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INTRODUCTION



I. Organisation générale de I’intestin

Chez les mammiferes, ’intestin est composé de ’intestin gréle et du colon. L’intestin
gréle mesure environ 6 metres chez I’homme et 20 cm chez la souris, et est divisé en 3 parties :
le duodénum, le jéjunum et I’iléon (Figure 1). Le duodénum, commence juste aprés I’estomac
et regoit le chyme, qui correspond aux aliments partiellement digérés. Le duodénum a un role
majeur dans la fin de la digestion chimique du chyme, en vue de I’absorption optimale des
nutriments qui se fait principalement dans le jéjunum. Enfin, I’iléon permet 1’absorption des

nutriments restants, et fait la liaison avec le colon.

Le c6lon humain mesure environ 2 meétres et celui de la souris 6 cm. Les différents
segments qui le composent sont le caecum, le cdlon ascendant, le colon transverse, le colon
descendant et enfin le rectum puis I’anus (Figure 1). Les bactéries présentes dans le caeccum
transforment les restes du chyme en féces. Les autres segments du colon absorbent I’eau et les
vitamines, qui ne sont pas absorbés au niveau de I’intestin gréle. Enfin I’anus permet 1’excrétion
des féces. Chez les rongeurs comme la souris le caecum est trés développé et le cdlon n’est pas

segmente€.

Estomac

Duodénum
Lactobacillus
101-103 bactéries/g

Jéjunum Colon

Iléon

Caecum

Figure 1 : Représentation des différents segments de I’intestin gréle et du colon.



L’intestin gréle et le cOlon partagent la méme structure histologique, constituée de 4
couches individualisées : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire et la séreuse (Figure

2).

Lumiére intestinale

Epithélium

Muqueuse | Lamina propria

Musculaire
muqueuse

Sous muqueuse

Musculeuse

Séreuse

Figure 2 : Représentation des différentes couches histologiques de I’intestin.

La muqueuse se divise en 3 parties. La premiére est 1’épithélium, en contact direct avec
le milieu extérieur. L épithélium permet 1’absorption des nutriments présents dans la lumiére
intestinale tout en faisant office de barriere imperméable a la multitude de micro-organismes
qui colonisent I’intestin. Juste derriére se trouve la lamina propria, un tissu conjonctif trés riche
en cellules immunitaires qui interviennent dans le controle de la charge microbienne et
I’¢limination des micro-organismes pathogenes présents dans I’intestin. Enfin la muscularis
mucosa (musculaire muqueuse) est faite de muscles lisses dont les contractions participent a

I’avancée du contenu dans la lumiére intestinale jusqu’a son excrétion au niveau de 1’anus.

Sous la muqueuse se trouve la sous-muqueuse. C’est un ensemble de tissu conjonctif trés
riche en vaisseaux sanguins, qui sont responsables de I’alimentation en oxygene des cellules de
la muqueuse, mais aussi de la distribution des nutriments au reste de I’organisme. Dans la
muqueuse se trouvent aussi des nerfs et des vaisseaux lymphatiques, permettant 1I’innervation
du systéme parasympathique principalement et le déplacement des cellules immunitaires entre

la lamina propria et les ganglions mésentériques drainants I’ intestin.



La troisiéme couche, appelée musculaire est faite de cellules musculaires lisses en
couches épaisses. Les contractions de ces muscles servent aussi a la descente du contenu de

I’intestin jusqu’a I’anus ou ils sont excrétés.

Enfin, la séreuse sert d’enveloppe aux ¢léments de I’intestin.

II. L’épithélium intestinal

1. Sélectivité et imperméabilité de 1’épithélium intestinal

L’¢épithélium intestinal doit permettre le passage depuis la lumicre intestinale des
nutriments et de I’eau, tout en restant imperméable aux micro-organismes. Cette sélectivité de
passage est assurée par les protéines de la famille des occludines, des claudines, et des zonula
occludens qui forment les jonctions serrées. Les jonctions serrées agissent aussi de fagon a
maintenir un contact trés fort entre les cellules épithéliales. D’autres protéines comme les
desmosomes et les E-cadhérines interviennent afin de renforcer les interactions entre les
cellules et maintenir I’imperméabilité de I’épithélium envers les micro-organismes (Garcia et
al., 2018; Suzuki, 2013; Vancamelbeke and Vermeire, 2017). Les jonctions serrées ont
¢galement un role important dans le contrdle de la prolifération des cellules épithéliales en
séquestrant des facteurs de transcriptions au niveau de la membrane plasmique, ce qui les
empéche d’activer la prolifération et 1’expansion de cellules épithéliales. Ainsi, les protéines
Z0-1 (Zona Occludens 1) et ZO-2 lient les facteurs de transcriptions ZONAB (ZO-1-
Associated Nucleic Acid-Binding) et YAP (Yes Associated Protein) ; et les E-cadhérines lient

la B-caténine, un facteur de transcription appartenant a la voie Wnt.

Des perturbations au sein des jonctions serrées entrainent une augmentation de la
permeéabilité intestinale qui favorise I’entrée de bactéries au sein de 1’organisme qui peut
conduire a I’activation du systéme immunitaire et a la mise en place d’une inflammation
pouvant endommager les tissus. Un grand nombre de pathologies inflammatoires de I’intestin
(maladie de Crohn, colite ulcérative, maladie ceeliaque...) sont associées a une désorganisation

des jonctions serrées ainsi qu'a une permeabilité intestinale augmentée (Vancamelbeke and



Vermeire, 2017). La perturbation des jonctions serrées entraine aussi la libération de ces
facteurs de transcriptions séquestrés a la membrane plasmique, risquant de conduire a une
prolifération anormale des cellules épithéliales intestinales et augmentant le risque d’apparition
de cancer.

Dans le cas du cancer du colon (CRC), des mutations ou la perte du géne apc, qui code
pour une protéine impliquée dans la dégradation de la B-caténine, sont un des premiers éléments
du processus de transformation des cellules épithéliales. Environ 80% des patients atteint de

CRC ont une mutation du géne apc (Garcia et al., 2018; Kwong and Dove, 2009).

Des facteurs, tels que les cytokines peuvent renforcer (TGF-f3, IL-17...) ou bien perturber
(IFN-y, TNF-a, IL-1B ...) les protéines impliquées dans le maintien de la perméabilité
intestinale. Plusieurs facteurs externes (alcool, tabac, stress...) et certaines especes de micro-
organismes (Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, les souches entero-pathogenes et entéro-
hémorragiques d’Escherichia coli...) sont également responsables d’une augmentation de la

perméabilité intestinale via une perturbation des jonctions serrées (Suzuki, 2013).

2. Structure de I’épithélium intestinal

Afin d’augmenter sa surface d’échange avec la lumiére intestinale et ainsi permettre une
meilleure absorption des nutriments, 1’épithélium de I’intestin gréle est organisé selon une
structure crypte-villosité. Au sein du cblon I’absorption, hormis pour 1‘eau, est moins

importante et les villosités disparaissent, ne laissant que les cryptes (Figure 3).



Intestin gréle

Villus

Figure 3 : Photo prise au microscope ¢lectronique de I’épithélium de I’intestin gréle et du colon
(Barker, 2014).

En raison du pH (potentiel Hydrogene) fortement acide, des enzymes digestives trés
actives et de la charge microbienne présente dans la lumiére intestinale, plus de 300 millions
de cellules épithéliales meurent et doivent étre remplacé quotidiennement (Barker, 2014). Un
défaut de remplacement des cellules épithéliales peut entrainer une augmentation de la
perméabilité intestinale et donc donner lieu a des pathologies inflammatoires de ’intestin. Les
cellules souches responsables du renouvellement de 1’épithélium sont localisées au fond des
cryptes, et sont caractérisées par I’expression de LGRS (Leucine Rich Repeat Containing G

Protein-Coupled Receptor 5).

Les cellules souches migrent continuellement de la base de la crypte jusqu’au sommet de
la villosité. Au cours de leur migration, les cellules dérivées des cellules souches se
différencient d’abord en cellules transitoires ayant un fort taux de prolifération ce qui leur
permet de remplacer I’ensemble des cellules mortes; elles peuvent se différencier en I’un des 6
types d’entérocytes matures constituant 1’épithélium (entérocytes, cellules de gobelet, cellules
entérodendocrines, cellules tufts, cellules de Paneth (présentent uniquement dans les cryptes de
I’intestin gréle) et cellules Microfold (cellules M) présentes dans les plaques de Peyer) (Kong
et al., 2018). Le renouvellement complet de 1’épithélium intestinal se fait en 4 a 5 jours (Figure

4).
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L’apoptose en haut des villosités ou des cryptes (colon) favorise le renouvellement des
cellules souches. Ainsi, en cas de forte apoptose lors d’inflammation, la vitesse de
renouvellement est accrue, conduisant a une hyperplasie des villosités ou des inter-digitations

des cryptes

Intestin gréle Colon

Surface
epithelium

[ 2)
2—% Enteroendocrine

Enteroendocrine
cell

Absorptive
enterocyte

Proliferating TA cell & =
+4 stem cell - Crypt
i - Proliferating TA . YSAARA
LGR5* stem cell JIAAN
Paneth cell cell 00 i
LGR5*stem cell

Figure 4 : Schéma représentant le renouvellement de I’épithélium intestinal dans I’intestin

gréle et le colon (Barker, 2014).

3. Les différents types de cellules épithéliales intestinales

Le role des différentes cellules épithéliales intestinales est multiple (Tableau 1). Il inclut
I’absorption des nutriments, la protection et le contrdle de la charge bactérienne dans la lumiére
intestinale, mais aussi la présentation d’antigenes issus du microbiote aux cellules du systeme

immunitaire et la protection contre les parasites et autres micro-organismes pathogenes.
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Cellules Localisation Marqueur Fonctions
Villosités Absorption des nutriments,
Entérocytes ) ) ND ) o
(intestin gréle et colon) eau, minéraux et vitamines
Production de mucus
Cellules de ' ) )
Intestin gréle et colon KlIf4 (FT) Expulsion des parasites
gobelets .
extracellulaires
Cellules o ]
) Cryptes et villosités Production d'hormones
entéroendocrin ) ) Ngn3 (FT) o
(intestin gréle et colon) régulant la digestion
es
Sensation du contenu de la
Cryptes et villosités lumiére intestinale
Cellules tufts ) ) Dclkl1, pou2f3 (FT) _
(intestin gréle et colon) Lutte contre les parasites
extracellulaires
Cellules de Cryptes Production de peptides anti-
o Sox9 (FT) o
Paneth (intestin gréle ) microbiens
Plaque de Peyer ) Transcytose d'antigenes
Cellules M ) ) Spi-B (FT) ) ) .
(intestin gréle) bactériens et alimentaires

Tableau 1 : Présentation des différents sous-types de cellules épithéliales intestinales, leurs
localisation, marqueurs et fonctions. FT : facteur de transcription. ND : Non déterminé.

i.  Les entérocytes
Ce sont les cellules les plus représentées parmi les cellules épithéliales intestinales. Elles

sont chargées de I’assimilation des nutriments. Les entérocytes permettent également le passage

d’immunoglobulines de type A vers la lumiére intestinale (Kong et al., 2018).

ii.  Les cellules de gobelets et le mucus
Les cellules de gobelets sont situées aussi bien au sein des cryptes qu’au niveau des

villosités. Elles produisent du mucus, servant de protection contre les micro-organismes en les
empéchant d’arriver au contact des cellules épithéliales intestinales ; mucus qui favorise aussi
la fluidité du transit. Ces cellules sont bien plus nombreuses dans le colon que dans I’intestin
gréle, ou le besoin en mucus est plus grand, en raison de la plus grande quantité de micro-

organismes présents et de la présence de maticre fécale solide (Kong et al., 2018).

Une étude publiée dans Nature en 2012 suggere que les cellules de gobelet permettent la

transcytose d’antigénes de la lumiére intestinale aux cellules dendritiques CD103* CX3CR1"
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(McDole et al., 2012), connues pour induire des lymphocytes T régulateurs (Tregs) et maintenir

la tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis du microbiote.

Le mucus est un assemblage de glycoprotéines appelées mucines (Muc). Les mucines
peuvent étres membranaires (Mucl, Muc4, Mucl3 et Mucl6) ou sécrétées (Muc2, Muc5AC,
Muc5B et Muc6) (Cornick et al., 2015). Le mucus isole 1’épithélium intestinal de ce qui pourrait
le dégrader et altérer ses fonctions d’absorption et de barriere. Au niveau du cdlon on observe
2 couches distinctes de mucus : la premiere, proche de 1’épithélium est fine mais dense et
imperméable aux bactéries ; la seconde couche est plus large mais lache (Johansson et al.,
2008). Chez des souris muc2”- ’absence d’un élément de la trame du mucus entraine le contact
direct des bactéries avec I’épithélium, ce qui se traduit par une forte inflammation intestinale
(Johansson et al., 2008) pouvant mener au développement de cancer (Van der Sluis et al., 2006;
Velcich, 2002). Dans I’intestin gréle, le mucus protége ¢galement les cellules épithéliales
intestinales des enzymes digestives et facilite le passage du chyme jusqu’au colon (Kong et al.,
2018).

Plusieurs cytokines comme I’'[L-4 (Interleukin 4), I’'IL-6, I'IL-13, le TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) et I'IL-1p favorisent une production de mucus (Cornick et al., 2015). Dans
un modele d’inflammation intestinal il a ét¢ montré que I’IL-22 était également un puissant
inducteur de la production de mucus, via I’activation de la voie STAT3 (Signal Transducer And

Activator Of Transcription 3) dans les cellules de gobelets (Sugimoto et al., 2008).

De fagon intéressante, le microbiote est aussi impliqué dans la production de mucus. En
effet, des souris axéniques ont une couche de mucus plus fine que des souris avec un microbiote
complet, indiquant un role du microbiote dans le contréle de la production de mucus (Cornick
et al., 2015). Certains métabolites issus de I’action des bactéries comme le butyrate peuvent
aussi induire une production de mucus selon un mécanisme qui reste mal connu (Burger-

van Paassen et al., 2009).

iii.  Les cellules entéroendocrines
Ces cellules sont situées a la fois au niveau des cryptes et des villosités. Elles contribuent

principalement a la digestion en produisant un grand nombre d’hormones (gastrine,

cholecystokinine, neurotesine, ghreline...) qui entrainent la sécrétion d’enzymes, d’acides
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biliaires, et pancréatiques aidant a la digestion et a 1’absorption des nutriments (Gribble and

Reimann, 2016).

iv.  Les cellules tuft
Les cellules tufts sont présentes au sein des cryptes et des villosités de 1’intestin gréle et

du colon. En conditions homéostatiques ces cellules sont trés peu nombreuses. En cas
d’infection par un parasite, tel que Nippostrongylus brasiliensis, leurs nombres est accrues et
elles produisent de I’IL-4, de I’IL-13 et de I’IL-25 afin d’initier une réponse de type lymphocyte
T helper 2 (Th2). Un défaut de production d’IL-4 par les cellules tuft entraine une réponse de
type Th2 tardive, soulignant I’importance des cellules tuft dans la mise en place de ces réponses

immunitaires (Gerbe et al., 2016).

v.  Les cellules de Paneth et les peptides anti-microbiens
Ces cellules produisent des peptides antimicrobiens (PAM) apres activation de Toll-Like

Receptors (TLR). Les cellules de Paneth sont présentes au sein des cryptes de ’intestin gréle ;
et sont les seules cellules épithéliales intestinales a migrer vers le bas des cryptes apres
différentiation ce qui leur permet de vivre plus longtemps (environ 6 semaines) que les autres

cellules épithéliales intestinales.

Les PAMS sont des peptides toxiques pour le microbiote, et qui aident a le tenir
compartimenté dans la lumiére intestinale. Il existe 9 familles de PAMs décrites dans le
Tableau 2. Les PAMs s'accumulent dans le mucus y compris du colon ce qui permet une
meilleure protection de I’épithélium. Leur production par les cellules de Paneth est
principalement controlée par les TLR. Les TLR sont des récepteurs qui reconnaissent
spécifiquement les « Pathogen Asssociated Molecular Pattern » (PAMPs) exprimés par les
micro-organismes. La majorité des TLR utilisent la voie de signalisation MyD88 (Myeloid

Differentiation Primary Response 88).

Des souris déficientes pour MyD88 ont également une déficience en Reg3y
(Regenerating islet-derived protein 3 gamma), ce qui entraine des difficulté a contrdler une
infection par Lysteria Monocytogenes (Brandl et al., 2007). Certains PAMs, comme le
lysozyme, la phospholipase A2 et les B-défensines sont produits chez des souris axéniques, ce

qui indique que le microbiote n’est pas requis pour la production de ces PAMs. Enfin, des
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cytokines comme I’IL-17A, IL-17F et I’'IL-22 favorisent la production de PAMs (Ishigame et
al., 2009; Zheng et al., 2008).

Famille Protéines Mécanisme d'action Cible
Bactéries Gram+
B-défensines B-défensine 1 a 5 Rupture de la membrane Bactéries Gram -
Champignons
Rupture de la membrane et | Bactéries Gram+
Cathélicidines CRAMP inhibition de la néosynthése | Bactéries Gram -
de la paroi Champignons

Lectines de type
C

Reg3p, Reg3y

Formation de pore dans la

membrane (Reg3p) / Rupture

Reg 3P : bactéries Gram -

Reg3y : bactéries Gram +

de la paroi (Reg3y)
) Bactéries Gram+
Crypdines ) .
) cryptdines 1 a 19 | Rupture de la membrane Bactéries Gram -
(a-défensine) .
Champignons
Bactéries Gram+
Galectines Gal3, 4,8 Liaison au lipopolysaccharide
Bactéries Gram -
Lipocalines Lipocaline 2 Liaison au sidérophores Escherichia Coli
Lysozymes Lysozyme Digestion du peptidoglycane | Bactéries Gram+
Phospholipase Digestion des phospholipides
Phospholipase 2 Bactéries Gram+
A2 de la membranes
Bactéries Gram+
RNAses ANG4, RNAse 7 Non connu Bactéries Gram -
Champignons Virus

Tableau 2 : Les différentes familles de PAM chez la souris et leurs mécanismes d’actions.

Adapté de Muniz et al, 2012, Gallo et al, 2012.

15




vi.  Les cellules M et les plaques de peyers.
Les cellules M sont uniquement présentes dans des plaques de Peyer, des structures en

forme de dome réparties aléatoirement le long de I’intestin gréle.

Les plaques de Peyer sont caractérisées par un épithélium contenant un type de cellule
particulier : les cellules M, ayant une forte activité de transcytose. Les cellules M laissent passer
des antigénes alimentaires ou bactériens depuis la lumiére intestinale dans la plaque de Peyer ou
des cellules dendritiques vont les présenter aux lymphocytes T présents. Dépourvues de
vaisseaux lymphatiques afférents, leur seule source d’antigénes provient donc directement de
la lumicre intestinale. Cela en fait des sites clés pour orchestrer les réponses immunitaires a la
fois contre des micro-organismes pathogenes ; mais également pour induire une tolérance aux
microorganismes commensaux et aux antigénes alimentaires. Les plaques de Peyer sont aussi

les principaux sites de production d’immunoglobuline de type A (IgA).

Les plaques de Peyer sont divisées en 3 zones : la zone folliculaire qui contient les
centres germinatifs (CG), trés riche en lymphocytes B ; la zone inter-folliculaire entourée par
le dome sub-épithélial qui contient des LB, LT, macrophages et cellules dendritiques ; et
finalement 1’épithélium associé au follicule (EAF) qui remplace 1’épithélium classique et

permet la transcytose d’antigene.

L’EAF contient environ 10 a 15% de cellules M (Ohno, 2016), dont le nombre semble
dépendant du microbiote. Comparé au reste de 1’épithélium intestinal, ’EAF comprend moins
de cellules de gobelet et de cellules de Paneths, favorisant un contact des micro-organismes
avec les cellules M. Il existe plusieurs récepteurs impliqués dans la transcytose effectuée par
les cellules M :

- La glycoprotéine 2 (G2P), est spécifique des cellules M et reconnait des composants
des pilis de type I exprimés a la surface des bactéries Gram-négatives comme Escherichia Coli
ou Salmonella Enterica (Hase et al., 2009).

- Le récepteur Dectin-1 permet le passage de complexes [gA/antigénes depuis la lumiere
intestinale vers la poche des cellules M.

- La protéine prion cellulaire peut servir de point d’entrée a Brucella Arbotus (Nakato
et al., 2012) en interagissant avec les cellules M, et I’intégrine- -1 exprimée a la fois sur le
pole apical et basal des cellules M semble étre utilisé par Yersinia Pseudotuberculosis (Clark

etal., 1998).
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III. Le microbiote intestinal

L’ensemble de I’organisme des mammiferes est colonisé par un ensemble de 500 a 1000
especes de micro-organismes différents, principalement des bactéries, mais aussi des virus et
des champignons. Leur localisation est principalement au niveau du tractus digestif, de la peau,

du vagin, et des poumons.

L’ensemble de ces micro-organismes forme le microbiote, et la majorité des especes qui
le composent ont une relation bénéfique avec 1’organisme, sous forme de commensalisme. Le
microbiote est essentiel au bon fonctionnement de 1’organisme mais est aussi une source

¢vidente d’antigénes exogeénes capable d’induire une activation du systéme immunitaire

1. Colonisation et variation au cours de la vie

Pendant la grossesse le feetus est considéré comme exempt de micro-organisme. La
colonisation a lieu au moment de la naissance. Lors d’un accouchement par voie basse le
nouveau-né¢ est colonis¢é par le microbiote vaginal, c’est-a-dire principalement des
Lactobacillus. Lors d’une césarienne la colonisation sera plus faible et ne comprendra que les

micro-organismes de I’épiderme (Neu and Rushing, 2011).

La composition du microbiote va ensuite s’enrichir et varier au cours avec I’age (Figure
5). Le microbiote des jeunes bébés contient beaucoup de Bifidobacterium longum, des bactéries
impliquées dans la fermentation du lait (Yatsunenko et al., 2012). La proportion de ces bactéries
diminue au cours des années et le microbiote des personnes agées est principalement composé

de Firmicutes (Ottman et al., 2012).

Le régime alimentaire a également un impact important sur le microbiote. Un régime
riche en protéines animales et graisses saturées est associ€ a des bactéries de type Bacteroides
tandis qu’un régime riche en carbohydrates et sucres simple favorise le développement des
Prevotella (Wu et al., 2011). Chez la souris, le passage d’une alimentation normale a une
alimentation riche en graisse entraine la diminution des Bacteroidetes et I’augmentation des

Firmicutes et des Proteobacteria (Hildebrandt et al., 2009), especes associées a I'obésité.
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Les traitements antibiotiques affectent grandement le microbiote. L’élimination brutale
de certaines souches favorise la croissance et I’expansion d’espéces résistantes aux
antibiotiques. Ces déséquilibres de composition du microbiote appelés dysbiose, peuvent
donner un avantage a des bactéries pathogenes telles que Salmonella typhimurium, Clostridium

difficile ou Citrobacter rodentium (Ferreyra et al., 2014).

Les dysbioses causées par la prise d’antibiotiques affectent durablement la composition
du microbiote intestinal et peuvent influencer le devenir de pathologies inflammatoires

intestinales (Keeney et al., 2014).
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Figure 5 : Evolution du microbiote au cours de la vie (Ottman et al., 2012).

La composition du microbiote varie tout au long de la vie, influencée par des facteurs tels que 1’alimentation ou la

prise d’antibiotiques.

2. Répartition des taxons au sein de I’intestin

Les principaux micro-organismes colonisant [’intestin sont principalement des
Firmicutes et des Bacteroidetes. La composition des bactéries intestinales ainsi que sa richesse

(diversité et quantité) varient selon le segment intestinal (Figure 6).
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L’intestin gréle est un environnement riche en nutriments. Les espéces qui le colonisent
sont principalement des souches anaérobies facultatives, se divisant rapidement et capable de
métaboliser les carbohydrates simples. Cependant I’intestin gréle est aussi trés riche en PAMs
et en acides.

Le duodénum est la partie de Dintestin gréle ou la quantité (environ 10' a 103
bactéries/gramme de contenu) et la diversité (principalement des Lactobacillaceae) sont
moindres.

Le jéjunum est moins riche en acides biliaires, et donc plus propice a la colonisation par
les micro-organismes (environ 10* a 10° bactéries/gramme de contenu). Les principales espéces
qui s’y développent sont des Lactobacillaceae et des Streptococcaceae.

Enfin, I’iléon est le segment de I’intestin gréle ou il y a le plus de bactéries (103
bactéries/gramme de contenu). On y trouve les bactéries segmentées filamenteuses (SFB)
appartement a la famille des Clostridiaceae. Les SFB ont la capacité d’adhérer aux cellules
épithéliales afin de se développer malgré le transit rapide de ’intestin gréle (Figure 7) (Ivanov
et al., 2009a) L’iléon abrite également d’autres espéces comme les Enterobacteriaceae, les

Clostridiceae et les Streptococcaceae (Donaldson et al., 2016).

Estomac Duodénum
Duodénum
Lactobacillaceae
101-103 bactéries/g o,
Nutriments
Jéjunum
Lactobacillaceae
Streptococcaceae
Iléon 104-10° bactéries/g
Clostridiaceae o
Bactéries/g
Streptococcaceae .
Enterobacteriaceae Célon
108 bactéries/g Proteobateriaceae
Clostridiaceae
Prevotellacee
Caecum Bacteroidaceae A
Ruminococcaceae anps Ruminococcaceae s
L(_’C/ mospiraceae Lachnospiraceae
Rikenell qceae, . Rikenellaceae
1012-10 bactéries/g 1012-101 bactéries/g

Figure 6 : Répartition des différents taxons au sein de I’intestin gréle et du colon.
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Figure 7 : Photo représentant une SFB adhérant a une cellule épithéliale murine (microscope

¢lectronique a balayage) (Ivanov et al., 2009a).

Malgré un taux d’oxygene tres faible dans la lumiere du colon, la diversité et la quantité
de micro-organismes qui s’y trouve sont bien plus importantes que dans tout I’intestin gréle
(environ 10'? a 10'* bactéries par gramme de féces sont présentes au sein du célon humain).
Cela s’explique par un transit plus long, la voie descendante du transit, associé¢ a une absence
d’acides biliaires. Ces conditions favorisent le développement de taxons anaérobies stricts qui
dégradent les polysaccharides complexes selon un processus de fermentation. Le caecum, tres
développé chez les rongeurs, est colonisé par les Ruminococcaceae et les Lachnospiraceae
alors que chez I’homme une majorité de Proteobateriaceae et de Clostridiaceae est retrouvée.
Le reste du colon abrite une trés grande diversité d’espéces bactériennes (Donaldson et al.,

2016).

3. Impact du microbiote sur I’organisme

Le microbiote intestinal est une aide essentielle a la digestion, protége 1’hote contre les
micro-organismes pathogénes, induit la génération de populations clés du systéme immunitaire

intestinal et joue un réle dans le développement du systeme nerveux (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation des effets du microbiote au sein de 1’organisme.
Des bactéries commensales comme les Clostridiums, et les Bifidobacterium aident a la digestion. Ils produisent

du butyrate qui renforce les jonction serrées et 1’étanchéité de 1’épithélium. Les Clostridiums et les Bacteroides
induisent la formation de Tregs qui permettent une tolérance du systéme immunitaire envers le microbiote. Les
SFB sont responsables de la génération de Th17 qui aident au controle de la charge microbienne et a la lutte contre
certains agents pathogenes. En cas de dysbiose la diversité du microbiote est perdue, ainsi que les effets bénéfiques
apportés par les souches disparues. On observe alors une diminution du nombre de Treg et une augmentation des
réponses Th1/Th17 envers le microbiote ce qui conduit a une inflammation chronique intestinale. Des bactéries
pathogénes comme Fusobacteriums participent a la transformation des cellules épithéliales en cellules

cancereuses.

i.  Fonctions digestives

Une des principales fonctions du microbiote est d’aider a la digestion des nutriments. Les
especes présentent dans 1’intestin gréle, comme les Lactobacillus participent a la dégradation

des carbohydrates simples.

Dans le colon, en I’absence d’oxygeéne les bactéries utilisent la fermentation pour
dégrader les polysaccharides complexes et les fibres alimentaires qui ne sont pas digérées dans
I’intestin gréle. Les métabolites issus de ce processus peuvent donner lieu a des vitamines clés
telles que les vitamines K et B12 produites par les Bifidobacterium (Nicholson et al., 2012) et

qui ne peut pas étre synthétisées par les cellules eukaryotes. D’autres espéces comme
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Ruminococcus bromii sont responsables de la production d’acides gras a chaines courtes

comme le butyrate, le proprionate et 1’acétate.

Le butyrate est principalement utilisé par les cellules épithéliales comme source d’énergie ;
mais renforce aussi I’imperméabilité du I’épithélium en entrainant la production de protéine
comme ZO-1 et claudine-1 (Morrison and Preston, 2016). Plusieurs études ont également mis

en évidence un role anti-inflammatoire du butyrate.

ii.  Interaction avec le systéme immunitaire

Par les produits générés lors de la dégradation digestive, le microbiote va influencer les
acteurs du systéme immunitaire. Le butyrate, I’acétate et le proprionate ont également un effet
sur le systéme immunitaire. Des transferts de ces métabolites dans des souris dépourvues de
microbiote entrainent une augmentation du nombre de lymphocytes T régulateurs périphériques
(pTregs) (Sefik et al., 2015). Les pTregs peuvent également étre induit par des Clostridium et
des Bacteroides (Sefik et al., 2015). Ces cellules régulatrices assurent une tolérance du systéme
immunitaire essentielle, envers le microbiote, ce qui permet de maintenir 1’homéostasie
intestinale et d’éviter une inflammation chronique lors du passage d’antigénes microbiens de la

lumiére intestinale vers la lamina propria.

Le microbiote influence aussi la différenciation d’autres lymphocytes T (LT), comme les
lymphocytes T helper 17 (Th17). Les bactéries segmentées filamenteuses (SFB) sont
impliquées dans la différenciation de LT naif en Th17 qui ont un role important dans le controle
du microbiote intestinal et l'intégrité¢ de I'épithélium (Ivanov et al., 2009a); mais également la

lutte contre des pathogenes tels que Citrobacter rodentium ou Salmonella typhymurium (Dubin

and Kolls, 2008).

iii.  Fonction de protection envers les micro-organismes pathogénes

Le microbiote nous protége indirectement et directement des micro-organismes

pathogenes.
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Indirectement, via la capacité de certains taxons a induire la différentiation de cellules
comme les Th17, ou en induisant la production de PAMs qui sont des molécules toxiques

ciblant les bactéries a proximité des cellules épithéliales.

Le microbiote proteége directement des micro-organismes pathogenes de plusieurs fagons.
Les nutriments et [’espace sont limités au sein du systéme digestif; ce qui empéche une
prolifération et une colonisation excessive des bactéries de I’intestin. De ce fait, il est trés
difficile pour un nouveau taxon de s’expandre au sein d’un intestin déja colonisé par une
multitude d’especes. Cela fait du microbiote la premicre ligne de défense de 1’hote envers les
micro-organismes pathogenes ; et des souris axéniques ou germ-free sont plus sensibles que
des souris normales aux infections par Citrobacter rodentium (Kamada et al., 2013), Salmonella
typhimurium ou Clostridium difficile (Ng et al., 2013). Ce role protecteur du microbiote
s’appelle la « colonization resistance » et a été décrit il y a plusieurs dizaines d’années (Van der

Waaij et al., 1971).

Afin d’augmenter leur compétitivité dans la lutte intestinale, plusieurs souches de micro-
organismes ont évolué¢ afin de gagner un avantage par rapports aux autres espeéces du
microbiote. Certaines bactéries produisent des molécules bactéricides appelées bactéricines, qui
constitueraient un frein supplémentaire a I’établissement des micro-organismes pathogenes
dans DI’intestin. Ainsi, certaines souches de Lactobacillus protégent les souris d’infection de
Listeria monocytogenes via leur production de la bactéricine Abp118 (Corr et al., 2007). Les
métabolites bactériens jouent aussi un rdle dans la protection contre les pathogenes. Les
métabolites comme ’acide butyrique ont également un role protecteur envers 1’hote, en inhibant
la croissance de bactéries pathogénes comme Salmonella Typhimurium et Clostridium difficile

(Pickard et al., 2017).

iv.  Formation du systéme nerveux

Depuis quelques années, il apparait que le microbiote semble impliqué dans le

développement du cerveau et le comportement.

Chez I’homme, une dysbiose du microbiote intestinal a également été associée a certains

troubles neurologiques comme ’autisme, I’anxiété et la dépression (Ma et al., 2019). D’autres
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¢tudes sont requises afin de comprendre précisément 1’impact du microbiote dans ces
phénomeénes et éventuellement développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par ailleurs,
il est impossible de définir si la dysbiose observée est une cause ou une conséquence des

pathologies.

v. Implication du microbiote dans les pathologies inflammatoires intestinales

Les maladies inflammatoires chronique de I’intestin (MICI) telles que les maladies
inflammatoires de Bowel regroupant la colite ulcérative (UC) et la maladie de Crohn (CD) sont
principalement caractérisées par une activation anormale du systéme immunitaire contre le
microbiote. Des dysbioses semblent €tre des ¢léments clés dans ’initiation ou de la progression
de ces pathologies. Ainsi, le transfert de microbiote de patients humains souffrant de MICI dans

des souris saines génere des colites de type Th17/Thl dépendante (Britton et al., 2019).

Les patients souffrant de MICI ont un microbiote moins riche que les personnes saines,
avec la disparition de certains taxons dont des Clostridiums, des Bifidobacteriums ou des
Bacteroides (Tableau 3) (Manichanh, 2006). Un appauvrissement en Clostridiums
s’accompagne d’une diminution de la production de butyrate et donc d’une diminution des
protéines impliquées dans les jonctions serrées et I’étanchéité de 1’épithélium. Les bactéries
présentes dans la lumiere intestinale peuvent ainsi arriver plus facilement dans la lamina
propria, et activer le syst¢éme immunitaire. Une diminution des Clostridiums entraine également
une diminution de la génération des Tregs, et une perte de la tolérance du systéme immunitaire
envers le microbiote, favorisant ainsi une inflammation induite par I’entrée massive de

bactéries.

L’inflammation favorise le développement de taxons ayant un potentiel inflammatoire.
Chez les patients souffrant de MICI, on observe une augmentation des bactéries adhérentes et
invasives comme Escherichia Coli ou appartenant a la famille des Fusobacteria (Belkaid and
Hand, 2014; Zuo and Ng, 2018). En cas d’inflammation I’oxyde d’azote produit par les cellules
immunitaires est utilisé par Escherichia Coli afin de proliférer de fagon importante (Winter et
al., 2013). La prolifération de bactéries adhérentes au sein d’un épithélium perméable augmente
fortement 1’activation du systéme immunitaire et crée une boucle d’amplification, conduisant a

une inflammation chronique.
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Bactéries diminuées en cas | Bactéries augmentées en cas

de MICI de MICI
Bifidobacterium Proteobacteria
Escherichia Coli (souches
Clostridium _ _
adérantes)/invasive)

Faecalibacterium prausnitzii Fusobacterium
Roseburia Ruminococcus gnavusa

Suturella Pasteurellaceae

Bacteroides Veillonellaceae

Tableau 3 : Altération de la composition du microbiote chez les patients souffrant de MICI.

Adapté de (Zuo and Ng, 2018).

Depuis plusieurs années 1’inflammation chronique est considérée comme un terrain fertile au
développement de cancers (Grivennikov, 2013; Grivennikov et al., 2010). Les dysbioses du
microbiote sont également associées aux cancer colorectaux (CCR) (Arthur et al., 2012;

Marchesi et al., 2016).

Chez les patients atteint de CCR, on observe un enrichissement en Fusobacterium
nucleatum comparativement aux sujets sains (Yu et al., 2017). Les souris APC™"* présentent
une forte incidence de CCR en raison de la mutation d’un alléle du gene apc. L’introduction
massive par gavage de Fusobacterium nucleatum isolées d’adénomes de patients atteint de
CCR augmente la vitesse d’apparition des tumeurs, suggérant que ces bactéries joueraient un
role dans la progression tumorale (Kostic et al., 2013). Les Fusobacterium nucleatum expriment
I’adhésine FadA qui se lie aux cellules épithéliales via I’E-cadhérine. La liaison FAdA/E-
cadhérine libere la B-caténine, favorise ainsi la prolifération anormale des cellules épithéliales
(Rubinstein et al., 2013). L’E-cadhérine et la B-caténine étant impliquées dans le maintien de
la perméabilité intestinale, il est possible que 1’adhésion de Fusobacterium nucleatum a
I”épithélium perturbe sa perméabilité et favorise une inflammation chronique locale qui favorise

la transformation cellulaire.
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IV. Les cellules hématopoiétiques impliquées dans Pimmunité intestinale

1. Les Lymphocytes intra-épithéliaux

Les lymphocytes intra-épithéliaux intestinaux (IELs) sont essentiellement des lymphocytes T
composés a 60% de lymphocytes T TCR yd et de de lymphocytes T 40% af, qui évoluent
entre les cellules qui composent 1’épithélium intestinal (Hoytema van Konijnenburg et al.,
2017). Les IELs expriment a la fois CCR9 (Chemokine Receptor 9) ce qui leur permet de migrer
a proximité de I’épithélium intestinal en suivant le gradient de CCL25 (Chemokine Ligand 25) ;
et 'intégrine aef7 (ou CD103) qui leur permet d’adhérer a 1’épithélium en interagissant avec
I’E-cadhérine exprimée par les entérocytes. La grande majorité d’entre eux, surtout au niveau
de I'intestin gréle, exprime, avec ou sans la molécule CD4 (Cluster of Differentiation 4) ou
I’heterodimere CD8a,f, I’homodimeére CD8aa, qui reconnait la molécule TAL (Thymus
leukemia antigen). TAL est une molécule de CMH-I (Complexe majeur d’histocompatibilité-
I) non classique, exprimée par les cellules épithéliales intestinales. Une fois implantés dans
I’épithélium, les IELs y résident et ne re-circulent pas au sein de 1’organisme comme le
démontrent des expériences de parabiose chez la souris (Van Kaer and Olivares-Villagémez,
2018). Les IELs ont un phénotype de cellules T activés (CD69", CD44") et sécrétent de I'TFN-
v (Interféron gamma), de I’'IL-2 et de I’'IL-17 ainsi que des granzymes et perforines. Ces cellules
sont ainsi capables d’¢éliminer rapidement les bactéries franchissant I’épithélium (Hoytema van
Konijnenburg et al., 2017). Ils participent aussi au controle du microbiote en produisant des
PAMs comme Regllly. Leur fonction n’est pas limitée au contrdle de 1’invasion microbienne.
Ils produisent du TGF-B (Transforming Growth Factor beta) et d’IL-10, ce qui leur confére un
effet régulateur sur les autres lymphocytes T localisés dans les couches plus profondes de
I’intestin telles que la lamina propria (Denning et al., 2007; Kiihl et al., 2009). Les IELs sont
hétérogenes et ont été classés en IELs naturels et IELs induits (Tableau 4). Les IELs naturels
acquierent leur phénotype activé dans le thymus alors que les induits sont activés post-sélection

thymique par des antigénes périphériques.
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i.  Les IEL naturels

Les IELs dits naturels expriment un TCRyd (T-Cell Receptor y5) ou TCR8af, en association
avec I’homodimére CD8aa ou non, mais jamais avec 1'hétérodimeére CD8af} ou la molécule
CD4. Ils sont générés au niveau du thymus a partir de précurseurs contenus au niveau des
cellules doubles négatives, voire doubles positives, aprés un contact TCR CMH peptide de forte
affinit¢ (Gangadharan et al., 2006). Ces cellules migrent ensuite directement dans I’épithélium
intestinal ou elles s’implantent via leur expression de CCR9 et de I’intégrine CD103. Leur
développement dépend du TGF-B, comme le démontre I’absence de ces cellules chez la souris
TGF-B1 KO. (Konkel and Chen, 2011). Ces IELs partagent des molécules exprimées sur les
NK (Natural Killer) comme CD16, CD122, DNAX-activation protein 12 (DAP12) ou NK1.1.
Les TCRof" CD8aa* expriment un répertoire T varié et leur présence au sein de 1’épithélium
est largement dépendante du microbiote. Ainsi des souris axéniques présentent une diminution
de ces cellules dans 1’épithélium. Le role des IELs TCRap+ CD8ao™ n’est pas clair ; mais des
analyses transcriptomiques ont révélé que ces lymphocytes ont un profil de type régulateur

(Denning et al., 2007).

ii.  Les IELs induits

Les IELs induits sont des LT TCRoap* CD4" ou TCRap" CD8uaf* qui migrent au sein de
I’épithélium intestinal aprés avoir été activés dans les ganglions mésentériques ou dans la
lamina propria. Leur activation conduit a I’expression de I’homodimere CD8aa. L acquisition
du CD8aa se fait en diminuant 1I’expression du facteur de transcription ThPOK impliqué dans
I’expression du lineage CD4 et en sur-exprimant Runx3, qui intervient dans 1’expression du
lineage CDS. Contrairement aux cellules naturelles, ce groupe d’IELs présente un répertoire T
tres restreint. Une étude suggere que les Tregs qui migrent au sein de 1’épithélium peuvent
perdre I’expression de FoxP3 (Forkhead box P3) et se mettent a exprimer ’homodimere
CD8aa. Ces IELs dérivés de Tregs semblent jouer un r6le dans la tolérance alimentaire (Sujino

etal., 2016).
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Origine Sous-type de IELs Fonction

TCRap" CD8ao" Régulateur ?
Naturels Pro-tip'f]aﬂmmatoire? en condit(irqn f}:;fécocett‘puis

TCRyS" CD8ao’ anti-inflamma 0;}r1er :rrlli :1:22 inflammation

Participent a la réparation de I'épithélium
TCRap" CD4* Réponse contre les microorganismes pathogenes

_ TCRaf" CD4" CD8aa” Réle dans la tolérance alimentaire
tnduits TCRof" CD8ap* Réponse de type Thl, sécrétion de granzyme B
TCRof* CD8af" CD8ao” Fonction non déterminée

Tableau 4 : Listes des différents types de IELs et leurs fonctions.

2. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques de I’intestin sont présentes dans les plaques de Peyer, la lamina
propria et les ganglions mésentériques. Les cellules dendritiques contribuent a la présentation
antigénique aux lymphocytes T et a I’induction de Tregs qui permettent une tolérance au
microbiote et aux aliments. Les cellules dendritiques sont ¢galement responsables de la mise
en place du tropisme intestinal des lymphocytes T activés dans les ganglions mésentériques. Il
existe différents types de cellules dendritiques intestinales définies sur la base de I’expression

de CX3CRI1 (C-X3-C Motif Chemokine Receptor 1), et de CD103 notamment.

1.  Les cellules dendritiques CX3CR1

Ces cellules dendritiques ont la capacit¢ d’envoyer des dendrites entre deux cellules
épithéliales pour atteindre la lumiére intestinale et pour capturer des antigeénes (Niess, 2005).
Ces cellules largement dépourvues de molécules de co-stimulation, ont une faible capacité
d’activation des lymphocytes T et les conduisent a un état d’anergie assurant une tolérance
alimentaire et microbienne contre les antigénes présents dans la lumicre (Schulz et al., 2009).
Il est a noter que ces cellules sont difficilement classables selon les études comme de pures
cellules dendritiques et que certaines études les considérent comme des cellules dites myéloides

exprimant CX3CR1 en faisant une forme de macrophage.
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ii.  Les cellules dendritiques CD103"

Ces cellules CCR7+ migrent de la lamina propria et des plaques de Peyer aux ganglions
mésentériques, poussées par le gradient établi par les chimiokines CCL21/CCL19, exprimées
dans les ganglions (Jang et al., 2006). Cette population est divisée en deux groupes comprenant
les cellules CD11b+ CD8a- qui contribuent activement a la génération de Th17; et les cellules
CD11b- CD8a+ qui favorisent un lineage plus Thl par leur production d’IL-12 (Liang et al.,
2016). Cette sous-population semble aussi hétérogéne car une fraction produit de I’acide
rétinoique (RA) et est capable de fournir une source bioactive de TGF- grace a leur expression
de I’intégrine béta-8 (ItgP8), favorisant la tolérance et la différenciation en Treg (Boucard-

Jourdin et al., 2016; Coombes et al., 2007).

iii.  Les cellules dendritiques CD103"

I1 a d’abord été suggéré que seules les cellules dendritiques CD103+ ¢étaient
responsables du tropisme des lymphocytes activés dans les ganglions mésentériques vers
I’intestin, en induisant notamment 1’expression de CCR9 (Annacker et al., 2005; Johansson-
Lindbom et al., 2005) Cependant, une étude a montré que les cellules CD103- joueraient
¢galement un rdle dans ce tropisme intestinal (Cerovic et al., 2013). Il est & noter que les cellules

CD103- deviennent des cellules CD103" sous I’action du TGF-f (Bain et al., 2017).

3. Les cellules innées lymphocytaires

Les cellules innées lymphocytaires (ILCs) sont des cellules résidentes (Gasteiger et al.,
2015), tres présentes au sein des muqueuses dont ’intestin et qui n’expriment pas de TCR

(Vivier et al., 2018).

Les ILCs ont été divisées en 3 types en fonction des facteurs de transcription qu’elles
expriment. Les ILC3 jouant un réle majeur dans I’homéostasie intestinale, cette population sera

davantage détaillée.
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i.  Les cellules innées lymphocytaires de type 1 et les cellules Natural killer

Les ILCI1 expriment T-bet un facteur de transcription caractéristique du lineage Thl,
qui leur permet de produire de forte quantité¢ d’IFN- y et de GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor) (Fuchs et al., 2013; Vivier et al., 2018). Le groupe des ILC1
comprend également les NK, qui expriment le facteur de transcription Eomes. Contrairement
aux autres ILC1, les NK sont plus circulantes et possédent une forte activité cytotoxique (Vivier

etal., 2018).

1. Les cellules innées lymphocytaires de type 2

Les ILC2 expriment les facteurs de transcription GATA-3 et ROR-yt (retinoic acid
receptor-related orphan nuclear receptor gamma). Elles sont impliquées dans la défense de
I’organisme contre les parasites tels que les helminthes. De fagon similaire au Th2, ces cellules
produisent de I’IL-5 et de I’IL-13 (Vivier et al., 2018). Dans un modé¢le de colite induite par
DSS (Dextran Sulfate Sodium) I’[L-33 stimulerait la production d’amphiréguline par ILC2s
afin d’aider la réparation des dommages causés a 1’épithélium intestinal (Monticelli et al.,

2015).

111. Les cellules innées lymphocytaires de type 3

Les ILC3, expriment ROR-yt et interviennent dans la défense de I’organisme contre les
bactéries extracellulaires et le confinement du microbiote dans la lumiére intestinale, mais aussi
dans le maintien de l'intégrité de I'épithélium intestinal (Vivier et al., 2018). Les ILC3
produisent de I’IL-17A et de I’IL-22.

a. Rolede ’IL-17A

L’IL-17A permet la bonne localisation de protéines impliquées dans les jonctions serrées
comme I’occludine ; et participe donc au maintien de I’imperméabilité de I’épithélium intestinal
(Lee et al., 2015). L’IL-17A entraine également la production de PAMs (Ishigame et al., 2009)

dans la lumiére intestinale afin de contrdler la charge de micro-organismes a proximité de
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I’épithélium. En cas de dommages causés aux cellules épithéliales, I’IL-17A agit avec le facteur
de croissance FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) afin de restaurer I’intégrité de I’épithélium
(Song et al., 2015). Dans le cas de colites induites par traitement au DSS, une absence de d’IL-
17A aggrave les symptomes (Lee et al., 2015; Ogawa et al., 2004; Song et al., 2015). Les souris
Abcdl”- développant spontanément une inflammation intestinale présentent également des

symptomes plus graves lorsque le récepteur de I’'IL-17A est neutralisé¢ (Maxwell et al., 2015).

L’IL-17A a également un fort pouvoir inflammatoire, dii a sa capacité¢ d’induire la
production de cytokines comme le GM-CSF, I’IL-6, I’'IL-1p, I’'IL-23, le TNF-a (Monin and
Gaffen, 2018). En plus de ces cytokines, I’IL-17A entraine la production de chimiokines telles
que CXCLI1, CXCL2, CXCLS5, CXCLS, mais aussi de I’'IL-8 qui vont permettre le recrutement
de neutrophiles (Flannigan et al., 2017). Les neutrophiles participent a I’élimination des micro-
organismes par phagocytose, a I’aide d’enzymes antibactériennes ou de « Reactive Oxygen
Species» (ROS), et peuvent produire de grande quantité¢ d’IL-6 (Mantovani et al., 2011). Un
défaut de recrutement des neutrophiles s’accompagne d’une augmentation de certaines
bactéries, comme les bactéries segmentées filamenteuses (SFB) (Flannigan et al., 2017),
responsable de la génération des Th17 au sein de 1’iléon. Une autre chimiokine induite par I’IL-
17A est CCL20, qui permet le recrutement des cellules exprimant CCR6 c’est-a-dire les Th17
et les ILC3 (Monin and Gaffen, 2018).

Plusieurs études ont décrit des effets pro-tumoraux de I’[L-17A. Il a ét¢ montré que des
souris APC™" développent moins de polypes lorsqu’elles sont déficientes pour I'IL-17A (Chae
et al., 2010) ou pour I'IL-17RA (Wang et al., 2014a). Au niveau des cellules épithéliales I’'IL-
17A entraine 1’activation d’Nfkb et induit la production d’IL-6. L’IL-6 est connue pour ses
effets pro-tumoraux et agit sur les cellules épithéliales de fagon a induire leur survie et
prolifération via STAT3 (Wang et al., 2014a). L’IL-17A, en agissant avec le TNF-a favorise
I’acquisition d’un phénotype immunosuppresseur des cellules myéloides recrutées, ce qui
réduit I’efficacité des réponses antitumorales et aide a la croissance tumorale (Veglia et al.,
2018). L’IL-17A induit également 1’expression de métalloprotéases (1, 3, 9, 12, 13) qui
participent au remodelage de la matrice extracellulaire et a la croissance de la tumeur. Enfin
I’IL-17A entraine la production de VEGF (Vascular Endothelium Growth Factor) qui favorise

I’angiogenese et la dissémination tumorale (De Simone et al., 2013) (Figure 9).
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Figure 9 : Effets de I'lL-17A dans l'intestin.

L’IL-17A participe au maintien de I’homéostasie en induisant la production de PAMs par les cellules épithéliales

de chimiokines comme CXCLI ou CCL20 qui permettent le recrutement de cellules my¢loides comme
neutrophiles ou les cellules exprimant CCR6.

L’IL-17A peut avoir une action pro-tumorale, notamment en induisant STAT3 dans les cellules épithéliales.

favorisant I’angiogenése en induisant la production de VEGF.

b. Rdle de I'TL-22

afin de controler la charge bactérienne dans la lumiére intestinale. L’IL-17A renforce les jonctions serrées entre

les cellules épithéliales afin de garantir I’imperméabilité de 1’épithélium. L’IL-17A induit également la production

les

En

agissant avec le TNF-q, I’IL-17A permet I’acquisition d’un phénotype immunosuppresseur des cellules my¢loides
qui diminuent alors I’efficacité des réponses antitumorales. Enfin I’IL-17A peut favoriser la dissémination de la

tumeur en aidant au remodelage de la matrice extracellulaire via I’induction de métalloprotéases ; ou bien en

L’IL-22 est produite en réponse a I’[L-23 (Zheng et al., 2008). La signalisation de I’'IL-

22 implique les voies, STAT3, AKT, p38 ou des MAPKinases (Parks et al., 2016). Au niveau

intestinal, I’IL-22 a un réle majeur dans le maintien de la barriére intestinale. Elle induit la
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production de mucus et la production de PAMs (REGIIly, REGIIIB, SA100AS8 et 9...) afin de
tenir les bactéries compartimentées dans la lumiere intestinale (Zheng et al., 2008). Enfin,
quand I’épithélium est endommagé IL-22 augmente la prolifération et la résistance a I’apoptose

des cellules épithéliales afin de restaurer sa fonction de barriére.

Les ILC3 peuvent étre divisés en 3 sous types sur la base de ’expression de NKP46 et
I’expression jointe de T-bet (Hepworth et al., 2013). Les ILC 3 qui expriment T-bet peuvent
sécréter de I’IFN-y et leur présence semble dépendante du microbiote intestinal (Klose et al.,

2013).

Les ILC3 NKP46™ expriment la molécule de CMH-II sont capables de capturer et
présenter des peptides du microbiote présent dans la lamina aux LT. Dépourvu de molécules de
co-stimulation CD80 et CD86 elles instaurent une anergie des LT. En effet des souris avec une
délétion de la molécule de CMH-II dans les ILC3 présentent des réponses de types Th17/Thl
exacerbées ; ainsi qu’une inflammation intestinale qu’un traitement antibiotique supprime

(Hepworth et al., 2013).

En raison des cytokines qu’elles produisent, les ILCs 3 peuvent étre impliquées dans les

MICI (Artis and Spits, 2015).

4. Les lymphocytes B et les IeA

Dans I’intestin, les Lymphocytes B (LB) se différencient en plasmocytes et sécretent
des IgA qui vont aider a controler et maintenir la charge microbienne a distance de 1’épithélium
intestinal. L’intestin gréle contient plus de plasmocytes que le colon, et donc plus d’IgA

(Bunker et al., 2015).

La différentiation des LB en plasmocytes peut étre lymphocyte T dépendante ou
lymphocyte T indépendante. La différentiation lymphocyte T dépendante se fait dans les
centres germinatifs des plaques de Peyer ou des ganglions mésentériques avec 1’aide des

lymphocytes T CD4 follicular helper (Tth). Les Tth sont caractérisés par I’expression du facteur
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de transcription B cell lymphoma 6 (Bcl6), expriment CD40 Ligand et sécrétent de I'IL-21
(Crotty, 2014) et leur différenciation est bloquée par le TGF (McCarron and Marie, 2014).

La différentiation lymphocyte T indépendante a lieu dans les ganglions mésentériques et
les follicules lymphoides isolés (Tezuka et al., 2011; Tsuji et al., 2008). Elle se fait en présence
entre autre de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) qui expriment les molécules APRIL
(A Proliferation Inducing Ligand) et BAFF (B cell activating factor) (Tezuka et al., 2011). Dans
les deux cas des facteurs externes tels que le TGF-B, I’acide rétinoique et I’IL-10 sont
nécessaires. Les lymphocytes B sécrétent des IgAs qui sont des dimeres d’immunoglobulines

agissant aussi bien sur les micro-organismes commensaux que pathogenes.

En se liant aux bactéries, les [gAs peuvent perturber certaines de leurs fonctions comme
la mobilité (Forbes et al., 2008) et les piéger dans le mucus (Boullier et al., 2009) ce qui
augmente 1’efficacit¢ des PAMs. Les IgAs réduisent également la capacité d’adhésion des
bactéries aux cellules épithéliales en reconnaissant les domaines de liaisons que les micro-
organismes utilisent pour se fixer sur 1’épithélium ; ou en interférant avec la sécrétion de
molécules leur permettant de traverser 1’épithélium (Forbes et al., 2011). Enfin le complexe
IgA/bactérie peut retourner dans les plaques de Peyer via le récepteur Dectin-1 exprimé par les
cellules M (Rochereau et al., 2013) afin de moduler la réponse du systéme immunitaire envers
le microbiote (Boullier et al., 2009). Une déficience en IgA entraine une dysbiose intestinale

(Suzuki et al., 2007) et une susceptibilité accrue a certaines pathologies comme les MICI.

5. Les lymphocytes v

Les LT vd sont fortement présents au niveau des muqueuses. Dans I’intestin, une partie

des v est située dans I’épithélium (voir partie IELs), et une autre dans la lamina propria.

Les LT yo6 de la lamina propria ont un répertoire TCR restreint de type y2(4)0 et Y651 et
peuvent étre divisés en 2 sous-populations sur la base de CCR6, CD27 et CD44. Les cellules
CCR6" CD27- CD44"gh expriment ROR-yt et produisent de I’'[L-17A et de I'IL-17F. Ces
cellules sont exclusivement générées dans le thymus pendant le développement embryonnaire.
En effet des souris RAGX? (Recombination Activating Genes) irradiées puis reconstituées avec

de la moelle osseuse de souris sauvage sont incapables de développer des LT yd producteurs

34



d’IL-17 (Haas et al., 2012). Les cellules CCR6- CD27* CD44" expriment T-bet et sécrétent de
I’IFN-y (Haas et al., 2012; Ribot et al., 2009).

Activées par des cytokines inflammatoires comme 1’IL-23 ou I’IL-1p (Shibata et al.,
2007) (Sutton et al., 2009) ces cellules sont importantes pour la réponse innée. En cas
d’infection par Escherichia Coli les 7v651 produisent de I'IL-17 qui recrute les
neutrophiles (Shibata et al., 2007). Lors d’une infection par Listeria Monocytogenes les cellules
CCR6 CD27" CD44 migrent dans la lamina propria et participent a I’¢limination de la bactérie
en produisant a la fois de I’IL-17A et de ’IFN-y (Sheridan et al., 2013).

Les yo participent également a la réparation de 1’épithélium intestinal lorsque celui-ci est
endommagé. Dans un modele de DSS il a été montré que les yo font partie des premicres
cellules a réparer les dommages causés a 1’épithélium du colon en produisant de grandes
quantités d’IL-17 (Lee et al., 2015). Ces données sont en faveur du potentiel réparateur des yo

au niveau de 1’intestin.

6. Les lymphocytes T of3

i.  Les lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T aff CD8 sont générés au niveau du thymus. Apres leur activation et leur
expansion dans les organes lymphoides secondaires ces cellules acquicrent, pour une grande
partie, des fonctions cytotoxiques leur permettant d’¢liminer les cellules porteuses de I’antigéne
responsable de leur activation. Elles sont aussi dotées d’une capacité de production de cytokines

notamment pro-inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-a voire le GM-CSF.

ii.  Les lymphocytes T aff CD4

Générés dans le thymus comme les lymphocytes T CDS, les lymphocytes T CD4
permettent 1’organisation de réponses adaptatives. Leur activation et leur expansion clonale se
fait dans les organes lymphoides secondaires en réponse a I’engagement de leur TCR par un
complexe CHMH-II/peptides, des molécules de co-stimulation et de I'[L-2. Les LT CD4
peuvent se différencier en différents sous-types sur la base des cytokines qui composent

I’environnement, des conditions métaboliques et de la force du signal TCR (Figure 10).
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Les différents sous-types des CD4 sont les Th1, les Th2, les Th9, les Th17, les Th22, les Tregs
et les Tth. Seuls les Thl, les Tregs et les Th17 seront détaillés.
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Figure 10 : Représentation de la différentiation des sous-populations de CD4 et leurs fonctions.
L’interaction CD4 naif/CPA n’est pas représentée sur ce schéma bien qu’elle soit requise pour initier la
différentiation.
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a. Les lymphocytes T helper 1

Les Th1 sont impliqués dans les réponses de type 1, ¢’est-a-dire la défense de I’organisme
contre les virus, les bactéries intracellulaires mais également dans les réponses antitumorales.
Ils sont caractérisés par I’expression du facteur de transcription T-bet, et expriment le récepteur
aux chimiokines CXCR3 dont les ligands sont CXCL-9 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 9),
CXCL-10 et CXCL-11. L’axe CXCR3-CXCL9/10/11 permet aux Th1l de migrer rapidement
au sein des sites inflammatoires. La cytokine signature des Thl est ’IFN-y dont 1’expression

est directement contrdlée par T-bet.

L’IFN-y est une cytokine pro-inflammatoire ayant de multiples effets (Figure 11).

Elimination des pathogénes intracellulaires

Augmente 'expression des molécules de CHM-I
Permet une meilleure réponse CD8

Induit production de CXCL9, -10. -11 Augmente ['expression des molécules de CHM-II
Permet le recrutement de CDS et Thl Permet une meilleure réponse CD4
Active les " Induit / Renforce lineage Thl
macrophages IFN-y " Réprime lineage Th2 / Th17

Mot des cellnles de Paneth Désorganise les jonctions serrées de I'épithélium
Diminution des PAMs
Favorise le contact bactéries épithélium
Favorise les dysbioses

v
Mort / diminution de la prolifération
des cellules épithéliales intestinales

Inflammation causée par le contact / entrée de bactéries dans la lamina propria

Figure 11 : Effets de 'IFN-y.

L’IFN-y permet une meilleure réponse Thl en induisant la sécrétion de chimiokines qui permettent leur
recrutement au sein des sites infecticux. L’IFN-y augmente I’expression des molécules de CMH nécessaires a
I’activation des lymphocytes, et active les macrophages participant a I’¢limination des micro-organismes.

L’IFN-y peut aussi avoir des effets néfastes, comme entrainer la mort des cellules épithéliales et perturber les
jonctions serrées ce qui augmente la perméabilité intestinale, favorise I’entrée de bactéries dans la lamina propria

et amplifie I’inflammation.
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L’IFN-y active les macrophages impliqués dans les réponses de type Thl ; et augmente
I’expression des molécules de CHM-I. L’augmentation des molécules de CHM-I permet une
meilleure activation et une meilleure réponse des CDS8. L’expression des molécules de CMH-
IT est également augmentée par I’IFN-y. L’IFN-y active la voie STATI, ce qui entraine la
production de chimiokines comme CXCL-9, CXCL-10 et CXCL-11 qui permettent le
recrutement via CXCR3 des Thl et des CD8 au niveau des sites inflammatoires (Mikhak et al.,
2006). L’expression des molécules de CMH-II est également augmentée par I’IFN-y, ce qui
permet une meilleure activation des CD4. Finalement, L’IFN-y permet la différenciation et
renforce le lineage Thl, et réprime les lineages Th2 et Th17 (Afkarian et al., 2002; Lighvani et
al., 2001).

Les biopsies de patients souffrants de MICI sont enrichies en IFN-y, ce qui souligne
I’implication des Thl dans ces pathologies. Dans un modéle de colite induite par DSS, des
souris IFN-y”~ développent des symptodmes moins sévéres que des souris sauvages (Nava et al.,
2010).

L’IFN-y entraine la mort des cellules de Paneth (Raetz et al., 2013), ce qui diminue la
concentration de PAMs et favorise le contact entre les bactéries et les cellules épithéliales. Une
diminution des PAMs peut favoriser la croissance de certaines bactéries et conduire a
I’apparition de dysbioses, qui sont associées au développement de MICI.

De plus, I'IFN-y, tout comme le TNF-a perturbe les jonctions serrées de 1’épithélium (Utech et
al., 2005; Wang et al., 2005) nécessaires a I'imperméabilité de I’épithélium intestinal.
L’importance du TNF-a dans les pathologies inflammatoires intestinales est soulignée par
l'utilisation d’anticorps anti-TNF pour traiter les patients souffrants de maladie de Crohn (Shi
and Ng, 2018).

Enfin il a été observé que des cellules épithéliales exposées longtemps a I’IFN-y sont plus
sensibles a I’apoptose et proliferent moins (Nava et al., 2010). Une mort importante des cellules
épithéliales et une augmentation de la perméabilité intestinale favorisent grandement 1’entrée

de bactéries dans la lamina propria et donc la mise en place d’une inflammation intestinale.

L’engagement du TCR de CD4 naifs en présence d’IL-12 entraine leur différenciation en
Thl, et est amplifié¢ par I'IFN- y que les cellules différenciées produisent. L’IFN-y active la voie
STAT]I ce qui conduit a I’expression de tbx21 (T-Box Transcription Factor 21), le géne de T-
bet (Afkarian et al., 2002; Lighvani et al., 2001). T-bet active la production d’IFN-y en se liant

directement sur le promoteur et sur 2 séquences non codantes hautement conservées (CNS) du
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gene de I'IFN-y (Shnyreva et al., 2004). T-bet active également la transcription de I’IL-12Rp,
ce qui rend les Thl plus sensibles a I’[L-12. L’IL-12 active STAT4, qui avec T-bet favorise
I’expression de I’'[FN-y d’un point vue épigénétique (Aune et al., 2009). Enfin T-bet induit
I’expression du facteur de transcription Runx3, et ils se lient ensemble sur le promoteur de
I’'IFN-y, renforcant son expression (Djuretic et al., 2007). T-bet posséde également la capacité
d’inhiber GATA-3, qui favorise la différenciation Th2. Le duo T-bet/Runx3 réprime aussi
I’expression de 1’IL-4 (Djuretic et al., 2007). Finalement T-bet bloque le phénotype Th17 en
interagissant avec Runx1 et ’empéchant d’activer le géne rorc, codant pour ROR-yt, un des

facteurs de transcription majeur des Th17(Lazarevic et al., 2011) (Figure 12).
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Figure 12 : Représentation des mécanismes moléculaires de la différentiation des ThO en Thl.
L’IFN-y active la voie STAT1 qui conduit a la transcription du géne thx2] et I’expression du facteur de

transcription T-bet caractéristique des Th1. T-bet controle 1’expression de I’I[FN-y en se liant directement sur le
promoteur du géne. T-bet entraine aussi I’expression du récepteur a I’IL-12. L’IL-12 active la voie STAT4 qui

aide a la production d’IFN- y. Les lineages Th2 et Th17 sont réprimés par T-bet.

Plusieurs études ont mis en évidence une forte réponse Thl dans différents modéles
d’inflammation intestinale. Ainsi la neutralisation de CXCL10 impliqué dans le recrutement
des Th1 exprimant CXCR3 atténue les symptomes (Singh et al., 2008). De plus des animaux

’IFN-y”~ ne développent quasiment pas d’inflammation intestinale sous DSS (Ito et al., 2006).
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b. Les lymphocytes T régulateurs

Les Tregs sont des cellules immunosuppressives, caractérisées par le facteur de
transcription FoxP3 et de CD25, la chaine de haute affinité du récepteur de I’IL-2. Au niveau
de I’intestin les Treg représentent 30 a 40% des lymphocytes T CD4. Les Tregs intestinaux ont

soit une origine thymique (tTregs) soit périphériques (pTregs).

Ces deux populations ont longtemps été proposées comme impliquées dans la régulation
de l'alternance au microbiote intestinal. Cependant, des approches génétiques basées sur
l'invalidation des régions conservées non codante du promoteur de Foxp3 spécifique de la
différenciation thymique ou extra thymique ont fortement questionné le rdole des deux
populations. L’absence du développement de pTreg n'entraine pas d’inflammation intestinale
comme attendue si la tolérance au microbiote €tait perdue (Josefowicz et al., 2012). Par ailleurs
I’analyse (épi)génétique démontre que les tTregs constituent la majeur partie des Tregs de
I’intestin incluant le colon (Cebula et al., 2013) suggérant que ces cellules seraient essentielles
au maintien de la tolérance T au microbiote. Cependant les conclusions, notamment au niveau
du cdlon, de ces travaux ont été questionnées par la mise en évidence d’un grand nombre Tregs
exprimant le facteur de transcription RORyt. Si Tregs ROR-yt"¢ sont majoritaires dans
I’intestin gréle, ou ils contribueraient une tolérance aux antigéne alimentaire (Kim et al., 2016),
les Treg ROR-yt" résident en grand nombre dans le cdlon; et leur différenciation est largement
dépendante du microbiote. La colonisation de ’intestin de souris axéniques avec uniquement
des souches de Clostridium ou de Bacteroides entraine une augmentation du nombre de Tregs
ROR-yt" dans le colon (Sefik et al., 2015). Leur développement a récemment été démontré

comme dépendent de c-Maf (Xu et al., 2018).

Des transferts de métabolites bactériens comme le butyrate, I’acétate et le proprionate
dans des souris sans dépourvues de microbiote entrainent une augmentation du nombre de
Tregs, renforcant I’importance du microbiote dans la génération de Tregs intestinaux (Smith et
al., 2013). D’autres métabolites permettent la génération de pTregs. La vitamine A, dégradée
en acide rétinoique par des cellules dendritiques CD103" est un puissant inducteur de la

différenciation Treg dans I’intestin gréle (Coombes et al., 2007).

Différents modes d’action des Treg appliquées in vitro ou in vivo dans le contrdle de la

pathologie auto-immune ont été transposées a la tolérance au microbiote. Ce jour aucun mode
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ne semble étre prédominant suggérant qu’un ensemble de mécanismes plus qu’un mécanisme

précis conduisent a la tolérance des LT dans I’intestin

V. Les lymphocvtes Th17

Les Th17 sont caractérisés par I’expression des facteurs de transcriptions ROR-yt (Ivanov
et al., 2006) et ROR-a (Yang et al., 2008a). Ils sont fortement présent dans la lamina propria de
I’intestin et du c6lon, mais aussi au sein des plaques de Peyer (Hirota et al., 2013). Ils expriment
le récepteur CCR6 qui permet leur recrutement au niveau des muqueuses et des sites
inflammatoires riche en CCL20. Les Th17 sont impliqués dans la défense de I’organisme
contre les bactéries extracellulaires et les champignons, mais participent également au maintien
de l'intégrité de 1’épithélium intestinal. IIs produisent majoritairement de I’'1L-17A, de I’'IL-17F
et de I’'IL-22.

1. Mécanismes moléculaires de la différenciation Th17

La différenciation des Th17 se fait en 3 étapes : une premicre étape d’initiation avec
I’induction des facteurs de transcriptions caractéristiques du lineage Thl7, une étape
d’amplification de la nouvelle population, et enfin une étape de stabilisation du phénotype

Thl7.

1. Initiation

Les premieres études in vitro ont montré que la présence d’IL-6 et de TGF-f3 entraine la
différenciation de ThO en Th17 (Bettelli et al., 2006; Ivanov et al., 2006). Le TGF- induit
I’expression de FoxP3, le facteur de transcription caractéristique des Tregs; mais entraine aussi
la dégradation du complexe SKI/SMAD4 qui réprime I’expression ROR-yt (Zhang et al., 2017),
le facteur de transcription principal des Th17. SMAD4 réprime également ROR-a, un autre
facteur de transcription majeur des Th17 (Yang et al., 2008b). Le TGF-f bloque I’induction de
SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) qui régule la voie STAT3 (Qin et al., 2009). L’IL-
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6 entraine la phosphorylation de STAT3. pSTAT3 inhibe I’expression de FoxP3 et va se lier
sur les promoteurs de ROR-yt et de ROR-a, ce qui permet leur expression (Durant et al., 2010;
Yang et al., 2008a).. L’importance de STAT3 dans les premiéres étapes de la différenciation
en Th17 est soulignée par le fait que des souris STAT3”" sont déficientes en Th17 (Zhou et al.,
2007). (Figure 13).
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Figure 13 : Initiation de la différenciation en Th17.
La stimulation de ThO avec du TGF-B entraine la transcription de foxp3 via la voie SMAD2/3-SMADA4.

L’activation de la voie du TGF-P entraine aussi la dégradation du complexe SKI-SMAD4 impliqué dans la
répression de rorc et rora. La liaison de I’IL-6 sur son récepteur active la phosphorylation de STAT3 qui réprime
la transcription de FoxP3 induite par le TGF-B. pSTAT3 se lie également sur les promoteurs rorc et rora afin
d’entrainer leurs transcriptions. L’action de pSTAT3 est renforcé par le TGF-3 qui permet la répression de SOCS3,

un régulateur de la voie STAT3. L’engagement du TCR du ThO est requis mais non représenté sur ce schéma.

ii.  Amplification de la population de Th17

pSTAT3 se lie sur le promoteur de I’IL-21 et active son expression (Zhou et al., 2007)
en méme temps que I’expression de I’IL-21 récepteur (IL-21R). L’IL-21 agit de fagon autocrine
sur les Th17 et entraine leur amplification (Wei et al., 2007); en plus de renforcer le lineage

Th17 (Figure 14). In vitro, des ThO déficients pour I’IL-21 cultivés en présence de TGF- et
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d’IL-6 ne se différencient que treés peu en Th17, mais 1’ajout d’IL-21 dans le milieu restaure la

production d’IL-17 (Nurieva et al., 2007).

En absence d’IL-6, le TGF-f et I'IL-21 sont suffisants pour induire des Th17 (Korn et
al., 2007; Nurieva et al., 2007). pSTAT3 renforce également le lineage Th17 en se fixant aussi
sur les promoteurs de 1’il/7a, de I’ill7f et de 1’il21] et en aidant a leur transcription; mais aussi

en se liant sur les CNS des genes ccr6, il23r et il6ra (Durant et al., 2010).

Contrairement aux autres populations de lymphocytes, I’IL-2 n’entraine pas la
prolifération des Th17 mais réprime I’expression de ROR-yt et donc leur développement

(Kryczek et al., 2007).

Population de Th17 lifié
Th17 nouvellement différencié opulation de Thi/ amphtice

Amplification IL-21

dépendante [

Action autocrine

Figure 14 : Amplification de la nouvelle population de Th17 de fagon IL-21 dépendante.

PSTATS3 active la production de I’IL-21 qui agit sur les Th17 de fagon autocrine et entraine leur amplification.
pSTAT3 ¢étant impliqué dans I’expression de ROR-yt et de ROR-a, I’'IL-21 renforce le lineage Thl7. La
participation de pSTAT3 dans la transcription des génes de I’'IL-17A, de I’'IL-17F, de CCR6, de I’'IL-6R et de I'IL-

23R n’est pas représentée sur le schéma.

43



iii.  Stabilisation de la population de Th17

La dernicre étape de la différenciation des ThO en Th17 est une étape de stabilisation du
phénotype nouvellement acquis. L’IL-23R est fortement impliqué dans ce phénomene, car
plusieurs jours apres avoir été générés in vitro les seuls Th17 qui produisent de I’IL-17 sont
ceux exprimant I’IL-23R (Stritesky et al., 2008). De plus la stimulation de Th17 différenciés en
présence de TGF-f et d’IL-6 avec de I’IL-23 entraine une augmentation de la production d’IL-
17 (Lee et al., 2009). Malgré son importance dans le maintien de la production d’IL-17, il a été
montré que I’IL-23 seule, ou que les combinaisons IL-23/IL-6 et IL-23/TGF-B ne sont pas
capables d’induire des Th17 in vitro (Bettelli et al., 2006).

L’IL-23R n’est pas exprimé par les T naif et son expression est contrdlée par plusieurs
facteurs dont ROR-yt, et les cytokines qui active la voie STAT3, c’est-a-dire I’IL-21 et I’IL-6.
La liaison de I’'IL-23R active également la voie STAT3 ce qui renforce cette voie et entraine
une boucle d’amplification de 1’expression des facteurs de transcriptions ROR-yt et ROR-a
mais aussi de I’expression de I’'IL-23R ; conduisant au renforcement du lineage Th17. L’IL-23
participe également a la transcription des geénes ill7a, il17f, il22 et cfs2 (Codarri et al., 2011;
Lee et al., 2009; Teng et al., 2015; Zheng et al., 2007) (Figure 15).
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Figure 15 : Stabilisation par I’'IL-23 de la nouvelle population de Th17.
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pSTAT3 et ROR-yt induisent I’expression de I'IL-23R. L’IL-23R active pSTAT3 ce qui crée une boucle
d’amplification de I’expression de ROR-yt et ROR-a, mais aussi de ’expression de I'IL-23R et des génes
signatures des Th17 comme I’'IL-17A, I'IL-17F, CCR6. L’induction du TGF-b3 par I’IL-23 n’est pas représenté.

La signalisation de I’'IL-23 entraine également I’expression d’AhR (Aryl hydrocarbon
Receptor) dont le ligand est FICZ (6 formylindolo[3,2-b]carbazole). In vitro I’expression
d’AhR et la présence de son ligand FICZ sont requis pour la production d’IL-22. L’ajout de
FICZ dans des cultures de Th17 augmente également la production d’IL-17. Cependant la sur-
expression d’AhR dans des CD4+ ne conduit pas a leur différenciation en Th17; et des

lymphocytes AhR”~ sont capables de produire de I'IL-17A (Veldhoen et al., 2008).

Enfin, il a ét¢ montré que I’IL-23 entraine la production de TF-3 par les Th17 (Lee et
al., 2012).

Des facteurs autres que ROR-yt et STAT3 sont impliquées 1’expression de I'IL-23R, et ont un
impact positif sur le développement de Th17.

- RBPJ est une protéine de la voie Notch connue pour réguler positivement la régulation
de Th17 (Yosef et al., 2013). Des Th17 déficients pour RBPJ (IL17°RE RBPJT¥/flx
Rosa®™®) n’expriment pas I’IL-23R et n’induisent qu’une pathologie modérée dans un
modele d’EAE (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) (Meyer zu Horste et

al., 2016).

- Le facteur de transcription JunB semble aussi avoir un role important dans le controle
de D’expression de I'IL-23R, car l’utilisation de shARN (short hairpin Acide
Ribonucléique) de JunB apres différentiation de cellules en Th17 entraine une

diminution de I’expression du niveau d’ARNm de 1’i/23r (Hasan et al., 2017).

- De fortes concentrations de sel augmentent 1’expression de la tyrosine kinase « Serum
Glucocorticoid Kinase 1 » (SKG1) a la surface des Th17 ; un transporteur de Na'.
SGK1 permet I’expression de I’IL-23R par les Th17 et réprime FoxO1 (Wu et al.,
2013), un inhibiteur de I’'TL-23R et de ROR-yt (Lainé et al., 2015). Des souris ayant
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un régime riche en sel ont plus de Th17 au sein de I’intestin gréle et du colon que des

souris avec un régime normal (Wei et al., 2017).

2. Autres acteurs impliqués dans la différentiation Th17

Bien que le TGF-f et I’IL-6 suffisent pour induire I’expression de ROR-yt / ROR-a et
donc suffisent a la différentiation de ThO en Th17 in vitro, d’autres molécules interviennent afin

de permettre une différentiation en Th17 plus efficace (Figure 16).

- IL23R --, RN ([P,

: . ! v

: : 558 IL21R  AHRligand

: IL-23R (FICZ)
PROMOTING ; . ﬁ" o TCR

i Q

TGFB-1R 1 ?
§ t I
5 —
SMADs) ! l
. v — ke
NNTNTLN/NS -
[}

INHIBITORY

Figure 16 : Schéma représentant ’ensemble des acteurs intervenant dans la différenciation
Th17(Muranski and Restifo, 2013).
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La différenciation Th17 commence quand le TCR est engagé en présence de TGF- et de cytokines induisant
STAT3 (IL-6, IL-21 ou IL-23). Le TGF-B active FoxP3 et permet la dégradation du complexe SKI/'SMAD4
impliqué dans la répression du gene rorc. L’IL-1f entraine 1’activation d’IRF4, et le TCR I’expression de NFAT
qui aident a la transcription de rorc et rora. STAT3 entraine aussi I’activation de HIF1-a qui inhibe FoxP3. L’IL-
21 agit de fagon autocrine afin de permettre I’amplification de la nouvelle population de Th17. L’IL-23 permet la
stabilisation du lineage en renforgant la voie STAT3, et AhR permet la production d’IL-22

L’IFN-y et I’IL-12, en activant les voies STAT1 et STAT4 répriment le lineage Th17 ; tout comme I’'IL-4 et la

voie STAT6. Enfin I’IL-2 et I’acide rétinoique favorisent I’expression de FoxP3.

pSTAT3, un des facteurs clé de la différentiation des Thl7 permet également
I’expression de HIF1-o (Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha) qui participe directement a
I’activation transcriptionnelle de ROR-yt ; mais aussi a la dégradation de FoxP3 favorisant ainsi
la différentiation en Th17 au détriment de la génération de Tregs. Une fois ROR-yt exprimé, il
peut former un complexe avec HIFI1-a et p300, une histone acétytransférase qui contribue a
I’ouverte de la chromatine au niveau de geénes signature des Th17 comme 1’il/7a. L activité
d’acétylation de p300 se fait également sur ROR-yt ce qui permet de maintenir sa stabilité (Wu

et al., 2015).

L’IL-1PB, produite par les APC en réponse a une détection de PAMPs, joue un rdle
important dans la premicre étape de la génération des Thl7, en particulier dans I’intestin.
L’intestin est riche en acide rétinoique, connu pour inhiber fortement la différentiation de Th17
via I’activation la voie STATS qui génére des Tregs induits. L’IL-1f entraine une diminution
de I’expression de STATS, et va donc permettre une meilleure induction de ROR-vyt via la voie
IL-6/STAT3 (Basu et al., 2015). L’IL-1p et le facteur de transcription Aiolos inhibent I’effet
répresseur de 1I’IL-2 sur I’expression de ROR-yt et de I’IL-23R, et favorise donc la génération
de Th17 au détriment des Tregs (Kryczek et al., 2007). L’IL-1p induit aussi 1’expression

d’IRF4 ; qui augmente la production d’IL-21 et permet une meilleure expansion des Th17.

L’engagement du TCR est requis pour la différentiation de tous les CD4. Un
engagement du TCR de faible affinité et des signaux de co-stimulation modestes favorisent la
différentiation de ThO en Th17 (Bouguermouh et al., 2009; Purvis et al., 2010). Cela permet
I’expression du facteur de transcription des cellules T activées (Nuclear Factor of Activated T
cells ou NFATc) qui aide a la transcription de I’il/7 (Gomez-Rodriguez et al., 2009).
L’engagement du TCR induit également 1’expression des co-facteurs de transcription IRF4 et

BATF qui agissent avec pSTAT3 pour induire I’expression ROR-yt (Ciofani et al., 2012) ; mais
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aident également a I’ouverture de la chromatine au niveau des promoteur des genes il17, il21]

et i/22 (Schraml et al., 2009).

Le sel n’est pas le seul composant de 1’alimentation qui peut avoir un impact sur la
génération de Th17. Des souris ayant un régime riche en glucose ont plus de Th17 que des
souris ayant un régime normal, et sont plus sensibles a des pathologies impliquant des réponses
Th17 telles que I’EAE ou les colites induites par transfert adoptif de lymphocytes T (Zhang et
al., 2019). Les auteurs ont montré qu’une forte concentration de glucose induit la production de
ROS, et ces molécules vont permettre 1’activation du TGF-f latent. Le TGF-P actif agit ensuite
avec I'IL-6, entrainant une forte différentiation de ThO en Thl7. Une inhibition des ROS
(Reactive Oxygen Species) s’accompagne d’une diminution des Th17 (Atarashi et al., 2015;

Zhang et al., 2019), soulignant leur importance dans la génération des Th17.

3. L’importance du microbiote dans la différenciation Th17

Dans D’intestin, le développement des Th17 est microbiote dépendant, puisque des
souris germ-free ne présentent que tres peu, voire pas de Th17 dans I’intestin (Veldhoen et al.,
2008). Cependant, toutes les bactéries ne sont pas capables d’induire des Th17, et une différence
de composition de flore intestinale peut entrainer une différence importante de Th17 (Ivanov et

al., 2009a).

Les bactéries segmentées filamenteuses (SFB) sont des bactéries gram positives et
appartiennent a la flore commensale de ’intestin. Les SFB sont principalement situées au
niveau de I’iléon et sont présentes aussi bien chez la souris que chez ’homme (Chen et al.,
2018). Ces bactéries sont les premieres bactéries décrites comme responsable de la génération
de Th17. L’adhésion des SFB aux cellules épithéliales entraine une sécrétion d’IL-23 qui va
agir sur les ILC3 et induire leur sécrétion d’IL-22. L’IL-22 va activer STAT3 dans les cellules
¢épithéliales intestinales et entrainer la production des protéines sérums amyloides Al et A2
(SAA et SAA2) (Sano et al., 2015). Ces protéines sont captées par les cellules dendritiques
CX3CRI1" qui vont a leur tour produire de I'IL-1B, de I’[L-6 et de I'IL-23. Ces cytokines
agissent avec le TGF-f fortement présent dans la lamina propria pour induire la différentiation

de ThO en Th17. Il est crucial que les cellules dendritiques présentent aux ThO des antigénes
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issus d’SFB pour induire leur différentiation en Th17 (Goto et al., 2014). Les Th17 induit en
présence d’antigénes provenant des bactéries SFB expriment un TCR fait de la chaine variable
B numéro 14 (VB14) (Yang et al., 2014) ; et produisent d’importantes quantités d’IL-17A et
d’IL-22.

D’autres micro-organismes sont capables d’induire des Th17. Des souris germ-free
gavées avec des échantillons de féces humain développent une forte réponse Th17. En traitant
ces souris avec différents antibiotiques Atarashi et collégues ont pu mettre en évidence que
plusieurs souches bactériennes étaient capables d’induire des Th17 (Tableau 5). Certaines de
ces bactéries ont été observées au contact de 1’épithélium par Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH). La levure Candida Albicans responsable de la génération de Th17 est
¢galement un microorganisme adhérant aux cellules épithéliales intestinales. Enfin, le gavage
de souris germ-free par Citrobacter rodentium, ou Escherichia Coli O157 (deux souches
adhérant aux cellules épithéliales intestinales) entraine une forte réponse Th17. Cependant ces
mémes souches mutées de fagon a étre incapable d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales
ne sont pas capable d’induire des Th17 (Atarashi et al., 2015). Cela suggere que le contact
cellules épithéliales/microorganismes est au moins aussi important que le type de

microorganismes pour la génération de Th17 intestinaux.

Souches
Clostridium bolteae Eubacterium sp
Clostridium cf. saccharolyticum Erysipelotrichaceae bacterium

Clostridium symbiosum Subdoligranulum sp
Clostridium hathewayi Ruminococcus bromii
Ruminococcus obeum Firmicutes bacterium

Ruminococcus gnavus Bacteroides dorei
Butyrate-producing bacterium SSC/2 Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
Clostridium sp. Bifidobacterium breve
Coprobacillus sp.
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Tableau 5 : Autres souches que SFB adhérentes a 1’épithélium et induisant la génération de

Th17 (Atarashi et al., 2015).

L’adhésion de bactéries aux cellules épithéliales intestinales entraine 1’expression de
genes impliqués dans la production d’especes chimiques oxygénés (ROS) comme Nos2 et
Duoxa2 en plus de la production de SAA1 et 2 (Atarashi et al., 2015). Ces molécules jouent un
role important dans la différentiation de ThO en Th17 car elles permettent le passage du TGF-
B de sa forme latente a sa forme active, le rendant ainsi disponible pour les cellules (Zhang et
al., 2019). L’inhibition de ces molécules bloque la génération de Th17 (Atarashi et al., 2015;
Zhang et al., 2019), soulignant leur potentiel dans la génération de Th17 (Figure 17). Les
bactéries sécrétent d’importantes quantité d’ATP (Adénosine-TriphosPhate). La culture de
CD4 naifs en présence d’ATP et de cellules dendritiques entraine la différentiation des CD4 en
Th17. Les cellules dendritiques CD11c* CD70Meh expriment les récepteurs P2Y et P2X, dont
I’engagement par ATP induit leur production d’IL-6, d’IL-23 de TGF-b qui conduit a la
génération de Th17 (Atarashi et al., 2008).

Bactéries adhérentes a 1’épithélium (SFB, C. rodentium, E. coli O157...)

Cellules
épithéliales

’ «—IL-23 ROS
SAA1 ILC3 / TGF-Bactif «——— TGF-p latent
SAA2 /

IL-23

IL-6, IL-1
b IL-6, IL-1B, TGF-B

Cellule .
dendritique 7

Prés$‘

d’antigénes

Th17

Figure 17 : Génération de Th17 en réponse au microbiote intestinal.
Lorsque des bactéries s’attachent a 1’épithélium les cellules épithéliales produisent des ROS qui activent le TGF-

B latent présent dans I’intestin ; et de I’IL-23 qui va agir sur les ILC3. Les ILC3 répondent aux cellules épithéliales
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en produisant de I’IL-22 qui entraine la production de SAA1 et 2. Les cellules dendritiques détectent les SAA1 et
2, et sécretent de I’IL-6 et de I’IL-1PB. Le TGF- actif, I'IL-6, ’'IL-1B et I’[L-23 permettent la différentiation de
ThO en Th17.

Tous les micro-organismes adhérents a I’épithélium n’induisent pas la méme population
de Th17. Une récente étude a mis en évidence que l’infection de souris par Citrobacter
rodentium induit des Th17 « inflammatoires » produisant peu d’IL-17A mais beaucoup de
d’IFN-y et d’IL-22 alors que les Th17 générés en réponse a SFB sécretent de grandes quantités
d’IL-17A et de d’IL-22. De plus I’analyse transcriptomique des 2 types de Th17 révele que
ceux induits en réponse a SFB ont un niveau plus €élevé de régulateurs de la croissance cellulaire
et de I’apoptose comparé¢ aux Thl7 des souris infectées par Citrobacter rodentium. Le
métabolisme des 2 populations est également différent, et les Th17 inflammatoires sont
capables d’utiliser la voie de glycolyse afin d’augmenter leurs apports énergétiques. Enfin, les
Th17 générés en réponse aux SFB ne sont pas capables de défendre 1’organisme en cas
d’infection par Citrobacter rodentium (Omenetti et al., 2019). Ces données indiquent des roles

distincts des Th17 en fonction des micro-organismes qui les induisent.

4. Plasticité des Th17

Bien que le lineage Th17 soir fortement stabilis¢ par le TGF-p et de I’'IL-23, une
stimulation prolongée des Th17 avec de I’'IL-23 seule entraine une diminution de la production
d’IL-17 et une augmentation de la production d’IFN-y (Lee et al., 2009), suggérant que ces

cellules ont une plasticité élevée.

A Taide d’un modéle de « fate mapping » des Th17 (souris IL-17°RE Rosa26) il a été
mis en évidence qu’in vivo le changement de phénotype des Th17 est en partie dicté par les
cytokines présentes dans le milieu (Hirota et al., 2011). Lors d’infection par Candida albicans,
les Th17 maintiennent leur production d’IL-17A et ne font pas d’IFN-y. Cependant, en cas
d’inflammation chronique comme I’EAE, les Th17 perdent leur capacité a produire de I’II-17A
et sécrétent de I’IFN-y, mais expriment également des génes associés aux Th1 comme 7hx21,
I’112rb1 et I’'112rb2. Les auteurs ont pu mettre en évidence que le changement de phénotype

des Th17 était di a I’effet de I’[L-23 puisque que lors de I’infection par Candida albicans tres
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peu d’ARNm de I’IL-23 a été détecté, et dans le modéle d’EAE des souris déficientes pour I’IL-
23 ne produisent que trés peu d’IFN-y.

In vitro I’'IFN-y et I’IL-12 participent aussi a ’acquisition d’un phénotype de Thl par
les Th17. (Lee et al., 2009; Lexberg et al., 2010). Lorsque les Th17 sont cultivés en présence
d’IL-12 ils perdent trés rapidement leur capacité a produire de I’IL-17 et ne font plus de I’'IFN-
v (Lee et al., 2009). Des Th17 ex vivo ne sont pas sensibles a I’IL-12, mais leur stimulation avec
de 'IFN-y permet I’expression de I’'IL-12RP2. L’effet combiné de I’[L-12 et de I’'TFN-y permet
I’expression du facteur de transcription T-bet ainsi que la production d’IFN-y dans les Th17

(Lexberg et al., 2010).

Il y a quelques années les Th17 ont également été décrit comme capables d’acquérir un
phénotype de type régulateur et d’exprimer FoxP3, qui leur permet de participer a la régulation
du systéme immunitaires dans certaines conditions (Esplugues et al., 2011; Gagliani et al.,
2015; McGeachy et al., 2007). En cas d’inflammation aigue de ’intestin les Th17 acquiérent
un phénotype « régulateur », et ont un profil qui fait ressortir une expression élevée d’IL-10 et
d’AhR. En comparaison, les Th17 générés en cas d’EAE ont un profil plus inflammatoire
(Esplugues et al., 2011). Richard Flavell et son équipe ont mis en évidence le fait que ces
«Th17 régulateurs » interviennent lors d’infection par Staphylococcus aureus,
Nippostrongylus brasiliensis ; mais qu’ils sont aussi capables de prévenir des colites induites
par transfert de lymphocytes T. L’¢étude révele également que le développement des Th17
régulateur est dépendant de la présence de du TGF-B1 et de FICZ, le ligand d’ Ahr (Gagliani et
al., 2015).

Enfin il a été rapporté que lors d’infections parasitaires, comme par Nippostrongylus
brasiliensis, les Th17 peuvent acquérir un phénotype de type Th2, et sécréter de 1’11-4 a la place
de P'IL-17(Gagliani et al., 2015; Panzer et al., 2012). Les mécanismes menant a cette
repolarisation sont encore peu connus, mais il est possible que I’IL-4 joue un role via la voie

STATS6.

Les Th17 sont donc une population ayant une plasticité élevée, capable d’acquérir un

phénotype inflammatoire ou bien régulateur en fonction de leur environnement (Figure 18).
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Figure 18 : Plasticité des TH17 en fonction de leur environnement.

Dans un milieu riche en TGF-B1 et en AhR ligand les Th17 acquiérent I’expression de FoxP3 en plus de ROR-yt.
Ils produisent alors de I'TL-10 et de I’IL-17 et peuvent contrdler le systéme immunitaire.

En présence de grande quantité de d’IFN-y ; d’IL-12, d’IL-23 et de TGF-B3 les Th17 co-expriment T-bet en plus

de ROR-yt. Dans ce cas ils contribuent a I’inflammation et sécrétent de grandes quantité d’IFN-y et peu d’IL-17.

5. Pouvoir pathogénique des Th17

Les Thl7 sont associés a de nombreuses pathologies inflammatoires chroniques
intestinales, ainsi qu’a plusieurs maladies auto-immunes (sclérose en plaque, polyarthrite
rhumatoide, lupus...). Des biopsies du colon provenant de patients atteints de MICI ont révélé
un enrichissement en Th17, capable de produire a la fois de I’IL-17A mais aussi de I’ IFN-y
(Ueno et al., 2018). La capacité de produire a la fois de I’IL-17A et de 'IFN-y est associée a un
phénotype pathogénique des Th17, qui sont dit Th17-Thl. Ces cellules participent fortement

aux pathologies intestinales.
La présence de TGF-f n’est pas obligatoire pour induire des Th17. In vitro un cocktail

d’IL-6, d’IL-1P et d’IL-23 suffit a générer des Th17 (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012).

Il a récemment été montré que cette génération de Th17 en absence de TGF-p était dépendante
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de SCR3 (Stéroides Receptor Coactivator-3), et des souris CD4RE Scr-3™x ne développent
que trés peu de Th17 (Tanaka et al., 2018a).

En absence de TGF-B, le facteur de transcription JunB est induit par I’IL-6 et agit de fagon
a faciliter la liaison de BATF (B-Cell-Activating Transcription Factor), d’IRF-4 (Interferon
Regulatory Factor 4) et de pSTAT3 sur les genes rorc et ill 7a afin d’entrainer la différentiation
en Th17 (Hasan et al., 2017). L’absence de TGF-B au moment de la différentiation crée une
population de Th17 ayant un fort pouvoir pathogene, responsable d’une pathologie plus
agressive dans un modele d’EAE (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Ces Th17 générés
en absence de TGF-f3 sont caractérisé par une forte expression du gene de I’i/23r mais aussi de
genes associés au lineage Thl tels que tbx21, stat4, gzmb et csf2 alors que la différentiation de

Th17 en présence de TGF-J3 favorise I’expression de maf, ahr et il-10 (Lee et al., 2012).

En plus de son réle dans la stabilisation du phénotype des Th17, I’[L-23R est considéré
comme un important régulateur de leur pouvoir pathogéne. In vitro, des Th17 stimulés avec de
I’IL-23 apres différenciation perdent capacité a produire de I’[L-17 et sécrétent de I’TFN-y (Lee
et al., 2009). Dans un modele d’EAE, des Th17 générés en condition TGF-1 + IL-6 + IL-23
entraine une EAE plus sévre que celle causée par des Th17 générés avec du TGF- et de I'1l-6
(Lee et al., 2012). De plus, I’[L-23 entraine la production d TGF-B3 par les Th17. Les Th17
différenciés en présence de TGF-B3 induisent une pathologie plus grave que les Th17 générés
en présence de TGF-B1 dans un modele d’EAE. Le TGF-B1 et le TGF-B3 partagent le méme
récepteur, mais le TGF-f33 active le protéines SMAD1 et SMADS. Le rdle de ces protéines au

sein de la biologie des Th17 est mal connu et mériterait d’étre étudié.

Une concentration ¢levée de sel favorise le développement de Thl17 en aidant a
I’expression de I’'IL-23R. Cependant, dans un modele d’EAE des animaux ayant eu un régime
riche en sel développent une forme plus agressive de la pathologie que les animaux ayant eu un
régime normal (Kleinewietfeld et al., 2013; Wu et al., 2013). Ces symptdmes semblent étre dus

a un plus grand nombre de Th17, dont le phénotype est pathogénique (Wei et al., 2017).

L’IL-23 active la voie STAT3, et des génes comme prdml codant pour le facteur de
transcription Blimpl. Blimp1 renforce I’expression de I’IL-23R ce qui favorise I’acquisition
d’un phénotype pathogénique. L’absence de Blimp! dans les Th17 entraine une EAE modérée

et une diminution de la capacité des cellules a produire a la fois de I’'IL-17A et de I'I[FN-y ou
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de I'IL-17A et du GM-CSF (Jain et al., 2016). In vitro il a ét¢ montré que des Th17 ex vivo
stimulés avec de I’'I[FN-y et I’IL-12 augmentent leur niveau d’expression de T-bet, produisent

plus d’IFN-y et moins d’IL-17A (Lexberg et al., 2010) ;

La co-expression de ROR-yt et de T-bet dans les Th17 n’est pas suffisante pour induire
une production importante d’IL-17A et d’IFN-y; et des Th17 2D2 (exprimant un TCR
spécifique du peptide de la myéline murin) générés en présence d’IL-6, d’IL-1b et d’IL-23 mais
Tbx217~ n’induisent pas de pathologie dans un modéle d’EAE. La production d’IFN-y requiert
I’action de T-bet et du facteur de transcription Runx1 dont I’expression est induite par I’'TL-12.
T-bet et Runx1 se lient directement sur le promoteur de I’INF-y afin de permettre son expression

(Wang et al., 2014b).

Récemment, il a été montré que la molécule Fas a un role important dans I’acquisition du
phénotype Thl par les Th17. La délétion spécifique de Fas dans une population de Thl7
(IL17°RE Rosa Fas™/x) déja différenciée entraine une augmentation importante des Th17, ainsi
que leur capacité a produire de I’'IFN-y, la cytokine signature du lineage Thl. Les auteurs
montrent que la liaison Fas/Fas ligand permet la séquestration de STAT1 au sein de DISC, a la
membrane plasmique. Cela empéche la phosphorylation de STAT1 puis sa translocation dans
le noyau ou il peut se lier a pSTAT3 et perturber son action afin de favoriser le programme
Thl. De fagon intéressante, la délétion de Fas n’a pas d’impact sur la production d’IL-17A

(Meyer zu Horste et al., 2018).

VI. Le Transforming Growth Factor f§

Le TGF-B est une cytokine multifonctionnelle et ubiquitaire hautement conversée,
présente en grande quantit¢é dans Dintestin des mammiferes. Elle intervient dans la
différentiation cellulaire, la prolifération, la migration, la survie, 1’apoptose, I’embryogénese,
la modulation de I’inflammation et la réparation tissulaire. Dans I’intestin le TGF- est produit
par les cellules épithéliales, et les cellules du systéme immunitaires en particuliers les cellules
dendritiques et les Tregs. Les Th17 peuvent également sécréter du TGF-f3 (Bauché and Marie,
2017; Kashiwagi et al., 2015; Lee et al., 2012).
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Il existe 3 isoformes du TGF-f : le TGF-B1, le TGF-B2 et le TGF-B3. Ces 3 isoformes
partagent le méme récepteur mais ont des effets biologiques différents. Des souris déficientes
en TGF-B1 meurent a ’age de 3 semaines a cause d’une auto-immunité générale, indiquant
que le TGF-PB1 agit principalement sur les cellules du systéme immunitaire (Shull et al., 1992).
Le TGF-B2 et le TGF-B3 sont plutdt impliqués dans de développement osseux et vasculaire
(Bauché and Marie, 2017). Le TGF-B3 peut étre produit par les Th17 et semble avoir un impact
sur et leur pathogénicité (Lee et al., 2012).

1. Roéle du TGF-f sur les cellules du systéme immunitaire

Le TGF-pB a une action inhibitrice sur de nombreuses cellules du systéme immunitaire
comme les cellules dendritiques et les macrophages dont il bloque la prolifération et diminue
I’expression des molécules de CMH, ce qui entraine une diminution de 1’activation des LT. Il
inhibe également la prolifération et la fonction cytotoxique des NK (Ghiringhelli et al., 2005)
et des LT CD8 (Thomas and Massagué, 2005), I’expansion des LB et leur capacité a produire

des immunoglobulines de type A (Cazac).

Le TGF- influence la différentiation des ThO. Il réprime ’expression des facteurs de
transcriptions T-bet et GATA-3, et donc la différentiation en Thl et en Th2 (Gorelik et al.,
2000, 2002). A I’inverse il permet la génération de Th9 en présence d’IL-4 (Dardalhon et al.,
2008). De plus le TGF- est impliqué dans la différentiation de Tregs en périphérie (Chen et
al., 2003; Schlenner et al., 2012) et des Th17 en présence d’IL-6 (Bettelli et al., 2006) (Figure
19). Une concentration ¢élevée de TGF-f favorise la différentiation en Treg, et une concentration

plus faible est associé¢e au développement de Th17.
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Figure 19 : Effet du TGF-f sur les différentes cellules du systéme immunitaire.

Le TGF-b inhibe les fonctions et la prolifération des cellules comme les Thl, Th2, CD8, NK, macrophages et

cellules dendritiques. Il permet la différenciation de Tregs, Th17 et Th9.

2. Sécrétion et activation du TGF-

i.  Sécrétion sous forme inactive

Les 3 isoformes du TGF-f sont synthétisées sous forme inactives appelées pré-pro TGF-

B. Le pré-pro TGF-f est constitu¢ d’un peptide signal en région N-terminale, d’ une séquence

appelé LAP (Latence Associated Protein) puis du TGF- mature en région C-terminale. Le

peptide signal permet I’envoie du complexe au réticulum endoplasmique ou il sera clivé par

une protéine de type furine (Pesu et al., 2008). Il se forme un dimeére LAP- TGF- appelé pro

TGF-B. LAP entoure le TGF-} et masque le site de liaison a son récepteur, rendant la protéine

inactive (Travis and Sheppard, 2014). Lors de sa sécrétion le pro- TGF- peut se lier a la

protéine LTBP (Latence TGF-p Binding Protein) qui permet son stockage au sein du milieu

extracellulaire (Worthington et al., 2015) (Figure 20).
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Figure 20 : Synthése et sécrétion du TGF-f.

Le TGF-p est synthétisé sous forme de pré-pro-TGF-f, constitué d’une peptide signal, d’une région de latence
(LAP) et de la cytokine mature. Le peptide signal situé en N-terminal permet 1’envoie du pré-pro-TGF-f au
réticulum endoplasmique ou il sera clivé par une furine. Il se forme alors un dimére de LAP-TGF-f mature. LAP
entoure le TGF-f3 mature et masque son site de fixation au TGF-f RII. Le complexe LAP-TGF-f peut étre sécréter
dans le milieu extracellulaire seul ou associé a la protéine « Latence TGF-§ Binding Protein » ce qui va permettre
son stockage au sein de la matrice extracellulaire. Des facteurs comme I’ intégrine-38, le pH ou les métalloprotéases

clive le complexe LAP- TGF-3 mature, rendant la cytokine capable de se lier sur son récepteur.
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ii.  Activation du TGF-

L’activation du TGF-B correspond au clivage de LAP et du TGF-f, afin de rendre
accessible le site de fixation au TGF-f RII. Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans ce
phénomene, comme les intégrines et les métalloprotéases mais aussi les conditions physico-

chimiques du milieu.

Dans ’intestin les cellules dendritiques CD103" et les Tregs expriment 1’itg38 et sont les
principaux activateurs du TGF-f. Des souris dont les cellules hématopoiétiques n’expriment
pas 1’itgB8 souffrent a I’age de 10 mois d’une forte inflammation du célon, démontrant
I’importance de 1’itgB8 et du TGF-f dans le maintien de I’homéostasie intestinale (Worthington
et al.,, 2011, 2015). L’igtB8 reconnait et lie la séquence RDG sur LAP et agit avec la
métalloprotéase MMP14 afin de cliver LAP et libérer le TGF-. Des inhibiteurs des protéases
bloquent I’activation du TGF-B. Les intégrines vap5 et vap6 peuvent activer le TGF-f. Ces
molécules sont reliées aux filaments d’actine du cytosquelette et se lient a LAP via le motif
RGD. Les mouvements du cytosquelette sont transmis par les intégrines a LAP et entrainent la
libération du TGF-B (Wipffet al., 2007). D’autres molécules comme la thrombospondine 1 sont
capables d’activer le TGF-f. La thrombospondine 1 se lie au peptide LAP ce qui perturbe les
liaisons LAP-TGF-p et permet la libération de la cytokine (Travis and Sheppard, 2014). Enfin
les conditions physico-chimiques du milieu peuvent entrainer une activation du TGF-f. La
présence de ROS (Zhang et al., 2019) ou un pH acide (Lyons, 1988) entrainent une dénaturation

protéique de LAP, ce qui libére le TGF-p et le rend disponible pour les cellules avoisinantes.

3. Signalisation et régulation du TGF-3

Le récepteur au TGF-J est fait de 2 sous unités : le TGF-3 RI et le TGF-f RII. Le TGF-3
se lie sur le TGF-B RII qui s’auto-phosphoryle et forme un dimere avec le TGF-f3 RI. Lors de
I’assemblage des 2 sous unités le TGF-3 RII phosphoryle le TGF-B RI. Plusieurs voies peuvent
ensuite étre activées par la phosphorylation du TGF-p RI : la voie canonique des protéines

SMAD, ou bien les voies non canoniques indépendantes des protéines SMAD (Figure 21).
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Figure 21 : Signalisation des voies canonique (gauche) et non canonique (droite) de la

signalisation du TGF-p.

Le récepteur au TGF-f est fait de 2 sous-unités : le TGF-f RI et le TGF-B RII. Le TGF-f se lie sur TGF-§3 RII qui
va s’auto-phosphoryler puis phosphoryler et s’associer au TGF-f RI. Lors de I’activation des voies canonique le
TGF-B RI phosphorylé active la protéine R-SMAD?2/3 qui peut ensuite migrer dans le noyau et former un complexe
avec SMAD4 pour activer la transcription de génes cibles. Dans le noyau la protéine TRIM33 peut prendre la
place de SMAD4 et activer la transcription de genes différents. SMAD2/3 peut également interagir avec les
protéines SMAD1/5/8.

L’activation des voies non canonique passe par la voie PI3K/AKT, RhoA ou des MAPkinase comme les protéines
MEKKI1 et MEKK?2. Parmi les génes cibles du TGF-f se trouvent les -SMAD qui sont les protéines SMADG6 et
7. Elles régulent négativement la signalisation du TGF-B en bloquant 1’activation des R-SMAD ou en dé-
phosphorylant le TGF-f RI. Certains acteurs de la voie de signalisation non canonique (MEKK 1,2, AKT) bloquent
’activation de SMAD2/3.

1. Vole canonique

Une fois activé le TGF-B RI phosphoryle les protéines R-SMAD qui sont associées au
récepteur. Les R-SMAD sont les protéines SMADI, 2, 3, 5 et 8. La phosphorylation des R-
SMAD entraine leur dissociation du récepteur. Les protéines SMAD2/3 ou SMADI1/5/8
interagissent ensuite avec la protéine SMAD4 via leur motif MH2. Les complexes SMAD?2/3-
SMAD4 et SMAD1/5/8-SMAD4 migrent ensuite dans le noyau ou ils se lient a I’ADN grace
aux motif MH1 et activent la transcription de génes cible de SMAD4. SMAD4 peut interagir
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avec la protéine SKI, et le complexe SKI/SMAD4 réprime ROR-yt. Des souris CD4RE
SMAD4™ ont plus de Th17 que des souris WT (Zhang et al., 2017).

Dans le noyau la protéine TRIM33 (Tripartite Motif Containing 33) peut entrainer en
compétition avec SMAD4 et de lier sur le complexe SMAD2/3 a sa place. Le complexe
SMAD2/3-TRIM33 entraine la transcription de génes différents des génes cible de SMADA4.
Ce complexe est impliqué dans ’acquisition d’un phénotype pathogénique des Thl7, en

réprimant I’expression de du géne de I’IL-10 (Tanaka et al., 2018b).

ii.  Voie non canonique

Les voies non canoniques impliquent les protéines comme PI3K/AKT, ERK, les MAPkinases
ou encore RhoA (Zhang, 2009). Plusieurs de ces molécules sont impliquées dans la biologie

des Th17.

In vitro, la différenciation de Th17 entraine 1’augmentation de molécules comme AKT
lors de la premiére 1h de différenciation, et de mTOR au bout de 24h. De plus, I’ajout
d’inhibiteur de ces molécules dans les cultures inhibe la différenciation Th17 suggérant un role
important de ces molécules dans la génération de Th17 (Hasan et al., 2015). Les auteurs
décrivent également une forte augmentation de p38 une molécule impliquée dans la voie de
MAPKinase. Cependant ces résultats sont en contradiction avec ceux d’une autre étude qui
montre que des T déficients en p38 se différencient aussi en Th17 comme les T normaux (Huang

etal., 2012).

Toutes les molécules des voies de signalisation non canonique n’agissent pas en faveur
de la différenciation Th17. Parmi les MAPKinases interviennent les protéines MEKK?2 et
MEKK3 dont les génes sont map3k2 et map3k3. Des souris LCKRE map3k2™- map3k3-- ont
plus de Th17 que des souris WT, suggérant un effet négatif de ces protéines dans la
différenciation Th17 (Chang et al., 2011). Les auteurs ont montré¢ que MEKK?2 et MEKK3
induisaient la phosphorylation des R-SMAD qui régulent 1’activation des voies canonique du
TGF-B. Une diminution de ’activation des protéines des voies canoniques entraine une
diminution de I’expression de ROR-yt, car le complexe SKI/SMAD4 n’est pas dégradé et

continue de réprime le géne rorc (Zhang et al., 2017).
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L’ensemble des voies de signalisation du TGF-, constitue un réseau complexe, et leur
implication dans la biologie des Th17 n’est pas encore totalement clair. D’autres études sont
nécessaires afin de déterminer avec précision quels sont les acteurs et les mécanismes

moléculaires de ces voies impliqués dans la biologie des Th17.

iii.  Régulation de la signalisation du TGF-3

Parmi les génes cible des protéines SMAD se trouvent les génes codant pour les protéines
SMADG6 et SMAD7, qui sont dites -SMAD. Les [-SMAD régulent la voie du TGF-§ en via
compétition avec les R-SMAD pour leur fixation dur le TGF-B RI mais également en induisant

un dé-phosphorylation du récepteur (Miyazawa and Miyazono, 2017).

Les voies non canoniques interviennent aussi dans le contrdle de la signalisation du TGF-
B. Les protéines MEKK?2 et MEKK3 participent a la phosphorylation des R-SMAD et (Chang
et al., 2011), et la protéine AKT empéche la phosphorylation de SMAD3 et sa translocation

dans le noyau (Zhang, 2009), bloquant donc a la régulation de la voie canonique du TGF-f.

VII. Problématique : Implication du TGF-$ dans la biologie des Th17

Le role du TGF-B dans la biologie des lymphocytes Th17 n’est pas clair. Les premicres
¢tudes in vitro ont démontré que la présence de TGF-f et d’IL-6 était nécessaire a la génération
de ces cellules (Ivanov et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2008). In vivo, des
souris dont les CD4 ne répondent pas au TGF-B (CD4“RE TGF-B RII™%) sont incapables de
générer des Th17 (Hasan et al., 2015; Zhang et al., 2017), ce qui semble confirmer le besoin de
TGF-pB dans la différenciation Th17. Les Th17 sont capable de produire du TGF- B1. Le co-
transfert de cellules souches hématopoiétique de souris sauvages et de souris dont les
lymphocytes sont incapables de produire du TGF-B1 (CD4“RE TGF-B1¥™) montre une trés
faible génération de Th17 dans les cellules ne sécrétant pas de TGF- B1 (Gutcher et al., 2011).

Ces données démontrent I’importance du role intrinséque du TGF-B1 dans la différenciation de
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Th17. Au niveau moléculaire, de récentes études ont mis évidence le fait que le TGF-§ permet
I’expression de ROR-yt et ROR-aq, le facteur de transcription caractéristique des Th17 de fagcon
directe via la liaison de TRIM33 sur rora (Tanaka et al., 2018b); mais aussi indirecte en

dégradant le complexe SKI/SMAD4 impliqué dans la répression de rorc et rora.

Si ces données sont en faveur d’un role indispensable TGF-f du dans la différenciation
de Th17, d’autres études sont en faveur du contraire. Plusieurs groupes ont montré qu’en
I’absence de TGF-B un cocktail d’IL-6, d’IL-1B et d’IL-23 est suffisant pour induire la
différenciation de ThO en Th17 in vitro (Bettelli et al., 2006; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al.,
2012). Ces données laissent suggérer que dans certaines conditions la présence de TGF-$3
pourrait ne pas €tre requise pour la différenciation Th17. L’article 1, auquel j’ai contribué

cherche a déterminer quelles sont ces conditions.

Dans des modeles d’EAE les Th17 obtenus en absence de TGF-B induisent des
pathologies plus séveres que des Th17 générés en présence de TGF-B (Ghoreschi et al., 2010).
Le role important du TGF-B1 a été mis en évidence dans la différenciation des Th17(Gutcher
et al., 2011), mais le TGF-B3 peut également générer ces cellules (Lee et al., 2012). De plus,
les Th17 obtenus en présence de TGF-3 montrent un pouvoir pathogene plus important en cas
d’EAE (Lee et al., 2012). S’il semble clair que le TGF-B a le pouvoir d’influencer les Th17 au
moment de leur différenciation, nous disposons de peu d’informations a propos du réle du TGF-
b dans la biologie des lymphocytes T déja différenciés. Les résultats présentés au sein de
I’article 2 ont pour but de déterminer comment le TGF- influence la biologie des Th17 déja

différenciés.
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RESULTATS
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I.  Article 1 : Cellular stress in the context of an inflammatory environment supports

TGF-p independent T Helper-17 differentiation
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SUMMARY

T helper-17 (Th17) cells are associated with inflam-
matory disorders and cancer. We report that environ-
mental conditions resulting in cellular stress, such as
low oxygen, glucose, and isotonic stress, particularly
enhance the generation of Th17 cells. Pharmacolog-
ical inhibition of cell stress reduces Th17 cell differ-
entiation while stress inducers enhance the develop-
ment of Th17 cells. The cellular stress response
results in Th17 cell development via sustained cyto-
plasmic calcium levels and, in part, XBP1 activity.
Furthermore, in an inflammatory environment, condi-
tions resulting in cell stress can bring about de novo
Th17 cell differentiation, even in the absence of
transforming growth factor B (TGF-B) signaling.
In vivo, cell stress inhibition enhances resistance to
Th17-mediated autoimmunity while stress-exposed
T cells enhance disease severity. Adverse metabolic
environments during inflammation provide a link
between adaptive immunity and inflammation and
may represent a risk factor for the development of
chronic inflammatory conditions by facilitating Th17
cell differentiation.

INTRODUCTION

T cell function is tightly controlled by factors encountered in the
micro-environment and specifically tailored to successfully
orchestrate a response against invading microorganisms and
their products. The set of instructions for antigen-inexperienced
CD4* T cells to differentiate into several defined T helper
(Th) lineages, each with specific job descriptions (Veldhoen,

@ CrossMark

Cell Reports 719, 2357-2370, June 13, 2017 © 2017 The Authors.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

2009), has largely focused on cytokines as well as strength of
signaling from the T cell receptor and co-receptors (Zygmunt
and Veldhoen, 2011). Several Th subsets are now well defined,
including Th1, Th2, follicular helper T cells (Tfh), regulatory
T cells (Treg), and Th17 cells. Although the strict divide be-
tween subsets has been blurred in recent years, each T cell
subset is characterized by transcription factors important for
lineage differentiation and maintenance as well as the produc-
tion of particular cytokines, chemokines, and the expression of
cell surface receptors.

Th17 cells are directly implicated in a variety of inflammatory
diseases, autoimmune disorders, and cancers (Brucklacher-
Waldert et al., 2014; Grivennikov et al., 2012; Kryczek et al.,
2009; Veldhoen, 2009).They are characterized by the expres-
sion of interleukin (IL)-17 and transcription factors of the reti-
noic acid receptor (RAR)-related orphan receptor (ROR) family,
RORa and RORyt. The differentiation of Th17 cells appears to
uniquely require the presence of two cytokines—IL-6 and trans-
forming growth factor B (TGF-B) (Veldhoen et al., 2006a). The
pro-inflammatory cytokine and acute phase protein IL-6,
although IL-21 can substitute in some cases (Korn et al.,
2007), is required to initiate the Th17 differentiation program
but only in the presence of TGF-B (Bettelli et al., 2006; Mangan
et al., 2006; Veldhoen et al., 2006a). IL-6, via its receptor and
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
signaling, is now well known to be important for murine and
human Th17 differentiation (de Beaucoudrey et al., 2008; Harris
et al.,, 2007; Ma et al., 2008; Stockinger and Veldhoen, 2007).
Due to the largely anti-inflammatory and cell-cycle inhibitory
nature of TGF-B, its role in Th17 cell differentiation remained
controversial (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Wilson et al.,
2007), however, it can contribute to human Th17 cell differenti-
ation as well (Manel et al., 2008; O’Garra et al., 2008; Volpe
et al., 2008; Yang et al., 2008). The role of TGF- in Th17 cell
differentiation is not well understood. Although TGF-f signaling

2357



OPEN

ACCESS
CellPress

via the TGF-BR-complex is important (Veldhoen et al.,
2006a, 2006b), the downstream signaling components,
SMAD2, SMADS, and SMAD4 (Derynck and Zhang, 2003)
have been shown to be non-essential for Th17 cell develop-
ment (Ghoreschi et al.,, 2010; Hahn et al., 2011; Ichiyama
et al., 2011). The description of Th17 cells generated in the
absence of TGF-B signaling underscored that an alternative
pathway for Th17 cell development, without the involvement
of TGF-B, may exist (Ghoreschi et al., 2010).

Th17 cells are enriched at sites of chronic inflammation, such
as arthritic synovia, and the local environment in the synovia
has been reported to be able to enhance their differentiation
(Egan et al., 2008; Nistala et al., 2010). Similarly, chronic inflam-
matory conditions are required in the Th17 cell-dependent
mouse model of experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) to sustain autoimmunity (Veldhoen et al., 2006b). Th17
cells are also found in many tumor infiltrates (Grivennikov
et al., 2012; Kryczek et al., 2009), suggesting that microenviron-
ments with altered metabolite availability such as found in
tumors (DeBerardinis et al., 2008), may preferentially recruit
Th17 cells or support the Th17 cell lineage differentiation pro-
gram. In line with this hypothesis, changes in the local environ-
ment have recently been shown to influence Th17 cells (Dang
et al., 2011; Kleinewietfeld et al., 2013; Shi et al., 2011; Wu
et al., 2013).

How alterations in the local environment may influence the
differentiation of naive CD4" T cells into the Th17 cell lineage
is not well understood. The rate of biomolecule synthesis in all
cells, which impacts on cell differentiation, survival, and ability
to secrete products, is known to be synchronized with nutrient
availability (Kaufman et al., 2002). The coordination between
metabolite availability and requirement takes place in the
endoplasmic reticulum (ER). Imbalance between nutrient avail-
ability and biomolecule demand can result in cellular stress
such as ER-stress. The ER-stress response, or unfolded pro-
tein response (UPR), is initiated to restore ER function, upon
viral infection, hypoglycemia, hypoxia, and osmotic distur-
bance thereby enabling cell survival (Kaufman et al., 2002).
In this paper, we show that reduction in availability of metab-
olites such as glucose and oxygen and increased ionic pres-
sure can enhance Th17 cell differentiation. This is in stark
contrast to other Th effector cell subsets as well as Treg cell
differentiation, the polarization of which are either inhibited
or not affected under these conditions. We show that the
decrease in availability of metabolites ultimately results in
cellular-stress and increased and sustained levels of cyto-
plasmic calcium. Inhibition of cellular stress signaling
branches highlighted the importance of cell stress in
enhancing Th17 cell differentiation under altered environ-
mental conditions. Furthermore, we provide evidence that
cellular stress can be responsible for de novo differentiation
of Th17 cells in an inflammatory context, even in the absence
of TGF-B signaling, with enhanced plasticity toward Th1-like
cells. Our data indicate that inflammatory environments in
combination with cellular stress are very conductive to the
differentiation of Th17 cells, thereby potentially tipping the
balance toward a more severe inflammatory response accom-
panied by aggravated immunopathology.
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RESULTS

Reduced Glucose Metabolism Enhances Th17 Cell
Differentiation

To address how conditions of altered metabolite availability may
affect Th cell generation and function, we cultured naive CD4*
T cells under conditions of limited glucose metabolism with the
help of the glucose analog and competitive inhibitor 2-deoxy
glucose (2DG). Th1, Th2, and iTreg cell differentiation, analyzed
by signature cytokine and transcription factor expression levels,
was dose-dependently inhibited by 2DG, ultimately resulting in
cell death at concentrations above 1 mM (Figures 1A, 1B, and
S1A). In stark contrast, Th17 cell differentiation, analyzed via
IL-17 and RORt transcripts and protein, was dose-dependently
enhanced in the presence of 2DG, without marked effects on
survival or proliferation (Figures 1A, 1B, and S1B and data not
shown). We did not observe Treg cell polarization under Th17
cell differentiation conditions in the presence of 2DG (Figure S1C)
and confirmed the dose-dependent inhibition of glycolysis by
2DG via the inhibition of lactate production (Figure S1D). 3-Bro-
mopyruvic acid (BrPA), an aerobic glycolysis inhibitor acting via
inhibition of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Car-
daci et al., 2012), had a very similar effect to 2DG on Th cell dif-
ferentiation. It inhibited the polarization and cell viability of Th1
and Treg cells while robustly increasing Th17 cell polarization
(Figure 1C).

IL-2 is a T cell autologous factor required for proliferation
and survival of most T lymphocytes but inhibits Th17 cell po-
larization (Laurence et al., 2007). Its inhibition under adverse
metabolic conditions could explain the inhibition of Th1, Th2,
and Treg cells while enhancing Th17 cell polarization. How-
ever, upon Th cell subset polarization from naive precursors
in the presence of 2DG or BrPA IL-2, transcript and protein
levels were found boosted in all Th subsets compared with
controls (Figures 2A, 2B, and S2A). IL-2 neutralization during
Th17 cell differentiation did not alter 2DG’s ability to enhance
Th17 cell development (Figure 2C). A consequence of reduced
glucose metabolism could be the surface expression level of
the high-affinity IL-2 receptor (IL-2Ra, CD25) (Datema and
Schwarz, 1978). The presence of IL-2Ra was dose-depen-
dently inhibited by 2DG and BrPA in all Th subsets, in contrast
to CD69 expression (Figures 2D and S2B). Conform reduced
presence of the IL-2Ra on the cell surface upon T cell activa-
tion, the IL-2 response mediated by phosphorylation of
signal transducer and activator of transcription (Stat)5 was
2DG dose-dependently reduced in Th17 cells (Figure S2C).
Because IL-2 is an important factor in Th1, Th2, and iTreg
cell differentiation as well as for T cell survival (Moriggl et al.,
1999), the reduced IL-2 responsiveness could explain the
high sensitivity to cell death upon co-culture with 2DG of these
Th subsets.

Although the glycolysis inhibitor BrPA had similar Th17 cell
enhancing effect as 2DG, we wished to establish if 2DG-induced
reduction in glycosylation capacity alone was responsible for
enhanced Th17 cell polarization. The addition of mannose, an
alternative source for sugar residues and major component of
sugar moieties in glycoproteins, during naive T cell polarization
cultures improved T cell viability and IL-2Ra. expression levels
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Figure 1. Reduced Glucose Accessibility Enhances Th17 Cell Differentiation
Naive mouse CD4* T cells were cultured on anti-CD3/CD28-coated wells for 3 days under indicated Th subset polarization conditions in the absence or presence

of 2DG (A and B) or BrPA (C).

(A) Naive T cells were cultured under indicated Th cell subset conditions in the presence or absence of 1 mM 2DG and were stained intracellularly for indicated

cytokines or Foxp3.

(B) mRNA expression analysis by real-time PCR after 72 hr of culture of indicated Th subsets with concentration range, 0.25-16 mM, of 2DG for indicated gene
products. Ct values were normalized to Hprt and the relative expression is displayed. fIndicates over 50% cell death.

(C) Naive T cells were cultured under indicated Th cell subset conditions in the presence or absence of indicated concentrations of BrPA upon which polarization
toward Th1 (left), Treg (middle), or Th17 (right) cells was assessed by intracellular flow cytometry. Data are representative of six (A) or three (B and C) experiments.

Error bars represent SD of pooled data (n = 4-6).

but did not counteract the effects of 2DG on Th17 cell polariza-
tion (Figure S2D and data not shown). 2-Fluoro-2-deoxy-glucose
(2FDG), a glucose analog with reduced effects on glycosylation
compared with 2DG (Datema et al., 1980), was similarly able to
increase cell viability as well as boost Th17 cell differentiation

(Figure S2D). Furthermore, exogenous mannose did not reduce
the inhibitory effect of 2DG on polarization of other Th subsets
(Figure S2E). These data indicated that reduced glucose avail-
ability boosts Th17 cell differentiation and inhibits the polariza-
tion and survival of other known Th cell subsets.
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Naive mouse CD4* T cells were cultured on anti-
CD3/CD28-coated wells for 72 hr under indicated
Th subset polarization conditions.

(A) Indicated Th cells cultured in the presence or
absence of 1 mM 2DG were stained intracellularly
for indicated cytokines and IL-2.

(B) IL-2 mRNA expression analysis by rea-time
PCR of indicated Th subsets with concentration
range, 0.25-16 mM, of 2DG for indicated gene
products. Ct values were normalized to Hprt and
the relative expression is displayed. fIndicates
over 50% cell death.

(C) Naive T cells cultured under Th17 cell polar-
izing conditions and 2DG (left) and neutralizing
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Cell Stress Enhances Th17 Cell Polarization

Reduced glucose metabolism induces the expression of glu-
cose-regulated proteins (GRP), especially GRP78 required for
the correct assembly of proteins in the ER (Wang and Kaufman,
2014). Any deregulation of protein assembly results in ER stress.
Upon altering metabolite levels during culture conditions during
Th17 cell differentiation, we noticed a marked increase in polar-
ization of naive T cells toward the Th17 cell subset (Figures 3 and
S3). Hypoxia resulted in the increase of Th17 cell differentiation,
supported by HIF1a (Figure S3A) (Dang et al., 2011; Shi et al,,
2011; Wang et al., 2014). Sodium chloride, previously shown
to increase Th17 cell differentiation via serum glucocorticoid
kinase (SGK)1 (Kleinewietfeld et al., 2013; Wu et al., 2013), an

2360 Cell Reports 19, 2357-2370, June 13, 2017

vents reabsorption of calcium into the ER
resulting in a strong cell stress response
(Kaufman, 1999), robustly enhanced the
generation of Th17 cells (Figure 3B). Cyclopiazonic acid (CPA),
a reversible selective inhibitor of SERCA (Moncoq et al., 2007),
had a similar effect on Th cell polarization compared with thap-
sigargin (Figures 3C and S3D). Because the inhibitory effect of
CPA on SERCA can be reversed, we cultured naive T cells in
the presence of CPA for different lengths of time. This revealed
the need for SERCA inhibition, resulting in increased levels of
cytoplasmic calcium and cell stress, over at least a 48 hr period
to enhance Th17 cell polarization (Figure 3D). Stress alone was
insufficient to reduce IL-2Ra expression (Figures 3B and S3B).
Thus, this set of data suggests that conditions resulting in cell
stress, although not essential or required, can enhance Th17
cell differentiation.
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Figure 3. Cellular Stress Specifically Enhances Th17 Cell Differentiation

Naive mouse CD4* T cells were cultured on anti-CD3/CD28-coated wells for 72 hr under indicated Th subset polarization conditions.

(A-C) Naive T cells were cultured under indicated Th cell polarization conditions in the presence of 50 mM NaCl (A), 1 mM 2DG, 100 ng/mL tunicamycin, or 0.5 nM
thapsigargin (B), or 2.5 or 5 uM CPA (C), and stained intracellularly for indicated cytokines.

(D) Naive T cells were cultured under Th17 cell polarization conditions in the presence of 2.5 uM CPA for indicated time points after which CPA was removed.
Average percentage of IL-17-producing cells from four biological repeats is shown (n = 4). All data are representative of at least four independent biological

repeats.

Cell Stress Inhibitors Reduce Th17 Cell Differentiation

Several pharmacological compounds have been shown to be
able to alleviate cell stress. However, the stress response consists
of many pathways. The ER-stress response alone consists of
three interconnected branches: the double-stranded RNA-acti-
vated protein kinase-like ER kinase (PERK), the activation tran-

scription factor (ATF)6, and the inositol requiring protein (IRE)1,
collectively increasing ER-resident chaperones, enlarging the
ER, reducing gene transcription, and increasing ER-associated
degradation (ERAD). We tested known inhibitors, affecting
particular cell- and ER-stress branches, for their ability to influ-
ence Th17 cell polarization. The PERK inhibitor GSK2606414
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dose-dependently counteracted enhanced Th17 cell differentia-
tion, most strongly when cell stress was induced with limited
glucose availability (Figures 4A, 4B, and S4H), without affecting
the polarization of other Th cells (Figures S4A and S4H). The
IRE1 inhibitor 4u8c (Cross et al., 2012), inhibited Th17 cell polar-
ization under conditions of hypoglycemia and osmotic stress (Fig-
ures 4A, 4B, and S4l), without adversely affecting the polarization
of other Th cell subsets (Figures S4B and S4l). The bile acid taur-
oursodeoxycholic acid (TUDCA), an inhibitor of cell stress (Kees-
tra-Gounder et al., 2016; Xie et al., 2002), inhibited Th17 cell differ-
entiation and counteracted the effect of hypoglycemia, osmotic
stress, and hypoxia (Figures 4A, 4B, and S4G). TUDCA did not
adversely affect the polarization of other tested effector T cell sub-
sets (Figures 4A, 4B, S4B, and S4G). In order to assess if cell
stress may play a role at the early stages of T cell differentiation,
we added stress inducers or inhibitors at different times after
T cell activation and polarization. Both inducers and inhibitors
influenced Th17 cell polarization within the first hours of culture
(Figure S4C). This indicated the immediate-early enhancing effect
of cell stress on Th17 cell polarization in addition to the required
maintenance of stress levels for at least the first 48 hr to efficiently
boost Th17 cell polarization (Figure 3D). These results highlight
that situations ultimately resulting in cell stress can skew T cell
responses toward the Th17 cell subset.

XBP1 Influences Th17 Cell Differentiation

The ER-stress response results in transcriptional activity in
which several factors are implicated (Kaufman, 1999). CCAAT/
enhancer binding homologous protein (CHOP), downstream of
the PERK branch, has been implicated in cytokine secretion in
dendritic cells (Goodall et al., 2010). However, naive CD4*
T cells deficient in CHOP did not show altered Th subset polar-
ization potential compared with controls upon in vitro polariza-
tion (Figure 4C, data not shown). X-box-binding-protein (XBP)
1 mRNA, the most conserved ER-stress pathway regulating
the expression of a subset of ER chaperone genes (Cox and
Walter, 1996), was recently identified in a genome-wide tempo-
ral analysis of genes involved in Th17 cell differentiation (Yosef
et al., 2013). Naive T cells isolated from XBP1"" or Rag1°®
XBP1¥" (from now on referred to as XBP1%*%°) mice did not
differ under Th1, Th2, or Treg cell differentiation conditions
and remained sensitive to stress-induced cell death (Fig-
ure S4D). Under Th17 cell polarization, reduced levels of IL-17
and RORyt were observed in the absence of Xbp1 (Figures
4D, S4E, and S4F). Conditions of osmotic stress and hypoglyce-
mia were able to enhance Th17 cell differentiation in the
absence of XBP1, albeit with reduced levels compared with
controls, while stress inhibitors reduced Th17 cell development
in XBP1°’*® more efficiently compared with XBP1"" controls
(Figure S4F). XBP1 was, however, required for enhanced Th17
cell polarization under hypoxic conditions (Figures 4D and
S4F). The reduced response to conditions of hypoxia in the
absence of Xbp1 is in line with its requirement to form a tran-
scriptional complex with HIF1a that regulates the expression
of hypoxia response genes in tumors (Chen et al., 2014). Collec-
tively, these results highlight that XBP1 plays a supporting
role in enhancing Th17 cell differentiation under cell stress
conditions.
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Cell Stress Results in Sustained Levels of Intracellular
Calcium

Cellular stress is characterized by calcium release from the ER
into the cytoplasm leading to a cellular response (Brickley
et al., 2013). In T cells, calcium signals are required to recruit
and retain nuclear factor of activated T cells (NFAT) in the
nucleus for the expression of cytokines such as IL-2 and IL-17
(Hermann-Kleiter and Baier, 2010). In line with the requirement
of calcium for TCR signaling and T cell activation, blocking cal-
cium release-activated channels (CRAC) with YM-58483
(BTP2) showed a reduction in polarization of all Th subsets
tested (Figure S5A). However, it did indicate a heightened
requirement for calcium signaling for Th17 cell differentiation
compared with other Th cells. We observed that T cells polarized
in the presence of TGF-B, namely Th17 and Treg cells, show a
sustained high intracellular calcium level compared with Th1
cells after 20 hr of activation (Figure 5A). Furthermore, we
confirmed that cytoplasmic calcium levels were increased
upon co-culture with compounds enhancing Th17 cell differenti-
ation during Th cells cultures (Figures 5A, S5B, and S5C), and the
calcium ionophore ionomycin markedly increases Th17 cell
polarization (Figures S5D and S5I). These data indicate that
environmental changes in metabolite levels or ionic pressure
can result in increased cytoplasmic calcium levels via induction
of cell stress, thereby enhancing Th17 cell polarization.

Cell Stress in a Pro-inflammatory Environment Is
Sufficient for De Novo Th17 Cell Differentiation

Although we and others previously reported that a combination
of cytokines, IL-6, and TGF-f is sufficient to generate Th17 cells
(Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006a),
the signaling requirements downstream of the TGF-$ receptor
remain unknown. We observed that the Th17 cell-enhancing
effect of cell stress inducers is most apparent under Th17 cell dif-
ferentiation conditions with reduced levels of TGF-B (data not
shown). Strikingly, in vitro stimulation of naive T cells in the pres-
ence of IL-6 and stress inducers, but not cell stress inducers
alone, was sufficient to induce Th17 cell development, even
when TGF-B was neutralized (Figures 5B and S5E). Furthermore,
the presence of additional pro-inflammatory cytokines, IL-18,
TNF, or IL-23, increased the efficiency of Th17 cell development
under conditions of ER-stress while neutralizing TGF-$ (Fig-
ure 5C). In addition, we show that IL-6 in combination with cell
stress is sufficient for the expression of RORyt (Figure S5F). To
further assess the requirement for TGF-j3, we used naive CD4*
T cells sourced from dominant-negative TGF-BRII (dnTGF-BRII)
mice, in which signaling via TGF-BRII is abrogated (Gorelik and
Flavell, 2000; Veldhoen et al., 2006b). We confirmed that naive
CD4* T cells sourced from dnTGF-BRIlI mice, in contrast to
wild-type animals, were not able to polarize to Th17 cells in the
presence of IL-6 and TGF-f, but generated Th1 cells similarly
or better to controls (Figures 5D, 5E, S5F, and S5G). TGF-BRII
signaling was, however, not essential for stress-induced de
novo Th17 polarization under inflammatory conditions that could
be efficiently inhibited by TUDCA (Figure 5D). Furthermore, we
show that XBP1 facilitates stress-induced Th17 cell polarization,
is essential under conditions of hypoxia, and can be efficiently
inhibited with TUDCA (Figure S5H). Collectively, these data
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Figure 4. Cellular Stress Enhances Th17 Cell Differentiation

Naive mouse CD4* T cells were cultured on anti-CD3/CD28-coated wells for 72 hr under Th17 cell polarization conditions.

(A) T cells cultured under indicated ER stress-inducing conditions, 2DG (second column), NaCl (third column), and hypoxia (fourth column), were co-cultured with
known inhibitors of cell stress-response pathways, PERK inhibitor GSK2606414 (second row), IRE1 inhibitor 4u8c (third row), and tauroursodeoxycholic acid
(TUDCA) (fourth row).

(B) Average level of IL-17 production compared with control (= 100) of conditions described under (A) from six independent biological repeats (black bars control,
white bars with inhibitor).

(C) Naive T cells isolated from controls (top) or CHOP~/~ (bottom) mice were cultured under control (right column) or reduced glucose metabolism (right column)
and assessed for IL-17 production by flow cytometry.

(D) Naive T cells isolated from control XBP1%" (top row) or Rag1°™ XBP1"" (XBP1%**°) (bottom row) mice were cultured under control (first column), limited
glucose metabolism (2DG, second column), osmotic stress (NaCl, third column), or limited oxygen pressure (hypoxia, fourth column) and assessed for IL-17
production by flow cytometry. **p < 0.01, ***p < 0.001.

Cell Reports 19, 2357-2370, June 13, 2017 2363



OPEN

ACCESS
CellPress

Medium IL-6 IL-6 + TGFB IL-6 + aTGFB
A B : ;
¢ ¢ ’ #10.04
©
S
=
o
(]
\ | Th1
KE Th17
Treg o
o
N
Th17 §
1
+2DG <
+ NaCl
+ Thapsigargin
£
2
<
R=
7]
o
©
£
-
<
=
=

C Thapsigargin + aTGF D : 1 IL-6 IL-6 + IL-6 + TUDCA
Thapsigargin + TGFB Thapsigargin Thapsigargin

_ {0286 18.2 1339 & 2.34
g 0t % |
= .| i)
G v 3 :}
o 1 ; i
z ;0 283 {071
Q
) ™S
a” 2
— E
o = 5 f
. + S s S m e
© =.
=I &
#10.551 @
=
@ L Th17 Tho
|
o g - E
= © + control Hypoma Hypoxia ~ Hypoxia + IL-6
& _ 18.2 1 625 § 10.152 i8] 4
— “‘ °
: S
c v
[« |
=z 7 { — —
+ T o 74| 5 Joag2] |
© © + !
= 4 ‘ ]
i v
| - - L,_.....l.___.

IL-17A

Figure 5. Inflammatory and Cellular Stress Environment Can Drive Th17 Polarization

Naive mouse CD4* T cells were cultured on anti-CD3/CD28-coated wells under indicated Th subset polarization conditions.

(A) Upon 20 hr of culture, Th1, Th17, and Treg cells were assessed for cytoplasmic calcium levels by flow cytometry (top). Naive T cells cultured under Th17 cell
differentiation conditions in the presence of indicated ER-stress inducers were assessed for cytoplasmic calcium levels by flow cytometry (bottom).

(B and C) Naive T cells were cultured under (B) neutral conditions (first column), IL-6 only (second column), Th17 conditions (TGF-B, IL-6, anti-IFNy, and
anti-IL-4) (third column), or IL-6 and neutralizing anti-TGF-B (fourth column), and in the presence of indicated ER-stress inducers (rows) or (C) with
thapsigargin and neutralizing anti-TGF-p in the presence of indicated cytokines. Cells were assessed on day 3 for Th17 cell differentiation by intracellular staining
for IL-17.

(legend continued on next page)
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demonstrated that inflammatory conditions and a microenviron-
ment inducing cellular stress can be sufficient to skew the T cell
response in favor of Th17 cell differentiation in a TGFB-indepen-
dent manner.

Cellular Stress Can Contribute to Imnmunopathology
TUDCA is used to reduce the cellular stress caused by chemo-
therapeutic agents, reperfusion, and steroids in humans. We
confirmed it does not affect T cell proliferation or cell viability
(Figure SBA and data not shown). This and its water solubility
make TUDCA an ideal compound for in vivo dosing to test its po-
tential to reduce Th17 cell-mediated pathology. Using the Th17
cell-dependent multiple sclerosis mouse model, experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) (Veldhoen et al., 2006b),
daily dosing of TUDCA was able to significantly delay the onset
of signs of EAE compared to controls (Figures 6A, 6B, and
S6B). The dosing of TUDCA significantly reduced the number
of T cells found in the CNS at day 12 after immunization, while
at that point in time the lymph node draining the immunization
site showed a trend to lower Th17 cell numbers and proportions
and anincrease in Th1 cells (Figures 6C, 6D, and S6C). However,
clinical signs of EAE did develop from day 14 and T cell cytokine
production from TUDCA-treated mice was indistinguishable
from controls at late time points (data not shown). In line with
in vitro obtained results that cell stress has a marked influence
on early Th17 cell differentiation, the dosing of mice at the start
of clinical manifestations of EAE with TUDCA had no effect on
disease progression compared with control animals or IL-17 or
IFNy producing CD4" T cells in the CNS (Figures 6E and S6D).
Because the administration of TUDCA has the potential to
reduce cellular stress experienced by any cell type, we made
use of mice in which we conditionally excised Xbp1 in lympho-
cytes; Rag1°™ Xbp1¥". Compared to wild-type and Xbp1™™ con-
trols, which responded very similar to EAE induction, the condi-
tional excision of Xbp1 in lymphocytes resulted in a delayed
onset and clinical score EAE symptoms (Figure 6F).
Subsequently, we analyzed the transcriptional profile of Th17
cells generated from naive precursors with help of classic IL-6
and TGF-B or with IL-6 and the ER stress-inducer CPA (Fig-
ure 2D). To avoid polarization differences in total cell cultures,
we made use of IL-17A reporter mice and sorted fluorescent
positive cells prior to analysis. Of note, despite similar levels of
1117 and Rorc, we observed marked reduction of Ahr and //710
as well as increase of Tbx21 and Ifng (Figures 6G and S6E).
The observed gene expression profile observed in cell stress-
generated T cells resembles that observed in Th17 cells differen-
tiated with IL-1B, IL-6, and IL-23 in the absence of TGF-f, which
were shown to be highly pathogenic (Ghoreschi et al., 2010).
Mice adoptively transferred with T cells generated in the pres-
ence of ER-stress inducer CPA showed delayed signs of classic
EAE, starting with tail paralysis, compared with T cells generated
in the presence of TGF-f (Figure 6H). However, transfer of Th17

cells generated under stress resulted in atypical EAE caused by
exacerbated brain inflammation whereby mice exhibit a variety
of clinical symptoms ranging from ataxia to unilateral paralysis
(Figure 6l). Atypical EAE was observed despite the observed
increase in Th1-associated transcripts but is in line with the
increased Th17 cell ratio as previously reported (Stromnes
et al., 2008) (Figure S6) and observed under ER stress-inducing
conditions. Collectively, these data show that stress can facili-
tate the generation of Th17 cells in vivo and aggravate (auto)
immunity.

DISCUSSION

The present study shows that de novo Th17 cell differentiation
can be initiated under combined conditions of inflammation
and those inducing cellular stress, such as restricted metabolite
availability or ionic pressure and describes an unexpected role
for the stress response in skewing T cell polarization toward a
Th17 cell response and contributing to autoimmunity in the
EAE mouse model.

Th17 cells have evolved to offer protection against potential
threats at epithelial barrier sites, as suggested by the enrichment
of IL-17 expressing lymphocytes at these sites observed in
cyclostomes to vertebrates (Hirano et al., 2013). Trauma or
tissue damage, conserved microbe- or danger-associated
molecular patterns trigger receptors on innate immune cells re-
sulting in the production of a range of pro-inflammatory cyto-
kines. IL-6 is produced upon inflammation as well as injury as
part of the acute-phase response and has context-dependent
pro- and anti-inflammatory properties (Hunter and Jones,
2015). Recently, pathogen recognition receptor triggering was
shown to be an important mediator of stress-induced inflamma-
tion, triggering the production of IL-6 (Keestra-Gounder et al.,
2016), connecting cellular stress with innate immunity. We
showed that the presence of TGF-B provides the context
required to generate Th17 cells (Veldhoen et al., 2006a). How-
ever, the essential requirement for TGF-$ in this process has
been questioned (Ghoreschi et al., 2010). Here, we reconcile
these seeming discrepancies by showing that metabolic distur-
bances in the local environment facilitate the polarization of Th17
cells and can be sufficient for de novo Th17 cell differentiation in
the absence of TGF-f via induction of the cells’ stress response.
Furthermore, we found a high correlation in transcripts found in
purified Th17 cell generated in the presence of stress with those
described by Ghoreschi et al. (2010) in the absence of TGF-8,
such as reduced expression of Ahr, 1122, 1110, and II17f and
increased expression of the Th1 cell-associated genes Tbx21
and /FNvy. Disturbances in the local environment link with the
fact that invading pathogens or products will often disrupt
cellular pathways as well as compete for finite resources, while
cellular stress and malignancy alters metabolite availability,
altering the microenvironment (Cairns et al., 2011). Although it

(D and E) Naive T cells derived from dnTGF-BRII (bottom rows) or controls (top rows) were cultured with (D) indicated cytokines, thapsigargin or TUDCA, or (E)
cultured under Th17 or ThO cell polarization conditions in normoxia or hypoxia as indicated. Cells were assessed on day 3 for Th17 differentiation by intracellular
staining for IL-17. Results are representative of three (A, C, D, and E) or six (B) experiments.
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Figure 6. Inhibition of Stress Reduces Onset of EAE

C57BL/6 mice were subjected to MOG/CFA administration to induce EAE and daily PBS or 250 mg/kg TUDCA dosing.

(A and B) Clinical EAE scores (A) and incidence (B), average day of onset and maximum score data from mice immunized with MOG/CFA and PBS (filled symbols)
or TUDCA (open symbols) (n = 19 from three biological repeats).

(C) Flow cytometry for IFNy and IL-17 of CD4" T cells harvested from inguinal draining lymph node (iLN) or CNS 12 days after EAE induction.

(legend continued on next page)
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is clear that T cell function is intimately linked to metabolic pro-
grams, whether and how environmental cues and cellular meta-
bolism influence the outcome of T cell-mediated immune re-
sponses remains to be fully understood. We confirmed the
importance of glucose metabolism for efficient polarization
toward the Th1, Th2, and Treg cell lineages. The reduction in
glycosylation and the surface levels of IL-2Ra. may explain the
sensitivity of Th1, Th2, and Treg cells to 2DG and BrPA with all
three subsets depending on IL-2 signaling for their differentia-
tion, proliferation, and survival (Moriggl et al., 1999). Although
Th17 cell polarization is negatively affected by IL-2 (Laurence
et al.,, 2007), and hence reduced IL-2Ra. may contribute to
enhanced Th17 differentiation, this seems only minor contrib-
uting factor for increased Th17 cell polarization. We did not
observe reduced IL-2Ra. expression levels under conditions
with exogenous mannose, nor other stress conditions in which
enhanced Th17 cell polarization was observed. Furthermore,
although stress inhibitors reduced Th17 cell polarization, IL-
2Ra. expression was not restored. Of note, our observations
with respect to reduced Treg and enhanced Th17 cell differenti-
ation in the presence of similar concentrations of 2DG are in
contrast to a recent report (Shi et al., 2011). We did note that
reduced cell density at the start of the cultures can have a signif-
icant effect on Treg differentiation and the inhibitory efficiency of
2DG but consistently observed enhanced Th17 cell polarization
upon co-culture with 2DG or BrPA.

Cellular stress response can be initiated by GPR78 via mech-
anisms not fully understood (Kaufman et al., 2002). Stress has a
substantial influence on immunity, but efforts have largely
concentrated on non-lymphoid cells and B cells, but not T lym-
phocytes (Todd et al., 2008). The expression of the inflammatory
cytokines IL-6 and IL-23 by DCs, strongly associated with the IL-
17 response (Stockinger and Veldhoen, 2007), is enhanced by
the stress response (Goodall et al., 2010; Keestra-Gounder
et al., 2016). In addition to conditions of limited glucose availabil-
ity, we show that other environmental disturbances such as
changes in sodium and oxygen levels enhance Th17 cell polari-
zation. This is in agreement with previous reports highlighting a
role for hypoxia, via HIF1a (Dang et al., 2011; Shi et al., 2011;
Wang et al., 2014) and sodium pressure (Kleinewietfeld et al.,
2013; Wu et al., 2013), known stress inducers, in supporting
Th17 cell differentiation. Furthermore, we use the prototypical
ER-stress inducers, thapsigargin and CPA, which markedly
enhanced Th17 cell polarization. Our data indicate the stress
response as a common, but heterogeneous, molecular mecha-
nism underlying these observations. Furthermore, we show
that depending on the identity of the stress inducer, at least

two main branches of the stress response, IRE1 and PERK,
play a role in supporting Th17 polarization.

One of the most conserved elements of the stress pathway,
the transcription factor XBP1, has been associated with Th17
cell biology (Yosef et al., 2013). We show now that XBP1 is a
mediator of Th17 cell differentiation. The generation of Th17
cells, via IL-6 and TGF-B, was reduced in the absence of XBP1
and mediators of stress-induced Th17 cells in the presence of
IL-6 markedly less efficient without XBP1. This suggests that
TGF-B, known to inhibit the activation and proliferation of lym-
phocytes, upon opposite instructions from IL-6, may result in
cellular stress and that XBP1 transcriptional activity may directly
regulate Rorc. This is in line with the reduced response to condi-
tions of hypoxia in the absence of XBP1 that requires the forma-
tion of a transcriptional complex with HIF1a that regulates the
expression of hypoxia response genes in tumors (Chen et al.,
2014). HIF1a is known to be able to bind the Rorc promoter
and enhance Th17 cell differentiation (Dang et al., 2011).

Th17 cells have been closely associated with immunopa-
thology in disorders such as rheumatoid arthritis (RA), multiple
sclerosis (MS), lupus erythematosus, psoriasis, graft versus
host disease, and inflammatory bowel disease (IBD) and hence
are a major therapeutic target (Miossec and Kolls, 2012). We
show, in a mouse model of MS, that reducing cellular stress
with daily dosing of TUDCA at the start of EAE induction, but
not at clinical onset, can markedly reduce EAE. This is in line
with the effects on enhancing Th17 cell differentiation we
observed in vitro. However, clinical disease did ultimately mani-
fest itself and reached similar levels as those observed in control
animals. Excision of Xbp1 in all lymphocytes during development
resulted in a delayed onset and reduced clinical score of EAE.
The enhancement of Th17 cell differentiation under conditions
of environmental stress may, however, have direct implications
in the establishment and maintenance of autoimmunity and
chronic inflammatory conditions. Induction of cellular stress prior
to T cell transfer in a model of passive EAE resulted in marked dif-
ferences in EAE with Th17 cell-dominated atypical EAE observed
only with conditions of added ER stress induction. This is in
agreement with previous reports on different roles of mixtures
of Th1/Th17 cells and Th17 cell-dominant populations in the
EAE model (Stromnes et al., 2008). IBD disorders, strongly linked
with the IL-17/IL-23 inflammatory axis, are associated with loss
of barrier integrity, enabling bacterial translocation, inflamma-
tion, and metabolic alterations, as well as tissue damage, result-
ing in inflammation and tissue stress (Maloy and Powrie, 2011).
Equally, the microenvironment in the synovia of arthritic joints
may constitute a niche for Th17 cell development with high levels

D) Total T cell numbers expressing indicated cytokines harvested from the CNS 12 days after EAE induction are shown in control (black bars) and TUDCA-treated

open bars) mice. Data were obtained from six mice of each condition.

(
(
(E) Clinical EAE scores upon control (black circles) or TUDCA (gray squares) dosing at day 9 after EAE induction (n = 12 from two biological repeats).
(

F) Clinical EAE scores from control C57BL/6 (closed squares), Xbp1™™ (

repeats).

open squares), and Rag1~°" Xbp1™" (open circles) mice (n = 11 from two biological

(G) Gene expression profile of indicated transcripts in Th17 cells generated from naive precursors with help of IL-6/TGF-§ (left four columns) or IL-6/CPA (right four

columns). Each column represents a biological repeat.

(H) Clinical classic EAE scores upon adoptive transfer of 2D2 T cells restimulated with MOG peptide and indicated cytokines prior to cell transfer (n = 9 from two

biological repeats).

(I) Incidence of atypical EAE from the same experiment as shown under (H). Error bars represent SD of pooled data. *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001; student’s
t test. EAE clinical scores and day of onset were assessed by Mann-Whitney test on each separate day.
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of ER-stress (Park et al., 2014). Of note, in connective tissues be-
tween tendon or ligament and bone, the entheses, known to be
under constant (mechanical and inflammatory) stress, a resident
population of IL-17 producing T cells can be found that contrib-
utes to rheumatic diseases (Sherlock et al., 2012). Furthermore,
our data may have implications for tumor immunology where
tumor cells consume more metabolites than their requirement
to proliferate and grow (Vander Heiden et al., 2009), actively
altering their microenvironment and thereby influencing immu-
nity (Chang et al., 2015; Cubillos-Ruiz et al., 2015; Ho et al.,
2015). DCs have been shown to undergo ER-stress in a tumor
environment (Cubillos-Ruiz et al., 2015). In line with this, Th17
cells are enriched in tumor environments and associated with
cancer promoting processes such as angiogenesis (Numasaki
et al., 2003). Grivennikov et al. (2012) revealed that established
tumors facilitate microbial entry, which leads to an exacerbated
tumor growth through the production of IL-17 by CD4™ T cells.

The ability of ER-stress and sustained cytoplasmic calcium
levels to enhance or induce Th17 cell-mediated responses
may offer additional insights in the development and mainte-
nance of immunopathology and autoimmunity such as resulting
from infections or tissue insults.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

C57BL/6J and Rag1°™ XBP1"" were bred at the Babraham Institute and
Instituto de Medicina Molecular. The XBP1" mice (Hetz et al., 2008) were kindly
provided by Drs. L.H. Glimcher and A. Kaser. Chop ™/~ (Ddit3) (Zinszner et al.,
1998) spleens were kindly provided by Dr. A. Kaser, Vavi®™® HIF1o"" and
controls spleens were kindly provided by Dr. D. Cantrell. Dominant negative
TGF-BR2 (dnTGF-BRI) mice were maintained in AniCan, a specific path-
ogen-free animal facility of the Centre Léon Bérard, Lyon, France. 2D2 mice
were maintained at the Instituto Gulbenkian de Ciéncia and Instituto de
Medicina Molecular Lisbon. All animals were bred and maintained under spe-
cific pathogen-free conditions, male and female mice were used between the
ages of 8-12 weeks. All experiments were performed in accordance with the
United Kingdom home office, Diregao-Geral de Alimentagao e Veterinaria
Portugal, and local ethical boards and guidelines.

In Vitro T Cell Cultures
For mouse T cell differentiation, naive CD4*CD62L* T cells were isolated from
spleens by magnetic beads following manufacturer’s instructions (Miltenyi
Biotec, Naive mouse T cell isolation kit Il) or by CD4*CD62L*CD25 CD44"
flow cytometry as described before (Veldhoen et al., 2006a). The culture me-
dium used was Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM) supplemented
with 2x 1073 M L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
5x 107° M B-mercaptoethanol, and 5% FBS. A total of 5 x 10° Th cells
were differentiated on plates coated with 2 ng/mL anti-CD3 (clone 2C11,
BioXcell) and 2 pg/mL anti-CD28 (clone 37.51, BioXcell) in presence of: Th1,
2 ng/mL IL-12 (PeproTech); Th2, 10 ng/mL IL-4 (PeproTech) and 5 pg/mL
anti-IFNy (clone XMG1.2, BioXcell); Treg, 5 ng/mL TGF-p (PeproTech),
5 ug/mL anti-IL-4 (clone 11B11, BioXcell), and 5 ng/mL anti-IFNy (BioXcell);
and Th17, 20 ng/mL IL-6 (PeproTech) and 0.2 ng/mL TGF-B (Peprotech),
5 pg/mL anti-IFNy (BioXcell) and 5 png/mL anti-IL-4 (BioXcell). For indicated
conditions, 5 ng/mL IL-2 (PeproTech) or 5 ug/mL neutralizing IL-2 antibodies
(clone JES6-1A12, BioLegend), or 10 pg/mL neutralizing anti-TGF-p1,2,3
anti-body (clone 1D11, R&D) were added. For T cell proliferation, naive
CD4*CD62L" T cells were loaded with 2.5 uM CFSE (LifeSciences). Hypoxia
experiments were performed using 1% oxygen in a Galaxy 48R incubator
(New Brunswick).

Cells were pre-treated for 1 hr with indicated ER inhibitors and con-
centrations; 4u8c (5 uM, Tocris), GSK2606414 (0.5uM, Tocris), TUDCA
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(0.1-0.5 mM, Sigma), or KN-93 (1 uM, Sigma) after which they were cultured
on antibody coated plates in the presence or absence of indicated ER-stress
inducers and concentrations; 2DG (0.25-16 mM), BrPA (1-10 uM), NaCl
(40-50 mM), tunicamycin (100 ng/mL), or thapsigargin (0.5 nM), CPA
(2.5-5 uM) (all Sigma).

Flow Cytometry

Single-cell suspensions were prepared from spleens, lymph nodes, and spinal
cord. CNS-infiltrating immune cells were isolated from the spinal cord by
isolating the soft tissue from the spine and mashing the spinal cord through
70-um mesh filter followed by 36.5% Percoll separation. The proportion and
absolute numbers of T cells were determined with help of counting beads
(Spherotech). For cytokine profiles, cells were re-stimulated for 3 hr with
500 ng/mL of PdBU (Sigma) and 500 ng/mL of ionomycin (Sigma) in the pres-
ence of 1 ug/mL Brefeldin A (Sigma) and were stained with anti-CD4, anti-
CD25, anti-IL-17A, anti-IFNy, anti-IL-4, and Foxp3 (all Biolegend). A viability
dye was used to exclude dead cells. All samples were analyzed on a Fortessa
4 or 5 cytometer (BD Biosciences), and data were analyzed with FlowJo soft-
ware (Tree Star).

Calcium Detection

Intracellular calcium was determined by using the PBX Calcium Assay (BD).
Briefly, cultured cells were mixed with an equal volume of 1x dye-loading
solution containing the calcium indicator (according to the manufacturer’s in-
structions). After 1 hr incubation at 37°C, cells were washed twice with Hank’s
balanced salt solution (HBSS), stained with antibodies, and analyzed on a BD
LSRFortessa flow cytometer.

EAE Induction

EAE was actively induced by subcutaneously injecting 250 uL MOGgs_s5 peptide
(Prolmmune Ltd.) emulsified in IFA (Sigma) supplemented with 250 pL. myco-
bacterium tuberculosis extract H37Ra (Difco). Additionally, the animals received
intraperitoneally (i.p.) 200 ng pertussis toxin (List Biological Laboratories) on
days 0 and 2. Clinical signs of EAE were assessed according to the following
scores: 0, no signs of disease; 1, flaccid tail; 2, impaired righting reflex and/or
gait; 3, partial hind limb paralysis; 4, total hind limb paralysis; and 5, total hind
limb paralysis with partial forelimb paralysis. TUDCA treatment commenced
at 500 mg/kg at the day prior to MOG/CFA immunization and was followed
with daily i.p. administration at 250 mg/kg. Passive EAE was induced by
harvesting lymph nodes and spleens from MOG/CFA immunized 2D2 mice.
Single cells suspensions were restimulated with 50 ng/mL MOG peptide for
4 days with IL-6 (20 ng/mL) and either TGF-p (0.5 ng/mL) or CPA (2 uM). Subse-
quently, cells were transferred intravenously (i.v.) into sublethally irradiated
C57BL/6 mice, and daily scoring for clinical signs of EAE began from day 5 after
transfer.

Transcript Analysis

RNA isolation was performed using QIAGEN’s RNeasy Mini Plus Kit following
the manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using Life
Technologies’ TagMan Gene Expression Assays combined with a TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). The comparative CT method
was applied for relative quantification of mMRNA levels. Data are presented as
the fold change in expression normalized to internal control gene Hprt, which
was found to be stably expressed under all experimental conditions tested.

Statistical Analysis

The p values were calculated with a two-tailed Student’s t test. A p value <0.05
was considered significant with p values considered significant as follows:
*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. Error bars denote + SEM.
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Figure S1. Hypoglycemia enhances Th17 cell differentiation, Related to figure 1.
Naive mouse T cells were cultured on anti-CD3/CD28 coated wells for 72 hours under indicated Th subset polarization
conditions in the absence or presence of indicated concentrations of 2DG. (A) T cells were cultured under Thi or Th2
polarizing conditions with or without 2DG and stained intracellularly for IL-17 and IFNy or IL-4. (B) Th17 cells were
ed for viability at day 3 of culture and proportions of viable cells plotted against concentration of 2DG. (C) Upon
Th17 culture conditions, with or without 1 or 2 mM 2DG, cells were stained intracellularly for IL-17 (top row) or
Foxp3 (bottom row). (D) Th17 cells (left panel) or Treg cells (right panel) were assessed for lactate production at 36
hours of culture. Results are representative of six (A, C) or two (B, D) experiments. Error bars represent S.D. of pooled
data (n=4).
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Figure S2. 2DG enhances IL-2 production but inhibits IL-2R expression , Related to figure 2. Naive mouse
CD4* T cells were cultured on anti-CD3/CD28 coated wells under indicated Th subset polarization conditions for
72 hours in the absence or presence of (A.B) BrPA or (C-E) 2DG. (A) Naive T cells were cultured under Thl
(top rows) or Th17 (bottom rows) cell polarization condition with control (left panels) or with 5 uM BrPA (right
pancls) and assessed for IL-2 and IFNy or IL17 production. (B) Naive T cells were cultured under Thl (top panel)
Treg (middle panel) or Th17 (bottom panel) cell polarization condition with indicated concentrations of BrPA and
assessed for CD25 (IL2Ra) expression after 20 hours by flow cytometry. (C) Naive T cells cultured under Th17
differentiation conditions were stained intracellularly for phosphorylated STATS and proportions of positive cells
over isotype control are displayed. (D) T cells were cultured under Th17 cell polarizing conditions with indicated
concentration of 2DG (top two rows), | mM mannose (second row) or indicated concentrations of 2FDG (bottom
1ow) and stained intracellularly for IL-17. (E) T cells were cultured under ThI (top row) or Treg (bottom row) cell
polarizing conditions with 1 mM 2DG and indicated concentrations of mannose and stained for CD4 and IFNy
(top row) or CD25 and Foxp3 (bottom row). Results are representative of at least three experiments. Error bars
represent S.D. of pooled data (n=6).
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Figure S3. Cell stress enhances Th17 cell differentiation, Related to figure 3.
Naive mouse CD4" T cells were cultured under Th17 cell polarization conditions for 72 hours. (A) Naive T
cells isolated from HIF1a™" controls (top row) or Vav1< HIF1a1 (bottom row) mice were cultured under
normoxia (right column) or hypoxia (right column) and assessed by flow cytometry for IL-17 production. (B)
Naive T cells were cultured under Th17 cell polarizing conditions with indicated stress inducers and surface
CD25 expression intensity was assessed by flow cytometry. (C-D) Naive T cells were cultured under
indicated Th polarization conditions and numbers of total cells recovered (left column) and proportion of
polarization (right column) are provided for co-cultures in the presence of indicated concentrations of (C)
mannitol or (D) CPA. Results are representative of two (A) o three (B, C, D) experiments. Error bars
represent $.D. of pooled data. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001
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Figure S4. Cellular stress specifically affects Th17 cell differentiation, Related to figure 4.

Naive mouse CD4" T cells were cultured under indicated Th subset polarization conditions for 72 hours. (A,
B) Naive T cells were polarized under Thi (top row) or Treg (bottom row) cell conditions in the presence or
absence of indicated ER-stress inhibitors and stained by flow cytometry for CD4 and IFNy (top row) or CD25
and Foxp3 (bottom row). (C) Naive T cells were cultured under Th17 polarizing conditions and at indicated
time points one of the compounds, 2DG (second row), Thapsigargin (third row) or TUDCA (fourth row) was
added. Cells were assessed by intracellularly flow cytometry staining for IFNy and IL-17. (D-F) Naive T cells
from Xbp14%© (bottom rows) or Xbp1 ¥ controls (top rows) were cultured under (D) Thi (left panels) or Treg
(right panels) cell differentiation conditions and stained intracellularly for IFNy or Foxp3 respectively, or (E)
Foxp3 and RORyL, or (F) Th17 cell conditions with indicated compounds and assessed by flow cytometry for
intracellular staining of IL-17. (G) Overview of 4 independent experiments using CD4" T cells from control
(Xbp1™) or Rag1<* Xbp1 1 (Xbp1+) mice. (H-J) Naive T cells were cultured under indicated Th
polarization conditions and numbers of total cells recovered (left column) and proportion of polarization (right
column) are provided for co-cultures in the presence of indicated concentrations of (G) TUDCA, (H) PERK
inhibitor, or (I) IRE inhibitor. Results are representative of three separate experiments. Error bars represent
$.D. of pooled data. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001.
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Figure S5. Sustained cytoplasmic calcium levels drive Thi7 differentiation, Related to figure 5.

Naive mouse CD4" T cells were cultured under indicated Th subset polarization conditions for 72 hours. (A) Indicated subsets were differentiated from naive T cells upon culture with
DMSO (control, top rows) or the CRAC inhibitor YMS8483 (bottom rows) and stained intracellularly for IL-17, IFNy or Foxp3. (B, C) Upon 20 hours of culture, naive T cells under (B)
neutral conditions were compared with those cultured in the presence of IL-6 (blue), thapsigargin (green) or both (red). or (C) indicated Th differentiation conditions and co-culture with
indicated ER-stress inducers, cells were assessed for eytoplasmic calcium levels. (D) Indicated subsets were differentiated from naive T cells upon culture with vehicle control (top row) or
50 (middle row) or 250 (bottom row) ng/ml ionomycin and stained intracellularly for IL-17, IFNy or Foxp3. (E) Naive T cells were cultured with only IL-6, under hypoxic conditions only,
with IL-6 or with IL-6 and TUDCA under hypoxic conditions. Cells were assessed for Th17 cell differentiation by intracellular staining for IL-17. () Naive T cells were cultured under
conditions indicated and assessed by intranuclear flow cytometry staining for the presence of protein for Foxp3 and RORyt. (G) Naive T cells from dnTGFRRIT (bottom rows) or controls
(top rows) were cultured under Thl polarization conditions in normoxia or hypoxia as indicated. Cells were assessed for Th1 differentiation by intracellular staining for IFNy. (H) Naive T
cells from Xbp1*¥ (bottom rows) or Xbp1" controls (top rows) were cultured under indicated conditions and assessed for the expression of IL-17 by flow cytometry. (I) Naive T cells
were cultured under indicated Th polarization conditions and numbers of total cells recovered (left column) and proportion of polarization (right column) are provided for co-cultures in the
presence of indicated concentrations of Tonomycin. Results are representative of at least three separate experiments. Error bars represent S.D. of pooled data. *p<0.05; **p<0.01 and
*4p<0.001.
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Figure S6. Inhibition of cellular stress reduces onset of EAE, Related to figure 6.

(A) Naive T cells were loaded with CFSE and cultured for 3 days under Th subset polarizing conditions in the presence of indicated concentrations of TUCDA
(B-C) CS7BL/6 mice were subjected to MOG/CFA administration to induce EAE daily PBS or 250 mg/kg TUDCA dosing. (B) Incidence score of onset of EAE
mice immunized with MOG/CFA and PBS (filled symbols) or TUDCA (open symbols) (n=19 from three biological repeats). (C) Total T cell numbers expressing
indicated cytokines harvested from the inguinal lymph node ILN) 12 days afier EAE induction are shown in control (black bars) and TUDCA treated (open bars)
mice. Data were obtained from 6 mice of each condition. (D) Total CD4* T cell numbers expressing indicated cytokines harvested from the spinal cord 16 days
after EAE induction are shown in control (black bars) and TUDCA treated (open bars) mice. TUDCA was administred from day 9, prior to onset of clinical
symptoms of EAE. Data were obtained from 6 mice of each condition. (E) Naive CD4" T cells were stimulated by plate bound ant-CD3/CD28 for 3 days in the
presence of IL-6 and TGFP, or CPA or CPA and anti-TGFp. Subsequently expression profiles were determined for indicated genes (n=8-14). Error bars represent
SEM of pooled data. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001. Student’s t-test. EAE clinical scores and day of onset were assessed by Mann-Whitney test on each
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Abstract

Th17 cells compose a unique subset of CD4* T lymphocytes that expresses high levels
of IL-17. Under steady state conditions, Th17 cells are mainly found in the gut of mammals.
Their differentiation from naive CD4" T cells is known to be dependent on Transforming
Growth Factor beta (TGF-B), a cytokine highly expressed in the intestine. However, the effects
in vivo of TGF-B on differentiated Th17 cells remain totally unexplored. Using genetic
approaches with loss and gain of TGF-f3 signaling selectively in Th17 cells, as well as IL-17
tracking-fate mouse models, we revealed that TGF-f prevents differentiated Th17 cells from
becoming Thl cells in the gut. Through its non-canonical pathway, TGF-f represses T-Bet, and
sustains Roryt expression. The former Thl7 cells, which expressed IFN-y and not IL-17
anymore, induce chronic gut inflammation. Thus, TGF-f is persistently needed for maintaining

the Th17 cell-stability in vivo preventing Th17 conversion in pathogenic Thl cells.



Introduction

The CD4" T helper (Th) cell subsets are largely defined by the signature cytokines they
produce and their lineage-associated transcription factors. Hence, Thl cells are characterized
by their expression of IFN-y and the transcription factor T box expressed in T cells (T-Bet).
Th2 cells express IL-4, -5, -13, and the transcription factor GATA3. Treg cells are defined by
the expression of forkhead box p3 (Foxp3) (Hori, 2003), and Th17 cells express IL-17A, IL-
17F, IL-22 and RORyt and RORa (Ivanov et al., 2006). Each CD4" Th cell subset is often
ascribed a specific role in immunity, such as providing help to clear intracellular pathogens
(Th1), helminths (Th2), and extracellular bacteria and fungi (Th17) (Brucklacher-Waldert et
al., 2014). Furthermore, Thl and Th17 cell subsets also play a prominent role in aberrant

immunity/ inflammation (Cua et al., 2003; Veldhoen et al., 2006).

CD4" Th cell polarization is largely, but not exclusively, influenced by their local
environment and particularly by the cytokines present. /n vitro the optimal differentiation of
naive CD4" T lymphocytes to Th17 cells requires the presence of at least two cytokines: IL-6
and Transforming Growth Factor B (TGF-B) (Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al., 2006).
Indeed, IL-6 activates STAT-3 signaling and induces the expression of Rora and Rorc (ROR-
vt) and blocks that of Foxp3 (Heink et al., 2017; Stockinger and Veldhoen, 2007). TGF-$3
induces the kinase activity of the intracellular domain of TGF-BRII subunit, which in turn
phosphorylates the kinase domain of the TGF-BRI subunit. This latter initiates the cascade of
activation of SMAD-dependent and non-canonical pathways including ERK/MAPK (Derynck
and Zhang, 2003). The SMAD-dependent signaling pathway involves SMAD2 and SMAD3
proteins which, when phosphorylated by TGF-BRI, can bind to SMAD4 and/or TRIM33 and
act as transcription factors regulating the expression of several target genes. The SMAD4

dependent and the TRIM33 dependent branches were depicted to influence the differentiation



of Th17 cells The TRIM33 branch induces the expression of rorc and seems essential to
establish the Th17 lineage commitment by the TGF-f (Tanaka et al., 2018). In the absence of
TGF-B, SMAD4 associated with SKI inhibits rorc expression, while the presence of TGF-3

induces the degradation of SKI and the expression of rorc (Zhang et al., 2017).

In line with the high levels of TGF-f in the gut, under steady state conditions, Th17
cells are mainly found in small intestine and in the colon, particularly in the lamina propria as
well as in the Peyer's patches (Korn et al., 2009). Hence, once differentiated, Th17 cells keep
receiving TGF-f signal from the TGF-J3 present in the gut. However, whether TGF-f signaling
plays a role on already differentiated Th17 cells remains totally unknown. This study reveals
that TGF-f signaling is persistently needed for maintaining the in vivo stability of the Th17

cell, and prevents their conversion in pathogenic Th1 cells.

Results

TGF-B signaling in already differentiated Th17 cells prevents from chronic gut
inflammation

To selectively distinguish the contribution of TGF-f in Th17 cell-differentiation versus
its role on differentiated Th17 cells, we generated mice in which TGF- signaling was either
selectively inactivated or hyper-activated in IL-17A producing cells. We bred //-17a-CRE mice
(Hirota et al., 2011), with mice bearing either floxed alleles of 7TgfR2 (Levéen et al., 2005),
(TGF-BR-KO) or a constitutively active (CA) form of 7gffR I placed after a floxed stop cassette
(Bartholin et al., 2008) (TGF-BR-CA). By 7-9 months of age TGF-BR-KO animals started to
loss weight (data not shown). Around a year of age, the organ morphology analysis revealed an
enlargement of the pyloric anterum as well as of the proximal part of the duodenum inTGF-3R-

KO mice compared to TGF-BR-WT mice and TGF-BR-CA mice of the same age (Figure 1A).



Histology analysis of TGF-BR-KO animals demonstrated a progressive infiltration after 6
months of age in the lamina propria of duodenum, largely colonized by mononuclear and
polynuclear cells, and after 10 months of age, the chronic inflammation was associated with
fibrosis and dysplasia (Figure 1B). The lamina propria (LP) of both the rest of small intestine
and the colon were also highly infiltrated in myeloid cells in TGF-BR-KO mice in association
with numerous abscesses (Figure 1C, supl figure 1 and not shown). Of note, beside the gut

chronic inflammation, no pathology sign was observed elsewhere in the TGF-BR-KO mice.

Because IL-17-A can be produced by other cells than Th17 cells, including yo T cells,
invariant NKT cells and innate lymphoid cells 3 (ILC3), we selectively transferred CD3P°, o3
TCRP, NK1.1"¢¢ cells from the mesenteric lymph nodes (MLN) of either TGF-fR-KO mice
or their wild type littermate controls into RAG deficient mice. Four months later, only the
animals bearing o.,3 T cells from TGF-BR-KO mice started to lose weight (data not shown) and
presented an enlargement of pyloric anterum as well as of the proximal part of the duodenum
(Figure 1D) as observed in TGF-BR-KO mice (Figure 1A). The histology analysis of the
intestine revealed similar infiltration and dysplasia in the duodenum of animal bearing o,3 T
cells from TGF-BR-KO mice as observed in TGF-BR-KO mice as well as abscesses in the
lamina propria of the small intestine (Figure 1E and not shown). Thus, this first set of data
reveals that TGF-B signaling in already differentiated Th17 cells is essential to prevent from

chronic intestine inflammation associated with transformation signs of the duodenum.

TGF-B signaling represses the proportion of differentiated Th17 cells in the gut
In order to decipher the mechanisms by which TGF-3 signaling in Th17 cells prevents
from chronic intestinal inflammation, we crossed TGF-BR-KO mice, TGF-BR-WT mice and

TGF-BR-CA mice with Rosa-26 stop™F"-yfp mice. In the generated animals, the fate of Th17



cells, with either a gain or loss of TGF-f signaling, can be tracked by monitoring the expressing
of the yellow fluorescence protein (YFP) which represents the cells that either express or
expressed IL-17A.

Surprisingly, in the lamina propria of the small intestine (SILP) and of the colon (CLP),
as well as in the MLN and in the Peyer’s patches (PP), YFP* hematopoietic cells (CD45") were
5-10 times more abundant in TGF-BR-KO mice compared to TGF-BR-WT mice and 15-25
times higher compared to TGF-BR-CA mice (Figure 2A). In total agreement with a role of
TGF-f signaling in restraining the size of the differentiated IL-17A producing population, the
proportion of YFP* cells among CD45" cells were 3-7 times lower in TGF-BR-CA mice
compared to TGF-BR-WT mice (Figure 2A). Interestingly, this outnumbering of IL-17A
producing committed cells had been gradually observed after 3 months of age (Figure 2B) and
thus was concomitant with the gut chronic inflammation observed in figure 1. The analysis of
the CD4" T cell compartment demonstrated a large proportion of YFP* T lymphocytes in TGF-
BR-KO mice, and a profound decrease of these cells TGF-BR-CA mice compared TGF-BR-WT
mice (Figures 2C). Of note, the proportion of YFP+ cell among the other immune cells
producing IL-17A, including CD8 TCRa.,f3 cells, iNKT cells, TCRy,5 lymphocytes was not
altered by the modification of the intensity of TGF-3 signaling (Figure 2 D-E ).

Given that the SMAD4 branch, and the TRIM33 branch of the TGF-f3 signaling pathway
were both depicted to control the differentiation of Th17 cells from naive CD4" T cells (Tanaka
et al., 2018; Zhang et al., 2017), we next addressed the contribution of these two pathways on
the homeostasis of already differentiated Th17 cells. In this end, we generated //-17a-CRE;
Trim33%%: Rosa-26 stop™ ™ -yfp (TRIM33 KO) mice, II-17a-CRE; smad4*/; Rosa-26
stop™_yfp (SMAD4-KO) mice; as well as II-17a-CRE; smad4™"/%;tgfbr2'* Rosa-26

FIxFix

stop”™ *-yfp double deficient mice (DKO) mice. Interestingly, in clear contrast with the total

deprivation of TGF-f signaling in TGF-BR-KO mice, the deprivation of the SMAD4/TRIM33



dependent pathways was not associated with any sign of intestinal inflammation (Figure 3A).
Moreover, the proportion of YFP cells in the gut of the SMAD4-KO mice, TRIM33 KO mice,
and DKO mice were similar to that observed wild type littermate controls (Figure 3 B-C).
Thus, altogether these data reveal that the size of the population engaged in the Th17 lineage is

negatively regulated by the SMAD4/TRIM33 independent branch of TGF-f3 signaling.

Th17 cells escaping TGF- controls become pathogenic Thlcells

Next, we analyzed the effects of TGF-J3 signaling on the outcome of differentiated Th17
cells based on the YFP expression allowing to track the fate of cells that were engaged in the
Th17 lineage. In clear contrast to TGFBR-WT mice in which YFP* CD4" T cells were mainly
IL17-AP° (50%), and only a small fraction was IFN-y?* (2%), in TGFBR-KO mice the
proportion YFP" CD4" T cells expressing IL-17A was halved, and around 15-20% of YFP*
CD4" T cells expressed the Thl cytokine IFN-y (Figure 4A). Of note, contrary to TGFBR-WT
mice, the majority of IFN-y"* CD4* YFP* T cells from TGFR-KO mice did not co-express IL-
17A implying that these Thl cells were ex-Th17 (Thl/ex-Th17) cells rather than Th1/Th17
cells (producing both IL17A and IFN-y). Importantly, we observed that [FN-y P*s YFPPs CD4rs
T cells from TGFBR-KO mice expressed also GM-CSF and TNF-a, cytokine profile
conventional associated to potent pro-inflammatory cells (Figure 4A). Interestingly, the
expression of IL-22, another cytokine classically associated to the Th17 lineage, was not
affected by the deprivation of TGF-f3 signaling (Supplementary Figure 2) and the IL-22
producing T cells, did not co-expressed IFN-y ( data not shown)

In line with the switch from a Th17 profile to aTh1 profile, YFPre CD4P* TGFBR-KO
T cells exhibited a profound decrease of the Roryt expression wherease the expression clear T-
Bet ( the Thl transcriptional factor) was highly exacerbated compared to YFP P CD4 P T

cells from TGFBR-WT mice (Figure 4C-D). In total agreement with this acquisition of a Th1



profile by YFP P CD4 P T cells from TGFBR-KO mice, CCR6 expression was reduced at the
surface of these cells expressed whereas that of CXCR3 was increased (Figure 4E). It was
noteworthy that the loss of Roryt expression and the acquisition of T-bet expression were
restricted to YFP™ CD4" T cells (Figure 4C-D) excluding a bystander effect. In the same line,
Rag KO mice reconstituted with 50:50 bone marrow (BM) from TGFBR-KO mice and TGFR-
WT mice developed chronic gut inflammation associated with the massive conversion of Th17
cells in Th1 cells ( Supplementary figure 3). Thus, TGF- signaling maintain differentiated
Th17 cells in the Th17 lineage and prevent their derivation towards the Thl lineage.

We then addressed the contribution of the Thl/ex-Th17 cells in the chronic
inflammation we observed in the gut of TGFBR-KO mice. Interestingly, similarly to TGFBR-
KO animals, IL-17A-KO;TGFBR-KO double deficient mice developed chronic gut
inflammation associated with the over-representation of YFPP® CD4P° T cells which expressed
both IFN-y and T-Bet and low levels of ROR-yt (Supplementary figure 4). This observation
rules out the contribution of IL-17A in the chronic gut inflammation of TGFBR-KO, and
comforts the hypothesis of a role of ex-Th17/Thl cells rather than of Th1/Th17 cells in the
pathology.

In order to definitively confirm this assumption, we generated TGFBR-KO mice unable
to generate Thl cells by breeding TGFBR-KO mice with T-bet-KO mice. In contrast with
TGFBR-KO mice, in the resulting animals, neither weight loss nor gut pathology were observed
(Figure 4 F and not shown). Thus, TGF-3 signaling is persistently needed to prevent the
conversion of differentiated Th17 cells into pathogenic Thl cells responsible for the chronic

gut inflammation.



Commensal bacteria are mandatory for the chronic gut inflammation

Given that abscess were observed in the lamina propria of TGFBR-KO mice ( figure 1)
that the commensal bacteria have been largely depicted to contribute the differentiation of Th17
cells in vivo (Atarashi et al., 2015), we next addressed their role in both the conversion of the
Th17 cells to Thl cells and in the chronic gut inflammation observed TGFBR-KO mice.
Interestingly, while the transfer of CD4P* T cells was sufficient to induce chronic gut
inflammation in RAG-KO mice, the inflammation was totally abrogated when recipient-
animals were placed under antibiotic treatment (Figure SA), suggesting that the microbiota was
essential for the disease development.

In line with previous works (Atarashi et al., 2015), we found a large defect in YFP* cells
in both TGFBR-WT mice and TGFBR-KO mice placed under antibiotic treatment since birth
(data not shown). Once the antibiotic treatment occurred at 3-4 month of age, for 3 months
long, the percentage of CD4" YFP * cells diminished in all animals (data not shown).However,
the over representation of CD4" YFP' T cells was still observed in TGFBR-KO mice compared
to TGFBR-WT mice (Figure 5C). Moreover, the CD4* YFP' T cells from in TGFBR-KO mice
remained massively ex-Th17 /Thlcells based on T-bet and Roryt expression (Figure SD-E).
Thus, the microbiota plays a major role for the generation Th17 cells which aliment the pool of
exTh17/Thl observed in the absence of TGF-f3. However, the microbiota seem not mandatory

to sustain the ex-Th17 /Thlcell pathogenic phenotypes.

Autocrine TGF-f production is not required to sustain Th17 differentiation program
Finally, we analyzed the origin of the TGF-B responsible for the maintenance of the

Th17 program in the gut. Given that TGF-1 produced in autocrine manner by CD4P% T cells

was reported as essential for the Th17 differentiation program (Gutcher et al., 2011), we first

analyzed whether differentiated Th17 cells can auto-maintain their Th17 program by their own



production of TGF-B1. To this end, we generated I/-17a-CRE, tgfb 1™/ Rosa-26 stop™ ™ -yfp
(TGFB1-KO) mice, in which cells engaged in the Th17 lineage failed to produce their own
TGF-B1. Strikingly, in clear contrast TGFBR-KO animals, TGF1-KO mice did not loss weight
and did not develop intestinal chronic inflammation. Moreover, the YFP™ CD4" T cells
population was not over represented (Figure 6A-B) and no switch from Th17 toexTh17/Th1
cells observed was observed (Figure 6C-D). Thus, while an autocrine source of TGF-f is
mandatory for naive CD4 differentiation in Th17 cells, these results reveal that the stability of
differentiated Th17 cells by TGF-f is not controlled by the Th17 cells per-se but by a paracrine

source of TGF-p3.

Discussion

Th17 cells have emerged as important mediators of host defense and homeostasis at
barrier sites, particularly the intestines, where the greatest number and diversity of the
microbiota resides. A critical balance exists between protection of the host from its own
microbiota and pathogens and the development of immune-mediated disease. Breaches of local
innate immune defenses provide critical stimuli for the induction of Th17 cell development,
and additional cues within these tissues promote Th17 cell survival and/or plasticity. Normally,
this results in eradication of the microbial threat and restitution of homeostasis. When
dysregulated, however, Th17 cells can cause a range of immune-mediated diseases, whether
directed against antigens derived from the microbiota, such as in inflammatory bowel disease,
or against self-antigens in a range of autoimmune diseases (Bedoya et al., 2013).

This study demonstrates that TGF-3 signaling is permanently required to sustain the
differentiation program of Th17 cells. In the absence of TGF-f3 signaling control, differentiated
Th17 cells become Thl cells and these ex-Th17/Thl lymphocyte induce a chronic gut

inflammation establishing a fertile soil for transformation. Revealing that the stability of the
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Th17 cells is directly dictated by TGF-f signaling, help to understand the development of
several pathologies. Indeed, variation of TGF-f3 levels in the gut will directly influence the
stability of the Th17 cells and thus the pathogenicity in the gut but also outside the gut. Indeed,
Th17 cells generated in the gut were reported to directly influence autoimmune disorder in the
brain in mouse models of EAE( Duc et al., 2019). In line with this, we observed that TGFR-
KO mice developed profound scores of EAE and that the EAE scores were mild in TGFBR-CA
mice compared to their WT littermates (Supplementary figure 5) .

Our results suggest that the main source of TGF-f3 sustaining Th17 stability is found in
their micro-environement. We are currently analyzing the hypothesis that intestinal epithelial
cells (IEC) could be the main providers of TGF-B using villin-CREFRT2, TGF-B17" mice in
which IEC are unable to produce TGF-b after tamoxifen injection. This assumption is
comforted by the fact that the high levels of TGF-f in the gut have been reported to be largely
altered during gastro-intestinal infection and inflammation and our personal observations
revealing IEC as a high source of TGF-. After an acute gut inflammations, TGF-3 levels were
reported to be high in the gut and in the blood (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Based
on our findings, we can postulate that this wave of TGF- could avoid the switch of
differentiated Th17 to Th1 and thus prevent from noxious chronic inflammation. The ability of
the gut cells to contribute to Th17 cell biology has also been observed during the Thl17
differentiation. Indeed, IEC cells sense bacteria such as Segmented filamentous bacteria and
produce SAAB/A which promotes Th17 differentiation (Atarashi et al., 2015). Then, once the
differentiation established, IEC will sustain the Th17 differentiation program by producing high
amount of TGF-f3.

Because TGF-J is a key cytokine in the regulation of the immune response, its role in
the Th17 cell differentiation have been always counterintuitive. Our work reveals that not only

TGF-f signaling is essential to induce the Th17 differentiation, but also that TGF-f signaling
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is needed for differentiated Th17 cells to sustain their differentiation program and not become
pathogenic Thl cells. Interestingly, if TGF-f signaling promotes the differentiation of Th17
cells through the TRIM33 branch and that its SMAD4 dependent pathway stabilize repressor
of rorc ( encoding of Rorgt) in the absence of TGF-3 (Tanaka et al., 2018; Zhang et al., 2017),
we found that its through its non-canonical branch that TGF-f signaling sustains the Th17
lineage. Such a multifaceted role of the different branches of TGF-3 signaling pathways has
been already described for the iNKT cell development (Doisne et al., 2009)and could be
dictated by the maturation stage of the cells.

If Th1/Th17 cells producing both IFN-y and IL-17 are largely regarded as highly
pathogenic cells (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012), our work reveals that the double
production of IL-17 and IFN-y does not seem a main criteria for the pathogenic potential.
Indeed, we found that exTh17/Th1 are also endowed with strong pathogenic features associated
with chronic gut inflammation. One explanation to the chronic pathology associated to the
exTh17/Thl cells could be due to the fact that Th17 cells have been largely depicted to react
against the microbiota antigens. The switch of cytokine production from IL-17 to IFN-y likely
induces the over expression of MHC-II by IEC and thus the other presentation of bacterial/ food
antigens leading to the chronic inflammation (Thelemann et al., 2014). Antibiotic treatment will
reduce, the differentiation of Th17 and thus the progenitors of ex Th17/Thl cells. It will also
altered the source of bacterial antigens and thus inflammation.

In sum, this study reveals that TGF-3 signaling is permanently needed to sustain Th17
cell stability in the gut and avoid their conversion in pathogenic Th1 cell responsible of chronic
intestinal infection. Maintaining high levels of TGF- in the gut could constitute a key
therapeutic approach to inflammatory bowel disease such as Crohn disease and ulcerative

colitis and avoid their progression to transformation.
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Experimental procedure and methods

Mice

IL17-Cre x tgf-bRII"! mice express the recombinase Cre under the control of the i//7 promoter
and allow the specific deletion in IL-17 producing cells of the tgfbrll gene which is surrounded
by two LoxP sequences. Thus, each cell engaged in the IL-17 differentiation pathway in /L17-
Cre x tgf-bRII" mice will be unable to respond to TGFf stimulation (KO mice). Rosa26 -
STOP "1 YFP mice have a stop codon between two loxP sequences downstream a gene coding
for a Yellow Fluorescent Protein (YFP) under the control of the ubiquitous Rosa 26 promoter.
In order to follow the outcome of IL-17 producing cells, IL17-Cre x TGF-BRII"imice was bred
with Rosa26- STOP "' YFP mice. Thus, IL-17 producer cells will express the YFP and will be
detectable by fluorescence. Negative littermates for the IL-17 Cre gene have been used as Wild
Type (WT) control. /I-17a-CRE; Trim33~/*; Rosa-26 stop™-yfp (TRIM33 KO) mice, II-
17a-CRE; smad4~"*; Rosa-26 stop™ ™ -yfp (SMAD4-KO) mice; as well as II-17a-CRE;
smad 4™ tgfbr2¥'* Rosa-26 stop™-yfp double deficient mice (DKO) were generated in the
lab. I1-17a KO mice were obtained using IL.17-CRE homozygote mice TGFb1-KO mice T-Bet
KO mice as well Rag2 KO were purchased from Jackson,USA All mice were maintained in a
specific pathogen-free animal facility (AniCan, Centre Leon Berard Lyon). Mice were handle
in the accordance with the institutional guidelines, and Comité Régional d’Ethique pour

Expérimentation Animale approved the protocols. (CECAPP CLB 2017-017).
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Isolation of intestinal cells

Large intestines were dissected. Fat was removed. Intestines were longitudinally opened and
washed in PBS. Intestines were cut into small pieces and incubated with SmM EDTA, ImM
DTT (Sigma Aldrich) at 37°C. Epithelial cells and IEL were separated from tissue. Tissues
were then digested in RPMI medium (Gibco) containing 20% Fetal Bovine Serum (Gibco),
DNAse I (Roche) at 100pg/ml and Collagenase from Clostridium Histolyticum (Sigma
Aldrich) at 0.6mg/ml. Epithelial cells and intestinal Lamina propria were separated on a 40%

percoll gradient run for 20min at 1300 x G.

Flow cytometry

Surface staining of mouse cells was performed using the following fluorescent-conjugated
antibodies : CD45 (30-F11; BD biosciences), CD90.2 (53-2.1; BD biosciences), CD11b
(M1170; ebioscience), TCRa (UC7-13DS5; ebioscience), CD4 BV711 (RM4-5; Biolegend). For
intracellular cytokine staining, mouse cells were restimulated ex vivo for 4h with 500ng/ml
PMA (Sigma Aldrich) and 500ng/ml ionomycin (Sigma Aldrich) in presence of brefeldin A
(BD pharmingen) and for IL-22 staining 50ng/ml of recombinant mouse IL-23 (R&D systems)
into the 4h culture. Cells were fixed 30minutes with 1%PFA then permeabilized cytofix
cytoperm (BD) according to manufacturer’s protocol and intracellular staining was performed
with the following antibodies: 1L-22 APC (IL22JOP; BD biosciences), IL-17 A700 (TC11-
18H10;BD biosciences), IFN-y APC (XMG1.2; BD Biosciences).For intranuclear staing cells
were treated with nuclear fixation kit (ebioscience) and stained with ROR-yt PE- TexasRed
(BQ31-378; Biolegend), T-BET APC (eBio4B10ebioscience). Flow cytometric analysis were
performed on BD Fortessa and analysis of cells was done using FlowJo software (Miltenyi

biotec).
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Bone marrow transfer

Bone marrow cells were isolated and depleted into CD3* T cells using the anti-CD3 beads
(Miltenyi biotec — 130-094-973). 106 cells from RWT and 10 cells from RKO were injected
intravenously into irradiated at 6 Gray RAG*Omice. Weight was check every 2 days the 2 first

weeks and then daily.

T cells transfer

T cells were recovered from the mesenteric lymph nodes. CD3+ T cells were selected with the
Pan T cells isolation kit IT (130-095-130 from Miltenyi Biotec). RAG™© mice were injected
intravenously with 106 cells from RWT or 10 cells from RKO and check every 2 days and the

first 4 weeks and then daily.

In vivo treatments

For antibiotics treatment, water was supplemented with an antibiotic cocktail composed with
Ampicillin (1g/L), Metronidazole (1g/L), Neomycin (1g/L), and Vancomycin (0.5g/L) (all
purchased in Sigma-Aldrich). Dextran Suflate Sodium (DSS) (36000-50000 MW, MP
Biomedical) was dissolved in drinking water at the concentration of 2% (m/v). Mice were
treated for 10 days with DSS followed by a 2 days period without DSS.

EAE was induced at day 0 by injection of a emulsion of MOG peptide in Complete Freud’s
adjuvant (200ul per flank), and permeabilization of brain blood barrier was performed by

intravenous injection of 200uL of Pertussis toxin at day 0 and day 2.

Histology

Tissue sections (Sum) were prepared with 4% paraformaldehyde fixed, paraffin embedded

tissues and stained with hematoxylin—eosin (H&E) with standard protocol. for histological
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analysis brains and spinal cords were frozen in OCT. Slide of 6 to 8um were made. For the
coloration slides were fix for laminutes in 4% PFA, Sminutes in 95% alcohol. Myelin was
stained for 16 to 24hours at 58°C in 0,1% of Luxol Fast Blue (Sigma Aldrich) with 10% of 95%
alcohol and 10% of acetic acid. To differenciate white matter from grey matter and observe
demyelinization the slides were successively incubated in 0,05% of lithium carbonate and then
70% ethanol of 30 secondes. Finally, slides were incubated Sminutes in Cresyl Purple (supplied

from anapathology team of Centre Léon Bérard). Slides were observed on Leica microscope.

Statistical Analysis

Unpaired Student’s t test was used to calculated statistical significance. P value <0,05 were
considered significant. * was for P<0,05; ** for P<0,01 and *** for P<0,001. Statistics were

performed using Prism Software.
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Figure legends

Figure 1 : Chronic gut inflammation in the absence of TGF- signaling in IL-17 producing
cells A) Representative photographs of the duodenums of lyear old TGFBR-CA mice, TGFBR-
WT mice and TGFBR-KO mice. B) H&E histological analysis coloration of the junction
between the duodenum and the stomac of 10 month old TGFBR-CA mice, TGFBR-WT mice
and TGFBR-KO mice. 3X magnification is illustrated revealing infiltration (I) and dyplasia (D),
fibrosis (F) and hemolytic lesions (H) in TGFBR-KO mice. C) H&E histological analysis of
the colon of 1 year old TGFBR-CA mice, TGFBR-WT mice and TGFBR-KO mice. Arrows
indicated the abscesses. D) T cells (CD3" TCRyd "¢ NK1.1"¢) purified from the MLN of either
TGFBR-WT mice or TGFBR-KO aged of 5-6 month of age were transferred in RAG deficient
mice. 70 days later the duodenum was harvested. E) Representative photographs of the
duodenums and F) H&E histological analysis are illustrated. Arrows indicated the abscesses.

These data are representative of at least 5 mice per groups and 2-4 experiments. No different

were observed between gender.

Figure 2 : Over representation of CD4 T cells committed to Th17 lineage in the absence
of TGF-3 control

TGF-BR-KO mice, TGF-BR-WT mice and TGF-BR-CA mice were crossed with Rosa-26
stopFIxFIx-yfp mice. A) Representative counter plot of YFP expression in the CD45 P
populations of 6 month old mice. B) Graph illustrates the proportion of YFP" cells among
CD45" in the different compartments of the gut at different ages. C) Representative counter
plots illustrating th percentage of YFP P among CD4" T cells of 3-4 months old TGF-BR-

KO mice, TGF-BR-WT mice and TGF-BR-CA mice. D) Representative counter plots illsutating
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the repartition of YFP" cells in TCRyd and TCRaf3 T cells.F) Graph-pies demonstrate the
repartition of YFP™ cells among the different IL-17 producing cells. data are representative 5-7

animals per groups and of 3 independent experiments.

Figure 3 Non-canonical branch of TGF—-f signaling controls differentiated the Th17 cell
homeostasis

A) Pepresentative photograh of the duodenum of DKO mice and WT mice at 1 year of age. The
table illustrates the number of mice with gut inflammatory signs based on macroscopy
observation as well as histology analysis at 1 year of age. B) Representative counter plot of the
YFP" cells among the CD45" cells in MLN C) Graphs demonstrates the proportion of YFP*
cells among CD45" cells (mean +SD) in different gut compartments. All the animals were 10-
12 month of age and no differences were observed between genders. Data are representative of

4-11 animals.

Figure 4 Th17 cells escaping TGF- controls become Th1 pathogenic cells

A) Representative counter blots flow cytometry analysis of the cytokine production by YFP*
CD4" T cells. B) Graphs illustrate the percentage of YFP+ CD4 T cells expressing cytokines in
different compartment ( Mean+SD). C) Representative counter blots flow cytometry analysis
of the transcription factor RORyt and T-bet expression in YFP* CD4" T cells. D) Graphs
illustrate the percentage of YFP+ CD4 T cells expressing the transcriptional factors in different
compartment (Mean+SD). E) Representative counter blots flow cytometry and graph of
analysis of CCR6 and CXCR3 expression in YFP" CD4" T cells. F) TGF-BR-KO mice were

crossed on a T-bet-KO background. Photos of the duodenum are illustrated.
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Figure 5 : Different effects of the microbiota on the generation and the maintenance of
Th17 cells

A) Photographs of the duodenum of Rag deficient mice trasfered with TCRao,3 T cells from
TGF-BR-KO mice or TGF-BR-WT mice. Recipient were reated or not with a cocktail of
antibiotic (ATB) (neomycin, ampicillin, vancomycin and metronidazole) in drinking water. B)
representative Counter plot of the expression of YFP+ cells in CD4+ T cells after 3 months of
ATB treatment. C) Graphs illustrate the effect of antibiotic treatment on YFP+ cells
homeostasis. D-E) Representative counter plots and graphic representation of the expression
of Ror-yt and T-bet in the YFP+ CD4 T cells from the small intestine after 3 months of

treatment. These data are representative 2 experiments with 3 animals per groups

Figure 6 : Non autocrine source of TGF- controls differentiated Th17 cell homeostasis

A) Counter plots illustrate the proportion of YFP" cells among the CD4 T cells. B) Graphs
demonstrate the percentage of YFP+ cells ( meantSD) C) Counter plots illustrate the
expression of transcription factors expression RORyt and T-bet in YFP* CD4 T cells. D)
Graphs demonstrate the percentage of YFP+ cells expressing the transcriptional factors

(mean+SD).
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Supplementary figure legends

Suppl figure 1. The immune infiltrate of TGF-BR-KO mice is enriched in myeloid cells.

A) Counter plots illustrating the proportion of dendritic cells, macrophages and neutrophils in
the small intestine of TGF-BR-CA, TGF-BR-WT and TGF-BR-KO of 6 to 9 months old. Data

are representative of 5 to 7 mice per group and 4 independent experiments.

Suppl figure 2 : IFN-y and IL-22 are not produced by the same subset of Th17 cells

A) Counter plot illustrating the production IL-22 and IFN-y by CD4" YFP* cells in TGF-R-
WT and TGF-BR-KO mice of 3 to six months old. data are representative of 4 differents

experiments.

Suppl Figure 3: TGF-f signaling acts intrinsically in differenciated Th17 cells

A-F) BM (50:50) transfers were performed as in A. Recipient mice were analyzed 7-8 weeks
later. B) Flow cytometry counter plot illustrating the proportion of YFP* cells among CD4"T
cells. C) Graphs demonstrate the percentage of YFP* cells in different compartment depending
of the BM origin. D) Representative counter plot of transcriptional factors in YFP CD4 T cells
depending of their BM origin. E) Graphs demonstrate expression of Ror-yt and T-bet in YFP*
CDA4 T cells in different compartment depending of the BM origin. F) Representative counter
plot of IL-17A and IFN-y expression in YFPP°® CD4P% T cells depending of their BM origin.
G) Graphs demonstrate expression of IL-17A and IFN-y in YFP" CD4 T cells in different

compartment depending of the BM origin. Data are presentative of 2 experiments with 6 mice.
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Suppl Figure 4: IL-17A is not required for the development of intestinal chronic
inflammation in TGF-BR-KO mice

A) H&E Histology analysis of the duodenum of IL-17A KO, TGF-BR-WT, or IL-17KO TGF-
BR-KO aged of 12 months. B) Flow cytometry counter plots on CD4" T cells from IL-17A-KO
TGF-BR-CA, IL-17A-KO TGF-BR-WT, or IL-17A KO TGF-BR-KO aged of 12 months C)
Graphs illustrate the percentage of YFP™ CD4 T cells in different gut compartments. D) Flow
cytometry counter plots illustrating the IFN-y production by YFP*CD4" T cells from 12 months
old mice. E) Graphs illustrated the percentage of IFN-y" among YFP* CD4 T cells in different
gut compartments. F) Flow cytometry counter plots illustrating the expression of transcription
factors in YFP" CD4 T cells from 12 month old mice. G) Graphs illustrate the percentage of
Ror-yt" or T-bet" cells among YFP+ CD4 T cells in different compartments. Data are

representative of 5-10 mice

Suppl figure 5: TGF-P signaling in Th17cells prevents from EAE

A) At day 0 TGF-BR-CA, TGF-BR-WT and TGF-BR-KO mice were immunized with one
injection per flank of 250ug of MOGss.ss peptide from Calso in complete Freud adjuvant
containing Mycobacterium tuberculosis H37RA (4mg/mL; Difco). At day 0 and 2 mice were
also injected with 200ng of pertussis toxin from calbiochem. Mice were check daily form
disease evaluation. (0: no change in motor functions; 0,5: tip of tail is limp; 1: limp tail; 1,5:
limp tail and hind leg inhibition; 2: limp tail and weakness of hind legs; 2,5: limp tail and
dragging of hind legs or complete paralysis of one hind leg; 3: limp tail and completed paralysis
of both hinds legs or limp tail with paralysis of one hind and one front leg; 3,5: limp tail and
complete paralysis associated with unability to right itself when placed onits side; 4: limp tail,

completed hind leg and partial front leg paralysis. When the disease score reaches 4 the mcie is
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immediately euthanized. B) Histological analysis of the spinal cord of healthy mice versus
TGF-BR-WT and TGF-BR-KO at 20 days after immunization with MOG peptide. Data are

representative of 9 to 12 mice per groups and 3 different experiments.
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DISCUSSION
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I. Role du TGF-B dans la différenciation des Th17

Les lymphocytes Th17 ont un réle majeur dans I’intestin. Ils contribuent au maintien de
I’intégrité de 1’épithélium et au contrdle de la charge microbienne dans la lumicre intestinale
(Chewning and Weaver, 2014). L’intestin est trés riche en TGF-3 et en IL-6, qui ont été décrites
comme nécessaires a la différenciation de Th17 in vitro. In vivo des souris dont la signalisation
du TGF-B est partiellement bloquée par une mutation du TGF- RII (souris CD4dnTGF-BRII
ou dnRII) (Veldhoen et al., 2006), ou totalement TGF-BRII (Zhang et al., 2017) ne développent
pas de Th17. Cependant d’autres études décrivent qu’in vitro, la génération de Th17 malgré
une absence de TGF- est possible en présence d’un cocktail d’IL-6 d’IL-1B et d’IL-23
(Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Ainsi, il est important de déterminer pourquoi ces

résultats sont contradictoires.

Les résultats de I’article 1 auquel j’ai contribué montrent qu’in vitro le stress cellulaire
est favorable a la différenciation de ThO en Th17, et ce méme en présence d’IL-6 seule. L’étude
révele également que la génération de Th17 dans des souris dnRII est possible en condition de
stress cellulaire important. Ainsi ces résultats montrent qu’en cas de stress cellulaire, autant in
vivo qu’in vitro, la présence de TGF-f n’est pas obligatoire pour générer des Th17. (Figure

22).

IL-12/TFNy IL-4 IL-6 +
TGFp
INfAABHARGH = === S S s S Si=is i =
IL-12/1FNy IL-4 IL-6
N (@

aive T cell Cell stress @ @ o
CRC

Energyl

OsmosisT Tyl T2

Figure 22 : Schéma bilan des travaux issus de I’article 1 (Brucklacher-Waldert et al., 2017).

Des conditions de stress cellulaire comme ’hypoxie, I’hypoglycémie ou une hyperosmolarité favorisent in vitro

et permettent in vivo la différenciation de Th17 une absence de TGF-p.
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Il est a noter que dans les souris dnRII la signalisation du TGF-B n’est pas totalement
abolie. Ainsi la question de savoir si le TGF-B, via ces voies résiduelles, est requis pour la
différenciation de Th17 reste en suspens. Pour montrer de fagon claire I’importance du signal
du TGF- B dans la différentiation des Th17 il serait nécessaire d’utiliser des modeles dans
lesquels les lymphocytes T CD4 ne répondent plus du tout a cette cytokine. Il est connu que
des souris dont I’ensemble des CD4 est incapable de répondre au TGF-B (souris CD4“RE TGF-
RII™x) meurent d’auto-immunité a 3 semaines (Marie et al., 2006). Pour enlever le biais di a
I’inflammation liée a I’auto-immunité de ces souris nous pourrions utiliser un modele de
délétion inductible comme les souris CD4“RE-ERT2 TGF-B RII™* dans lequel la délétion ne se
fait qu’au moment de I’injection de tamoxiféne. Ainsi, nous pourrions déterminer apres ablation

du TGF-B RII sur les CD4 si ces souris peuvent ou non générer des Th17 en condition de stress.

Le facteur de transcription X box binding protein-1 (XBP1) est impliqué dans les
réponses contre le stress cellulaire. Sa délétion au sein de I’ensemble des lymphocytes (souris
RAGRE XBP™MX) réduit la différenciation des Th17. Cependant le mécanisme par lequel XBP
agit n’est pas clair et son absence n’abolit pas complétement la génération des Th17. Ce résultat
indique clairement que d’autres mécanismes sont mis en jeu pour induire la différentiation des
Th17 en condition de stress. HIF1-a est également impliqué dans les réponses contre le stress
et dans la différenciation Th17. Il pourrait étre intéressant d’étudier si et par quels mécanismes
HIF1-a ou d’autres molécules impliquées dans le stress pourrai(en)t intervenir afin de

compenser une absence de TGF-3 au moment de la différentiation de ThO en Th17.

II. Role du TGF-p dans la stabilité des Th17

De nombreuses études se sont intéressés au role du TGF-f au moment de la
différenciation des Th17. Cependant, I’implication de cette cytokine dans la biologie des Th17
déja différenciés reste peu connue. Le modele de souris IL-17°RE Rosa26 TGF-B RII™x ytilisé

dans I’article 2 permet d’apporter plusieurs réponses a ce sujet.

Les démontrent clairement I’importance des voies de signalisation non canonique du

TGF-f au sein des Th17 déja différenciés afin d’y maintenir I’expression de ROR-yt et donc de
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leur phénotype. Nous avons montré que la perte de ROR-yt s’accompagne de la perte de la
production d’IL-17A mais de I’acquisition de T-bet, le facteur de transcription du lineage Thl.
Ces exThl7 sont hautement activés et produisent d’importantes quantités de cytokines
inflammatoires comme I’IFN-y et le GM-CSF faisant d’eux des « ThlexTh17 » qui participent

a la mise en place d’une inflammation chronique intestinale (Figure 23).

Avec TGF-B Sans TGF-p
® @ T1Grp
Y .. @ TGF-p
o0
Th17

TGF-BR
Thl7 ‘

ThlexThl7

IL-17A IL-22

Homéostasie intestinale ¢ %L

L]
IFN-y GM-CSF TNF-a

Inflammation chronique intestinale
Figure 23 : Schéma bilan des travaux issus de I’article 2.
Le TGF-p, via les voies non canoniques, permet de maintenir I’expression de ROR-yt et du lineage Th17. En
I’absence de signalisation du TGF-f les Th17 perdent I’expression de ROR-yt et leur capacité a produire de I’IL-
17. 1ls expriment alors le facteur de transcription caractéristique des Th1 et produisent de grandes quantités d’TFN-

v, de TNF-a et de GM-CSF, qui conduit au développement d’une inflammation chronique intestinale.

1. L’importance des voies de signalisation non canonique du TGF- B dans le maintien du

phénotype Th17

Lors du co-transfert de cellules souches hématopoiétiques provenant de souris TGF-3
RWT et de souris TGF-Bp RKO dans des souris RAGX? nous observons que seules les cellules
TGF-f RKO perdent leur phénotype Thl7, indiquant un role intrinséque des voies de

signalisation du TGF-B dans le maintien de leur identité.

127



Le croisement des souris IL-17°RE Rosa 26 avec des animaux TRIM331¥/fx SMA D4fx/flx
ou TRIM33™/x SMAD4™M nous a permis d’étudier par quelle voie de signalisation le TGF-
B maintien I’expression de ROR-yt, donc le phénotype Th17. De facon surprenante le maintien
de ROR-yt est indépendant des protéines SMAD4 et TRIM33 mais implique les voies non-
canoniques du TGF-f. Récemment, le role de TRIM33 a été mis en évidence dans 1’acquisition
d’un phénotype inflammatoire des Th17 via sa capacité a induire la production d’IL-17 et a
réprimer la production d’IL-10 (Tanaka et al., 2018b). Des souris déficientes pour la protéines
SMAD4 sont décrites comme ayant plus de Th17 que de souris sauvage (Zhang et al., 2017).
Cependant ces résultats ne sont pas en contradiction avec les ndtres car les auteurs ont utilisé
des souris CD4“RE TRIM33™x et CD4“RE SMAD4™x Dans ces 2 modéles la délétion des
protéines se fait avant que les cellules ne soient engagées dans le programme de différenciation
Th17. L’ensemble de ces données suggsere que les voies de signalisations impliquées dans la

différenciation des Th17 et la maintenance de leur phénotype ne sont pas les mémes.

Les protéines impliquées dans les voies de signalisation non-canoniques du TGF-f sont
nombreuses (AKT/PI3K, ERK, MAPK, RhoA) et interviennent dans de nombreux processus
biologiques. Bien qu’il soit possible d’utiliser le systéme CRE-LoxP pour générer des animaux
dans lesquels les cellules productrices d’IL-17A soient déficientes pour une ou plusieurs de ces
protéines, il serait plus simple dans un premier temps de réaliser des études in vitro de Th17
cultivées en présence d’inhibiteurs de ces voies de signalisation. La voie PI3K/AKT a été
décrite comme impliquées dans la génération de Th17 et pourrait étre un premier candidat a

¢tudier (Hasan et al., 2015).

2. Les molécules signatures des Th17 contrdlées par le TGF-

ROR-yt et ROR-a sont les facteurs de transcriptions caractéristiques des Thl7, et ils
participent directement a la production d’IL-17A. Il a ¢ét¢ montré que seules les souris
déficientes a la fois pour ROR-yt et ROR-a sont totalement incapables de produire de I’IL-17A.
Nous montrons que le TGF-P controle la stabilit¢ de ROR-yt, mais notre étude n’inclue pas
ROR-a. Il pourrait étre intéressant de savoir si les Th1exTh17 expriment toujours ROR-aq, et si

c’est I’expression de ROR-a qui leurs permet de continuer a produire un peu d’IL-17A. De
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méme, nous n’avons pas exploré les effets de la perte de la signalisation du TGF-B RII sur la
production d’IL-17F mais il pourrait étre intéressant de le faire. De plus un analyse
transcriptomique globale nous permettrait de décrire 1’étendue des genes controlés par la

signalisation du TGF-f3 dans les Th17.

3. Source de TGF-f participant a la stabilité des Th17

Il a ét¢ montré que I’expression du TGF- 1 est primordiale dans la génération des cellules
Th17 in vivo, en utilisant des mod¢eles de déplétion précoces du geénes 7GfpI avant la
différentiation en Th17. Ainsi il a été important de démontrer si ce besoin autocrine persiste
une fois les cellules différenciées. A I’aide d’un modéle IL17°RF Rosa26 TGF-B1™™x nous
avons mis en évidence qu’une incapacité des Th17 a produire du TGF-B1 n’impactait pas leur
stabilité dans I’intestin en condition non inflammatoire. Ainsi, la production autocrine de TGF-
B1 par les Th17 est requise leur différenciation mais pas pour leur maintenance. Cependant
notre étude n’a pas été conduite en condition inflammatoire, il serait intéressant de voir si cela
pourrait changer nos résultats. L’utilisation d’un mod¢le de DSS, qui induit une inflammation

aigue pourrait permettre de répondre a la question.

Dans I’intestin, les Th17 ne sont pas la source principale de TGF-p, et il est possible que
leur incapacité a en produire n’ait pas d’impact sur la disponibilité de cette cytokine. Les Tregs
et les cellules épithéliales produisent beaucoup de TGF-f, qui pourrait permettre la stabilité du
lineage Th17. L’utilisation de souris Villine®RE-FRT2 TGF-B1™x afin de cibler les cellules
épithéliales, ou bien de FoxP3“RE TGF-B1™x afin de cibler les Tregs devrait nous permettre

de répondre a cette question.

Les Th17 sont capables produire du TGF-B3 lors qu’ils sont stimulés avec de I’'[L-23, et
dans un modele d’EAE le TGF-B3 rend les Th17 plus pathogéniques, caractérisé¢ par la
production de GM-CSF et d’IFN-y (Lee et al., 2012). L’IL-23 est produit en cas de dommage
dans I’intestin, comme lors d’un traitement par DSS. Ainsi pour étudier le role du TGF-B1 et
du TGF-B3 dans la stabilité du lineage Th17 nous pourrions croiser nos souris IL-17RE Rosa26

avec des souris TGF-B3™ La comparaison des souris IL17°RE Rosa26 TGF-B1™/x et
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IL17°RE Rosa26 TGF-B3™™ en condition d’inflammation médiée par DSS pourrait nous
permettre de savoir quelle isoforme du TGF-B est impliqué dans la stabilité des Th17. Enfin le
TGF-B3 semble signaler via les protéines SMAD1 et SMADS (Lee et al., 2012). La génération
de souris IL-17°RE Rosa26 SMAD1™x [L-17°RE Rosa26 SMADS5S™x et IL-17°RE Rosa26
SMAD1™Mx SMADS™X pourrait permettre de comprendre précisément par quels mécanismes

le TGF-B3 agit dans les Th17.

4. L’accumulation de Th17 dans I’intestin : un phénoméne multiparamétrique ?

Dans notre mode¢le, le développement de I’inflammation chronique est lié a une
augmentation du nombre de cellules ThlexThl7. Nos analyses du marqueur de prolifération
Ki67 ne suffisent pas a expliquer cette augmentation du nombre de cellules YFP, et suggerent

que d’autres acteurs interviennent dans ce phénomene.

i.  TGF- et FAS

Dans un modele d’EAE la perte de la molécule FAS au sein des Th17 différenciés entraine
une forte augmentation de leur capacité a produire de I’IFN-y via activation de la voie STAT1
(Meyer zu Horste et al., 2018). Le phénotype décrit présente des points communs avec celui
observé dans notre modele, et suggere un lien FAS / TGF-. 11 pourrait étre intéressant de voir
si les ThlexTh17 qui n’expriment plus le récepteur du TGF-f perdent également 1’expression
de la molécule FAS. Une perte de la molécule FAS pourrait rendre les Th17 intestinaux moins
sensibles a I’apoptose, ce qui pourrait expliquer 1’augmentation importante de ces cellules chez
les souris TGF-B RKO. A I’inverse les Th17 des souris TGF-3 RCA pourraient sur-exprimer la
molécule FAS ce qui les rendrait plus sensible a 1’apoptose et donc moins nombreux. Une
analyse de FAS mais ¢galement des marqueurs associé€s a 1’apoptose (Bim, caspases) ou a la

survie (Bcl-2, B-cell lymphoma 2) permettrait de répondre a cette question.

ii.  Recrutement de Th17 depuis la périphérie selon 1’axe CCL20/CCR6

L’analyse de CCR6 et CXCR3 sur les ThlexTh17 montrent qu’en dépit de la perte de
ROR-yt ils gardent co-expriment CCR6 et CXCR3. Une autre hypothése pouvant expliquer
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I’enrichissement de cellules Th1exTh17 dans I’intestin pourrait étre leur recrutement depuis la
périphérie au sein d’un site inflammatoire selon I’axe CCR6/CCL20 (Esplugues et al., 2011).
Les résultats montrent dans I’intestin des souris TGF-f RKO une importante production d’IFN-
Y, qui est connu pour induire la production de chimiokines comme CXCL9/10/11 qui favorise
le recrutement des cellules exprimant CXCR3. Il pourrait donc étre intéressant de regarder si

I’intestin des souris TGF-f3 RKO est enrichie en CCL20 et/ou CXCL9/10/11.

5. Thl7 et microbiote

La génération des Th17 est dépendante de la présence du microbiote, en particulier de
bactéries comme les SFB (Ivanov et al., 2009b; Sano et al., 2015). Nos résultats ne montrent
pas d’enrichissement en SFB au sein de I’intestin des souris TGF-B RKO. Toutefois, d’autres
taxons bactériens adhérents a I’épithélium ont été décrits et sont impliqués dans la génération
des Th17 (Atarashi et al., 2015). En utilisant un microscope €lectronique ou bien des analyses
FISH il pourrait étre intéressant de déterminer si 1’épithélium des souris TGF-B RKO et plus
colonis¢ par des bactéries adhérentes que 1’épithélium des souris TGF-f RWT. L’analyse
complete par séquengage du microbiote de la souris RKO pourrait mettre en évidence la

présence d’un taxon favorisant I’apparition de T17 avec un phénotype de type Th1/Th17.

De fagon intéressante nos résultats indiquent que le microbiote n’est pas nécessaire pour
la maintenance des Th17, bien qu’il soit requis pour leur génération. Dans notre mod¢le, des
souris traitées depuis la naissance avec un cocktail d'antibiotiques a large spectre ne
développent pas de Th17 ; mais l'administration du méme cocktail a des animaux plus agés
ayant déja des cellules YFP (Yellow Fluorescent Protein) n’impacte pas leur nombre. Fin de
déterminer si I’engagement du TCR est requis pour 1’acquisition du phénotype Thl, nous
pourrions générer des animaux IL17RE Rosa26 TGF-B RII™™* RAGK® OT-II", dans lesquels
tous les lymphocytes T expriment un TCR spécifique de la protéine ovalbumine de poulet. Le
développement d’une inflammation intestinale en 1’absence de la protéine ovalbumine
signifierait que 1’engagement du TCR n’est pas requis dans la perte du phénotype Thl7 et
I’acquisition du phénotype Thl.

131



Dans un mod¢le murin Citrobacter rodentium induit des Th17 différents de ceux induit
par SFB, produisant plus d’IFN-y, et ayant un métabolisme différent (Omenetti et al., 2019).
L’animalerie ou I’étude a été faite ayant un statut SOPF, il est peu probable d’y retrouver ce
genre de micro-organisme. Il pourrait cependant étre intéressant de voir si le TGF-f§ controle le

métabolisme des Th17, et s’il est déréglé en cas de perte des signaux du TGF-f.

6. TGF-B et stabilité du lineage Th17

Les résultats de notre étude ne montrent pas par quels mécanismes moléculaires les Th1
se mettent a exprimer T-bet. Plusieurs publications décrivent que I’acquisition d’un phénotype
Thl par les Th17 peut étre di a effet de I’IL-12, de I’IL-23 ou de 'IFN-y récepteur (Lee et
al., 2009; Lexberg et al., 2010). De fagon surprenante nos résultats ne montrent pas d’expression
particulierement ¢élevée de ces molécules au sein des ThlexThl7 de la souris TGF- RII KO
(résultats non montrés). Le TGF-B est connu pour inhiber I’expression de T-bet (Park et al.,
2005) ; et il est possible qu’une absence de signalisation du TGF-3 dans les Th17 soit suffisante
pour permettre I’expression de T-bet. Une fois exprimé, T-bet est capable de réprimer

I’expression de ROR-yt (Lazarevic et al., 2011), afin de renforcer le phénotype Thl.

L’expression des genes est régulée par I’épigénétique, qui correspond a I’ouverture de
la chromatine, la méthylation de I’ADN, et aux modifications post-traductionnelle des histones.
Les histones des promoteurs des génes ROR-yt et T-bet ont été décrit comme pouvant étre
porteurs de marques associées a I’activation (H3K4me3) ou a la répression (H3K27me3)
(Muranski and Restifo, 2013). Il pourrait étre intéressant de regarder si le TGF-B contrdle
I’expression de ces marques, de méme que celles d’autres acteurs impliqués dans me
programme de différenciation Th17 comme Trim28 qui forme un complexe avec ROR-yt et
STAT3 pour activer les geénes signature du programme Th17 (Jiang et al., 2018) ou Cxxcl
(Cxxc finger proteinl) qui contrdle I’expression de I’IL-6R-a et donc la voie STAT3 (Lin et
al., 2019). De facon plus générale nous pourrions aussi regarder si la signalisation du TGF-3 a

un impact sur la méthylation des geénes i/l 7a, ifng, gm-csf.
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7. L’IFN-y vs IL-17A dans I’inflammation intestinale

Il est intéressant de noter que les souris TGF-f RII KO développent une forte
inflammation intestinale indépendamment de leur capacité a produire de I’IL-17A. On observe
cependant une forte production d’IFN-y. Afin de savoir si 'IFN-y était le médiateur de
I’inflammation nous avons croisé nos souris TGF-B RII KO avec des animaux T-bet®®. Les
premiers résultats montrent qu’une déficience en T-bet prévient I’apparition de 1’inflammation
intestinale. Malheureusement nos constructions génétiques n’ont pas permis de garder
I’expression du geéne reporter Rosa26, et il est impossible de savoir si I’absence de T-bet
prévient de la perte de ROR-yt malgré une absence de TGF-B. Contrairement a la délétion du
TGF-B RII la délétion de T-bet n’est pas spécifique aux cellules productrices d’IL-17A, ce qui
peut amene un biais dans 1’expérience car I’ensemble des cellules produisant de I’IFN-y sont
affectées. Il est important de noter que la production d’IFN-y peut-&tre induite par les facteurs

de transcriptions Runx malgré une absence de T-bet.

Il a été décrit que la production simultanée d’IL-17A et d’IFN-y était dépendante de la
présence de ROR-yt et T-bet mais aussi de Runx1 ou Runx3 (Wang et al., 2014b). Des analyses
préliminaires n’ont pas révélé de sur-expression de Runxl1 ; et treés peu de cellules sont a la fois
productrice d’IL-17A et d’IFN-y. Il est connu que des souris déficientes pour I'IFN-y sont
résistantes aux colites induites par transfert de T (Harbour et al., 2015) ou par DSS (Nava et al.,
2010). Ces données suggerent un role important de I’'IFN-y produit par T-bet dans les
pathologies intestinales. En ce sens un traitement anti-IFN-y seul ou associé aux traitements
anti-TNF qui sont utilisés depuis des années chez les patients souffrant de maladie de Crohn

(Adegbola et al., 2018) semblerait prometteur.

Depuis plusieurs années I’inflammation chronique intestinale est reconnue comme étant
favorable au développement de cancer colorectaux (Grivennikov et al., 2010; Shimizu et al.,
2012), et plusieurs études ont décrit I’IL-17A comme ayant un fort pouvoir pro-tumoral (Chae
et al., 2010; Wang et al., 2014a). Malgré I’inflammation chronique, aucune souris RKO,
capable ou non de sécréter de I’'IL-17A n’a développé de tumeur intestinale. Utiliser un modéle
d’AOM-DSS pourrait permettre de déterminer si dans notre modele I’'IL-17A joue un rdle plutot
protecteur ou non. Il pourrait également étre intéressant de regarder si une perte de la

signalisation du TGF-f entraine une perte de la production de d’IL-17F.
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8. Cible thérapeutique

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin comme la maladie de Crohn ou la
colite ulcérative sont caractérisées par une forte activation du systéme immunitaire ; ou le
niveau de phosphorylation des protéines SMAD2/3 est trés faible. Cela est dii a une
surexpression de la protéine SMAD7, qui régule négativement la phosphorylation de SMAD2/3
(Monteleone, 2012), et empéche donc les effets immunosuppresseurs du TGF-B. Ainsi,
restaurer un niveau normal de SMAD7 permettrait de faire en sorte que les cellules puissent a
nouveau étre régulées par le TGF-f.

Dans cette optique, le « mongensen » un oligonucléotide antisens de SMAD7 a
récemment €té¢ développé afin de restaurer une sensibilité des cellules immunitaires au TGF-3
(Ardizzone et al., 2016). Les oligonucléotides antisens reconnaissent et s’hybrident a I’ARN
messager cible afin de faciliter la dégradation de I’ARN messager via la RNase-H. Les
molécules d’ARN doubles brins sont reconnues empéchant la traduction et donc la production
de la protéine.

La molécule est actuellement en phase III d’essai clinique (NCT02641392). Le
« mongensen » s’administre par voie orale et cible pour le moment I’ensemble des cellules. Nos
résultats montrent que la signalisation du TGF-f est cruciale dans les Th17 afin de prévenir de
I’apparition d’une inflammation chronique. Afin de permettre un meilleur ciblage des Th17, il
pourrait étre intéressant de coupler la molécule avec un marqueur spécifique des Th17/Thl
comme par exemple CCR6 et/ou CXCR3. L’IFN-y entraine ¢galement une augmentation de
I’expression de SMAD7, et coupler le « mongensen » avec un traitement anti-IFN-y pourrait
permettre d’augmenter I’efficacité de la thérapie pour les patients répondant le moins au

traitement.

III. Conclusion générale

En conclusion, mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence que les signaux

du TGF-P ne sont pas obligatoires pour la différenciation des Th17 lorsque celle-ci se fait en
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condition de stress. Cependant, cette signalisation, via les voies non canoniques, est absolument
requise afin de maintenir le phénotype Th17. En I’absence de TGF-f les Th17 n’expriment plus
le facteur de transcription ROR-yt mais T-bet, et ne produisent plus d’IL-17A mais des
cytokines comme I’IFN-y et le TNF-a, ce qui entraine le développement d’une inflammation
chronique intestinale. Cette inflammation est dépendante de I’expression de T-bet, car des
souris dont les lymphocytes Th17 n’expriment plus ni le TGF-BRII ni T-bet ne développent pas

de pathologie intestinale.
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Résumé en francais :

Il'y a 10 a 100 fois plus de microorganismes dans I’intestin que de cellules dans 1’ensemble du corps humain.
Ces microorganismes forment le microbiote, qui est essentiel a de nombreuses fonctions physiologiques de
I’organisme comme la digestion. Il est cependant crucial que le microbiote reste compartimenté dans la lumiere
intestinale. Le systéme immunitaire intestinal (SII) a un role majeur dans le contréle du microbiote, mais il
peut aussi étre a ’origine de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) comme la maladie de
Crohn ou la colite ulcérative lorsqu’il réagit de fagon excessive contre la flore intestinale. La cytokine
immunosuppressive Transforming Growth Factor-f (TGF-) empéche I’activation non contrélée du SII contre
le microbiote, et protége donc de ’apparition de MICI. Le TGF-B est également trés impliqué dans la
génération des lymphocytes T helper 17 (Th17), qui participent activement au maintien de 1’homéostasie
intestinale et au cloisonnement du microbiote. Cependant, le rdle du TGF- dans la biologie des Th17 déja
différenciés n’est pas clair. Mes travaux ont montré qu’en absence de TGF-p, les Th17 perdent leur phénotype
et deviennent des « ThlexTh17 » fortement inflammatoires, qui sont responsables de la mise en place d’une

forte inflammation intestinale pouvant évoluer en cancer.

Mots clés: Th17, TGF-B, Thl, inflammation, intestin, microbiote

English abstract:

There are 10 to 100 more microorganisms in the gut than human cells in the whole organism. Those
microorganisms form the microbiota, and they are crucial to some vital functions like digestion. However, it
is required to prevent microbiota dissemination in the organism. The immune system is highly involved in the
control and the compartmentation of the microbiota, but can also be involved in chronic inflammatory diseases
of the gut such as Crohn’s disease or ulcerative colitis when it reacts against the intestinal flora. The
immunosuppressive cytokine Transforming Growth Factor-B (TGF-B) prevents from over-activation of the
immune cells versus the microbiota, and so protects from chronic inflammatory diseases of the gut. TGF-p is
also highly involved in Th17 generation, a subset of cells with major roles in microbiota control and
maintenance of gut homeostasis. However, how TGF-B acts on already differentiated Th17 is still under
investigation. My results demonstrate that TGF-f signaling in Th17 is required to maintain their lineage. In
absence of TGF-B, Th17 switch to Th1 phenotype and produces important amount of inflammatory cytokines,

leading to a strong inflammation of the gut that may promote cancer development.

Keywords: Th17, TGF-B, Thl, inflammation, gut, microbiota




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


