation de rang de Spearman (pour
deux variables non paramétriques ou une variable non paramétrique avec une variable
paramétrique). Une valeur P de 0,05 ou moins a été considérée comme statistiquement
significative. L'analyse a été réalisée avec Microsoft® Excel pour Mac (version 16.16.18) et
GraphPad Prism® (version 6.00 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California
USA).

1.2
1.2.1 Population

Résultats

Un total de 50 chiens référés au CHUV d’Oniris et au CHV Frégis entre novembre 2016 et
février 2018 ont été recrutés dans 1'étude. La classification (FRE, ARE, MICI, IRE, NRE),
les données démographiques et 1'évaluation de l'indice d'activité clinique CCECAI sont

présentées dans le Tableau 10 et les Figure 33 et Figure 34.

Tableau 10 : Classification, données démographiques et CCECAI des chiens recrutés
dans I'étude globale.

Nombre (%) | Age |Sexe(M/F)| Poids CCECAI
FRE 4(8%) |553-12) 2/2 10,5 (7-21) | 4,5 (1-7)
ARE 5(10%) | 7(4-13) 2/3 10,8 (6-38) | 4 (1-7)
MICI/IRE | 27 (54%) |5(0,7-16) | 15/12 |11 (3,4-32)| 4(1-11)
MICI/NRE 0 - - - -
PLE 14 (28%) | 5(2-11) 5/9 11 (8-44) | 10,5 (3-18)
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54%

Figure 33 : Répartition des cas d'entéropathie recrutés selon leur classification.

FRE ARE MICI/IRE PLE

Figure 34 : Répartition des scores médians d'activité clinique (CCECALI) selon le type
d’entéropathie.

La comparaison des données épidémiologiques et cliniques montre un score CCECAI
significativement plus élevé dans le groupe PLE (médiane = 10,5 ; intervalle = 3-18) par
rapport aux groupes MICI/IRE, FRE et ARE (médianes respectives =4 ; 4,5 ; 4 et intervalles
respectifs = 1-11 ; 1-7 ; 1-7). L’age, le poids et le sexe-ratio ne sont pas différents entre les

groupes.
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La répartition raciale dans chaque groupe est retranscrite dans la

Figure 35. Le bouledogue francais, le Yorkshire terrier, le Jack Russel terrier, le berger
allemand et les croisés sont les races les plus représentées dans le groupe MICI/IRE (cf.
Figure 35a). Dans le groupe PLE, aucune race ne semble se dégager car seul le bouledogue
francais est représenté avec deux individus. Les autres races n’ont qu’un seul représentant
(cf. Figure 35b). De méme, les races qui composent les groupes FRE et ARE n’ont qu’un
seul représentant chacune (cf. Figure 35¢). On constate par ailleurs une importante diversité

avec plus de 30 races différentes tous groupes confondus.
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Figure 35

a : groupe MICI/IRE, b : groupe PLE, c : groupe FRE et ARE
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1.2.2 Expression clinique

Les motifs de consultation et les signes cliniques sont dominés par la diarrhée et les
vomissements dans tous les groupes d’entéropathie (cf. Tableau 11 et Figure 36).

La diarrhée est essentiellement de type colique (selles molles, fréquence augmentée,
présence de mucus et/ou de sang en nature) dans les groupes FRE, ARE et MICI/IRE alors
qu’elle est exclusivement de type gréle (selles liquides) dans le groupe PLE. L’abattement
et la dysorexie ne sont présents que chez les chiens des groupes MICI/IRE et PLE. L’ascite

n’est décelable que dans le groupe PLE.

Tableau 11 : Caractéristiques cliniques des chiens recrutés selon le type
d'entéropathie.

Signes cliniques (pourcentage de cas ou le signe est présent)
FRE (n=4) 1. Diarrhée colique (50%)
Vomissements (50%)

Pica (25%)

Dilatations gastriques (25%)
Vomissements (80%)
Diarrhée colique (60%)
Ténesme, épreintes (20%)
Vomissements (74%)
Dysorexie (56%)
Abattement (52%)

Diarrhée colique (48%)
Amaigrissement (33%)
Diarrhée gréle (7%)
Hématochézie (7%)
Diarrhée gréle (93%)
Amaigrissement (71%)
Abattement (52%)
Dysorexie (43%)

Ascite décelable cliniquement (43%)
Vomissements (29%)

ARE (n=5)

MICV/IRE (n=27)

PLE (n=14)

AN S ol P SR ol ol b Bl Pt ol el S
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Figure 36 : Répartition des signes cliniques selon le type d'entéropathie.

1.2.3 Analyse histologique

A ce stade, I’analyse histologique a été réalisée dans le cadre de la procédure diagnostique
de routine. Les résultats retranscrits dans le Tableau 12 sont ceux figurant sur les comptes-
rendus du LHA. La relecture en aveugle et la comparaison a un groupe de chiens sains n’a
été réalisée que dans I’étude suivante portant sur le groupe MICI.

Des biopsies duodénales ont été obtenues chez 2 chiens atteints de FRE, 5 chiens atteints
d’ARE, 24 chiens atteints de MICI/IRE et 11 chiens atteints de PLE.

Des biopsies iléales ont été obtenues chez 1 chien atteint de FRE, 0 chien atteint d’ARE, 8
chiens atteints de MICI/IRE et 6 chiens atteints de PLE.

Des biopsies coliques ont été obtenues chez 2 chiens atteints de FRE, 2 chiens atteints

d’ARE, 14 chiens atteints de MICI/IRE et 10 chiens atteints de PLE.
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Tableau 12 : Résumé des observations histologiques selon le type d'entéropathie
(Comptes rendus LHA).

Duo : duodénum ; 11 : Iléon ; Col : colon ; LP : lymphoplasmocytaire ; Eos : éosinophile ; Neu : neutrophile ;
Hist : histiocytaire ; NA : Non applicable.
Les sigles 0 (jamais observée), + (occasionnellement observée), ++ (frequemment observée), +++ (tres
comptes

fréquemment observée) représentent la fréquence avec laquelle I’observation est rapportée dans les

rendus. Ils ne représentent pas ['intensité de [’anomalie.

FRE

ARE

MICI/IRE

PLE

Duo
(n=2)

1

(n=0)

Col
(n=2)

Duo
(n=5)

1l
(0=0)

Col
(n=2)

Duo
(n=24)

1l
(n=8)

Col
(n=14)

Duo
(n=11)

1l
(n=6)

Col
(n=10)

Infiltration

inflammatoire

Infiltration de la

lamina propria

LP+
Eos 0
Neu 0

NA

LP+ LP+
Eos 0

Neu 0

Eos 0
Neu 0

NA

LP+
Eos 0
Neu 0

LP ++
Eos +

Neu 0

LP ++
Eos +

Neu 0

LP+
Eos +
Neu 0

Hist+

LP +++
Eos +

Neu +

Lp
R
Eos +
Neu 0

Hist +

LP +++
Eos +

Neu 0

Lésions morphologiques

Dilatation

chyliféres

NA

NA 0

NA

NA

NA

ot

ot

NA

Atrophie

villositaire

NA

NA 0

NA

NA

NA

NA

Dilatation des

cryptes

NA

NA

++

++

Lésions
épithéliales

superficielles

NA

NA

Fibrose

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Réduction du
nombre de
cellules

caliciformes

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

FRE

ARE

MICI

PLE

Infiltration

inflammatoire

Infiltration de la

lamina propria

LP+

LP+

LP ++

Eos +

LP +++
Eos +
Neu +

Hist +

Lésions morphologiques

Dilatation

chyliféres

ot

Atrophie

villositaire

Dilatation des

cryptes

++

Lésions
épithéliales

superficielles

Fibrose

Réduction du
nombre de
cellules

caliciformes

NA

NA
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Concernant I’inflammation, 1’observation la plus fréquemment rapportée est une infiltration
lymphoplasmocytaire d’intensité faible & modérée de la lamina propria. Elle est présente
dans tous les groupes d’entéropathies et a tous les étages qui ont fait I’objet de biopsies.
L’infiltration par des granulocytes éosinophiles est rare et uniquement présente de manicre
discréte dans un cas de MICI/IRE et un cas de PLE a tous les étages. Une infiltration
polymorphe incluant des granulocytes neutrophiles et également présente dans un cas du
groupe MICI/IRE et un cas du groupe PLE. Enfin, un cas du groupe PLE présente une
discréete infiltration histiocytaire.

Seules les biopsies en provenance d’animaux du groupe PLE présentent des lésions
morphologiques. Les plus fréquentes sont la dilatation des chyliféres et la dilatation des
cryptes. Les Iésions morphologiques ne sont que peu rapportées dans les groupe FRE, ARE

et MICI/IRE.

1.3 Discussion
1.3.1 Cohorte

La cohorte est composée de 50 chiens avec une majorité (82%) de chiens appartenant aux
groupes MICI/IRE et PLE. Cette répartition constraste avec les résultats de Volkmann et al.
qui rapportent une représentation des FRE de 47% dans leur population de chiens atteints de
diarrhée chronique (190). Les FRE ne représentent que 6% de notre population. Cette
différence tient aux modalités de recrutement. En effet, nos cas étaient essentiellement des
animaux référés a un stade avancé de la démarche diagnostique. Les étapes des changements
alimentaires et de 1’essai de traitement métronidazole avaient été franchies par le vétérinaire

traitant dans la plupart des cas.

1.3.2 Signes cliniques et score clinique

Les observations cliniques réalisées sur notre cohorte concordent avec celles d’autres études.
Les signes cliniques dominants sont la diarrhée et les vomissements chroniques. Les
animaux atteints de FRE, d’ARE et de MICI/IRE présentent plus fréquemment une diarrhée
avec des caractéristiques d’atteinte colique alors que les animaux atteints de PLE présentent
souvent une diarrhée avec des caractéristiques d’atteinte gréle.

L’analyse des scores d’activité clinique CCECAI met en évidence une valeur

significativement plus élevée dans le groupe PLE (médiane de 10,5 dans le groupe PLE
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versus 4 dans le groupe MICI). Cette observation est corroborée par les études antérieures.
A titre d’exemple, Equilino et al. comparent une cohorte de 29 cas de PLE a 18 cas de FRE
(324). Quatre-vingt treize pour cent (27/29) des chiens atteints de PLE présentent des signes
graves a trés graves (CCECAI >9) alors que seuls 17% (3/18) des chiens atteints de FRE
présentent des signes graves (CCECALI entre 9 et 11). Parmi ces derniers, aucun ne présente
de signes tres graves (CCECAI >11).

Cette différence d’intensité des signes cliniques tient aux répercussions métaboliques des
pertes de protéines. Ces derniéres entrainent une fonte musculaire importante et 1’apparition

d’cedémes ou d’épanchements cavitaires qui majorent le score CCECAL

1.3.3 Race

On observe une trés importante diversité des races présentes dans notre cohorte. Cette
observation est en accord avec les données de la littérature. La méta-analyse réalisée par
Equilino et a/. sur les PLE réunit un total de 469 chiens de 61 races différentes avec une plus
forte représentation des Yorkshire terriers, des borders collies, des bergers allemands et des
rottweilers (324). La surreprésentation des bouledogues francais dans notre cohorte de MICI
et de PLE est vraisemblablement liée a la surreprésentation de cette race dans la clientele du
CHYV Frégis dont ’activité est fortement orientée vers la prise en charge des maladies de
cette race (syndrome des races brachycéphales, hernies discales ...) . Six des huit

bouledogues inclus ont été recrutés au sein de ce site.

1.3.4 Choix de la cohorte pour I'analyse de I'expression des TLRs

La faible taille des groupes ARE et FRE nous a conduits a ne pas poursuivre les
investigations dans ces deux groupes. Par ailleurs, les observations épidémio-cliniques
amenent a constater que les deux entités restantes (MICI et PLE) présentent, outre
I’hypoalbuminémie, deux différences fondamentales :

1. L’intensité cliniques des PLE est nettement plus élevée que celle des MICI.

2. Les lésions histologiques morphologiques sont plus importantes et systématiques

dans le groupe PLE.

Ces différences conduisent a penser que ces deux entités sont distinctes et que leur étude
peut &tre menée séparément. Nous avons donc décidé de concentrer 1’étude de I’expression

des TLRs sur la cohorte de chiens atteints de MICI/IRE.
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2 Etude de I'expression des récepteurs Toll-Like 2, 4, 5 et 9 dans la
muqueuse intestinale et de la réaction immunitaire humorale
dirigée contre des motifs bactériens chez le chien atteint de
Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin

Introduction a la publication

Afin d’étudier I’expression protéique des TLR2, 4, 5 et 9 et d’évaluer la réponse immunitaire

humorale dirigée contre des motifs bactériens, nous avons procédé¢ aux étapes suivantes :

Etape 1: Constitution d’un groupe témoin en recrutant une cohorte de chiens
cliniquement sains. Les témoins sont des beagles et des briards de colonie logés dans
des cages individuelles et nourris deux fois par jour avec une alimentation
commerciale. L'eau est fournie ad /ibitum. Les chiens témoins ne présentent aucun
signe clinique de maladie gastro-intestinale et leurs examens de laboratoire sont
normaux y compris NFS, analyse biochimique sérique et examen parasitologique des
selles. Les spécimens controles ont été obtenus dans le cadre d'un projet approuvé
par le comité d'éthique C2EA44 Pays de Loire (décision APAFIS#13800-
2017071917541410v4) pour les beagles et aprés euthanasie dans le cadre d’un
protocole sans lien avec le ndtre pour les briards.

Etape 2 : Caractérisation de la population d’étude et de la population témoin au plan :

o Histologique en procédant a la lecture en aveugle des cas de MICI et des cas

témoins a 1’aide du score histologique Simplified Histopathologic Scoring
System for Gastrointestinal Inflammation.

Immunohistochimique des populations de lymphocytes CD3+, de
lymphocytes CD20+, de macrophages CD204+ et de lymphocytes Treg
FOXP3+.

Du profil de cytokines et de chimiokines tissulaires en dosant dans les
biopsies intestinales des cas de MICI et des cas témoins le GM-CSF, I’'TFN-
v, PIL-2, 'IL-6, I’IL-7, I'IL-8, 'IL-10, I'IL-15, I’IL-18, I’IP-10, le KC-like,
le MCP-1 et le TNF-a.

Etape 3 : Evaluation de I’expression protéique des TLR2, 4, 5 et 9 dans la muqueuse
intestinale des chiens atteints de MICI et des cas témoins par immunohistochimie.
Etape 4 : Evaluation de la réponse immunitaire humorale en :

o Comparant les dosages d’IgA dans la muqueuse intestinale des cas de MICI

a ceux des cas témoins.
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o Comparant les dosages des IgA et IgG sériques anti-flagelline et anti-LPS des

chiens atteints de MICI a ceux des chiens témoins.

Notre travail a été réalisé sur la cohorte restreinte des 27 chiens atteints de MICI/IRE. Cinq
chiens ont été écartés a cause d’un score clinique insignifiant (CCECAI<3, n=4) et a cause
de prélévements en quantité¢ insuffisante (n=1). L’étude a donc été menée sur 22 chiens

atteints de MICIL.

2.2 Publication

Is non-hypoalbuminemic form of canine Inflammatory Bowel Disease a relevant
spontaneous model of human IBD?
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Background

The incidence of IBD (Inflammatory Bowel Disease) is increasing worldwide,
emphasizing the need of relevant models, as dog spontaneously affected by IBD might
be, for better knowledge of the disease physiopathology.

Methods

We studied 22 client-owned dogs suffering from IBD without protein loss and 14 control
dogs. Biopsies were obtained from duodenum, ileum and colon. Inflammatory grade
was assessed by histopathology, immunohistochemistry and chemokine analysis.
Expression of Toll-Like Receptors (TLR) in mucosa was immunohistochemically
evaluated. Antibody levels against bacterial ligands (LPS and flagellin) were measured
in sera using ELISA.

Results

IBD dogs showed low to severe clinical diseases. Histopathologically, gut of IBD dogs
did not exhibit significant alterations compared to controls except in the colon. The
number of CD3 + T lymphocytes was decreased in the ileum and colon of IBD dogs
compared to control, while the numbers of Foxp3 + ,CD20 + and CD204 + cells
were similar in the two groups. Three chemokines (KC-like, IL-8 and MCP-1), but no
cytokines, were detected at the protein level in the mucosa and the disease poorly
affected their tissue concentrations. IBD dogs exhibited higher serum reactivity against
LPS and flagellin than controls, however similar immunoreactivity against their
receptors TLR4 and TLR5. TLR2 and TLR9 also showed similar patterns of expression
in control and IBD dogs.
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Conclusions

Our data support the hypothesis of dysregulated immune response in dogs affected by
IBD without protein loss. However, the inflammation appeared to be less severe than in
human IBD.
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Abstract (<250 words)

Background

The incidence of IBD (Inflammatory Bowel Disease) is increasing worldwide, emphasizing the
need of relevant models, as dog spontaneously affected by IBD might be, for better knowledge
of the disease physiopathology.

Methods

We studied 22 client-owned dogs suffering from IBD without protein loss and 14 control dogs.
Biopsies were obtained from duodenum, ileum and colon. Inflammatory grade was assessed by
histopathology, immunohistochemistry and chemokine analysis. Expression of Toll-Like
Receptors (TLR) in mucosa was immunohistochemically evaluated. Antibody levels against
bacterial ligands (LPS and flagellin) were measured in sera using ELISA.

Results

137



O ~Jo U WN

IBD dogs showed low to severe clinical diseases. Histopathologically, gut of IBD dogs did not
exhibit significant alterations compared to controls except in the colon. The number of CD3* T
lymphocytes was decreased in the ileum and colon of IBD dogs compared to control, while the
numbers of Foxp3*, CD20* and CD204* cells were similar in the two groups. Three chemokines
(KC-like, IL-8 and MCP-1), but no cytokines, were detected at the protein level in the mucosa
and the disease poorly affected their tissue concentrations. IBD dogs exhibited higher serum
reactivity against LPS and flagellin than controls, however similar immunoreactivity against their
receptors TLR4 and TLR5. TLR2 and TLR9 also showed similar patterns of expression in control
and IBD dogs.

Conclusions

Our data support the hypothesis of dysregulated immune response in dogs affected by IBD

without protein loss. However, the inflammation appeared to be less severe than in human IBD.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, Dog, Toll-ike Receptors, Chemokines, Microbial
ligands

Topic: Animal models, Spontaneous disease, Gut mucosa, Histopathology,

Subject: Inflammation

Issue Section: Basic Science Research

Summary (40 words)

Dog inflammatory bowel disease (IBD) was proposed as a relevant spontaneous model for
human IBD. In this study we showed that dog IBD, like in human, is characterized by
dysregulated immune response against microbiota, despite less severe histopathological gut
alterations.
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Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are complex multifactorial diseases characterized by chronic
inflammation in the gastrointestinal tract that seriously affect the quality of life of the patients. In
human, they include Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Both are thought to arise
in genetically prone individuals under the influence of environmental factors that trigger
excessive activation of the innate and adaptive arms of the host immune response.

The gut, by itself, constitutes a complex ecosystem, and environmental factors greatly influence
the composition of the microbiota’. The importance of the interactions between the host and the
microbiota in gut homeostasis and diseases is now well established. IBD is thus associated with
dysregulated immune response to gut microbiota although it is not yet clear whether this is a
causative factor or a consequence of the disease?.

Interactions between host cells and microbiota are mediated by different receptors including Toll-
like receptors (TLR)-2, -4, -5 and -9, which recognize specific bacterial Pathogen-Associated
Molecular Patterns. The generation of genetically-engineered mice in combination with the
development of experimentally-induced colitis models allowed identifying the role of specific
gene products in gut homeostasis. For example, mice deficient for TLR-2 and -4 were shown to
be highly susceptible to dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis demonstrating that these
TLRs mediate major protective effects in the gut®. In these models, the chemically induced
alterations of the mucosal barrier compromise epithelial barrier function and trigger increased
exposure of the mucosa to bacterial ligands. In this respect, Sanders et al. described a MyD88-
dependent serum antibody response to endogenous flagellin following DSS treatment in mouse,
suggesting that, in inflammatory conditions, TLR signalling promotes production of antibodies to
bacterial ligands*. Even if highly contributive to gut immunology, murine models suffer however
from a lack of genetic heterogeneity, lack of environmental factors’ exposure and a small size to
test preventive or curative approaches to human IBD.

In this context, pig was proposed as a more relevant model to explore the mechanisms involved
in intestinal inflammation® and to test preventive or therapeutic anti-inflammatory properties of
various treatments®’.

Veterinary medicine also provides interesting models for comparative pathology, and naturally
occurring diseases in companion animals might help to improve our understanding of human
physiopathology, especially regarding diseases triggered by environmental factors in genetically
diverse individuals®. Indeed, human beings and their companion animals share their
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environment and exposome. Dogs actually develop IBD and the differences and similarities
between human and dog IBD have been reviewed previously®. More generally, dogs develop
chronic enteropathy (CE) characterized by classical gastro-intestinal clinical signs such as
vomiting, diarrhoea, abdominal pain and weight loss present for a duration of 3 weeks at least,
after exclusion of extra-intestinal causes™.

The current management of CE in dogs first includes exclusion of extra-intestinal causes, diet
modification, followed by antibiotic treatment if there is no clinical improvement. Enteropathies
that respond to food trial or antibiotic treatment are retrospectively classified as food-responsive
(FRE) and antibiotic-responsive enteropathy (ARE), considered as different entities. The term
Inflammatory Bowel Disease has to be restricted to patients for whom the diet changes and
antibiotic trials failed. Diagnosis of IBD is then confirmed by endoscopic examination and
histological analyses of intestinal biopsies highlighting signs of mucosal inflammation, while
ruling out the presence of neoplastic infiltration. These patients require an immunosuppressive
therapy as human patients do.

When associated with hypoalbuminemia, IBD merges into protein-losing enteropathies (PLE)
although the aetiology of PLE in dog is multiple''. In human, an intestinal protein loss also
represents a severe, but fortunately rare, complication of IBD'2.

If some data suggest that dog might be used for translational research, major questions still
need to be addressed. In particular, whether IBD dogs display aberrant immune responses
against bacteria or bacterial products has been poorly investigated until now. To our knowledge,
only two recent publications showed separately (i) increased reactivity against bacteria’ and (ii)
dysregulated TLRs protein expression in dogs suffering from chronic enteropathies''4.

In this context, the aim of our study was, in a comparative perspective with human data, to
analyse mucosal inflammation with evaluation of the expression of several TLRs and to reveal
systemic immune response against bacterial ligands, in a homogeneous cohort of

hypoalbuminemia-free IBD dogs.

Materials and Methods

Study population

The IBD cohort included 22 client-owned dogs with chronic gastrointestinal signs diagnosed with
IBD based on clinical, clinicopathologic, endoscopic, and histopathologic criteria. They were
recruited between November 2016 and February 2018 in two hospitals: 15 dogs at the Fregis

Hospital (Arcueil, France) and 7 dogs at the Small Animal Teaching Hospital of Oniris (Nantes,
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France). According to standard diagnosis evaluation, we focused on dogs that did suffer neither
from FRE nor ARE. Dogs with intestinal protein loss (documented by hypoalbuminemia < 20 g/l)
were not included in the cohort.

Briefly, the diagnosis of IBD was based on gastro-intestinal clinical signs (including vomiting,
diarrhoea, weight loss...) of at least 3 weeks’ duration, after exclusion of extra-intestinal
diseases such as hepatic, pancreatic or renal diseases, exclusion of infectious diseases and
failure to respond to dietary and antibiotic treatments. Diagnostic tests included Complete Blood
Count, serum biochemical analysis, urinalysis and analyses of fecal samples for parasites using
flotation techniques. Additional tests included assessment of serum concentration of canine
trypsin-like immunoreactivity and measurements of serum cobalamin and folate concentration,
as well as abdominal ultrasound examination.

Clinical activity of the disease was graded using the Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity
Index (CCECAI), which considers nine items each graded from 0 to 3: general attitude and
activity, appetite, frequency of vomiting, stool consistency and frequency of defecation, weight
loss, serum albumin concentration, peripheral oedema and ascites, and pruritus (Allenspach
2007). The disease is considered very severe when CCECAI>12. The comparison of the
CCECAI with basic clinical indexes used in human is shown in Supplementary Table 1.

The IBD cohort included male and female dogs from 13 breeds and two cross-breed ones. Their
median age and weight were respectively 4 years (range 0.7 to 16 years) and 10.4 kg (range 3.4
to 32 kg. Their CCECAI ranged from 3 to 11 with a median score of 5.

Control samples (mucosal biopsies and sera) were obtained from laboratory healthy dogs. Their
median age and weight were respectively 5 years (range 3 to 5 years) and 11 kg (range 9.8 to
35 kg).

Pathologic evaluation

Biopsy specimens were collected in the small (duodenum/ileum) and/or the large (colon)
intestine depending on clinical signs, biological and ultrasonographic data. Six tissue specimens
were obtained from each region as routinely required for reliable diagnosis assessment. Tissue
samples were processed for histopathological examination according to standard protocols.
Briefly, specimens were placed in cassettes and fixed in 10% formalin for 48 h, before
dehydratation and paraffin embedding. Four pm sections were cut and stained with
Hematoxylin- Eosin-Saffran (HES). Initial histopathological assessment was performed at the
Laboniris as part of the routine diagnostic procedure.
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At the end of the study, all slides were reviewed by a board-certified pathologist in a blinded
fashion according to the most recent World Small Animal Veterinary Association Gastrointestinal
Standardization Group guidelines's. For each sample, the severity of the lesions were recorded
using a 4-point grading system where 0 = normal, 1 = mild, 2 = moderate, and 3 = severe
histopathologic changes. Morphologic criteria included crypt dilation, epithelial injury plus, in
duodenum and ileum, villous stunting and lacteal dilation, and, in colon, goblet cell loss and
fibrosis. Inflammatory parameters included /lamina propria lymphocytes and plasma cells,
eosinophils, neutrophils plus, in colon, lamina propria macrophages. A summative score, which
is expected to represent mucosal alterations, was calculated for each sample. The maximum
scores could be respectively 12 and 9 in the small intestine for morphologic and inflammatory
criterias; and 12 in the colon for both types of parameters.

Immunohistochemical analyses

Immunohistochemical labelling was carried out on sections of formalin- fixed paraffin-

embedded tissues with the Ventana Benchmark XT Automate (Roche Diagnostics). All details
about primary antibodies and associated detection systems are provided in Supplementary
Table 2. Conventional T lymphocytes were stained using an anti-CD3 antibody, regulatory T
cells with an anti-foxp3 antibody, B lymphocytes with an anti-CD20 antibody and macrophages
with the anti-CD204 antibody. Expression of TLR2, TLR4, TLR5 and TLR9 was assessed using
antibodies raised against human proteins, cross-reacting with dog antigens.

Quantification of CD3, CD20, CD204 and foxp3 positive cells in duodenal and ileal samples was
performed on high power field (x 400) images including for two villi and their corresponding
crypts; the number of immunolabelled cells was determined and the result was expressed as
number of positive cells per surface unit (mm?2). In the colon, the same analysis was performed
on two adjacent crypts.

TLRs' expression was analysed in term of location (epithelium versus lamina propria) and semi-
quantitatively graded from O (no expression/ absence of positive cells) to 3 (strong expression in

a high number of cells).

Anti-flagellin and anti-LPS immunoglobulins levels

Serum anti-flagellin- and anti-LPS immunoglobulin levels (IgA and IgG) were determined using
an ELISA test adapted from the method described for detection of these antibodies in human
sera'®. Serial dilutions (1/8; 1/40; 1/200; 1/1000; 1/50000) of sera were incubated, in duplicate, in
purified E. Coli LPS (0128:B12, 1ug/well, Sigma-Aldrich), or S. Typhymirium flagellin
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(100ng/well, Clinisciences) -coated wells in ELISA plates. Sera were also systematically
incubated in antigen non-coated blank wells to determine background reactions of individual
samples. Levels of IgG and IgA were respectively assessed by incubation with HorseRadish
Peroxydase (HRP)-conjugated anti-dog IgG or IgA (Euromedex), followed by addition of the
HRP colorimetric substrate. Results were expressed as the optical density differences (AOD)
between coated and uncoated wells. In each experiment, a reference serum was included to
standardize data. The use of serial dilutions of sera confirmed signals’ specificity. Finally, the
relative quantification of antibodies was calculated for the 1/200 dilution. Results were finally
expressed as arbitrary units (AU) compared to the reference serum set to 100. When the signal-
to-noise ratio was too high for a given sample, it was excluded. The 1 value was arbitrarily

assigned to sera for which no specific immunoglobulins were detected.

Quantification of cytokines and IgA in biopsies.

Biopsies obtained through endoscopic procedures were quickly frozen at -80°C and stored
before protein extraction. Samples were mechanically disrupted in PBS (250ul) containing
protease inhibitors (Sigma-Aldrich) using a dounce homogeniser. Cell lysates were centrifuged
at 20 000g for 30min at 4°C. Supernatants were aliquoted and stored at -80°C until further
analyses. Total protein quantification was performed using the microBCA assay (Pierce). The
cytokine multiplex assay (CCYTOMAG-90K-PX13, Merck-Millipore) was then used to assess the
levels of GM-CSF, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, IP-10, KC-like, MCP-1 and
TNFa in 25ul protein samples as recommended by the manufacturer. Data were expressed
related to the protein content of each sample (pg/mg). Total IgA in mucosal samples was
assayed with the Dog IgA ELISA quantitation kit (Bethyl Laboratories).

Statistical analysis

Analyses were performed with GraphPad Prism (GraphPad Software version 6.00, La Jolla
California USA). Differences of quantitative variables between groups were assessed using non-
parametric tests. For comparison between 2 groups (control versus IBD), the Mann-Whitney test
was used. The Kruskall-Wallis test was used when comparing the 3 different locations
(duodenum, ileum, colon) in control gut, followed by Dunn’s test for multiple comparisons.
Statistical significance appears as stars on charts (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001); each dot

represents one sample issued from a single dog while lines denote medians.
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Ethical considerations

All experimental procedures were carried out in compliance with the EU directive 2010/63 for
animal experiment. All sampling procedures on control beagles were approved by the C2EA44
Pays de Loire ethic committee in the context of a project registered with the agreement
APAFIS#13800-2017071917541410v4. Five Briard, housed at the Boisbonne animal facility,
were sampled post-mortem at the end of unrelated studies. For client owned, IBD dogs,
procedures were approved by the Oniris’ ethic committee for clinical and epidemiological
research (decision CERVO-2016-13-V).

Results

Mucosal pathology

Mucosal inflammation was first quantified on HES-stained sections (Figure 1). For most IBD
samples, the inflammatory infiltrate was identified as lymphocytic and plasmacytic and graded
from 0 to 2. Only two samples showed signs of associated infiltration by eosinophils in the
duodenum or the ileum, and one by macrophages into the colon. The most commonly found
morphological alteration in the small intestine was villous stunting (11/18 in the duodenum and
5/6 in the ileum) but the overall grade was found to be low (0-4) to mild (5-6) in both parts of the
small intestine. The most significant lesions were found in the colon of IBD dogs with scores
ranging from 3 to 11 (median=7) with a poor contribution of the inflammatory components
compared to the morphological ones (<2).

In control dogs, despite the absence of any clinical signs of enteropathy, the HES scores from
the duodenum and ileum were not significantly different from the ones obtained in IBD dogs. The
only significant difference in HES scores between control and IBD dogs was found in the colon.
A deeper histological analysis was then performed on tissue sections from the same samples in
order to phenotype the immune cell population, using classical markers (Figure 2). As expected,
CD3* lymphocytes were found in the lamina propria and in the epithelial compartment of the
duodenum, ileum and colon. In control dogs, when comparing the three segments of the gut, the
highest number of T lymphocytes was found in the ileum (Kruskall-Wallis, p=0.0016, post test
ileum vs colon p<0.01). The number of duodenal mucosal T lymphocytes was not different in
control and IBD dogs; however, significant lower CD3* lymphocyte numbers were observed in

ileal (p<0.05) and colonic (p<0.01) mucosa of IBD dogs as compared to control ones. In contrast,
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identical numbers of foxp3* regulatory T cells, mainly located in the lamina propria, were found
in samples from control and IBD dogs at any location.

CD20* B lymphocytes were exclusively detected in the lamina propria of the three segments of
the gut with lower numbers in the ileum compared to duodenum and colon (Kruskall-Wallis,
p=0.0034; post test p<0.01 for duodenum and p<0.05 for colon). The number of B lymphocytes
was identical in control and IBD samples in the three segments of the gut.

Finally, the CD204* macrophage lamina propria population, known to display anti-inflammatory
properties, was analysed. CD204* cells were more numerous in the small intestine than in the
colon (Kruskall-Wallis, p<0.0001, post tests p<0.01 for duodenum compared to colon and
p<0.001 for ileum compared to colon). No difference between control and IBD samples was
found in the 3 gut segments.

Chemokine and IgA expression in mucosal samples

A total of 47 biopsies were sampled from the upper and lower digestive tract of 9 control and 11
IBD dogs. The median total protein recovery was 869 pg [range: 410-1793ug].
Cytokines/chemokines quantification was performed by multiplex analysis.

Only 3 among the 13 measured analytes, namely KC-like, IL-8 and MCP-1, were detected in
nearly all the samples (Figure 3). Their levels poorly differed in IBD versus control dogs except
for MCP-1 in the ileum and KC-like in the colon which were significantly higher in IBD compared
to control dogs (p<0.05 for both). GM-CSF was detected in 12 samples (6 control and 6 IBD
dogs) while IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, IL-15, IL-18, IFNy, IP-10 and TNFa were sporadically found (in
less than 7 samples).

In addition, IgA expression was quantified in all samples. The levels of IgA were significantly
lower in duodenal mucosal samples from IBD dogs compared to control dogs (Figure 3). This
difference between control and IBD dogs was not observed in biopsies taken from the ileum and
the colon.

Serum reactivity against bacterial antigens

Serum anti-flagellin and anti-LPS antibodies levels were assessed using ELISA in 13 control
dogs and 21 IBD dogs. For most of them, antibody level quantification was possible; an example
of curves is shown in Supplementary Figure 1A. The anti-LPS IgA assay was not found to be

sufficiently sensitive to reproducibly assess anti-LPS IgA levels in dog serum.

145



W ~J oy Ul WwN

oo U LU GO GO DD DD D BB DD WWWWWWWwWwWWNNNNNDNDNNOMNNMNNMNNNRERFRRERRRERERERERFRF&
NHFOWVWOW-JoOUTEd WNRFOWO-ITOUB WNRFOWOW-JTOUID WNFOWVWOW-JOUEd WNEFEOWOW--JoWU & WNHFH O W

As shown in Figure 4, we found significantly higher levels of anti-flagellin and anti-LPS IgGs in
IBD dogs compared to control dogs (p<0.01 and p<0.05 respectively) (Figure 4). In contrast,
anti-flagellin IgAs levels were similar in the control and IBD groups (Supplementary Figure 1B).

Expression of TLRs in the gut mucosa

Representative images of TLRs’ expression pattern in the different segments of normal gut are
shown in Figure 5. Quantification of TLR-2 and-5 stainings in duodenum, ileum and colon of
normal versus IBD dogs are shown in Figure 6.

*TLR2

In control animals, duodenal and ileal epithelium were stained both in the villi and in the crypts
with staining slightly more intense in the villi than in the corresponding crypts. Same pattern was
observed at the apical and basal parts of the colonic crypts with a significant reduced expression
in the colon compared to small intestine.

Staining was mainly cytoplasmic and diffuse although scattered membrane staining was
observed to some extent. TLR2 positive leucocytic cells were also found in the lamina propria in
the three segments of the gut.

The overall staining was found to be higher in the duodenum than in the ileum and the colon
(Kruskall-Wallis p=0.0063, post-test p<0.01 with the ileum, p<0.05 with the colon) (Figure 6).
Indeed, TLR2 was systematically detected in the duodenum and not in the ileum and colon.

No significant difference of TLR2 expression was found in the duodenum, ileum and colon when
comparing control dogs to IBD patients.

*TLR4

In control dogs, TLR4 expression was detected exclusively in the lamina propria of gut mucosa
and not in the epithelium whatever the location (from duodenum to colon). The staining pattern
of positive cells was cytoplasmic and diffuse within small leucocytic cells.

TLR4 expression was found to be identical in the duodenum, ileum and colon and similar in
control and IBD dogs in the three parts of the gut (not shown).

*TLR5

In control dogs, TLR5 was detected in the epithelium and in the lamina propria of the three parts
of the gut, with the strongest expression in the colon mucosa (Kruskall-Wallis, p=0.0148; post
test, p<0.05 colon vs ileum, Figure 6). Epithelial cells were stained continuously and weakly in
both apical and basal areas of the crypts. There was also basal granular staining of intra-

epithelial small round cells in the crypts, supposedly epitheliotropic T lymphocytes. The number
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of these cells decreased from duodenum, ileum to colon. In the lamina propria, different types of
cells were TLR positive, morphology consistent with lymphocytes, plasma cells, macrophages
and endothelial cells. The staining pattern seemed to be strongly granular and cytoplasmic
(Figure 5).

The overall expression of TLR5 was not different in the three segments of the gut when
comparing control and IBD dogs (Figure 6).

*TLR9

In control dogs, TLR9 was detected in the epithelium and in the lamina propria of the duodenum,
the ileum and the colon. Positive cells were equally distributed in crypts and villi.

In the duodenum and the ileum, the staining in the villus was accentuated at the apical pole of
epithelial cells. Cells positive for TLR9 in the lamina propria were composed of a homogenous
group of small round cells, supposedly lymphocytes and plasma cells.

No difference in TLR9 expression was detected in the duodenum, the ileum and the colon

between control and IBD dogs (not shown).
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Discussion

IBD is a complex, multifactorial disease, whose incidence in human is in constant increase,
stressing the need to develop efficient preventive and curative approaches.

Like in humans, the disease in dog has a genetic component as shown by the strong
susceptibility observed in a few breeds'”. Among the cohort of 22 IBD dogs we studied, four
dogs belonged to these susceptible breeds.

Another feature of the cohort is that we focused on IBD dogs, free of protein-losing enteropathy,
often associated with disease severity. Hence, in our study, IBD dogs were not affected by very
severe disease, with CCECAI scores ranging from 3 to 11 (median=5). Also, IBD dogs
presented few extra-intestinal signs since none of them exhibited oedema, and only three of
them displayed pruritus.

In tissues, the level of morphological architectural alterations (villous stunting, crypt dilation,
lacteal dilatation and epithelial injury) in the duodenum and ileum was limited as shown by the
low grading of tissue lesions. This is in agreement with previous data showing that
morphological lesions such as lacteal dilation and epithelial injury, that positively impact the
score, were more frequent in case of hypoalbuminemic IBD'. In the colon, histopathological
scores were higher in IBD dogs as compared to control ones. The low extent and intensity of
morphological alterations we observed in the cohort of dogs is clearly distinctive from alterations
reported in human IBD.

In the majority of IBD cases, mucosal inflammation was qualified as lymphocytic and
plasmacytic with only sporadic infiltration by eosinophils. However, we did not observe
significant differences in the grading score of lymphocytic and plasmacytic infiltration when
comparing IBD dogs to control dogs using the method used for routine diagnosis on HES
stained sections. The recent report by Allenspach et al. also described significant lymphocytic
and plasmacytic infiltration in control dogs's. Altogether, these data may question the benefit of
scoring lymphocytic and plasmacytic infiltration for pathological assessment of dogs with IBD
without protein loss.

Surprisingly, the number of CD3* T lymphocytes was lower in the ileum and colon of IBD dogs
as compared to control dogs despite identical numbers of foxp3* T regulatory lymphocytes.
There is now growing evidences that innate lymphoid cells play a key role in IBD? and it would
be interesting to better characterize these cell populations in dogs in order to reveal their

potential role in disease. The population of CD204* macrophages was similar in control and IBD
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dogs. Previous studies demonstrated decreased numbers of regulatory T cells and CD204*
macrophages but they were based on data obtained on heterogeneous cohorts of IBD dogs
containing hypoalbuminemic patients which may account for these contrasting results?'-?2,

In human, CD is traditionally associated with activation of Th1 cells while UC is rather Th2
mediated. To get further insights into cytokinic environment of the gut mucosa of IBD dogs, we
measured chemokine levels in gut tissues. In dogs, cytokine expression was previously
assessed though mRNA quantification, in duodenal and colonic biopsies and no clear evidence
of upregulation of any cytokines was observed®32424, One study reported undetectable IL-10
levels but similar IFNy and IL-17 protein levels in duodenal biopsies from patients compared to
controls?*. In our study, the assay sensitivity was not as good as expected. We did not detect IL-
6, which was often associated to pronounced inflammation in chemically induced experimental
models of colitis in pigs?>?6. The only analytes that were detected in nearly all biopsies were KC-
like, IL-8 and MCP1 chemokines independently of dogs’ status (control versus IBD). Epithelial
cells are known to produce different chemokines such as IL-8 and MCP1 and those were
previously associated with IBD in human?’. For example, Reinecker et al. reported constitutive
expression of MCP-1 in the colonic mucosa with increased expression in IBD patients?® In our
study, we found moderate increase in chemokine levels in IBD patients as compared to control
dogs.

Also, in human, increased circulating levels of IL-6 and TNFa, to a lesser extent, are considered
to be markers of IBD?. We detected IL-6 in a single serum sample of IBD patients (data not
shown). We did not either detect TNFa with an assay that allowed detection of concentration
above 7.8pg/ml (data not shown) in agreement with previous data®. Also, Titmarsh et al., in a
study without a control group, reported levels of TNFa below 4pg/ml in the majority of IBD dogs
(21 upon 23)%', which fits with TNFa levels reported in different cohorts of healthy dogs®2.
Altogether, these data suggest than most IBD dogs did not exhibited elevated serum TNFa.
Mucosal immune protection mechanisms include local IgA production, thought to provide the first
line of defence in the gut mucosa®. In control dogs, we found lower quantity of IgA in the ileum
compared to the duodenum, which is in accordance with the gut anatomy in dog. Indeed,
Peyer's patches are more developed in the duodenum than in the ileum in adults with an
associated decrease of IgA* cells in the lamina propria from the proximal to the distal part of the
small intestine®*. As previously reported®®, we also detected significantly lower IgAs level in the
duodenum of IBD dogs compared to control dogs.

Local IgA production was also proposed to control the systemic spread of commensal bacteria®.
We actually found increased circulating antibody levels against two bacterial antigens, flagellin
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and LPS, in IBD dogs compared to control dogs. In human, flagellin was recognized as a
dominant antigen in Crohn patients although it is not clear whether antibodies against flagellin
are directed against flagellin from specific flagelleted bacteria or not>”:,

Sensing of bacterial ligands occurs especially though TLRs expressed by different cell types in
gut mucosa. Since compartmentalisation of the TLRs was proposed as a key factor to maintain
gut homeostasis®®, we assessed TLRs expression in gut mucosa by immunohistochemistry. We
detected TLR2, TLR5 and TLR9 expression in the epithelium and in the lamina propria of the
different parts of the gut, while TLR4 was only expressed by lamina propria cells. This pattern of
expression is similar to the one recently reported by Schnyder et al. in dogs'®. However, in
contrast with their study, we did not find any significant modulation of TLRs expression in the gut
mucosa of dogs suffering from IBD compared to control dogs. Again, this discrepancy might be
explained by the difference in the cohorts of IBD dogs since we focused on a homogeneous
group of dogs without hypoproteinemia and severe disease.

In human, despite the large numbers of studies showing expression of TLRs mRNA in intestinal
cell lines, isolated gut epithelial cells or gut biopsies, the expression of TLRs at the protein level
in the different part of the gut has been poorly investigated.

In human, while previous studies reported TLR2 and TLR4 expression in the lamina propria of
IBD patients*®4!, most recent studies confirmed that TLR2 and TLR4 expression were observed
in lamina propria cells but the main expression were found in the epithelial compartment of
normal ileum and colon and were particularly high in cryptic epithelium® and in enteroendocrine
cells*3. Of note, TLR4, but not TLR2 was also detected in the epithelium of ileal villi in control
samples and both TLR2 and TLR4 were upregulated in the epithelial compartment in patients
with UC*. Less has been done as far as TLR5 and TLR9 are concerned but they were also
detected in the gut epithelium*°45,

Thus, the expression pattern of the different TLRs appears to be different in human and dog,
especially concerning TLR4, which was not found in the epithelial compartment of gut mucosa in
dogs.

Conclusion
In the present study, we aim to characterise biological and pathological features of gut mucosal
immunity actors as potential component of the physiopathology of canine IBD as model of the

corresponding human disease. Altogether, our data highlight some singularities in non

hypoalbuminemic forms of canine IBD when compared to human IBD. Especially, the
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lymphocytic and plasmacytic infiltration in the gut mucosa might not be as important as
previously thought in the pathogenesis of this disease in dogs. Indeed, we found that this feature
was not significantly associated with the clinical score and symptoms in IBD dogs compared to
control dogs, while morphological alterations of the intestinal epithelial barrier were also scarce
in our cohort. Moreover, we described differential expression of the different TLRs in term of
location and intensity in small and large intestines. This feature suggests that TLR signalling is
probably important in the dog as in human for the regulation of the dynamic equilibrium that
exists between the gut microbiota and the immune system activity. We also found an increase in
antibody levels against bacterial ligands in IBD dogs compared to controls, which corroborates
the existence of dysregulated immune responses in IBD animals. Thus, our data constitute a
step further towards a better understanding of the interactions between the host and gut
microbiota in health and disease, even if further experiments are still warranted to validate the

dog as a spontaneous model of human intestinal inflammation.
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Figure legends

Figure 1: Scoring of the histopathological lesions in the different segments of the gut mucosa in
control (black squares) and IBD (black triangles) dogs.

HES stained slides were evaluated on a blind fashion. Scoring of morphological alterations and
inflammatory parameters were assessed as described in the Material and Methods section. For
each biopsy, the total score is plotted.

Figure 2: Quantification of different populations of immune cells in the mucosa of control (black
squares) and IBD (black triangles) dogs.

Immunostainings were performed with anti-CD3, anti-CD20, anti-foxp3 and anti-CD204
antibodies as described in the Material and Methods section.

Figure 3: Quantification of chemokines and IgA, at the protein level, in the mucosa of control
(black squares) and IBD (black triangles) dogs.

Proteins were extracted from biopsies and quantification of CXCL-1, IL-8 and MCP-1 was
performed by Multiplex analysis while IgA levels were assayed with an ELISA kit. Results are

expressed as quantity per mg of total proteins in the samples.

Figure 4: Quantification of anti-flagellin and anti-LPS IgGs in the serum of control (black
squares) and IBD (black triangles) dogs.
Specific antibody levels were assessed using an ELISA assay. Data are expressed in arbitrary

unit related to a reference sample as described in the Material and Methods section.

Figure 5: Representative pictures of TLR2, TLR4, TLR5 and TLR9 expression detected by
immunohistochemistry in the duodenum, ileum and colon mucosae of control dogs. Bar=100 pm.
a-c: TLR2, marked (duodenum), mild (ileum) and low (colon) cytoplasmic staining of epithelial
cells (arrows) with scattered positive leucocytes in the lamina propria (arrowhead).

Pictures d-f: TLR4, scattered positive leucocytes in the lamina propria (arrowhead). Note the
absence of staining in the epithelium.

Pictures g-i: TLR5, mild (duodenum and ileum) to marked (colon) cytoplasmic staining of
epithelial cells (arrow) and clusters of positive leucocytes in the lamina propria (arrowhead).
Pictures j-I: TLR9, mild (duodenum and ileum) to marked (colon) cytoplasmic staining of

epithelial cell (arrow) and clusters of positive leucocytes in the lamina propria (arrowhead).
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Figure 6: Quantification of TLR2 and TLR5 stainings in the mucosa of control (black squares)
and IBD (black triangles) dogs.

Sections were processed for immunostainings with anti-TLR2 and anti TLR5 antibodies as
described in the Material and Methods section.
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Supplementary Table 1: Comparison of the clinical activity index used in dog with basic indexes
used in human patient.

CCECAI: Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index; HBI: Harvey Bradshaw Index;
SCCAI: Simple Clinical Colitis Activity Index. The HBI is a simple version of the CDAI, which one
is computed on a diary completed by the patient for 7 days.

Supplementary Table 2: Primary antibodies (all directed against human proteins) and protocols
used for immunohistochemical analyses with the Benchmark XT Ventana automate (Roche
Diagnostics). All dilutions were performed using the commercially available diluent (Ventana
Medical Systems). 2Optiview: multimer-technology based 3,3'-diaminobenzidine (DAB) detection
system. Plview: indirect biotin streptavidin DAB detection system adapted for goat primary

antibodies with a rabbit anti-goat Ig (Dako Cytomation). CC1: demasking buffer.

Supplementary Figure 1: Detection of anti-flagellin antibodies in the sera of dogs using ELISA.
A- Example of the curves obtained in the ELISA assay. The dashed line corresponds to the
reference serum. B- Quantification of anti-flagellin IgA quantification in control (black squares)
and IBD (black triangles) dogs.
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Supplementary Figure 1: Detection of anti flagellin antibodies in the sera of dogs using ELISA.
A- Example of the curves obtained in the ELISA assay. Dashed line coresponds to the reference serum.
B- Quantification of anti-flagellin IgA in control (black squares) and IBD (black triangles) dogs.
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Supplementary Table 1

Supplementary Table 1: Comparison of the clinical activity index used in dog with basic indexes
used in human patient.
CCECAI: Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index; HBI: Harvey Bradshaw Index;

SCCAI: Simple Clinical Colitis Activity Index.

The HBI is a simple version of the CDAI (Crohn Disease Activity Index), which one is computed
on a diary completed by the patient for 7 days, and takes into account others parameters such
as weight loss, anti-diarrhoea drug use and haematocrit.

Dog IBD Human CD Human UC
Items CCECAI HBI SCCAI
Stools - Frequency - Frequency of liquid/soft - Increased frequency during
- Consistency ones the day and during the night
- Urgency of defaecation
- Presence of blood
Other intestinal and | - Vomiting - Abdominal pain - Extracolonic features (e.g.
extra-intestinal signs | _ Agcites/Oedema - Presence of an abdominal arthritis, erythema nodosum,
- Pruritus mass %ggi‘:r)ma gangrenosum,
- Other clinical signs
associated with the disease
(e.g. arthralgia, stomatitis,
fever, anal fistula...)
Weight - Weight loss - Criteria not used - Criteria not used
Behavior - Attitude/Activity - General well-being - General well-being
- Appetite

Biological analyses

- Serum albumin
concentration (<20g/l)

- Criteria not used

- Criteria not used
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Supplementary Table 2

Supplementary Table 2: Primary antibodies (all directed against human proteins) and protocols used for immunohistochemical
analyses with the Benchmark XT Ventana automate (Roche Diagnostics). All dilutions were performed using the commercially
available diluent (Ventana Medical Systems). *Optiview: multimer-technology based 3,3'-diaminobenzidine (DAB) detection system.
blview: indirect biotin streptavidin DAB detection system adapted for goat primary antibodies with a rabbit anti-goat Ig (Dako
Cytomation). CC1: demasking buffer.

CD3 CD20 FOXP3 CD204 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9
Antigen 32 min 32 min 32 min 40 min 32 min 32 min 32 min 32 min
Retrieval (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)  (95°C-CC1)
Antibody kind rabbit rabbit mouse mouse goat mouse mouse mouse
monoclonal polyclonal monoclonal monoclonal polyclonal monoclonal monoclonal monoclonal
2GV6 PA5-16401 eBio7979 SRA-E5 ab1655 TLR4/230 19D759.2 26C593.2
brand Ventana Thermofisher ~ eBioscience  Abnova Abcam Novus Novus Abcam
Biologicals Biologicals
dilution  1/4 1/800 1/150 1/1500 1/1000 1/50 1/50 1/600
:i’:::ba"m 32 min 32 min 1h32min  32min 32 min 40 min 36 min 32 min
Detection Optiview? Optiview? Optiview? Optiview?® Iview® Optiview? Optiview? Optiview?
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Abstract (<250 words)

Background

The incidence of IBD (Inflammatory Bowel Disease) is increasing worldwide, emphasizing the
need of relevant models, as dog spontaneously affected by IBD might be, for better knowledge
of the disease physiopathology.

Methods

We studied 22 client-owned dogs suffering from IBD without protein loss and 14 control dogs.
Biopsies were obtained from duodenum, ileum and colon. Inflammatory grade was assessed by
histopathology, immunohistochemistry and chemokine analysis. Expression of Toll-Like
Receptors (TLR) in mucosa was immunohistochemically evaluated. Antibody levels against
bacterial ligands (LPS and flagellin) were measured in sera using ELISA.

Results

IBD dogs showed low to severe clinical diseases. Histopathologically, gut of IBD dogs did not
exhibit significant alterations compared to controls except in the colon. The number of CD3* T
lymphocytes was decreased in the ileum and colon of IBD dogs compared to control, while the
numbers of Foxp3*, CD20* and CD204* cells were similar in the two groups. Three chemokines
(KC-like, IL-8 and MCP-1), but no cytokines, were detected at the protein level in the mucosa
and the disease poorly affected their tissue concentrations. IBD dogs exhibited higher serum
reactivity against LPS and flagellin than controls, however similar immunoreactivity against their
receptors TLR4 and TLR5. TLR2 and TLR9 also showed similar patterns of expression in control
and IBD dogs.

Conclusions

Our data support the hypothesis of dysregulated immune response in dogs affected by IBD
without protein loss. However, the inflammation appeared to be less severe than in human IBD.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, Dog, Toll-like Receptors, Chemokines, Microbial
ligands

Topic: Animal models, Spontaneous disease, Gut mucosa, Histopathology,

Subject: Inflammation

Issue Section: Basic Science Research

Summary (40 words)

Dog inflammatory bowel disease (IBD) was proposed as a relevant spontaneous model for
human IBD. In this study we showed that dog IBD, like in human, is characterized by
dysregulated immune response against microbiota, despite less severe histopathological gut
alterations.
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1 Principaux résultats et implications majeures

1.1 Inflammation intestinale dans les MICI sans pertes de protéines

1.1.1 Histologie conventionnelle

L’analyse histologique des biopsies duodénales, iléales et coliques obtenues par endoscopie
des chiens atteints de MICI a été réalisée en aveugle selon les critéres recommandés par la
WSAVA et la grille proposée par Allenspach et al. (Simplified Histopathologic Scoring
System for Gastrointestinal Inflammation) (218).

L’analyse des chiens atteints de MICI a été réalisée une premicre fois dans le cadre de la
procédure diagnostique entre 2016 et 2018, puis une seconde fois dans le cadre du protocole
de lecture en aveugle en 2019. On constate une différence d’appréciation des lésions
morphologiques entre la premicre lecture et la seconde lecture (cf. Tableau 12). Les 1ésions
morphologiques ne sont que peu rapportées dans le groupe MICI lors de la premicre lecture
alors qu’elles sont fréquentes lors de la seconde lecture (cf. 2.2) Cette différence tient
probablement au fait que I’importance des Iésions morphologiques a été mise en lumigére par
la publication d’Allenspach et al. en 2019 (218).

Contrairement aux résultats d’ Allenspach et al., aucune corrélation n’a été observée entre
le score histologique et le score clinique de la maladie. Cette différence de résultat est
probablement liée a la non-inclusion dans notre cohorte des entéropathies avec pertes de
protéines. En effet, le Simplified Histopathologic Scoring System for Gastrointestinal
Inflammation attribue 50% des points aux 1ésions morphologiques (dilatation des cryptes,
dilatation des chyliferes, érosions épithéliales, ...). Or, ces lésions sont fréquemment
associées a des pertes de protéines. Le poids du score morphologique est donc mineur dans
notre cohorte.

Les scores histologiques ne sont pas statistiquement différents entre le groupe MICI et
le groupe témoin a I’étage duodénal et a I’étage iléal. En revanche, on observe une
différence significative du score histologique entre les deux groupes a I’étage colique.
Une analyse plus approfondie du score histologique a 1’étage colique montre que le poids
relatif du score morphologique est supérieur a celui du score inflammatoire. La prise en
compte de la diminution du nombre de cellules caliciformes a été déterminante car le seuil

de significativité n’est pas atteint si ce parametre n’est pas intégré.
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L’analyse au cas par cas montre des composantes inflammatoires similaires entre les 2
groupes a tous les étages biopsiés ce qui laisse présager que I’inflammation cellulaire n’est

pas déterminante dans 1’expression de signes cliniques.

1.1.2 Phénotypage par immunohistochimie des cellules inflammatoires

L’analyse immunohistochimique des biopsies duodénales, iléales et coliques des chiens de
notre cohorte a permis d’évaluer les populations de lymphocytes CD3+, de lymphocytes
CD20+, de macrophages CD204+ et de lymphocytes Treg FOXP3+. Nous avons observé
une diminution significative du nombre de lymphocytes CD3+ dans la muqueuse de 1’iléon
et du colon dans le groupe MICI par rapport au groupe témoin.

Ces résultats contrastent avec ceux de German et a/. qui ont évalué¢ en 2001 les marqueurs
CD3, CD4, CD8, IgG, IgM, IgA, L1, CMH II, TCRaf et TCRYd dans le duodénum de
plusieurs populations de chiens atteints d’entéropathie chronique dont 9 cas de MICI et
plusieurs populations témoins (chiens sains, chiens avec maladie extra-digestive et chiens
avec maladie digestive sans atteinte gréle) (219). Les auteurs constatent une augmentation
significative du nombre de cellules marquées CD3+ dans la lamina propria duodénale entre
le groupe MICI et les groupes témoins (médiane IBD=62 cell/10 000 um? versus sains=39
cell/10 000 um?, p=0,001) Figure 37. La publication de German et al. ne fournit aucune
information sur I’intensité clinique et sur la présence éventuelle de pertes de protéines chez

les chiens étudiés.

180 T o - Figure 37 : Quantification du nombre de
o | cellules CD3+ dans la lamina propria
duodénale des chiens atteints de
1201 différentes entéropathies chroniques et
100 | . des témoins dans la publication de
g - German et al.
% ” o . Endo :  chiens controles prélevés par
gl o « T endoscopie, PM : chiens controls prélevés en
w0l -O-O- & 2%3 période post mortem, ARD : Antibiotic
“c;;%" .f o ¢ Responsive Diarrhea, FR : Food Responsive.
20 ® ng . (219)
0
Endo PM ARD IBD FR
Control Sl disease
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Plus récemment, Schreiner et a/. n’ont pas mis en évidence de différence dans le nombre de
cellules CD3" dans la lamina propria de biopsies endoscopiques duodénales et coliques
avant et apres traitement corticoides chez des chiens atteints de MICI (188). Ils n’identifient
pas non plus de différence entre le groupe MICI et le groupe FRD. L’intensité clinique des
animaux de leur cohorte est plus élevée que dans la nétre (CECCAI médian=10).

Nos résultats ainsi que ceux de Schreiner et al. tendent & montrer que I’infiltration par des
cellules inflammatoires de la muqueuse intestinale, et notamment par les lymphocytes T
CD3*, n’est pas un ¢lément déterminant 1’expression clinique des MICI du chien.

La caractérisation des populations d’ILC reste une étape a venir importante chez le chien.

1.1.3 Etsilinflammation cellulaire n’était pas déterminante ... ?

Comme explicité dans la premiere partie, le concept actuel de 1’inflammation intestinale
chronique repose sur le triptique :
Prédisposition génétique — Microbiote - Dysimmunité de [’hote

Une lecture consiste a penser que les signes cliniques surviennent dés lors que plusieurs
facteurs parmi les 3 précités sont réunis. Ainsi, nos chiens asymptomatiques présenteraient,
certes, une inflammation a bas bruit, mais I’absence de déséquilibre du microbiote ou de
facteur génétique les protegerait de I’expression clinique de la maladie. Cette hypothése est
possible et nous ne disposons d’aucune donnée génétique ou microbiotique permettant de
I’approcher.

Toutefois, dresser le constat que ’infiltration inflammatoire des chiens symptomatiques
n’est pas différente de celle des chiens asymptomatiques ameéne a remettre en question le
présupposé initial selon lequel I’inflammation est essentielle. D’autres acteurs de
I’immunité, cellulaires ou non, peuvent étre impliqués dans I’apparition des signes mais il
semble opportun d’ouvrir le champ de la réflexion vers de nouvelles théories accordant une
place centrale a d’autres acteurs : microbiote digestif et/ou le systéme nerveux entérique par

exemple.

1.1.4 Vers une refonte de la nosographie des entéropathies chroniques du chien

Actuellement, le diagnostic de MICI chez le chien repose sur 1’identification d’une
inflammation de la muqueuse intestinale a ’analyse histologique. Tous les animaux malades
de notre cohorte ont re¢u un diagnostic de MICI sur la base de cette constatation lors du

processus diagnostique d’inclusion. Or, force est de constater que 1’inflammation intestinale,
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telle qu’elle décelable a 1’analyse histologique, des chiens malades n’est guére différente
de celle des chiens cliniquement sains. Ce constat est en contradiction avec le présupposé
de départ qui met en avant le principe d’une inflammation pathologique de la muqueuse
intestinale chez les animaux symptomatiques. Les publications vétérinaires admettent
volontiers ce paradigme et aucune ne vient le contredire. Or, le paradoxe auquel nous
sommes confrontés est uniquement lié au cadre nosographique dans lequel nous nous
sommes volontiers enfermés en adoptant une terminologie dont la seule 1égitimité est d’étre
adaptée aux maladies de I’homme. Nos résultats incitent donc a sortir de ce cadre
nosographique et a réfuter le terme de MICI pour désigner les maladies du chien. La
classification clinique (FRE, ARE, IRE, ...) est extrémement imprécise mais présente
I’avantage de ne pas s’engager sur un terrain inconnu. Les IRE regroupent
vraisemblablement plusieurs entités qu’il convient de décrire avec précision au fur et a
mesure que les données mécanistiques seront connues avant de leur trouver un cadre

nosographique.

1.2 Expression des TLRs

Nos observations permettent de décrire I’expression protéique des TLR2, 4, 5 et 9 chez le

chien. Le Tableau 13 résume les observations réalisées.

Horizontalement, on observe une expression des quatre TLRs étudiés aux étages duodénale,
iléal et colique. Pour le TLR2, I’expression est significativement plus intense a 1’étage
duodénal. Elle est équivalente pour les TLR4, 5 et 9 aux trois étages.

Verticalement, on observe une expression dans I’épithélium et dans la lamina propria des
TLR2, 5 et 9. TLR4 n’est pas décelé dans I’épithélium.

Ces observations sont en accord avec celles de Schnyder et al. (320)
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Tableau 13 : Résumé de I'expression des TLR2, 4, 5 et 9 selon la localisation.

Duodénum Iléon Colon
Epithétium | F | poinetium | F | poihetium | FOmina
propria propria propria
2 A N A+ex
3 Villosités ++ Villosités + ey tesﬂ o base +
= ++/Cryptes+ ++/Cryptes+ crypte+
- - -
< Petites Petites Petites
~ 0 cellules 0 cellules 0 cellules
ﬁ rondes, cell. rondes, cell. rondes, cell.
endothéliales endothéliales endothéliales
capillaires capillaires capillaires
- - —t
+ Lymphocytes, + Lymphocytes, ++ Lymphocytes,
2 Cellules plasmocytes, Cellules plasmocytes, Cellules plasmocytes,
— | ¢épithéliales et | macrophages, | épithéliales et | macrophages, | épithéliales et | macrophages,
= | cellules rondes cellules cellules rondes cellules cellules rondes cellules
intraépithéliales | endothéliales | intraépithéliales | endothéliales | intraépithéliales | endothéliales
vasculaires vasculaires vasculaires
o + * + * *
~ L Petites L Petites Petites
— Partie apicale cellules Partie apicale cellules * cellules
= de la villosité de la villosité
rondes rondes rondes

Contrairement aux études en ARNm et a I’étude de Schnyder et a/. en immunohistochimie,

nous n’avons pas montré de différence d’expression protéique des TLR2, 4, 5 et 9 entre

les chiens atteints de MICI et les chiens témoins. Il n’en reste pas moins que les variations

d’expression des protéines peuvent étre subtiles et peuvent donc ne pas avoir été détectées

par la quantification en immunohistochimie. Egalement, il reste important de considérer que

I’absence de variation de I’expression protéique ne préjuge pas de variations de 1’activité

fonctionnelle des TLRs. Cet aspect peut faire 1’objet d’explorations futures. Pour ce faire, la

méthodologie utilisée par Figueiredo et al. pourrait étre exploitée. Les auteurs mettent en

suspension les cellules inflammatoires de la muqueuse intestinale de chiens atteints de

leishmaniose en réalisant une lyse pariétale sous 1’action d’une collagénase (333). Ils

analysent par cytométrie de flux la suspension aprés marquage avec des anticorps

spécifiques des protéines d’intérét. Dans le cadre de 1’évaluation fonctionnelle des TLRs,

cette méme technique pourrait étre utilisée pour exposer les cellules de la muqueuse

intestinale en suspension aux ligands des TLRs et évaluer la réponse effectrice qui en

découle. Toutefois, Figueiredo et al. utilisent des fragments d’intestin récoltés a la faveur
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d’une autopsie. La petite taille des biopsies obtenues par endoscopie risque d’étre un facteur

limitant important.

Egalement, Swerdlow et al. ont isolé et cultivé des cellules épithéliales coliques de chiens
sains. Une fois la culture primaire arrivée a confluence de 75%, les auteurs ont étudié
I’expression de ’ARNm de cytokines sous 1’action des ligands LPS ou peptidoglycanes
(334). Cette méthodologie pourrait étre utilisée pour comparer 1’effet des ligands des TLRs
sur les cellules épithéliales de chiens atteints de MICI versus de chiens sains. Une fois
encore, les auteurs utilisent des fragments de c6lon obtenus a 1’autopsie. La faisabilité de la

mise en culture a partir de biopsies obtenues par endoscopie est trés incertaine.

Le modele organoide intestinal, dont la description a récemment été faite chez le chien a

partir de biopsies obtenues par endoscopie, peut également étre utilisé¢ dans ce sens (335).

1.3 Expression des IgA dans la paroi intestinale des chiens atteints de MICI

La mesure des IgA pariétales est signicativement abaissée sur les biopsies duodénales des
chiens du groupe MICI par rapport au groupe témoin. Ce résultat conforte ’implication
d’une anomalie immunitaire humorale dont I’origine peut étre locale ou systémique.
Nos résultats sont en accord avec ceux de Maeda et al. qui montrent une diminution de la
quantité d’IgA fécale, de la quantité¢ d’IgA dans la muqueuse duodénale et du nombre de
plasmocytes IgA+ dans la lamina propria duodénale chez les chiens atteints de MICI par
rapport aux chiens témoins sains (325).

Egalement, Soontararak et a/. constatent qu’une plus grande proportion des bactéries fécales
des chiens atteints de MICI sont fixées a des IgM et a des IgA comparativement aux animaux
sains (323). De plus, les auteurs observent que la reconnaissance des bactéries fécales par
les Ig sériques n’est pas différente entre le groupe MICI et le groupe sain. Ces observations
orientent vers une anomalie immunitaire humorale locale et non systémique.

D’autres études sont nécessaires pour, primo, conforter nos observations sur une plus large
cohorte et, secundo, déterminer le(s) niveau(x) de défaillance dans la synthése/sécrétion des

IgA.
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1.4 Séro-réactivité anti-fagelline et anti-LPS des chiens atteints de MICI

Nos résultats montrent une séro-positivité anti-flagelline et anti-LPS plus importante dans le
groupe MICI par rapport au groupe témoin. Outre la contribution apportée a la connaissance
du processus physiopathologique, cette observation ouvre la porte au développement de

nouveaux marqueurs de I’inflammation intestinale.

En médecine humaine, les marqueurs sériques ont une place dans la démarche diagnostique
de la MC et de la RCH. Les marqueurs les mieux documentés sont les anticorps anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) et les anticorps périnucléaires anti-neutrophiles
atypiques (pANCA atypique). La combinaison du dosage de ces deux anticorps permet de
différencier la MC de la RCH avec une spécificité supérieure a 90% et avec une sensibilité
de I’ordre de 50% (326). Le Tableau 14 résume les résultats de Mokrowiecka et al. dans
une cohorte de patients composée de 71 cas de RCH, de 31 cas de MC et de 23 cas de colite

d’origine indéterminée.

Tableau 14 : Sensibilité, spécificité, valeurs prédictives positive et négative des
sérologies pANCA et ASCA dans le diagnostic de la MC et de 1a RCH.
(D'apres Mokrowiecka et al.(326))

Sensibilité | Spécificité¢ | Valeur Valeur prédictive
prédictive négative
positive

pANCA+ dans RCH 68% 84% 75% 78%
ASCA+ dans MC 81% 78% 45,5% 95%
pANCA+/ASCA-

42% 100% 100% 43%
dans RCH
pANCA-/ASCA+

52% 98,6% 94% 82%
dans MC

Chez le chien, Luckschander et al. ont comparé la séropositivité pANCA entre un groupe
atteint de FRE et un groupe atteint d’IRE. Le pourcentage de séropositifs est
significativement plus élevé dans le groupe FRE (62% vs 23%) (327). Egalement, les auteurs
constatent une différence statistiquement significative du titrage médian entre les 2 groupes

(1:100 dans le groupe FRE vs <1:10 dans le groupe IRE). Cependant, la séropositivité
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pANCA n'est pas spécifique de I’évolution d’une EC et peut également étre observée au
cours de maladies a médiation immunitaire, infectieuses ou néoplasiques (328,329).
La sérologie anti-ASCA a également ¢été évaluée chez le chien par Allenspach et al. qui

rapportent une positivité dans 44% des cas d’IRE (330).

Plusieurs anticorps anti-flagellines sont documentés chez 1’humain. Modes et a/. montrent
des niveaux d’anticorps anti-CBirl et anti-FlaX significativement plus élevés chez les
patients atteints de MC par rapport a ceux atteints de RCH ce qui conforte I’intérét de
I’analyse sérologique dans la distinction entre les 2 entités (331). Plus récemment, Plevy et
al. ont proposé un algorithme basé sur le modéle Random Forests (ou algorithme des foréts
d’arbres décisionnels) en intégrant 8 marqueurs sérologiques (Anticorps anti-flagelline
(CBirl, A4-Fla2 et FlaX), ASCA-IgA, ASCA-IgG, ANCA, pANCA, anti-OmpC (porine de
E. coli) et anticorps anti-pancréas), 4 marqueurs génétiques (variants génétiques de
ATGI16LI1, de NKX2-3, de ECM1, de STAT3) et 5 marqueurs inflammatoires (VEGF, CRP,
SAA, ICAM-1, et VCAM-1) (332). La sensibilité et la spécificit¢ de 1’algorithme a
correctement distinguer les patients MICI des patients non-MICI est respectivement de
73,4% et 89,6%. Pour les patients classés dans le groupe MICI, D’algorithme classe
correctement 88,9% des patients atteints de MC et 97,7% des patients atteints de RCH.

Les cliniciens vétérinaires sont en attente de nouveaux marqueurs permettant de simplifier
la démarche diagnostique et thérapeutique. Les dosages sanguins sont de nature a répondre
a cette attente. Toutefois, la mise en application exige la confirmation de nos résultats sur
une plus large cohorte de chiens et I’inclusion d’animaux souffrant d’autres maladies
digestives (infectieuses, tumorales, FRD, ...) et de maladies extra-digestives (maladies
parodontales, ...) afin de déterminer les caractéristiques d’un tel dosage. A I’image de ce qui
est proposé en médecine humaine, son intégration dans un algorithme pourra également étre

analysée.

Toutefois, outre la nécessité d’une validation prospective, le développement de ce genre
d’outils diagnostiques se heurtera inévitablement aux limites de la nosographie des

entéropathies en médecine vétérinaire (cf. 1.1).
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2 Limites de I’étude

2.1 Lacohorte

De petite taille par rapport aux publications en médecine humaine, notre cohorte de 22
individus est de taille somme toute assez conséquente par comparaison aux publications
vétérinaires. L’¢tude de German et al. sur le marquage des cellules inflammatoires de la
lamina propria duodénale contenait 9 animaux dans le groupe malade (219). Cette étude est
la seule montrant une différence du nombre de cellules CD3" entre les malades et les sains.
Notre étude possede donc a priori la puissance statistique suffisante pour détecter une telle
différence si elle avait existé.

Notre cohorte présente une particularité phénotypique importante dont il convient de tenir
compte dans les conclusions : les animaux malades sont relativement peu symptomatiques
avec un score CECCAI médian de 5,5 alors que la plupart des publications rapportent des
animaux qui évoluent entre 6 et 10. Cette différence tient a la non-inclusion des chiens
présentant une entéropathie avec pertes de protéines. Il est donc prudent de restreindre nos
conclusions aux seules « entéropathies de score clinique faible » ou « aux entéropathies

sans pertes de protéines ».

2.2 Lestémoins

L’obtention de témoins sains est une véritable gajeure en recherche clinique vétérinaire. Ceci
est d’autant plus vrai qu’il n’existe pas chez le chien, contrairement a ’homme, de ligne de
démarcation franche entre zones saines et zones lésées qui pourrait justifier que le malade
lui-méme soit son propre témoin. Pour des raisons éthiques évidentes, il n’est pas possible
de réaliser des biopsies endoscopiques sur des animaux sains de propriétaire. Le recours a
I’animal de laboratoire est donc souvent nécessaire. Nous avons utilisé les prélévements de
neuf beagles et cinq briards. Certains auteurs évoquent les limites de I’utilisation de beagle
de colonie en tant que chien témoin car une inflammation sub-clinique pourrrait exister. Par
exemple, Schnyder et a/. mentionnent dans leur discussion : “It has been shown in several
studies that Beagles may not represent a good control group as they may have subclinical GI
disease despite being clinically healthy.” (320). Cette assertion n’est pas accompagnée de
référence source. Hanifeh et a/. mentionnent dans leur étude effectuée sur beagle sains, un
score histologique de 0 mais sans lecture en aveugle et sans comparer a des animaux

symptomatiques (336).
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La publication d’Allenspach et al. sur la validation du Simplified Histopathologic Scoring
System for Gastrointestinal Inflammation fait intervenir 12 beagles et 7 chiens croisés
beagles asymptomatiques dont les biopsies duodénales, iléales et coliques ont été analysées
en aveugle (218). L’analyse des données brutes montre, outre une certaine variabilité inter-
observateur, des scores histologiques allant de 0 a 7 (sur 21) dans le duodénum et 1’iléon et
allant de 0 2 9 (sur 24) dans le c6lon. Ces résultats concordent avec ceux de nos témoins.

En conséquence, les données factuelles de la littérature ne soutiennent pas I’hypothése
de ’existence d’une inflammation intestinale « pathologique » communément présente

chez les chiens de colonie.

2.3 Validation des anticorps anti-TLRs

Les anticorps utilisés pour marquer les TLR2, 4, 5 et 9 n’ont pas fait I’objet de validation
interne. Plusieurs publications utilisent des anticorps anti-TLR2, 4, 5 et 9 pour un marquage
en immunohistochimie ou en cytométrie de flux chez le chien. Le Tableau 15 récapitule les

différents anticorps utilisés dans les publications sur le chien.

Les brochures des fabricants ayant fourni les anticorps utilisés sur notre cohorte font état
d’une réaction croisée avec les TLRs canins. Apres avoir interrogé directement les
fabricants, aucune information sur la sensibilité et la spécificit¢ de la réaction dans
I’application immunohistochimie chez le chien n’est toutefois accessible. La réaction
croisée annoncée par les fabricants repose sur I’homologie supérieure a 80%

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) des séquences en acides aminés des TLRs canins par

rapport aux TLRs humains et sur la publication de Moreira et al. qui utilisent les

anticorps anti-TLRY issus du méme clone en cytométrie de flux.
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Tableau 15 : Principaux fournisseurs et type d'anticorps utilisés dans les publications sur

le marquage des TLRs chez le chien.

[HC : Immunohistochimie.

monoclonal de souris

Publication Technique Fabricant Type Clone
chien utilisée
Figueiredo et Cytométrie SourthernBiotech® Anti-TLR2 humain ; | 2B4Al
al. (333) de flux monoclonal de souris
Moreira et al. Cytométrie Novus Biologicals® Anti-TLR2 humain, TL2.1
(337) de flux monoclonal de souris
Reineking et Cytométrie Bio-Rad® Anti-TLR2 humain, 2.1
TLR2 | al. (338) de flux monoclonal de souris
Schnyder et al. | IHC Non comercialisé, Anti-TLR2 canin ;
(320) production interne polyclonal de lapin
purifié
Nos animaux IHC Abcam® Anti-TLR2 humain, Ab1655
polyclonal de chévre
Moreira et al. Cytométrie Novus Biologicals® Anti-TLR4 humain, HTA125
(337) de flux monoclonal de souris
Reineking et Cytométrie Bio-Rad® Anti-TLR4 humain, HTAI125
al. (338) de flux monoclonal de souris
TLR4 | Boozer et al. IHC Santa Cruz Anti-TLR4 humain,
(339) Biotechnology® polyclonal de chévre
Schnyder et al. | IHC Non comercialisé, Anti-TLR4 canin ;
(320) production interne polyclonal de lapin
purifié
Nos animaux IHC Novus Biologicals® Anti-TLR4 humain, TLR4/230
monoclonal de souris
Moreira et al. Cytométrie Novus Biologicals® Anti-TLRS humain, 85B152.5
(337) de flux monoclonal de souris
Reineking et Cytométrie Acris Antibodies® Anti-TLRS humain, 85B152.5
al. (338) de flux monoclonal de souris
TLRS5 | Schnyderetal. | IHC Non comercialisé, Anti-TLRS canin ;
(320) production interne polyclonal de lapin
purifié
Nos animaux IHC Novus Biologicals® Anti-TLRS humain, 19D759.2
monoclonal de souris
Figueiredo et Cytométrie SourthernBiotech® anti-TLR9 humain ; IMG-
al. (333) de flux monoclonal de souris | 305A
Moreira et al. Cytométrie Novus Biologicals® Anti-TLR9 humain, 26C593.2
(337) de flux monoclonal de souris
Reineking et Cytométrie Bio-Rad® Anti-TLR9 humain, 5G5
al. (338) de flux monoclonal de souris
TLR9 Boozer et al. IH Santa Cruz Anti-TLR9 humain,
(339) Biotechnology® polyclonal de chévre
Schnyder et al. | IHC Non comercialisé, Anti-TLRO canin ;
(320) production interne polyclonal de lapin
purifié
Nos animaux IHC Abcam® Anti-TLR9 humain, 26C593.2
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2.4 Dosages des cytokines et chimiokines

Nous avons mesuré les cytokines et chimiokines dans la muqueuse duodénale, iléale et
colique des chiens malades et sains a 1’aide de la technologie Luminex®. C'est une
technologie de détection/quantification de molécules basée sur la technique ELISA sur billes
doublement fluorescentes qui permet des analyses multiplexées. Le kit de dosage utilisé
permet la mesure simultanée de 13 molécules différentes dans 25ul. de spécimen
contrairement au test ELISA standard qui permet le dosage d’une seule molécule. Cette
technologie présente 1’avantage d’étre économiquement avantageuse, rapide et peu
consommatrice de matériel biologique.

Parmi les 13 molécules mesurées, seules 3 (CXCL1, IL-8 et MCP-1) étaient quantifiables
dans tous nos échantillons. Deux d’entre elles sont significativement augmentées dans le

groupe MICI par rapport au groupe témoin : CXCL1 et MCP-1.

La quantité des autres molécules était trés certainement inférieure au seuil de détection. Le
Tableau 16 compare la limite inférieure de détection (LID) des dosages de cytokines et de
chimiokines chez le chien entre la technologie Milliplex®, la technologie Meso Scale
Discovery® (MSD®) et quelques tests ELISA standards. Ces chiffres sont issus des données
techniques fournies par les fabricants. On constate que les technologies Milliplex® et
MSD® présentent des LID nettement inférieures a celles de la plupart des tests ELISA
standards. Les LID avec la technologie MSD® sont nettement inférieures pour les dosages
de I’IL-8 (divisé par 17) et du TNFa (divisé par 37) mais comparables pour les autres dosages
existants. A titre de comparaison, le colt des réactifs (anticorps, ...) est 7 fois plus important

avec la technologie MSD® par rapport a la technologie Milliplex®.
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Tableau 16 : Comparaison des sensibilités de détection des cytokines/chimiokines

entre les techniques Milliplex®, Meso Scale Delivery® et Elisa standard.

(Source fiche technique des fabricants).

Cytokine Milliplex® Meso Scale Discovery® Elisa standard
Chimiokine Limite inférieure de | Limite inférieure de détection | Limite inférieure de
détection Kit Canine Prolnflammatory | détection
Kit Canine | Panel 3 Assay
Cytokine/Chemokine (pg/mL)
Magnetic Bead Panel (pg/mL)
(pg/mL)
GM-CSF 9.2 ND ND
IFN-y 13.6 100
(IFN gamma Canine ELISA
Kit, Thermofisher®)
IP-10 3.2 ND ND
IL-2 3.5 7,6 400
(Canine IL-2 ELISA Kit ,
RayBio®)
IL-6 3.7 2,4 100
(Canine IL-6 ELISA Kit,
ab193686, Abcam®  ou
Canine 1IL-6 ELISA,
RayBio®)
IL-7 7.5 ND ND
IL-8 21.7 1,3 6
(Canine IL8 ELISA Kit,
ab155465, Abcam®)
IL-10 8.5 5,9 100
(Canine IL-10 Assay Ultra- | (Canine IL-10 ELISA Kit,
Sensitive Kit, Mesoscale®) ab193685, Abcam®)
IL-15 9.0 ND ND
IL-18 5.8 ND ND
KC-like 5.3 ND ND
MCP-1 21.0 ND ND
TNFa 6.1 0,17 2

(Canine TNF alpha ELISA
Kit ab193687, Abcam®)

La technologie de dosage Simoa® est ultra-sensible et permet des LID de I’ordre du

fentogramme (10 pg). Toutefois, aucun anticorps canin n’est actuellement disponible par

cette technique pour effectuer des dosages chez le chien.

En conclusion, il pourrait étre nécessaire d’utiliser une technologie de dosage plus sensible

que celle utilisée dans notre étude. A ce jour, la technologie MSD® peut répondre a cette

attente pour le dosage de I’'IL-8 et du TNFa uniquement.
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2.5 Analyse du microbiote

L’analyse du microbiote digestif n’a pas été effectuée sur notre cohorte. La séroréactivité
anti-flagelline et anti-LPS constatée ainsi que la diminution du dosage des IgA dans la
muqueuse duodénale amenent a penser qu’un déséquilibre du microbiote digestif peut
exister (cause, conséquence ou association ?). Cette analyse peut étre effectuée sur des
prélévements fécaux ou, pour répondre davantage aux variations du microbiote selon 1’étage

du tube digestif, a partir de biopsies de muqueuses duodénales, iléales et coliques.
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3 Conclusions et perspectives

Notre travail apporte des ¢éléments en faveur de l'implication d’une dysrégulation
immunitaire humorale dans les Entéropathies Répondant au traitement
Immunomodulateur (ERI) de faible intensité chez le chien. Nous avons en effet observé une
séro-réactivité anti-flagelline et anti-LPS des chiens malades, orientant vers 1’existence
d’une réaction immunitaire humorale dirigée contre des éléments bactériens du microbiote.
La diminution des IgA dans la muqueuse duodénale est également en faveur d’une
perturbation de I'immunité humorale locale. Ces observations ouvrent la porte au

développement de nouveaux marqueurs sanguins diagnostiques des ERI chez le chien.

L’étude de I’expression des TLRs liés a la reconnaisance de motifs bactériens ne permet pas
de les impliquer dans I’activation immunitaire humorale observée car nous n’avons pas
observé d’expression différentielle entre les chiens cliniquement atteints et les sains. A noter
toutefois que ces derniers présentaient une infiltration leucocytaire intestinale tres

significative.

En effet, nos résultats permettent également de dresser le constat que 1’inflammation
cellulaire de la muqueuse intestinale n’est pas corrélée a la présence de signes cliniques
lors d’ERI de faible intensité. D’autres facteurs (rdle les ILC, réaction immunitaire
humorale, génétique, dysbiose, activation nerveuse entérique, ...) doivent étre recherchés
pour expliquer 1’apparition des signes cliniques. Cette constation améne a ne plus mettre
I’infiltration cellulaire leucocytaire au coeur du processus pathogénique et remet donc
fondamentalement en cause le concept méme de MICI chez le chien. A ce titre, nous
proposons de ne plus utiliser ce terme lors de signes cliniques de faible intensité et de
se restreindre au terme d’Entéropahie Répondant au traitement Immunomodulateur

en attendant une clarification nosographique.

Les voies de recherche a venir doivent permettre de mieux caractériser les différentes types
d’entéropathies en élargissant notre analyse immunohistochimique et cytokinique aux FRE,
ARE, MICI/NRE et PLE. La séro-réactivité¢ anti-flagelline et anti-LPS doit confirmer son
intérét dans le processus diagnostique et thérapeutique en élargissant son étude a tous les

types d’entéropathies y compris les causes infectieuses et tumorales. L’étude de
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I’implication des TLRs mérite d’étre complétée par une analyse de la fonctionalité des
TLR2, 4, 5 et 9. Enfin, deux acteurs non explorés dans notre étude appellent de futures

recherches : le microbiote intestinal et le systéme nerveux entérique.
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Annexe 1 : Validation éthique du protocole d'étude clinique.

CERVO

Oniris’ ethics committee for

cliniczl and epidemialngical vaterinany research
Atlanpole La Chantrerie

44307 Nantes Cedex 03

FRANCL

e-mail: secrétariat.cervo@oniris-nantes.fr

Tel: +33-240687718

Nantes, January 30™ 2017

To Vr Jusam HERNANDEZ and Mrs Blandine LIELIBEAU,

[Inité de Recherche [N - Oniris

Dear investigators,

Thenk you for having submitted vour project entitled "Réle des récepteurs TLRs dans les entéropathies
inflammatoires chreniques idiopathiques du chien" to the Oniris' Echics Committee for clinical and
epidemiological Veterinary Research (CERVO).

Your submission was reviewed during the Committee meeting held on (09-14-2016.

Considering submitted documents. the way animal welfare was taken into accourt and answers given to
questions from our experts. | am pleased to inform you that CERVQ members appraved your protocal. Your
approval number is CERVO-2016-13-V.

If vour need to madify the pretocol in any way, (fe. change in clinical procedure, change in the number ol
subjects, extension ol time... ) an amendment will have w be submitted o the CERVO belore implementation

ol any change.

Solerin Retlae*h
Chair of the CERVO
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé signé par les propriétaires des chiens.

CERVO- Annexe 2- Modele de lettre de consentement éclairé - Juin 2016

La lettre de consentement éclairé est a joindre a la lettre d’information et devrait a minima
comporter les mentions suivantes :

«Je, soussigné ............. Locciiieen. (Nom Prénom), demeurant ..............
.................. (Adresse) a ................ (Localité) reconnait avoir été informé(e) par le Dr
................................ (Nom Prénom) de I’intégralité des procédures mises en jeu lors de
I’étude clinique MICI chez le chien dans lequel j’accepte librement que mon animal
................... (NOM), et eeeee oo (type et numéro
d’identification), ...................... (espece), de TaCe ......oovvveveiniiniiiiniiiinenns et agé de
............ an(s), soit inclus.

Jatteste avoir compris les bénéfices attendus et les risques potentiels (cf tableau au verso de
cette page) liés a la mise en ceuvre de cette étude et qui I’ont été clairement énoncés par le Dr
.............................. (Nom Prénom).

J’ai noté que la participation a I’étude clinique n’occasionne aucun frais supplémentaire a ma
charge et qu’elle ne s’accompagne pas non plus d’une rémunération associée.

Jai été prévenu(e) que j’ai le droit a tout moment et pour quelle que raison que ce soit de
retirer mon animal de 1’étude.

J autorise les équipes de recherche d’Oniris et/ou leurs partenaires a utiliser les données et les
prélevements de mon animal de mani¢re anonyme dans le but d’améliorer I’état des
connaissances scientifiques et techniques sur le sujet. Je consens cependant a la levée de
I’anonymat si celle-ci est demandée par les autorités publiques.

Je déclare avoir eu de la part du Dr ...........c. o (Nom Prénom) toutes les
réponses a mes questions.

Signature du propriétaire
ou détenteur de I'animal

Page 1/2
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CERVO- Annexe 2- Modele de lettre de consentement éclairé — Juin 2016

Etude clinique : MICI chez le chien
Investigateur Principal : Juan Hernandez

Bénéfices attendus Contraintes éventuelles

e Amélioration des connaissances e Faire don d'une partie du sang
scientifiques sur les Maladies prélevé pour analyses
Inflammatoires Intestinales du chien et, e Autoriser la réalisation de 4
par extension, de I’humain biopsies endoscopiques supplémentaires

e Vers la découverte de nouveaux lors de I'exploration
tests diagnostiques plus simples des e Autoriser la réalisation d'un
Maladies Inflammatoires Intestinales prélevement de salive pendant

e Vers la découverte de nouveaux I'anesthésie

axes de traitement des Maladies
Inflammatoires Intestinales

Signature de I'investigateur Signature du propriétaire
principal ou son mandataire ou détenteur de I'animal
Page 1/2
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SANTE ET ALIMENTATION AU CCEUR DE LA VIE

Expression des récepteurs Toll-Like dans la muqueuse intestinale et évaluation de
immunoréactivité antimicrobienne chez les chiens atteints de Maladie Inflammatoire Chronique

de I'Intestin

Mots clés: TLR, Chien, MICI,
Biomarqueur

Résumé: Les Maladies Inflammatoires

Chroniques de I'lntestin (MICI) sont fréquentes
chez le chien. Leur origine n’est pas connue
mais une réaction immunitaire inadaptée est
suspectée. Cinquante  chiens  atteints
d’entéropathie chronique (4 répondants au
changement alimentaire, 5 répondants au
métronidazole, 27 MICI et 14 entéropathies
avec pertes de protéines-PLE) ont été
recrutés. Le score d’activité clinique CCECAI
est significativement plus élevé dans le groupe
PLE par rapport aux autres types
d’entéropathies. L’analyse histologique et
immunohistochimique conduite sur 22 chiens
atteints de MICI et 14 chiens témoins a montré
une différence significative entre les 2 groupes
du score histologique global a I'étage colique
alors gu’aucune différence n’est observée a
'étage duodénal et iléal. Le nombre de
lymphocytes CD3+ est significativement plus
faible dans la muqueuse iléale et colique du

Immunohistochimie,

Entéropathie chronique, Anticorps,

groupe MICI par rapport aux témoins. MCP-1
et CXCL1 sont significativement plus élevés,
respectivement dans liléon et le cbOlon des
malades par rapport aux témoins. La mesure
des IgA pariétales montre une quantité
moindre dans le duodénum des chiens
malades par rapport aux témoins. L’expression
protéique des TLR2, 4, 5 et 9 évaluée par

immunohistochimie ne montre pas de
différence entre les 2 groupes. L’analyse
sérologique  montre une  augmentation

significative des quantités d’lgG anti-flagelline
et anti-LPS dans le groupe malade par rapport
aux témoins. Nos résultats remettent en
question la nosographie actuelle des
entéropathies chroniques canines et placent la
réaction immunitaire humorale dirigée contre
des éléments du microbiote au coeur du
processus physiopathologique. Ces données
ouvrent la porte au développement de
nouveaux marqueurs sanguins.

Expression of Toll-Like receptors in the intestinal mucosa and evaluation of the
antimicrobial immunoreactivity in dogs with Inflammatory Bowel Disease

Keywords: TLR, Dog, IBD, Immunohistochemistry, Chronic enteropathy, Antibodies, Biomarker

Abstract : Inflammatory Bowel Diseases (IBD)
are common in dogs. Their origin is unknown,
but an inappropriate immune response is
suspected. We recruited 50 dogs with chronic
enteropathy (4 Food Responsive
Enteropathies, 5 Antibiotic Responsive
Enteropathies, 27 IBD and 14 protein losing
enteropathies-PLE). The CCECAI clinical
activity score was significantly higher in the
PLE group compared to other types of
enteropathies. The histological and
immunohistochemical analysis carried out on
22 dogs with IBD and 14 control dogs showed
a significant difference in the overall
histological score in the colon while no
difference was observed in the duodenum and
the ileum. The number of CD3+ lymphocytes
was significantly lower in the ileal and colonic
mucosa of the IBD group compared to control
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group. MCP-1 and CXCL1 were significantly
higher, respectively in the ileum and colon of
sick dogs compared to control dogs. The
measurement of the parietal IgA showed a
lower amount in the duodenum of IBD dogs
than in control dogs. The protein expression of
TLR2, 4, 5 and 9 evaluated by
immunohistochemistry did not show any
difference between both groups. Serological
analysis showed a significant increase in the
amounts of anti-flagellin and anti-LPS IgG in
the sick group compared to control group. Our
results challenge the current nosography of
chronic canine enteropathies and place the
humoral immune response directed against the
microbiota at the heart of the
pathophysiological process. These data open
the door to the development of new blood
markers.



