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Préambule

Le role potentiel de I’axe intestin-cerveau dans le développement des maladies
neurodégénératives et neuropsychiatriques est un sujet de recherche intense (Cryan et al. 2019;
Sampson et al. 2016; Friedland 2015; Chapelet et al. 2018). Pour ce qui est des maladies
neurodégénératives, 1’axe intestin-cerveau a principalement ¢été ¢étudié dans les
synucléinopathies, un groupe de maladies associées a des dépdts d’alpha-synucléine (a-syn), et
dont le principal représentant est la maladie de Parkinson (MP) (Chapelet et al. 2018). Il est en
effet désormais bien établi que la MP n’est pas seulement une maladie du cerveau et de la
substance noire, mais qu’elle est aussi une maladie digestive et du systéme nerveux entérique
(SNE) (H. Braak et al. 2003; de Guilhem de Lataillade et al. 2020), compte tenu du fait que (i)
les 1ésions neuropathologiques typiques de la MP (dépdts d’a-syn évocateurs de corps de Lewy)
sont présentes dans les neurones entériques chez la quasi-totalité des sujets parkinsoniens
(Beach et al. 2010; 2021; Gelpi et al. 2014) (i1) une grande majorité des sujets atteints de MP
auront, un jour ou I’autre, des troubles digestifs (Knudsen et al. 2017), (ii1) tout comme dans le
Systeme Nerveux Central (SNC), I’ a-syn pathologique dans le SNE des sujets parkinsoniens
est agrégée, hyperphosphorylée, et tronquée, en faveur d’une authentique synucléinopathie
entérique (revue dans (de Guilhem de Lataillade et al. 2020)). Finalement, 1’existence d’une
synucléinopathie entérique, dans la MP, suggeére méme la présence de deux formes de MP,
I’une qui serait a début cérébral, et 1’autre a début digestif (Berg et al. 2021).

En dehors des synucléinopathies, les tauopathies sont un autre groupe de maladies
neurodégénératives, caractérisées par la présence de dépots de protéines tau dans le SNC, dont
les principaux représentants sont la Maladie d’Alzheimer (MA), la Paralysie Supranucléaire
Progressive (PSP) et la Dégénérescence Cortico Basale (DCB) (G6tz, Halliday, et Nisbet 2019;
Sexton et al. 2022). Contrairement a 1’a-syn, les données concernant la protéine tau dans le tube
digestif, en conditions physiologique ou pathologique, sont encore peu nombreuses. Quelques
¢tudes montrent que les neurones entériques expriment certaines isoformes de tau (Lionnet,
Wade, et al. 2018) mais il n’y a pas, a I’heure actuelle, d’anomalie neuropathologique
spécifiquement décrite dans le SNE dans les tauopathies (revue dans (Derkinderen et al. 2021)).

L’objectif de ce travail de thése a donc été de renforcer nos connaissances sur la protéine
tau dans le tube digestif, en abordant deux aspects. Dans un premier travail, nous nous sommes
intéressés a 1’expression de la protéine tau dans les cellules entéroendocrines (CEE), qui sont
un acteur important de 1’axe intestin-cerveau, et dont le role potentiel dans le développement

des maladies neurodégénératives est en train d’émerger (Chapelet et al. 2018; Hurley et al.



2023; Ye et al. 2021). Dans une second travail, nous avons étudi¢ 1’expression et la
phosphorylation de la protéine tau dans la maladie de Crohn (MC), une maladie inflammatoire
digestive associée a des modifications du SNE et a une neuropathie entérique (revue dans

(Villanacci et al. 2008)).



1. L’axe intestin-cerveau

Il serait impossible de débuter cette These sans faire une introduction rapide sur 1’axe
intestin cerveau. En effet, nous utiliserons ce terme a plusieurs reprises dans le manuscrit et,
depuis quelques années, il est abondamment utilisé dans la littérature. A titre illustratif, 1’étude
de I’axe intestin-cerveau, dans les maladies neurodégénératives, a fait 1’objet de prés de 500
publications, entre 2014 et 2022, avec une croissance moyenne estimée a pres de 25% par an
(Sun et al. 2022).

Malgré I’intérét récent pour ce concept, il faut préciser que les premiéres descriptions
d’une communication entre I’intestin et le cerveau (et vice versa) datent du 18°™ siécle (Nguyen
et Palm 2022) (Figure 1). Plus récemment, le concept d’axe intestin-cerveau a évolué vers une
nouvelle définition, qui reste encore a préciser, avec 1’adjonction du réle potentiel du systeme

immunitaire et du microbiote (Nguyen et Palm 2022) (Figure 1).

Brain homeostasis

Brain diseases Brain diseases Brain diseases Brain injury
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identity gut-brain axis conception of the gut-brain axis the gut-brain axis

Figure 1. Bréve histoire de l'axe intestin-cerveau. Au XVIlle siecle, I’axe intestin-cerveau était
vu comme une communication permanente, et non régulée, entre les 2 organes. Au XIXe siecle,
cette idée de communication entre les deux organes a été mise de coté, en partie en raison de
la spécialisation par organes de la médecine. Au XXe siecle, il y a eu un regain d’intérét pour
la communication intestin-cerveau, mais c’est au XXle siecle que ce concept émerge réellement

avec [’ajout du microbiome intestinal et des acteurs neuroimmunologiques, D aprés Nguyen et
Palm (Nguyen et Palm 2022).

Ces dernieres années, et a la suite des travaux de Sudo et al (Sudo et al. 2004), qui
montraient une réponse altérée au stress chez les souris axéniques, le concept d’axe intestin-
cerveau a évolué vers la description d’un systéme de communication bidirectionnel qui se

compose de connexions neuronales et de composants humoraux générés par les systémes



endocrinien et immunitaire ainsi que par I'épithélium intestinal (Figure 2). Plus précisément,
I’axe intestin-cerveau comprend :

- Les connexions neuronales entre l'intestin et le cerveau, avec pour principaux acteurs le
Systeme Nerveux Central (SNC, i.e. cerveau et moelle épinicre), le Systéme Nerveux
Autonome (SNA), le Systéme Nerveux Entérique (SNE), et I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Le SNA, avec les voies sympathiques et parasympathiques, pilote les signaux
afférents transmis par le SNE (provenant de la lumicre digestive), les voies spinales et vagales
(vers le SNC), et les signaux efférents qui vont du SNC vers le SNE et la paroi intestinale
(McCorry et al. 2007). L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, qui fait partie du systéme
limbique, est considéré comme le principal axe efférent qui coordonne les réponses adaptatives
de I’organisme aux facteurs de stress (Lilly et Gann 1992). Le SNE, quant a lui, est le réseau
neuronal intrinséque du tube digestif.

- La composante humorale, essentiellement représentée par les cellules entéroendocrines
(CEE), les cellules du systéme immunitaire présentes dans la muqueuse, et les métabolites
produits par le microbiote (Gribble et Reimann 2019; Cryan et al. 2019).

- La barri¢re épithéliale intestinale, située entre la circulation sanguine et le contenu de la
lumicre digestive, est essentiellement formée par I’alignement des cellules épithéliales
intestinales. Cette barricre empéche le passage de contenus nocifs tout en permettant
I’absorption de nutriments (Marchiando, Graham, et Turner 2010). D’un point de vue
moléculaire, les structures clefs de cette barriére sont les jonctions serrées, qui relient ensemble
les entérocytes adjacents pour réguler la perméabilité paracellulaire. Ces jonctions serrées sont
formées de protéines transmembranaires, claudines et occludines, connectées a l'actine du
cytosquelette via des protéines de haut poids moléculaire, appelées zonula occludens (ZO-1,
Z0-2 et 3) (Figure 2a).

- Le microbiote intestinal (Cryan et al. 2019), composé de plusieurs milliards de micro-
organismes, dont principalement des bactéries, qui interagissent directement avec I'épithélium
intestinal et contribuent & maintenir l'intégrité de I'épithélium intestinal, a travers la régulation
de I’expression des protéines des jonctions serrées (Bhattarai 2018). A noter par ailleurs que le
microbiote, et ses métabolites, ont également la capacité¢ d’influencer 1’intégrité de la barriére
hémato-encéphalique ainsi que la fonction et la maturation de la microglie dans le SNC (Michel

et Prat 2016; Scheperjans et al. 2014).
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Figure 2. Principaux composants de I’axe intestin-cerveau et de la barriére épithéliale
intestinale. (a) le systeme nerveux entérique (enteric neurons et enteric glial cells, EGC) permet
de communiquer avec le cerveau via l’innervation autonome, en gris ; la composante humorale
est principalement composée des métabolites bactériens, en rouge, comme les acides gras a
chaine courte (AGCC ou, en anglais, Short Chain Fatty Acid, SCFA) et certains
neurotransmetteurs (GABA par exemple), et les cellules enteroendocrines, en bleu (Entero
Endocrine Cells, EEC) qui secretent des neurotransmetteurs (5-HT, pour sérotonine) ou des
d’hormones ayant un effet endocrine et/ou paracrine (b) la barriere épithéliale intestinale est
principalement composée de l’alignement des cellules épithéliales reliées entre elles par des
jonctions serrées.

Ainsi, considérant cette bréve introduction sur 1’axe intestin cerveau, dans ce travail de Thése,
nous nous donc sommes intéressés a deux acteurs digestifs principaux de 1’axe intestin cerveau,

le SNE et les CEE, décrits plus en détail dans les chapitres suivants.

2. Le systeme nerveux entérique

Comme cela a été décrit précédemment, 1’innervation du tube digestif intégre deux
réseaux nerveux, un réseau intrinséque, le SNE, qui comprend des neurones situés dans la paroi
du tube digestif, et un réseau extrinséque, faisant partie du SNA, et qui fait le lien entre SNE et
SNC (Figure 3). Le SNE, en raison de sa localisation dans la paroi digestive, est un acteur
fondamental de plusieurs fonctions digestives, comme la régulation de la motricité digestive et
des propriétés de barriére épithéliale intestinale (Schemann et Neunlist 2004; Neunlist et al.
2014; Goyal et Hirano 1996). Cependant, bien qu’il soit considéré comme intégré au SNA, et
qu’il interagisse en permanence avec le SNC, le SNE peut tout a fait fonctionner de fagon
indépendante, comme cela a été mis en évidence par des expériences historiques menées par
Bayliss et Starling (Bayliss et Starling 1901; Bayliss et Starlin 1899), qui ont constaté, aprés

vagotomie, une persistance du péristaltisme intestinal et des contractions spontanées de



I’intestin et du colon, chez le chien et le lapin. Ce fonctionnement indépendant du SNE a
participé a I’émergence du concept d’axe intestin-cerveau (Furness et al. 2012), et explique le
surnom de "deuxiéme cerveau" parfois donné au SNE (Furness et Stebbing 2018; Gershon et
al. 1999). Par la suite, certains auteurs ont méme propos¢ que le SNE soit considéré comme le
"premier cerveau" étant donné que, dans les formes de vie les plus primordiales, il s'est

développé avant le SNC, et de facon indépendante (Furness et Stebbing 2018).
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Figure 3. Innervation du tube digestif. L innervation intrinseque du tube digestif est assurée
par le SNE qui interagit avec le SNC via le SNA par 3 principales voies extrinséques, la voie
vagale, la voie sympathique et les voies sacrées (ou pelviennes). Ces trois voies font intervenir
des fibres nerveuses, soit sympathique soit parasympathique, et sont formées de fibres
nerveuses afférentes ou efférentes. Plus précisement, [’innervation parasympathique du SNE
fait intervenir le nerf vague, pour la partie haute du tube digestif (jusqu’au colon transverse),
et la voie sacrée, pour la partie basse du tube digestif (du colon gauche au rectum). Les
neurones afférents de la voie parasympathique, provenant du nerf vague, innervent la paroi
digestive, la muqueuse et les muscle lisses. Leurs terminaisons nerveuses sont responsables de
la perception des distensions mécaniques, et sont sensibles aux concentrations intraluminales
de glucose, d’acides aminés ou d’acides gras. L’innervation sympathique regroupe des fibres
nerveuses provenant des ganglions cceeliaques et mésentériques. Les neurones afférents
sympathiques sont principalement des neurones nocicepteurs, et les fibres efférentes ont pour
principal réle la régulation de la motricité intestinale et la régulation de la sécrétion digestive
(D'apres Furness, 2012).



Plusieurs éléments suggerent que le SNE a une organisation en miroir du SNC. En effet,
le SNE humain contient un nombre trés important de neurones, presque €gal a celui de la moelle
épiniere (Schemann et Neunlist 2004; Michel et al. 2022), et présente ¢galement une diversité
neuronale et une répartition fonctionnelle, équivalentes a celle du SNC (Fung et Vanden Berghe
2020). De plus, comme le SNC, le SNE contient des cellules gliales, considérées comme
équivalents des astrocytes, tant d’un point de vue morphologique, que fonctionnel (Jessen et
Mirsky 1983) et revue dans (Boesmans et al. 2021)). Enfin, comme le SNC, le SNE peut étre
atteint par un nombre important de pathologies congénitales ou acquises, regroupées sous le

terme de neuropathie entérique (De Giorgio et al. 2016).

2.1 Organisation générale du SNE

Le SNE s’étend du tiers supérieur de 1’cesophage, jusqu’au rectum et dans les glandes
digestives (glandes salivaires, pancréas et vésicule biliaire) (Furness 2012). Le SNE humain se
compose d’un réseau d’environ 500 millions de neurones et 5 fois plus de cellules gliales
entériques (Furness et al. 2014). Ce réseau est regroupé en ganglions, reliés entre eux par des
fibres inter ganglionnaires, au sein de deux plexus, ayant des réles complémentaires, le plexus
myentérique d’Auerbach (dans les couches longitudinales et circulaires du tractus gastro-
intestinal) et le plexus sous-muqueux (de Meissner). Plus précisément, le plexus myentérique
est impliqués dans la contraction et la motilité intestinale, tandis que le plexus sous-muqueux
joue un role dans la régulation de la sécrétion muqueuse et du flux sanguin de la paroi digestive

(Benarroch 2007; Schemann et Neunlist 2004) (Figure 4).

Il existe plusieurs classifications des neurones entériques. En particulier, deux
classifications basées sur leur critéres morphologiques (Dogiel et Dogiel 1899) et leurs
propriétés électrophysiologiques (Lomax, Bertrand, et Furness 2001) ont été proposées, mais
ne sont plus utilisées de nos jours. Désormais, la classification des neurones entériques est
principalement fonctionnelle, basée sur leur implication dans I'activité réflexe entérique, ou
encore sur lI'expression de différents neurotransmetteurs/messagers intercellulaires (Furness et
Stebbing 2018; Neunlist et al. 2014; Hansen et al. 2003).

Les neurones entériques sécrétent et produisent plus de 30 neurotransmetteurs et
messagers intercellulaires, qui peuvent étre soit des neurotransmetteurs dits « classiques », i.e.
aussi produits par les neurones du SNC (sérotonine, acétylcholine...), mais aussi des

neuromédiateurs non produits dans le SNC, comme des peptides (polypeptide intestinal

10



vasoactif, VIP ou substance P) ou encore des gaz (NO, oxyde nitrique). La production et la
libération de ces neuromédiateurs dépend généralement de leur fonction. Ainsi, les neurones
moteurs excitateurs responsables d'une contraction musculaire, sont cholinergiques, alors que
les neurones moteurs inhibiteurs sont nitrergiques et VIPergiques (Benarroch 2007; Schemann

et Neunlist 2004).

Muscle longitudinal —: — HucC/D
B g

Muscle circulaire —— ==

Lamina propria —»=

Ganglion myentérique

HuC/D

Ganglion sous-muqueux

Figure 4. Organisation du systéeme nerveux entérique dans la paroi intestinale. Le SNE est
enchdssé dans le tube digestif, et organisé en deux plexus principaux, le plexus sous muqueux
et myenterique. Les illustrations montrent un plexus myentérique et sous-muqueux de colon de
souris adulte, disséequé pour obtenir une préparation ‘whole mount’ avec un double marquage,
HuC/D, pour visualiser les neurones, et S1000, pour identifier les cellules gliales entériques
(images du laboratoire, Nora Béguin, Thibauld Oullier et Guillaume Chapelet)

Selon leur fonction et leur localisation, les neurones entériques peuvent étre regroupés
en trois catégories : neurones afférents primaires intrinséques (IPAN), interneurones, et
neurones moteurs (Figure 5). Les neurones afférents primaires intrinseques (IPAN) sont
présents dans les ganglions des plexus sous-muqueux et myentérique, ou ils représentent,
respectivement, 14% et 30% des neurones. Les IPAN sont considérés comme des neurones
mécano- et chémosensibles, car ils ont la capacité de répondre aux stimuli chimiques, provenant
de la lumiére intestinale, et aux déformations mécaniques de la muqueuse jouant un réle dans
la contraction musculaire (Furness et al. 2014; Clerc et Furness 2004). A noter que I’action des
IPAN peut étre modulée par de nombreuses substances, ou par d’autres types cellulaires,
comme les cellules endocrines intestinales ou les cellules immunitaires (Ahlman et Nilsson

2001). Les interneurones, quant a eux, représentent la population la plus abondante de neurones
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entériques. Ces neurones sont situ€s dans le plexus myentérique, et leur role principal est de
transmettre 1’information nerveuse provenant des IPAN, vers les neurones moteurs. Deux
grandes catégories d’interneurones sont décrites, les interneurones ascendants, et les
interneurones descendants. Les interneurones ascendants ont des voies axonales, en amont de
leur stimulation, et sont responsables de 1’activation de neurones moteurs excitateurs, via la
sécrétion d’acétylcholine et de substance P (Bornstein, Costa, et Grider 2004). Les
interneurones descendants ont des projections axonales en aval du tube digestif, vers les
neurones moteurs descendants, et interviennent dans les réflexes sécréto-moteurs, via la
sécrétion d’acétylcholine ou de sérotonine, ou dans le péristaltisme, via la sécrétion de NO et
de VIP (Furness et al. 2014) (Figure 2). Finalement, les neurones moteurs, qui, quant a eux,
peuvent €tre subdivisés en 5 sous-types différents, selon leur fonction (Hansen et al. 2003) :
neurones moteurs musculaires excitateurs, neurones moteurs musculaires inhibiteurs, neurones
sécrétomoteurs vasodilatateurs et non vasodilatateurs, et neurones moteurs innervant les
cellules endocrines de I’estomac. Les neurones moteurs, en fonction des stimuli pergus via
I’interaction avec les interneurones, ont la capacité de transmettre aux cellules effectrices des
signaux activateurs ou inhibiteurs, respectivement par la sécrétion d’acétylcholine/substance P

ou de NO/VIP.

Neurone afférent primaire
intrinséque (IPAN) / interneurone
(SP, CGRP & ACh)

Interneurone
excitateur
(ACh ou 5-HT)

Interneurone
excitateur Motoneurone
(SP & Ach) inhibiteur
(VIP, ATP & NO)
Motoneurone
excitateur
(SP & Ach)

Cellule entérochromaffine / Neurone
afférent primaire intrinséque (IPAN)
(5-HT)

Figure 5. Organisation fonctionnelle des différentes populations de neurones du SNE en
neurones afférents primaires intrinséques (neurones mécano- et chémosensibles), au contact
de la lumiere intestinale, interneurones et motoneurones inhibiteurs/excitateurs, impliqués
notamment dans le péristaltisme intestinal.
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2.2 Fonctions du SNE

Le SNE participe a la régulation de nombreuses fonctions fondamentales du systéme
digestif, en ayant, en particulier, une action régulatrice de la motricité digestive et de I’intégrité
de la barriere intestinale (Schemann et Neunlist 2004; Neunlist et al. 2014). Par ailleurs, le SNE
est en contact direct, et indirect, avec des stimuli per¢us dans la lumiére intestinale (role de
sensing), et dans la paroi digestive (Schemann et Neunlist 2004; Neunlist et al. 2014). Le SNE
a, par ailleurs, la capacité d’interagir avec le systéme immunitaire, le systéme endocrinien et le
systeme vasculaire (régulation du flux sanguin digestif). Ces principales fonctions du SNE sont

décrites plus en détails, ci-apres.

L'intégrité neuronale est essentielle au bon fonctionnement de la motricité digestive, et
implique les voies nerveuses intrinseques et extrinseques (Figure 3). Le réflexe péristaltique va
permettre I'avancée du bol alimentaire, grace a une contraction sur le versant oral, et une
relaxation sur le versant anal (Figure 6). Il est initi¢ par la perception par le SNE de différents
stimuli chimiques (glucose, acides gras) ou physiques (perception de la distension des muscles
de la paroi intestinales) (John B. Furness et al. 2014; John B. Furness 2012). L’activation des
IPAN va conduire a la stimulation des interneurones qui vont activer, soit des neurones moteurs
excitateurs ascendants responsables de la contraction des muscles sur versant oral
(Acétylcholine et substance P), soit des neurones moteurs inhibiteurs sur le versant anal (NO et

VIP) (Furness, 2000) (Huizinga et Lammers 2009) (Figure 6).

Le SNE joue aussi un rdle important dans la régulation de I’intégrité de la barricre
¢épithéliale intestinale, et est ainsi responsable du maintien de I’homéostasie digestive, en
permettant le passage de nutriments, d’¢lectrolytes, ou en empéchant le passage d’agents
pathogénes ou de substances toxiques (Marchiando, Graham, et Turner 2010). En effet,
I’intégrité de la barriére intestinale est assurée par le maintien de sa conformation structurelle
et, notamment, par la présence de jonctions serrées (Figure 2b) (Suzuki et al. 2013). Or, le SNE
a la capacité de réguler I’intégrité de la barriére en secrétant, par exemple, le peptide VIP qui
diminue la perméabilité intestinale en agissant sur la protéine des jonctions serrées ZO-1, ou en
sécrétant de 1’acétylcholine qui, a I’inverse, augmente la perméabilité intestinale (Neunlist et
al. 2003). De plus, fait intéressant, la stimulation du SNE, via par exemple la stimulation du
nerf vague ou des racines sacrées, est ¢galement associ¢ a une modification de la perméabilité

de la barricre intestinale (Meurette et al. 2012).
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Figure 6. Connexions entre neurones entériques impliquées dans le réflexe péristaltique. Les
neurones afférents primaires intrinséques (IPAN) myentérique ou sous-muqueux qui sont
activés, par exemple, par une distension de la paroi intestinale, font synapse avec les
interneurones et les neurones moteurs. Le réflexe péristaltique comprend un réflexe excitateur
ascendant médié par les neurones moteurs myentériques, qui utilisent l'acétylcholine (ACh) et
la substance P (SP) et provoque une contraction des muscles circulaires et longitudinaux. Le
réflexe inhibiteur descendant implique des neurones moteurs inhibiteurs qui utilisent le
monoxyde d’azote (NO) et le polypeptide intestinal vasoactif (VIP) pour relaxer les muscles
(Benarroch, 2007)

Il a ét¢ montré que le SNE pouvait jouer un rdle dans la réponse immunitaire, en
participant a 1’¢limination d’agents pathogenes (Udit, Blake, et Chiu 2022). En effet, des
projections des neurones entériques sont en étroite interaction avec des cellules immunitaires
adaptatives, notamment au niveau des plaques de Peyer (follicules lymphoides de la muqueuse)
(Chiocchetti et al. 2008; Vulchanova et al. 2007), et a proximité des cellules T régulatrices
(Treg) de la lamina propria (voir figure 2) (Yan et al. 2021) ce qui permet aux neurones
entériques d'influencer 1'équilibre des populations de cellules T régulatrices dans le colon
(Vulchanova et al. 2007). Par ailleurs, le SNE est capable d’interagir avec les macrophages
tissulaires, qui sont 1'une des cellules immunitaires les plus nombreuses dans la muqueuse
intestinale, notamment au niveau de la couche musculeuse (De Schepper et al. 2018; Muller et

al. 2014). Une attention particuli¢re a d’ailleurs été portée a I’interaction entre un sous type de
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macrophages musculaires et le plexus myentériques (Verheijden et Boeckxstaens 2018; Viola
et Boeckxstaens 2020). En effet, ces macrophages semblent etre impliqués dans la régulation
de la contractilit¢ du muscle lisse, et donc de la motilité gastro-intestinale, et, notamment
seraient impliquées dans 1'iléus post-opératoire, un état clinique caractérisé par une inertie
prolongée de la motilité intestinale, qui peut survenir aprés un traumatisme, ou une chirurgie
(Kalff et al. 2003; Wehner et al. 2007). En effet, il a été mis en évidence que les neurones
entériques étaient capables d'interagir directement avec les macrophages et de moduler leur
fonction (Matteoli et al. 2014; Muller et al. 2014; Gabanyi et al. 2016). Cette interaction
macrophage/SNE est susceptible d’expliquer que la stimulation du nerf vague puisse réduire
I'iléus post-opératoire, en agissant sur I’inflammation localisée (de Jonge et al. 2005). Enfin,
des travaux plus récents suggerent une relation bidirectionnelle entre neurones entériques et
composés de la lumicre intestinale, comme le microbiote intestinal et ses métabolites (Jarret et
al. 2020). Cette interaction bidirectionnelle microbiote/SNE serait associée a I’apparition de
réponses immunologiques distinctes et spécifiques. Par exemple, Jarret et al. (Jarret et al. 2020)
ont montré que les neurones entériques pouvaient jouer un role clef dans la barriére muqueuse,
via la libération de I'IL-18, permettant de contrdler 1'expression des protéines antimicrobiennes

par les cellules caliciformes intestinales, responsables de 1’élimination d’agents pathogénes.

Le SNE joue aussi un réle fondamental de signalisation sensorielle (rdle de sensing) du
contenu de la lumicre digestive. Plus précisément, au niveau de I’intestin, la signalisation
sensorielle du SNE est médiée par trois types de cellules : les IPANSs, les CEE, et les cellules
immunitaires (Mayer 2011). En effet, via leurs terminaisons nerveuses, les [IPANs forment un
réseau interconnecté avec les CEE, au niveau de la lamina propria de l'intestin. Ces CEE,
situées au sein de I'épithélium intestinal, peuvent libérer en retour des molécules capables de
moduler l'activit¢ du SNE (Bertrand et al. 1997; Furness 2012). Par exemple, une des
principales substances libérées par les CEE est la sérotonine, qui est impliquée dans la
régulation du péristaltisme intestinal (Fung et Vanden Berghe 2020; Gershon 1999) (Figure 2).
Un autre exemple de I’interconnexion neurone/CEE est la réponse aux stimuli luminaux associé
a la sécrétion d'acide par les cellules pariétales de 1’estomac, qui implique des substances
secrétées par les CEE, comme la gastrine, I'histamine et la somatostatine (Schubert et Peura

2008).
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2.3 Neuropathie entérique

Des troubles digestifs, en particulier des troubles de la motricité intestinale, peuvent étre
la conséquence d’une atteinte du SNE, définissant le concept de neuropathies entériques (De
Giorgio et al. 2016; De Giorgio et al. 1999). En effet, il est suggéré qu’une perte de plus de 50%
des neurones des ganglions myentériques et sous-muqueux (par rapport aux témoins) serait un
seuil critique de survenue de manifestations cliniques liées a des troubles de la motricité
intestinale (Boschetti et al. 2019).

Les premiers travaux sur les neuropathies entériques remontent au XIXe siecle (plus
précisément en 1886) lorsque Harald Hirschsprung, un pédiatre danois, a décrit la maladie qui
porte toujours son nom (Skaba et al. 2007). Harald Hirschsprung a en effet identifi¢ des
anomalies du SNE responsables des symptomes, i.e. I'absence de ganglions myentériques et
sous-muqueux chez des nouveau-nés présentant un mégacolon congénital (Skaba et al. 2007).
Désormais, les neuropathies entériques sont classées (De Giorgio et al. 2016) en primaires, si
la maladie cible principalement le SNE, ou secondaires, si les anomalies du SNE font partie
d'une affection systémique impliquant plusieurs organes, comme par exemple, le diabéte, la
sclérodermie systémique, ou I'amylose digestive (Knowles et al. 2013; De Giorgio et al. 2016;
De Giorgio et Camilleri 2004)

La description histopathologique des différentes neuropathies entériques se fait en
fonction des caractéristiques neurodégénératives et/ou immunitaires/inflammatoires (De
Giorgio et al. 2016). Ainsi, la neuropathie entérique peut étre analysée en considérant la
présence d’une infiltration de lymphocytes, d'éosinophiles, ou de mastocytes, dans les plexus
du SNE, aboutissant parfois a un aspect de plexite (De Giorgio et Camilleri 2004; Knowles et
al. 2013). Cependant, les analyses histopathologiques, et la classifications des neuropathies,
sont amenées a évoluer, car les mécanismes impliqués dans I’apparition des neuropathies ne
sont pas encore completement compris (De Giorgio et al. 2016). Cela est principalement li¢ a
la difficulté d’étude du SNE, notamment concernant I’analyse quantitative des ganglions
entériques, ou des corps cellulaires neuronaux, qui est complexe, chronophage, et reste peu
réalisable en routine (Boschetti et al. 2019; De Giorgio et al. 2016). Il est en de méme pour les
analyses qualitatives du SNE, difficiles a réaliser et a interpréter, en raison du manque de
normes validées (De Giorgio et al. 2016).

La plupart des neuropathies primaires sont considérées comme idiopathiques, méme si
des facteurs de risque génétiques ont pu étre identifiés (De Giorgio et al. 2016). Par ailleurs,
des 1ésions spécifiques du SNE ont pu étre identifiées dans certaines neuropathies primaires.

Ainsi, certaines sous-populations neuronales peuvent étre spécifiquement dysfonctionnelles,
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comme dans les troubles chroniques de la motilité gastrique (Boschetti et al. 2019) ou la maladie
de Hirschsprung (Dariel et al. 2020). Par ailleurs, des neurones moteurs inhibiteurs nitrergiques
seraient affectés dans certaines neuropathies entériques, comme l'achalasie (De Giorgio et al.
1999; De Giorgio et al. 2016), et la constipation liée a un ralentissement chronique du transit
(Wattchow et al. 2008). Considérant les caractéristiques immunitaires des neuropathies, il a
aussi €été¢ décrit des éléments spécifiques, dans certaines neuropathies primaires, comme la
présence de ganglions entériques "géants" (probablement dus a une augmentation du nombre
de neurones et des cellules gliales) dans une maladie génétique, la ganglioneuromatose (Raue
et Frank-Raue 2010). Dans certaines neuropathies primaires, une expression pathologique de
certains marqueurs neuronaux (neuron specific enolase, NSE, protein gene product 9.5,
PGP9.5, ou Hu) peut etre observée au niveau des corps cellulaires des neurones ganglionnaires,
et est associée a la présence d’anomalies morphologiques des mitochondries, d’une
vacuolisation cytoplasmique et a une perte axonale (De Giorgio et Camilleri 2004). Cet aspect
de ganglionite lymphocytaire, avec présence d’anticorps anti-neuronaux anti-HuC/D (selon la
cible moléculaire) ou présence d’anticorps anti-neuronaux nucléaires (ANNA-1) (selon la
nomenclature), a d’ailleurs fait émerger une entité spécifique de neuropathie entérique
dénommeée neuropathie primaire a anticorps anti-neuronaux (De Giorgio et Camilleri 2004).
Fait intéressant, en plus de leur intérét dans le diagnostic de neuropathies entériques
inflammatoires, les anticorps anti-HuC/D sont associés a une altération de la voie réflexe
ascendante du péristaltisme, in vitro, provoquant l'apoptose neuronale, et déclenchant des
mécanismes autophagiques dans des modeles de cultures primaires de neurones myentériques
(De Giorgio et al., 2004). Finalement, l'infiltration lymphocytaire dans les ganglions entériques
et la présence d’autoanticorps anti-neuronaux spécifiques, fournissent donc une base de
connaissance permettant de mieux comprendre 'origine de la dysmotilité sévere observée chez

certains patients.

Une atteinte du SNE est également décrite dans la maladie de Crohn (MC) (Lakhan et
Kirchgessner 2010). La MC est une maladie inflammatoire de l'intestin, caractérisée par une
inflammation chronique, rémittente et récurrente, de l'ensemble du tractus gastro-intestinal.
Bien que 1'étiologie précise de la MC soit inconnue, il est généralement admis qu'elle se
développe a travers une réponse immunitaire exagérée a des antigénes luminaux, chez des
individus génétiquement susceptibles, entrainant une inflammation et des lésions de
I'épithélium intestinal (Torres et al. 2017). Fait intéressant, le processus pathologique de la MC

ne se limite pas au revétement épithélial, mais s'étend a tous les composants de la paroi, y
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compris le SNE, dont la structure et le phénotype neurochimique sont altérés lors de phase
active de MC (Brierley et Linden 2014). De nombreuses anomalies structurelles du SNE ont
été¢ décrites au cours des MICI, parmi lesquelles des altérations architecturales des plexus
(Nadorra, Landing, et Wells 1986), un nombre accru de fibres nerveuses
épaissies/hypertrophié¢es (Rumessen, Vanderwinden, et Horn 2011; Geboes 1993), altérations
des corps cellulaires neuronaux (Oehmichen et Reifferscheid 1977; Geboes et Collins 1998) et
une nécrose axonale (Dvorak et al. 1993) (Figure 7a). Au-dela de ces anomalies
morphologiques, des modifications du phénotype neurochimique ont été rapportées, avec par
exemple une augmentation de la proportion des neurones VIPergiques (Boyer et al. 2007; Belai
et al. 1997). A noter par ailleurs que quelques études qui ont évalué la densité neuronale, dans
les plexus myentérique et/ou sous-muqueux au cours de la MC, n'ont pas trouvé de différence

avec une population témoin (Schneider et al. 2001; Boyer et al. 2007).

(a) (b)

L Submucesal ganglia

Inflammation and pastinflammation
= Hypomcitable AH neurons
7= = Facilitated synaptic transmission

Inflammation and
postinfammation

= Altered gut motility
» Altered secretion

Myanteric danglia
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= Indiscriminate loss of entedc neurons
» Loss of viscerofugal newrons
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Figure 7. Modifications du SNE observées dans la MC. (a) Iléon d'un cas de patient ayant
une MC montrant une hypertrophie nerveuse associée a une inflammation de la sous-muqueuse.
Immunomarquage neurofilaments pour détecter les neurones (fibres foncées) (Geboes and
Collins, 1998) ; (b) Modification des neurones entériques suite a une inflammation intestinale,
avec modifications fonctionnelles et morphologiques des neurones entériques (Brierley and
Linden, 2014)

3. Les cellules entéroendocrines

Les CEE sont des acteurs clefs de I’axe intestin-cerveau (Cryan et al. 2019; Ye et al. 2021), non
seulement par leurs propriétés endocrines, mais aussi paracrines, en interagissant avec le
systéme immunitaire et le SNE (Sternini, Anselmi, et Rozengurt 2008; Bohorquez et al. 2015;

Larraufie et al. 2018; Gribble et Reimann 2019; Eissa et al. 2018). Les CEE jouent donc un réle
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important dans I'immunité muqueuse, le maintien de la fonctionnalité de la barri¢re intestinale,
et la motilité gastro-intestinale (Gribble et Reimann 2019; Ye et al. 2021; Yu et al. 2020). Dans
ce chapitre, nous décrivons tout d’abord les propriétés classiques endocrines de CEE, puis nous

abordons un aspect plus récent concernant les propriétés neuronales des CEE.

3.1 Fonctions endocrines des CEE

Les CEE sont dispersées le long de la muqueuse gastro-intestinale, dans les cryptes et les
villosités, et sont peu abondantes, ne représentant que 1 % des cellules de 1'épithélium intestinal
(Sternini, Anselmi, et Rozengurt 2008; Gribble et Reimann 2019). L’action des CEE est
principalement liée a la sécrétion d'hormones et, malgré leur dispersion, les CEE représentent
un des plus grand systémes endocriniens du corps humain (Furness et al. 2013; Sternini,
Anselmi, et Rozengurt 2008; Gribble et Reimann 2019; Yu et al. 2020). Cette production
paracrine, ou endocrine, se fait en réponse a divers stimuli présents dans la lumiére digestive,
comme les glucides, lipides et les acides gras a chaine courte (Gribble et Reimann 2019; Furness
et al. 2013; Larraufie et al. 2018). Ces derniers sont particulierement intéressants puisqu’ils sont
produits par certaines bactéries du microbiote intestinal (aprés fermentation de glucides
complexes), et qu’ils sont un des composants humoraux important de 1’axe intestin-cerveau
(van der Hee et Wells 2021). Les surfaces apicales de la plupart des CEE sont exposées a la
lumicére intestinale, ce qui leur permet de détecter directement le contenu luminal ingér¢, alors
que la partie baso-latérale des CEE est responsable de la libération d’hormones (Figure 8).
Toutefois, certaines CEE ne sont pas directement en contact avec la lumiére intestinale et
résident prés de la lame basale (Sternini, Anselmi, et Rozengurt 2008; Hofer et Drenckhahn
1999). Ces différents types morphologiques, classés respectivement en "ouverts" ou "fermés",
ont traditionnellement été considérés comme reflétant des roles cellulaires distincts (Yu et al.
2020; Gribble et Reimann 2019). Cependant, la transition entre les différents types cellulaires
de CEE reste, a ce jour, peu étudiée (Yu et al. 2020).

Les CEE sont classiquement catégorisées en fonction des hormones qu'elles secretent
(Tableau I) (Gribble et Reimann 2019; Yu et al. 2020). Plus précisément, les CEE sont capables
de secréter plus de 15 hormones différentes (Gribble et Reimann 2019; Yu et al. 2020), comme
la chromogranine, la sérotonine, la somatostatine, le neuropeptide, le VIP, la SP, la
cholécystokinine (CKK), le peptide glucagon-like (GLP)-1/2 et la ghreline. Comme cela a été
précisé précédemment, les CEE représentent la plus grande population de cellules endocrines

du corps humain et, a titre d’exemple, elles sont responsable de plus de 95% de la sécrétion de
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sérotonine dans le corps humain (Mawe et Hoffman 2013). Par ailleurs, fait intéressant, une des
hormones produites par les CEE, la chromogranine A, est un des principaux facteur associé a
la composition du microbiote intestinal, renfor¢ant le role clef des CEE dans I’axe

intestin/cerveau (Falony et al. 2016; Zhernakova et al. 2016).

AGCC
Lipides Glucides

!

Colon humain

Microvilli

Cellules entéroendocrines

Hormones
- PYY

Granules de sécrétion v - Ghrelin

- GLP-1

Figure 8. Propriétés générales des CEE. A gauche, coupe de colon humain marquée par un
anticorps anti-GLP1 montrant les CEE dispersés dans [’épithélium (image du laboratoire en
collaboration avec Gwenola Le Dréan, PhAN INRAE). A droite, interaction avec les composés
de la lumiere intestinale a leur pole apical (lipides, glucides, acides gras a chaine courte)
entrainant une libération d’hormones avec effet endocrine ou paracrine.

Types cellulaires Principales hormones Fonctions digestives
secrétées
| CellllessA ~ Ghréline, Nestafine-l ~~ Controle de I’appétit, relargage de I’hormone de croissance
Cellules G Gastrine Acidité et motilité digestive
Cellules D Somatostatine Sécrétion hormonale, motilité digestive, immunité muqueuse
Cellules L GLP-1, GLP-2, PYY Contréle de ’appétit, motilité digestive, homéostasie énergétique
Cellules K GIP Sécrétion d’insuline
Cellules I CCK Contrdle appétit, motilité digestive, sécrétion acide biliaires, immunité muqueuse
Cellules enterochromafines 5-HT Controle appétit, motricité et sécrétion digestive, immunité muqueuse
Cellules N Neurotensine Motilité digestive et immunité muqueuse
Cellules M Motilines Motilité digestive
Cellules S Secretine Acidité et homéostasie énergétique
Cellules Enterochromaffines like Histamine Acidité et immunité muqueuse
Cellules P Leptine Contrdle de I’appétit, absortion de nutriments, immunité muqueuse

Tableau I : principaux sous-types de cellules entero-endocrines (Yu et al. 2020)

La dispersion des CEE dans [’épithélium intestinal rend leur étude délicate.

Historiquement, la fonction des CEE a été étudiée, indirectement, in vivo, en mesurant les
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niveaux d'hormones dans le sang, suite & une stimulation luminale, par des nutriments
(Goldspink, Reimann, et Gribble 2018). Cependant, de nombreuses hormones gastro-
intestinales ont une demi-vie trés courte, et les niveaux périphériques d'hormones plasmatiques
ne reflétent donc pas forcement la fonction réelle des CEE (Kieffer, McIntosh, et Pederson
1995; Ye et al. 2021; Druce et al. 2009). Plusieurs lignées cellulaires ont donc été caractérisées,
et sont utilisées pour étudier les CEE, en particulier en analysant leur libération d’hormones
ainsi que les flux calciques. Les caractéristiques de ces lignées, ainsi que les limites de leurs
utilisations, sont résumées dans le tableau II. A noter par ailleurs que, au-dela des limites
propres a chaque lignée, il faut avoir en téte que ce type d’approche ne permet pas de modéliser
la complexité de I'effet de stimuli alimentaires ou microbiotiques, sur la fonction des CEE, car
elle ne reproduit pas parfaitement la complexité de 1'environnement in vivo, qui implique des
signaux provenant de cellules voisines, telles que les entérocytes, les vaisseaux sanguins, et les
cellules immunitaires. Par ailleurs, la fonction des CEE peut aussi etre étudiée in vitro grace a
des modeles de culture de cellules et d'organoides, en utilisant, par exemple, des
enregistrements cellulaires électrophysiologiques, et des techniques d'imagerie calcique basées
sur la fluorescence (Kaelberer et al. 2018; Reimann et al. 2008). Peu d’étude ont réussi a étudier
les CEE in vivo. A noter cependant 1’é¢tude de Ye et al. (Ye et al. 2021.) qui suggére une
modulation des CEE induite par un repas riche en matiéres grasses, ou par la présence de
microbiote intestinal, notamment par certaines bactéries (comme les bactéries du taxon
Acinetobacter). Cette modulation de la sécrétion hormonale des CEE, par le microbiote, a
¢galement été mis en évidence sur modele murin et zebrafish (Ye et al. 2021). Cependant, les
mécanisme d’interaction entre CEE, et contenu de la lumiére intestinale (dont le microbiote),
ne sont pas encore complétement décrits (Gribble et Reimann 2019; Ye et al. 2021; Yu et al.

2020).

Lignée Origine Limites Hormones/peptides

STC-1 Souris, Tumeur digestive Peu transfectable PYY

Variabilité de réponse endocrinienne = GLP-1, Neurotensine

NCI- Homme, Adénocarcinome = Non adhérentes GLP-1

H716 colon, ascite

GLUTag Souris Réponse variable AGCC GLP-1
Tumeur colique CCK

Tableau Il. Principales caractéristiques des 3 lignées de CEE couramment utilisées. AGCC :
acides gras a chaine courte ; CCK : cholécystokinine ; GLP-1 : glucagon-like peptide 1.
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3.2 Propriétés neuronales des CEE

Des travaux récents suggerent qu’en plus d’avoir un phénotype endocrinien, les CEE
ont aussi un phénotype neuronal. Les premiers article sur le sujet ont ét¢ publiés par 1’équipe
de Roger Liddle (Bohorquez et al. 2015; Yu et al. 2020). Ce groupe de recherche a montré que
les CEE avaient des longs processus basaux, en forme de pseudopodes, appelés "neuropodes",
ressemblant & des prolongements neuronaux, et que l'extrémité terminale de ces processus
pourrait ressembler a une synapse, capable de créer une interface avec les neurones intestinaux
et les cellules épithéliales (Bohorquez et al. 2015; Yu et al. 2020) (Figure 9). Plus précisément,
les neuropodes des CEE présentent des caractéristiques semblables a celles des axones
(présence de neurofilaments) et semblent, en plus, participer au mécanisme de sécrétion
hormonal (Bohorquez et al. 2015; Yu et al. 2020). A noter que ces filaments ont aussi ¢té mis
en ¢évidence dans certaines cellules en brosse de 1'épithélium gastrique, un type de cellule
¢pithéliale sensorielle, mais que leur fonction dans ces cellules reste a définir (Luciano, Groos,
et Reale 2003). Par ailleurs, il faut noter que, dans les neurones, la quantité de neurofilaments
détermine le calibre des axones, et que les souris porteuses d'une mutation dans le géne codant
pour ces neurofilaments ont une diminution de diametre axonal (Elder et al. 1998). De plus,
¢tant donné que le diameétre des axones est proportionnel a la vitesse de conduction des influx
¢lectriques (Sakaguchi et al. 1993), il est possible que la quantité de neurofilaments, dans les
CEE, puissent influencer le diamétre de leurs neuropodes, et la propagation des potentiels
d'action. D’ailleurs, il a ét¢ démontré que I'activation de CEE de l'intestin gréle et du cdlon, a
leur pole apical, pouvait déclencher une activité électrique, qui se propageait a leur pole basal,
et aboutissait a une sécrétion hormonale (Rogers et al. 2011). Plus récemment, il a été montré
que la libération de 5-HT par les cellules entéro-endocrines pouvait stimuler les neurones
afférents primaires intrinseques du SNE, lesquels activent, par la suite, les neurones
secondaires, assurant la régulation de la motilité intestinale (Yu et al. 2020). Cela renforce le
rationnel en faveur d’un circuit neuronal et épithélial impliquant les CEE et le SNE (Yu et al.
2020). Outre cet aspect morphologique, I’existence d’un phénotype neuronal est renforcée par
le fait que les CEE peuvent aussi exprimer des protéines neuronales pré et postsynaptiques
(synapsine 1 et PSD-95 par exemple) (Bohorquez et al. 2015) et qu’elles font synapse avec des
neurones vagaux par une signalisation glutamatergique pour transduire des stimuli sensoriels
(sucres et acides gras) en millisecondes (Kaelberer et al. 2018).

Finalement, pour certains auteurs, le terme « Cellules Entero Endocrines », qui rappelle
les actions endocriniennes des CEE, ne refléte ni leurs propriétés neurosensorielles, ni leur

capacit¢ a former des neuropodes et des synapses, au sein d’un authentique circuit
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neuroépithélial (Kaelberer et al. 2018). Les CEE ont d’ailleurs été renommées « Cellules

Neuropodes » par ces auteurs (Kaelberer et al. 2018).

Gut lumen

‘ - Meuropod

EGC &

neuropod Enteric neuron

Figure 9. Propriétés neuronales des CEE. A gauche, [’existence de longs processus basaux,
en forme de pseudopodes, appelés « neuropodes » font contact avec les neurones entériques et
vagaux. A droite, dans le colon de souris, les CEE expriment le marqueur présynaptique
synapsine 1 (SYNI) et postsynaptique PSD95. Barre d’échelle : 10 um. D apres Bohorquez
2015 (Bohorquez et al. 2015).

4. Atteinte du tube digestif dans les protéinopathies du SNC

Nous I’avons vu en préambule, la Maladie de Parkinson (MP) est une maladie
neurodégénérative prototypique de I’atteinte de 1’axe-intestin. Dans ce chapitre, nous abordons
cet aspect plus en détail, puis nous nous intéressons a deux autres protéinopathies

particuliérement fréquentes, les tauopathies et les amyloidopathie.

4.1 Tube digestif et synucléinopathie

Il est désormais bien établi que la MP n’est pas seulement une maladie du cerveau et de
la substance noire, mais qu’elle est aussi une maladie digestive et du SNE (Braak et al. 2003;
de Guilhem de Lataillade et al. 2020). II est méme envisageable d’évoquer une authentique
synucléinopathie entérique dans le cadre de la MP, a partir des données suivantes (Figure 10) :
(1) des lésions neuropathologiques typiques de la MP (dépots d’alpha-synucléine évocateurs de
corps de Lewy) sont observés dans les neurones entériques chez la quasi-totalité¢ des sujets
parkinsoniens dans les études autopsiques (Beach et al. 2010; 2021; Gelpi et al. 2014) (i1) les
troubles de la motricité digestive (gastroparésie et constipation en particulier) sont

particuliérement fréquents au cours de la maladie (Knudsen et al. 2017) (iii) I’alpha-synucléine
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pathologique observée dans le tube digestif des sujets parkinsoniens est agrégée,
hyperphosphorylée et tronquée, correspondant a des caractéristiques biochimiques en tout point

identiques a celles observées dans le SNC (revue dans (de Guilhem de Lataillade et al. 2020)).

. . Modifications Références
Physiologique ff T8
Monomeérique et soluble C‘( I,,f \
1 61 a5 Serl28 140 =
N - J c
|‘ Insoluble \/’ \/ Beac_h etal., JPD ZUEI.E _
N-terminus MNAC C-terminus Agrégée Fenyi et al., Neurobiol Dis
2019
% ?’- Tronquée \/ \/ Killinger et al. Sci Trans| Med
Pathologique .
glq Oligoméres Corps de Lewy 2018
1 61 a5 Serl29 140
Hvperphosphorylée Beach et al., JPD 2016
N - | c yperp phory \f \/
ene
N-terminus MNAC C-terminus
1 61 a5 119
N, | Perte neuronale \/ +/_ Annerino et al., Acta
L J¢c Neuropathol 2014
PP NAC * Cterminus Lebouvier et al., PLoS One
) | 2010

Figure 10. Comparaison de I’atteinte du SNC et du SNE au cours de la MP. En condition
physiologique, I’alpha-synucléine est monomérique et soluble. Dans les corps de Lewy du SNC,
elle est agrégée, hyperphosphorylée et tronquée. Les mémes anomalies sont observées dans les

lésions du SNE au cours de la MP. On notera toutefois [’absence de perte neuronale identifiée
dans le SNE.

I1 convient toutefois de souligner que, malgré les ¢éléments listés précédemment, il n’y
a pas d’études disponibles montrant I’existence d’une perte neuronale dans le tube digestif des
sujets parkinsoniens. En effet, dans la substance noire cérébrale des patients atteints de MP, la
présence d'agrégats d'alpha-synucléine s'accompagne d'une perte neuronale sévere, et les
résultats clinico-pathologiques suggérent fortement que les symptomes moteurs classiques de
la maladie de Parkinson, tels que la bradykinésie et I'hypertonie, sont plus en rapport avec cette
perte neuronale, qu’avec les dépots d'alpha-synucléine (Greffard et al. 2006). Or, cela n’a pas
¢té mis en évidence dans 1'étude post-mortem la plus complete a ce jour, dans laquelle il n’y
avait aucune différence de densité totale des neurones myentériques entre les témoins et les
patients ayant une MP (Annerino et al. 2012). De plus, deux études complémentaires, et
indépendantes (Lebouvier et al. 2010; Giancola et al. 2017), incluant des analyses
immunohistochimiques de biopsies coliques de 58 patients ayant une maladie de Parkinson, et
30 cas témoins, ne trouvait aucune diminution majeure de la densité neuronale dans la MP. Ces

données, bien que préliminaires, suggérent que la perte neuronale entérique n'est pas une
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caractéristique de la MP, méme si ce résultat est limité par la difficulté de la quantification du
nombre de neurones sous-muqueux, principalement en raison de l'architecture des plexus du

SNE (Knowles et al. 2013; De Giorgio et al. 2016),

CEE (CCK)/a-syn

CCK +

et ENS (PGP9.5)/ct-syn

urman

Duodénum, Homme

Figure 11. Expression de ’alpha-synucléine dans les CEE. A gauche, duodénum humain,
sujet sans pathologie neurologique, immunomarquage CCK (cholécystokinine) en vert, d 'une
CEE. En rouge, marquage alpha-synucléine. A droite, les fibres nerveuses sont
immunomarquées avec un anticorps anti-PGP9.5 (rouge) et une CEE ainsi que des fibres
nerveuses sont aussi marquées par l’alpha-synucléine (vert). Ces données montent que les CEE
qui expriment [’alpha-synucléine font contact avec des neurones positifs pour [’alpha-
synucléine. D apres Chandra et al (Chandra et al. 2017)

Plus récemment, un role des CEE a ét¢ envisagé dans la MP. Nous 1’avons vu, les CEE
ont non seulement un phénotype endocrinien mais aussi neuronal. Cela a logiquement conduit
plusieurs équipes a étudier si les CEE exprimaient I’alpha-synucléine, avec comme hypothése
de recherche qu’elles pourraient initier le processus pathologique dans la MP, aprés contact
avec un pathogeéne présent dans la lumicre digestive. C’est en effet le cas, puisque 1’alpha-
synucléine est exprimée par les CEE, dans le duodénum et le colon humain, chez des sujets
témoins, ainsi que chez la souris (Chandra et al. 2017; Casini et al. 2021) (Figure 11). Des
données complémentaires, obtenues chez la souris, ont par ailleurs permis de montrer que les
CEE immunoréactives pour I’alpha-synucléine étaient en contact avec des neurones entériques,
eux aussi positifs pour 1’alpha-synucléine (Chandra et al. 2017). Les principales lignées
cellulaires utilisées pour 1’é¢tude des CEE, comme la lignée STC-1, expriment aussi 1’alpha-
synucléine. Enfin, deux travaux récents ont montré que le milieu conditionné avec la bactérie
intestinale, Akkermansia muciniphila , et avec des acides gras a chaine courte, augmentaient le

niveau d’expression de 1’a-synucléine dans la lignée STC-1 (Rodrigues et al. 2022; Hurley et

al. 2023). Toutefois, bien que ces données soient intéressantes, il convient de noter qu’a notre
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connaissance, il n’y a pas d’études neuropathologiques disponibles sur la présence d’alpha-

synucléine pathologique dans le tube digestif dans la MP.

4.2 Tube digestif et tauopathie

Rappel sur les tauopathie du SNC

Les maladies caractérisées par une accumulation anormale de tau, appelées tauopathies,
regroupent plus de vingt pathologies (Tableau III). Ces tauopathies peuvent étre classées selon
deux grands mécanismes d’apparition, en tauopathies primaires, ou tau semble étre le principal
facteur impliqué dans le processus neurodégénératif, et en tauopathies secondaires, qui sont
associ¢es a d’autres pathologies comme les pathologies ischémiques et post-traumatiques
(Arendt, Stieler, et Holzer 2016). Du point de vue neuropathologique, trois groupes de
tauopathies sont décrits (Clavaguera, Duyckaerts, et Haik 2020), en fonction du type
d’isoformes pathologiques de la protéine tau présentes dans le SNC: les tauopathies 3R et 4R,

les tauopathies 3R, et les tauopathies 4R (Tableau III).

Tauopathie avec présence de tau 3R et 4R Tauopathie 4R Tauopathie 3R
| Maladie d’Alzheimer ~~ Maladic a grains argyrophiles ~ Mutation MAPT (comme G272V, Q336R)
Sclerose Latérale Amiotrophique Degenerescence CorticoBasale Dégénérescence Fronto Temporale
Tauopathie avec anticorps Anti-IgLON5 Parkinsonime atypique de Guadelouoe
Encephalopathie traumatique chronique Tauopathue avec atteinte gliale
Degenerescence neurofibrillaire diffuse avec calcifications globulaire
Trisomie 21 Mutation MAPT (P301L)
Démence familiale Anglaise Paralysie Supra Nucléaire Progressive
Démence familiale Danoise Parkinsonime aec atteinte SLC9a
Maladie de Gestmann-Straussler-Scheinker Tauapathie avec astrogliocytose

Mutation MAPT (V337M, 5406W)
Dystropie myotonique

Maladie de Pick de type C
Parkinsonism post encéphalopathie
Ataxie progressive

Démence avec Dégénérescence neurofibrillaire isolée

Tableau 111 : les différentes tauopathies adapte de Clavaguera, Duckaerets et Haik (Clavaguera,
Duyckaerts, et Haik 2020)

Plus récemment, la recherche a permis de mettre en évidence qu’en plus de la répartition
de ces différentes isoformes, différentes morphologies d’inclusions pathologiques de tau dans
les neurones pourraient caractériser différentes tauopathies (Taniguchi-Watanabe et al. 2016;
Sexton et al. 2022; Shi et al. 2021). Par exemple, bien que I’accumulation de tau 4R soit constaté
a la fois dans la Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP), la Dégénérescence CorticoBasale

(DCB) et la Maladie des Grains Argyrophiles (MGA), la DCB se caractérise par la formation
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de "plaques astrocytaires" (filaments de tau 4R disposés en couronne dans les astrocytes), la
PSP par la présence "d’astrocytes en touffes" (de longs et minces processus dans les astrocytes)
et la MGA, par des inclusions granulaires argyrophiles dans les dendrites neuronales

(Taniguchi-Watanabe et al. 2016; Shi et al. 2021).

L'apparition de la pathologie tau, dans différentes régions du cerveau, a ét¢ montrée
comme se produisant de manicre spécifique et stéréotypée dans plusieurs tauopathies, et a été
attribuée a la vulnérabilité ou a la susceptibilité de différentes régions du cerveau a un processus
de maladie particulier (Dm et Dj 2016). En plus de cette théorie de vulnérabilité régionale,
certaines études, plus récentes, ont suggéré que la propagation de la tauopathie pourrait se
produire de maniere semblable a un prion, ou des formes de tau pathologiques pouvaient étre
transférées des cellules donneuses a cellules receveuses (Clavaguera, Duyckaerts, et Haik 2020;
Mudher et al. 2017). Cependant, bien qu'un nombre croissant d'études soutiennent cette
hypothese de propagation « prion-like », plusieurs étapes de ce processus restent encore a
préciser, et le role d’une éventuelle tauopathie entérique, dans 1’apparition d’une maladie du

SNC n’a pas été¢ montré (Mudher et al. 2017; Sexton et al. 2022).

Généralités sur la protéine tau.

Dans le SNC, 6 isoformes différentes de tau sont décrites, apres épissage alternatif des
exons 2, 3 et 10 du géne MAPT (Goedert et al. 1989) (Figure 1). Plus précisément, 1’épissage
alternatif des exons 2 et 3 du géne MAPT (exons N-terminaux 2 et 3) est responsable d’une
modification de longueur de tau, i.e. soit I'ajout d'une séquence de 29 acides aminés (1N), soit
I’ajout d’une séquence de 58 acides aminés (2N), soit 1’absence d’ajout d'acides aminés
supplémentaires (ON). Dans le compartiment de liaison aux microtubules, l'inclusion ou
l'exclusion de 1'exon 10 donne lieu a des isoformes comportant soit quatre domaines de liaison
aux microtubules répétés (4R), soit trois domaines de liaison aux microtubules (3R).
Finalement, les six isoformes de tau sont nommées par 1’absence/présence de 1 a 2 domaines
N terminaux, et par la répétition de 3 a 4 régions dans le domaine de liaison au microtubule :
ON3R, ON4R, IN3R, IN4R, 2N3R et 2N4R (Figure 12). La longueur de la séquence des
isoformes de tau varie donc entre 352 et 441 acides aminés, correspondant a un poids
moléculaire entre 45 et 65 kDa, aprés migration par électrophorése sur gel d’acrylamide
(Drubin, Caput, et Kirschner 1984; Himmler et al. 1989).

Du point de vue fonctionnel, chaque isoforme de tau comprend 4 domaines principaux

(la numérotation ci-apres fait référence a I’isoforme humaine la plus longue de tau de 441 acides
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aminés) (i) un domaine N-terminal (acides aminés 1 a 150) qui, bien qu’il ne se lie pas
directement aux microtubules, joue un réle dans leur espacement (J. Chen et al. 1992), (ii) un
domaine riche en proline (acides aminés 151 a 243), qui participe a la signalisation cellulaire et
aux interactions avec les autres protéines, en particulier celles contenant des domaines SH3
(comme les protéines kinases de la famille Src ou la sous-unité régulatrice de la
phosphatidylinositol 3-kinase) (Reynolds et al. 2008), (iii)) un domaine de liaison des
microtubules (acides aminés 244 a 369), qui se compose de quatre motifs avec leurs régions
flanquantes, par lesquelles tau lie et stabilise les microtubules (Mukrasch et al. 2007) et (iv) un
domaine C-terminal (acides aminés 370 a 441), dont les roles sont moins bien connus, mais qui

pourrait influencer le niveau de phosphorylation de la protéine tau (Connell et al. 2001).

Exons
0 S FVSFRETEY 1o EIe 6 BlAs 8 5 i g o L o P
. . . : Number of  Splicing
amino acids name

NI N2 [ : ER R SRR | 441 INAR

N1} { ERIEICRZ [ERACIERAN | 412 IN4R

T R} {R3_[Ra_] | 410 IN3R ——a
BRI R2 [ERITTERAT] | 383 0N4R7'
[N CR—{CRERA] 381 IN3R
LRI} {R3_ [ R4 | 352 ON3R
* N-terminal ”Domaine riche en ‘Domaine de liaison C-terminal
proline au microtubule

Figure 12. Epissage alternatif et domaines protéiques de Tau dans le SNC humain. Six
isoformes de tau sont générées dans le SNC humain par épissage alternatif du gene MAPT. Les
sequences d'acides aminés codées par les exons 2 et 3 dans la région N-terminale sont soit
exclues (ON), soit incluses de maniere différentielle, donnant lieu a des isoformes tau IN (exon
2) ou 2N (exons 2 et 3). L'épissage alternatif de l'exon 10 dans le domaine de liaison des
microtubules aboutit a la production des isoformes 3R ou 4R. La région centrale de tau
comprend le domaine riche en proline. La région C-terminale est commune aux six isoformes
tau du SNC humain. La migration sur gel de polyacylamide des protéines recombinantes (6
isoformes) est montrée. Adapté de Wang et Mandelkow, 2016 (Wang et Mandelkow 2016)

La protéine tau a initialement été décrite comme une protéine intracellulaire et neuronale
(Weingarten et al. 1975). En effet, dans les neurones, tau est principalement présente dans le
compartiment axonal (Binder, Frankfurter, et Rebhun 1985) et, a un moindre degré, dans les
compartiments somato-dendritiques (Kanaan et Grabinski 2021) et le noyau (Sultan et al. 2011;
Violet et al. 2014). La localisation cellulaire variables des isoformes de tau dans les neurones

pourrait refléter différentes fonctions physiologiques (Sotiropoulos et al. 2017). Ainsi,
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l'isoforme ON est fortement exprimée dans les corps cellulaires et les axones, 1'isoforme 1N est
fortement localisée dans le noyau, détectable dans les corps cellulaires et les dendrites, mais
absente des axones, et l'isoforme 2N est fortement exprimée dans les axones et les corps

cellulaires, et détectable dans les dendrites (Ittner et al. 2010).

L’expression des isoformes de tau dans le cerveau humain est régulée. En effet, alors
que les six isoformes de la protéine sont présentes dans le SNC humain d’un adulte, chez le
feetus, seule I’isoforme ON3R, la plus courte, est exprimée (Goedert, Neuron 1989). Par ailleurs,
chez ’adulte, les isoformes 1N sont plus volontiers représentées (pres de 60% des isoformes),
et les isoformes 3R et 4R sont exprimées en quantité égale (Goedert et Jakes 1990). A noter que
la répartition des isoformes peut varier seule les especes. Par exemple, chez la souris adulte, les
isoformes présentes dans le SNC ne sont quasiment que des isoformes 4R, et les isoformes 3R
ne sont présentes que transitoirement, jusqu’a 1’age de 2 mois (Bullmann et al. 2010).

Méme si la protéine tau est trés majoritairement exprimée par les neurones, elle peut
aussi étre exprimée, en plus faible quantité, dans les cellules gliales (Papasozomenos et Binder
1987), que ce soit dans les astrocytes (Shin et al. 1991) ou les oligodendrocytes (LoPresti et al.
1995). Par ailleurs, il faut noter la présence d’une isoforme de tau, appelée « big tau », dans
certains neurones des systémes nerveux périphériques (Goedert, Spillantini, et Crowther 1992;
Fischer 2023). Cette isoforme est appelée « big tau» car elle contient un domaine
supplémentaire d’environ 250 acides aminés, faisant 110 kDa (Fischer 2023; Fischer et Baas
2020) (Figure 13). Cette isoforme est principalement décrite dans les neurones des ganglions
vertébraux sympathiques, et dans les ganglions rachidiens, et peut co-exister avec les formes

de plus bas poids moléculaire de la protéine (Georgieff et al. 1993).

En dehors des neurones du SNC et des systémes nerveux périphériques, la protéine tau
a également été décrite dans d’autres tissus et/ou types cellulaires comme les fibroblastes
(Matsuyama et Bondareff 1994), le pancréas (Miklossy et al. 2010), le cceur (Gu, Oyama, et
Ihara 1996), les poumons (Gu, Oyama, et Ihara 1996), les muscles squelettiques (Gu, Oyama,
et Thara 1996), ou encore les testicules (Gu, Oyama, et Thara 1996). Par ailleurs, bien
qu’initialement décrite comme purement intracellulaire et neuronale, plusieurs études
indépendantes ont montré que la protéine tau pouvait étre sécrétée en condition physiologique
(Pooler et al. 2013) et ce, en I’absence de mort cellulaire (Dujardin et al. 2014; Takeda et al.
2015; Yipeng Wang et al. 2017). Par la suite, d’autres ¢études ont mis en évidence que tau

pouvait étre absorbées et sécrété par les neurones via son interaction avec le récepteur LRP1

29



(low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 1), a la surface de ces cellules neuronales

(Rauch et al. 2020). Ces aspects cellulaires expliqueraient la diffusion prion-like de tau.
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Figure 13 : La structure exonique de Big tau, avec (i) une région N-terminale (NTR), qui
comprend les exons 2 et 3 (NI, N2) pouvant subir un épissage alternatif (ii) le domaine de
projection, qui comprend les exons 4, 5, et, spécifiquement pour Big tau, la transcription de
[’exon 4a de grande taille, (iii) les quatre domaines de liaison aux microtubules (MTBD), qui
comprennent les exons 9 a 12, l'exon 10 étant soumis a un épissage alternatif, et (iv) la région

C-terminale (CTR) de l'exon 13, d’apres Fischer et al (Fischer et al. 2023; Fischer et Baas
2020).

Fonctions de la protéine tau

Principalement de localisation neuronale et axonale, tau joue un role important dans la
promotion de la polymérisation, de 1'assemblage et de la stabilité des microtubules, qui sont
essentiels au transport axonal ainsi qu'au maintien de l'intégrité structurelle des neurones
(Yipeng Wang et Mandelkow 2016; Weingarten et al. 1975; Sotiropoulos et al. 2017; Binder,
Frankfurter, et Rebhun 1985; Kadavath et al. 2015; Kellogg et al. 2018). A noter que le fait que
tau soit principalement reconnue en tant que protéine de liaison aux microtubules, a concentré
les efforts de recherche sur sa fonction axonale de stabilisation des microtubules (Figure 14).
Cependant, ces dernic¢res années, d'autres fonctions biologiques potentielles ont été attribuées a
la protéine tau (Sexton et al. 2022; Sotiropoulos et al. 2017). Par exemple, la protéine tau est
présente dans le noyau, ou elle pourrait protéger I'ADN contre les dommages induits par la
peroxydation (Sjoberg et al. 2006; Maina et al. 2018; Mansuroglu et al. 2016). De plus, dans le
cytoplasme, il a ét€¢ montré que tau pouvait également affecter 1’architecture du corps cellulaire,
en agissant sur le cytosquelette d'actine, et sur la dynamique des microtubules (Sexton et al.
2022). Enfin, de nombreuses autres fonctions physiologiques de tau sont actuellement a I'étude,
notamment ses roles dans la modulation de la signalisation de l'insuline (Marciniak et al. 2017),
la régulation de la my¢linisation (Sotiropoulos et al. 2017; LoPresti et al. 1995; Lopes et al.
2016), et la régulation de 'apprentissage, de la mémoire et de la plasticité synaptique (Biundo

et al. 2018).
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Fig. 1 A schematic representation of the suggested role(s) of Tau in different subcellular compartments such as neuronal axon, nucleus,
post- and pre-synaptic compartments

Figure 14 : localisation et fonction de la protéine tau dans les neurones : la localisation
variable de tau est associé a différentes fonctions cellulaires, comme la protection de I’ADN
contre les dommages, le maintien de [’architecture cellulaire, le transport axona , et la
plasticité synaptique (Sotiropoulos et al. 2017)

Modifications post-traductionnelles de la protéine tau

Que ce soit en condition physiologique ou pathologique, de trés nombreuses
modifications post-traductionnelles de tau ont été décrites, comme la phosphorylation,
l'acétylation, la méthylation, 1'ubiquitination et la troncation (Lindwall et Cole 1984; Wang et
Mandelkow 2016; Spillantini et Goedert 2013).

La phosphorylation de tau est la modification post-traductionnelle qui a été, de loin, la
plus étudi¢e. Tau contient 85 sites potentiels de phosphorylation, dont 45 résidus sérine, 35
thréonine et cinq résidus tyrosine (revue dans (Guo, Noble, et Hanger 2017) (Figure 15). L’ajout
de groupements phosphates sur tau diminue son affinité pour la tubuline, comme cela a été
montré en particulier pour les résidus sérine 262, 293, 324 et 356, qui sont chacun situés sur les
4 domaines de liaison aux microtubules (Drewes et al. 1995). Cette hyperphosphorylation peut
favoriser le détachement de tau des microtubules, tau se retrouvant ainsi sous forme « libre »
dans le cytosol. Ces formes libres de tau, hyperphosphorylées, peuvent s’agréger en filament

hélicoidaux (oligomere, polymere, fibrilles puis filaments) et, sont associées a 1’apparition
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d’une dysfonction neuronale, notamment axonale (Leroy et al. 2007), a I’origine du processus
neurodégénératif neuronal, nommé Dégénérescences Neuro Fibrillaires (DNF) (Buée et al.

2000; Yipeng Wang et Mandelkow 2016; Brion et al. 2001).
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Figure 15. Principaux sites de phosphorylation de tau.

Les DNF sont des marqueurs neuropathologiques présents dans les cerveaux de patients
atteints de plusieurs pathologies neurodégénératives. Elles sont constituées de protéine tau,
associée aux microtubules, hautement phosphorylée, et agrégée, sous forme de filaments droits
ou en hélice appari¢e (Goedert et al. 1989). Dans la Maladied d’Alzheimer, 1’apparition des
DNF dans le cerveau suit un schéma spatiotemporel prévisible, commengant, dans la majorité
des cas, dans le cortex entorhinal. Ce schéma de diffusion de la tauopathie dans le cerveau des
patients ayant une MA a été décrit pour la premicre fois par Braak en 1991, et sert d’ailleurs de
base pour la classification de la pathologie tau dans la maladie d'Alzheimer, lors de 1'examen
post-mortem du cerveau (Braak et al. 2006). Plus précisément, les cerveaux de stade Braak I/I1
présentent une pathologie du tau limitée au cortex entorhinal, au thalamus et a la région CAl
de I'hippocampe ; au stade Braak III/IV, la pathologie se propage aux zones limbiques, et le
dépot de tau est présent dans l'amygdale, les ganglions de la base et la région CA4 de

I'hippocampe ; au stade Braak V/VI, la pathologie est répandue dans I'hippocampe et est
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présente dans le néocortex, et, au stade VI, pratiquement toutes les régions du cerveau sont
touchées, a l'exception du cervelet (Braak et al. 2006). Fait intéressant, il a ét¢ mis en évidence
que cette diffusion de la pathologie tau et des DNF dans le cerveau était plus en corrélation avec
la gravité¢ de la maladie que 1’apparition et la diffusion des plaques de béta-amyloide, 1’autre
lésion neuropathologique décrite dans la MA (Duyckaerts et al. 1998; Giannakopoulos et al.

2003).

D'autres modifications post-traductionnelles de tau sont décrites, telles que 1'acétylation,
I'ubiquitination, et la troncation, et ont également été démontrées comme contribuant
directement, ou indirectement, a des événements conduisant a la neurodégénérescence. Par
exemple, des recherches examinant le role de I'ubiquitination dans la DCB, suggérent que les
modifications post-traductionnelles de tau pourraient jouer un role dans la diversité structurale
de tau (Arakhamia et al. 2020). Généralement, comme pour la phosphorylation, les autres
modifications post-traductionnelles de tau aboutissent a des protéines insolubles, tronquées, ou
agrégées. Cela a été particulierement étudi¢ dans les tauopathies 4R (dépots de tau d’isoforme
4R) telles que la PSP, la DCB et certains patient atteints de Dégénérescence Lobaire Fronto
Temporale (DLFT) (Wray et al. 2008; Papegaey et al. 2016). En particulier, dans la PSP
(Schmidt et al. 1996), une bande tronquée de tau de 35 kDa a été décrite (Wray et al. 2008),
non reconnue par des anticorps spécifiques de 1’extrémité amino-terminale ou de de tau 3R.
Cela pourrait donc suggérer qu'il s'agisse d'un fragment tronqué en N-terminal de tau 4R (Wray
et al. 2008). Par ailleurs, sur mod¢le murin, une faible expression de ce fragment tronqué induit
une pathologie tau et ’apparition de DNF (Bondulich et al. 2016). A noter que la présence de
formes tronquée de tau, a également été mis en évidence dans la MA, au sein des DNF, et que

cela était aussi corrélé avec la progression de la maladie (Basurto-Islas et al. 2008).

Expression de la protéine tau dans le SNE

La premiére caractérisation de la protéine tau dans le SNE humain a été publiée en 1990
(Tam 1990). Une immunoréactivité tau était noté dans les plexus myentériques et sous-
muqueux d’échantillons chirurgicaux d'intestin gréle et de colon, provenant de six nourrissons
et enfants. Des résultats comparables ont été observés dans l'intestin gréle du cochon d’Inde
(Murofushi et al. 1989) et le long de I'ensemble du tractus gastro-intestinal de souris (Feng et
al. 2018). Un travail collaboratif du laboratoire, publi¢ en 2018, s’est intéressé de facon plus
détaillée a la distribution de la protéine tau dans le SNE (Lionnet et al. 2018). Nous avons

montré que les neurones du colon humain adulte exprimaient principalement deux isoformes

33



de tau (ON4R et IN3R), que ces isoformes €taient phosphorylées, en condition physiologique.
Enfin, dans cette étude, et contrairement au SNC, tau ‘entérique’ était résistante a la
déphosphorylation par la phosphatase lambda. Par ailleurs, des expériences complémentaires,
réalisées sur culture primaire du SNE, ont montré que tau était aussi exprimée par les neurones

entériques foetaux de rat, et que sa phosphorylation pouvait étre régulée (Lionnet et al. 2018).
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Figure 16. Expression de tau dans le SNE. A gauche, coupe transversale du célon humain
montrant les deux principaux plexus du SNE. Un anticorps tau total (Tau A0024) et des
anticorps spécifiques des isoformes de tau 3R et 4R ont été utilisés pour détecter tau dans le
plexus myentérique humain, barre d’échelle 50 um. Le plexus sous-muqueux (sujet témoin) a
ete marqué a l'aide de l'anticorps tau total montrant l'architecture du plexus sous-muqueux
caractérisée par des ganglions reliés entre eux via des fibres interganglionnaires. La barre
d'échelle est de 500 um. A droite, le profil d’expression des isoformes tau est différent entre le
SNC et le SNE. L'anticorps tau total détecte une bande majeure migrant a 54 kDa dans les deux
plexus correspondant a IN3R et ON4R et aux six isoformes tau dans le SNC (Lionnet et al.,
2018).

Dans un contexte pathologique, la premiére étude sur tau dans le tube digestif de sujets
avec MA a été publi¢e en 1993 (Shankle et al. 1993). Dans cette étude, des échantillons obtenus
lors d'autopsies de I'ensemble du tractus digestif de 18 patients atteints de MA, 8 patients
atteints de démence non-MA (dont 2 PSP), et 4 sujets témoins appariés en age, ont été analysés
par immunohistochimie, en utilisant l'anticorps Alz50, qui reconnait une conformation
anormale de tau (Carmel et al. 1996). Dans cette étude, résultat étonnamment, aucun marquage
n’a été observé avec cet anticorps, que ce soit sur les témoins ou les sujets avec une tauopathie.

Par la suite, il a fallu pres de 20 ans avant que la présence éventuelle de formes pathologiques
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de tau, dans le tube digestif, ne soit réexaminée. Une étude neuropathologique (confirmation
du diagnostic apres analyse du SNC) a été réalisée sur des sections de colon sigmoide de 26
patients atteints de PSP, 21 patients avec une MA, 3 patients atteints de DCB et 19 sujets
témoins (Dugger et al. 2019; Dugger et al. 2016). L’analyse a été faite par immunohistochimie
en utilisant des anticorps anti-tau total (HT7) et deux anticorps phosphospécifiques (AT8, qui
reconnait tau phosphorylée sur sérine 202/thréonine 205, et pT231) (Dugger et al. 2019; Dugger
et al. 2016). Dans cette étude, et ce quel que soit I’anticorps utilisé, I’immunoréactivité la plus
forte était observée dans le colon, principalement au niveau du plexus myentérique. Le
marquage HT7 était observé dans la quasi-totalité des cas examinés (59/61), alors qu’une
immunoréactivité pT231 et AT8 n’a été mise en évidence que chez 32 cas sur 59. Toutefois,
point essentiel, les marquages pT231 et ATS8 étaient comparables entre la MA, la PSP/CBD et
les sujets témoins, et ne permettaient pas de distinguer les tauopathies entre elles, ni des témoins
(Dugger et al. 2019). Dans une autre ¢tude préliminaire réalisée au laboratoire, nous avons
analysé, par western blot, les biopsies du cdlon de 5 cas de PSP probable, en utilisant un
anticorps spécifique de tau clivée par la caspase 3 (acide aspartique 421) et 2 anticorps phospho-
spécifiques (ATS8 et PHF1 qui reconnaissait tau phosphorylée sur les résidus sérine et thréonine
202/205 et sérine 396/404, respectivement) (Lionnet et al. 2018). Dans cette étude, aucune
différence n’était notée sur le niveau d’expression, de phosphorylation et de truncation de tau
entre les lysats de biopsies de sujets PSP, de sujets atteints de MP et des témoins Lionnet et al.
2018). L’ensemble de ces données, bien que préliminaires, suggerent donc que, contrairement
a ce qui est observé dans les synucléinopathies, il n’y aurait pas de formes pathologiques de la
protéine tau dans le SNE, et donc pas de tauopathie entérique. D’un point de vue
physiopathologiques, ces données suggerent également que, contrairement a 1'alpha-synucléine
dans la MP (Volpicelli-Daley et Brundin 2018; de Guilhem de Lataillade et al. 2020), tau n'a
peut-étre pas une forte propension a se propager vers, ou depuis la périphérie, ou, tout du moins,
pas par l'intermédiaire du tractus gastro-intestinal (Wakabayashi et al. 2010; Geboes et Collins

1998).

4.3 Tube digestif et amyloidopathie

L’accumulation de protéine amyloide béta (AP), en plaques amyloides extracellulaires,
est un biomarqueur reconnu de la neurodégénérescence du SNC, impliqué dans 1’apparition de
maladie neurodégénérative, comme la MA (Jack et al. 2018; Dubois et al. 2021; Hampel,

Cummings, et al. 2021). Cette accumulation d’ A implique un clivage anormal d’un récepteur
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transmembranaire, appelé¢ APP (Protéine Précurseur de I'Amyloide), par des B et y sécrétases
(Hampel, Hardy, et al. 2021; Hampel, Cummings, et al. 2021). Chez les patients atteints de la
MA, l'accumulation et I'agrégation des peptides AP dans le SNC forme des fibrilles d'Ap et des
plaques amyloides extracellulaires (Hampel, Hardy, et al. 2021; Hampel, Cummings, et al.

2021).

Plusieurs auteurs se sont intéressés a une possible présence de pathologie amyloide dans
le SNE. De ¢tudes préliminaires ont rapporté une expression d’APP dans le SNE, suggérant une
possible implication du SNE dans la pathologie amyloide (Van Ginneken et al. 2011; Semar et
al. 2013; Chalazonitis et Rao 2018; G. Liu et al. 2023). Par la suite, des études réalisée sur
modele murin (souris transgéniques surexprimant une forme mutante d'APP), ont mis en
¢vidence une accumulation de AP dans les neurones entériques, une diminution de I'abondance
des neurones entériques, et une dysmotilité entrainant une susceptibilité accrue a I'inflammation
(Chalazonitis et Rao 2018; Puig et al. 2015). Une accumulation d’AP dans le SNE de souris
avant I’apparition de dépot dans le SNC a été montré dans des modeles de souris transgéniques
(mutation d'APP) (Semar et al. 2013; Y. Sun et al. 2020). Cependant, ces résultats n’ont pas pu
etre systématiquement reproduits, et, notamment en I’absence de susceptibilité génétique aux
dépots amyloides (i.e. sans facteur de risque génétique de MA) (Van Ginneken et al. 2011). A
noter cependant qu’une étude réalisée plus récemment a montré qu’un traitement par injection
intra-gastrique d’ AP, chez la souris, €tait associé a I’apparition de pathologie amyloide centrale
et au niveau de la muqueuse gastrique (Y. Sun et al. 2020). Finalement, comme pour la
pathologie tau, méme si des données préliminaires suggerent une éventuelle voie de diffusion
de la pathologie amyloide du tractus gastro-intestinal via le cerveau, via le SNE, le niveau de
preuve reste encore faible et, un autre mécanisme est suggéré, impliquant des protéines
amyloides digestives d’origine bactérienne. En effet 1’accumulation de protéine amyloide,
d’origine digestive, pourrait etre causée par une perturbation du microbiote intestinal qui
constitue une source significative de peptide amyloides d’origine bactérienne. Par exemple, il
a ¢été mis en évidence que certaines especes bactériennes de l'intestin, telles que E. coli,
pouvaient produire des peptides amyloides bactériens pour former un biofilm afin de survivre
aux stimuli mécaniques et immunitaires (revue dans (Cryan et al. 2019; Kowalski et Mulak
2019)). 1l faut noter cependant que ces peptides amyloides bactériens différent des peptides
amyloides du SNC, notamment par leur structure primaire, méme s’ils présentent des
similitudes dans leur structure tertiaire, avec les peptides impliqués dans les pathologies

neurodégénératives (Zhao, Dua, et Lukiw 2015; Friedland 2015). Fait intéressant, et ce malgré
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les différences de structure citées précédemment, il a ét€ mis en évidence que des especes
digestives commensales pourraient déclencher un stress qui favoriserait une cascade
d'oligomérisation/agrégation d’A et I’apparition d’amyloidopathie, et de méme pour d’autres
protéinopathies dans le SNC (Hetz et Saxena 2017; S. G. Chen et al. 2016). En particulier,
I’é¢tude menée par Chen et al (S. G. Chen et al. 2016) a mis en évidence, chez des rats exposés
a Escherichia coli produisant des peptides amyloides, un dépo6t d'a-synucléine a la fois dans
l'intestin et le cerveau, associ¢ a la présence d’une neuroinflammation centrale (microgliose et
une astrogliose supérieure en comparaison a des rats exposés a des bactéries incapables de
produire des peptides amyloides). Ce mécanisme inflammatoire d’apparition de
I’amyloidopathie du SNC, impliquant des peptides amyloide d’origine bactérien, a aussi été
retrouvé dans d’autres modéle animaux exposés a des bactéries produisant des peptides
amyloides (Chen et al. 2016; Li et al. 2016). Finalement, toutes ces études suggeérent qu’une
combinaison entre inflammation intestinale et modification de la composition du microbiote,
en faveur d’espeéce produisant des peptides amyloides, pourrait favoriser [’apparition
d’amyloidopathie cérébrale, et possiblement entérique, dans un contexte d’augmentation de la
perméabilité des barriéres intestinale et hémato-encéphaliques (Cryan et al. 2019; O’Toole et
Jeffery 2018). Cependant, a ce jour, et a 'image de ce qui est décrit dans la pathologie tau

entérique, 1’existence d’une amyloidopathie entérique nécessite des études complémentaires.
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5. Objectifs et présentation des articles

Malgré 'intérét grandissant pour le role de I’axe intestin-cerveau dans les maladies
neurodégénératives, les données sur la protéine tau dans le SNE, et plus largement dans le tube
digestif, ne sont encore que parcellaire. Les objectifs de ce travail de thése ont donc été

d’étudier :

1) Pexpression et la phosphorylation de la protéine tau dans les CEE. En effet, comme cela a
été précisé en introduction, des données préliminaires sur 1’expression de 1’alpha-synucléine
dans les CEE sont d’ores et déja disponibles, cependant, a notre connaissance, aucune ¢tude ne
s’est intéressée a la protéine tau dans les CEE. Le premier article de cette thése s’est donc
attaché a cet aspect. Nous avons étudié I’expression des isoformes de tau dans les CEE de colon
adulte humain ainsi que dans deux lignées de CEE, les GLUTag et les NCI-H716 ; dans une
seconde série d’expériences, nous avons étudi¢ les effets des AGCC sur la phosphorylation de

tau dans les GLUTag.

2) P’expression et la phosphorylation de la protéine tau dans un contexte pathologique, i.e.
mode¢le de Maladie de Crohn (MC), dans le second article de cette these. En effet, comme
cela a été précisé en introduction, la MC est certes une maladie inflammatoire du tube digestif,
mais elle est aussi associée a I’apparition d’une neuropathie entérique. Nous avons étudié le
niveau d’expression de la protéine tau, sa phosphorylation et sa troncation dans le SNE
(biopsies coliques et full thickness) de sujets atteints de MC, en comparant a des sujets témoins.
Des expériences complémentaires ont été réalisées dans des cultures primaires de SNE et des
souris invalidées pour le facteur de transcription Nrf2 afin d’identifier les voies de signalisations

impliquées dans cette modification d’expression de tau.
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6. Tau expression and phosphorylation in enteroendocrine cells

39



& frontiers | Frontiers in Neuroscience

‘ @ Check for updates

OPEN ACCESS

Einar M. Sigurdsson,
New York University, United States

Naruhiko Sahara,

National Institutes for Quantum

and Radiological Science and Technology,
Japan

Erin Congdon,

New York University, United States

Malvyne Rolli-Derkinderen
malvyne.derkinderen@univ-nantes.fr

Pascal Derkinderen
pascal.derkinderen@univ-nantes.fr;
derkinderenp@yahoo.fr

TThese authors have contributed equally to this
work and share first authorship

*These authors have contributed equally to this
work and share last authorship

15 February 2023
17 May 2023
02 June 2023

Chapelet G, Béguin N, Castellano B, Grit |,

de Coppet P, Oullier T, Neunlist M, Blottiére H,
Rolli-Derkinderen M, Le Dréan G and
Derkinderen P (2023) Tau expression

and phosphorylation in enteroendocrine cells.
Front. Neurosci. 17:1166848.

doi: 10.3389/fnins.2023.1166848

© 2023 Chapelet, Béguin, Castellano, Grit,

de Coppet, Oullier, Neunlist, Blottiere,
Rolli-Derkinderen, Le Dréan and Derkinderen.
This is an open-access article distributed under
the terms of the Creative Commons Attribution
License (CC BY). The use, distribution or
reproduction in other forums is permitted,
provided the original author(s) and the
copyright owner(s) are credited and that the
original publication in this journal is cited, in
accordance with accepted academic practice.
No use, distribution or reproduction is
permitted which does not comply with

these terms.

Frontiers in Neuroscience

Original Research
02 June 2023
10.3389/fnins.2023.1166848

Tau expression and
phosphorylation in
enteroendocrine cells

Guillaume Chapelet!t, Nora Béguin'f, Blandine Castellano?,
Isabelle Grit?, Pierre de Coppet?, Thibauld Ouillier?,

Michel Neunlist!, Hervé Blottiére?,

Malvyne Rolli-Derkinderen ® *#, Gwenola Le Dréan? and
Pascal Derkinderen ® 1*

*Nantes Université, INSERM, CHU Nantes, The Enteric Nervous System in Gut and Brain Disorders,
Nantes, France, 2Nantes Université, INRAE, IMAD, CRNH-O, UMR 1280, PhAN, Nantes, France

Background and objective: There is mounting evidence to suggest that the gut-
brain axis is involved in the development of Parkinson'’s disease (PD). In this regard,
the enteroendocrine cells (EEC), which faces the gut lumen and are connected
with both enteric neurons and glial cells have received growing attention.
The recent observation showing that these cells express alpha-synuclein, a
presynaptic neuronal protein genetically and neuropathologically linked to PD
came to reinforce the assumption that EEC might be a key component of
the neural circuit between the gut lumen and the brain for the bottom-up
propagation of PD pathology. Besides alpha-synuclein, tau is another key protein
involved in neurodegeneration and converging evidences indicate that there is an
interplay between these two proteins at both molecular and pathological levels.
There are no existing studies on tau in EEC and therefore we set out to examine
the isoform profile and phosphorylation state of tau in these cells.

Methods: Surgical specimens of human colon from control subjects were
analyzed by immunohistochemistry using a panel of anti-tau antibodies together
with chromogranin A and Glucagon-like peptide-1 (two EEC markers) antibodies.
To investigate tau expression further, two EEC lines, namely GLUTag and NCI-
H716 were analyzed by Western blot with pan-tau and tau isoform specific
antibodies and by RT-PCR. Lambda phosphatase treatment was used to study
tau phosphorylation in both cell lines. Eventually, GLUTag were treated with
propionate and butyrate, two short chain fatty acids known to sense EEC, and
analyzed at different time points by Western blot with an antibody specific for tau
phosphorylated at Thr205.

Results: We found that tau is expressed and phosphorylated in EEC in adult
human colon and that both EEC lines mainly express two tau isoforms that are
phosphorylated under basal condition. Both propionate and butyrate regulated
tau phosphorylation state by decreasing its phosphorylation at Thr205.
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Conclusion and inference: Our study is the first to characterize tau in human EEC
and in EEC lines. As a whole, our findings provide a basis to unravel the functions
of tau in EEC and to further investigate the possibility of pathological changes in
tauopathies and synucleinopathies.

enteroendocrine cells,
gastrointestinal tract

Introduction

(EEC),
along the entire gastrointestinal

The enteroendocrine cells which are
distributed (G
representing around 1% of the total gut epithelium cell population,

scatterly
mucosa

are key components of the gut-brain axis. They are classically
regarded as specialized hormone-secreting cells with an apical
surface that is exposed to gut lumen and a basal portion that
contains secretory granules (Gribble and Reimann, 2019). Such
an orientation allows EEC to respond to intraluminal signals
such as nutrients or microbiota-derived metabolites. This aspect
has been particularly well documented for short-chain fatty
acids (SCFA), such as butyrate and propionate, which induce
the release of the peptide hormone YY (PYY) (Larraufie et al,
2018). Morphologically, EEC were shown to exhibit neuron-
like features including the expression of pre- and post-synaptic
proteins together with the presence of neurite-like processes,
called neuropods (Bohorquez et al, 2015). These neuropods
are in close contact with the two components of the enteric
nervous system (ENS), namely enteric glial cells (Bohérquez
et al., 2014) and enteric neurons (Chandra et al., 2017) as well
as vagal neurons (Kaelberer et al., 2018). The recent findings,
which showed that EEC contain alpha-synuclein (Chandra
et al, 2017), a presynaptic neuronal protein genetically and
neuropathologically linked to Parkinson’s disease (PD) led to
the assumption that they might be involved in the development
of PD. By facing the gut lumen and being directly connected
with alpha-synuclein positive enteric neurons (Chandra et al,
2017), the EEC might be a key component of the neural
circuit between the gut lumen and the brain for the bottom-
up propagation of PD pathology as initially hypothesized by Braak
etal. (2006) and more recently by Borghammer and Van Den Berge
(2019).

Alpha-synuclein accumulates in a group of neurodegenerative
diseases collectively known as synucleinopathies with PD being
the most common, while the accumulation of tau is a defining
feature of tauopathies classically found in the brains of patients
with Alzheimer’s disease (AD) or progressive supranuclear palsy
(PSP) (Dugger and Dickson, 2017). Nevertheless, in numerous
cases alpha-synuclein positive inclusions are also described in
tauopathies and vice versa, suggesting a co-existence or crosstalk
of these proteinopathies (Arai et al., 2001; Coughlin et al., 2019).
Tau, like alpha-synuclein is expressed by enteric neurons (Lionnet
et al., 2018), thereby suggesting that enteric tau might be involved
in neurodegenerative disorders and/or enteric neuropathies
(Derkinderen et al., 2021). In contrast to alpha-synuclein, no data
are available about the distribution and phosphorylation pattern
of tau isoforms in EEC. Here, we first examined the expression
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levels of tau isoforms and their phosphorylation profile in full
thickness segments of human colon and in EEC lines. We then
studied the regulation of tau phosphorylation by SCFA in EEC. Our
results show the presence of phosphorylated tau in both mouse and
human colonic EEC and the expression of one main tau isoform
in EEC lines. We also show that EEC tau is phosphorylated under
basal condition and that its phosphorylation state can be modified
by SCFA. These data provide the first detailed characterization
of EEC tau in human adult colonic tissues and in cell lines.
Further investigation of tau modifications in EEC in pathological
conditions may provide valuable information about the possible
role of EEC tau in neurodegenerative diseases.

Materials and methods

Human, mouse, and rat tissues

Specimens of human colon were obtained from eight
neurologically unimpaired subjects who underwent colon resection
for colorectal cancer (5 men, 71 £ 7.6 years). For all tissues
specimens, sampling was performed in macroscopically normal
segments of uninvolved resection margins. The sampling of human
colon was approved by the Fédération des Biothéques of the
University Hospital of Nantes, according to the guidelines of
the French Ethics Committee for Research on Humans and
registered under the no. DC-2008-402. Written informed consent
was obtained from each subject. Hippocampi were taken from a
2-month-old wild type C57BL/6] mouse and sciatic nerve sections
were taken from one pregnant Sprague-Dawley rats (used for the
generation of primary culture of rat ENS in our lab) in order to
identify tau isoforms in GLUTag cells and to serve as a positive
control for big tau experiments, respectively. These samples were
stored at —80°C until further analysis by Western blot.

EEC lines and reagents

NCI-H716 cells (ATCC, LGC Standards, Molsheim,
France, CCL-251) were maintained in RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) whereas GLUTag (a gift
from Professor Daniel J. Drucker of University of Toronto) and
Caco-2 cells were maintained in DMEM (Gibco), all supplemented
with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-Glutamine, 50 IU/ml
penicillin and 50 pg/ml streptomycin (all from Merck-Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France) in a humidified incubator at 37 °C
with 5% of CO;. Propionate and butyrate were from Merck-Sigma.
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Dephosphorylation of tissues and cell
lysates

For dephosphorylation experiments, cells and hippocampi were
homogenized in a buffer containing 100 mM NaCl and 50 mM
Tris-Cl at pH 7.4 with 1% (v/v) IGEPAL® CA-630 (ThermoFisher,
Saint-Herblain, France) and a protease inhibitors cocktail without
EDTA (Roche, Neuilly sur Seine, France) using either a “Precellys
24” (Bertin technologies, St Quentin-en-Yvelines, France) tissue
homogenizer and followed by sonication with “vibracell 75 186”
device (Sonics, Newton, CT, USA). Homogenates were centrifuged
at 16,100 g for 20 min at 4°C with an Eppendorf 5415R centrifuge
(Eppendorf, Hamburg, Germany), sonicated for 10 s and protein
amounts normalized following a bicinchoninic acid protein assay
(ThermoFisher). Samples were diluted to 1.0 mg/ml protein
using homogenization buffer and incubated with 20 U/l lambda
phosphatase in MnCl, and enzyme buffer as supplied with the
lambda protein phosphatase kit (New England Biolabs, Evry-
Courcouronnes, France) for 3 h at 30°C. The reaction was stopped
by the addition of sample buffer (Life Technologies) and heating to
95°C for 5 min. Control samples were treated identically without
the addition of lambda phosphatase.

SDS-PAGE and Western blot

For dephosphorylation experiments, cells or tissues were
processed as described above. For experiments that did not require
dephosphorylation, cells or tissues were lysed in RIPA lysis buffer
(Merck Millipore, Fontenay sous Bois, France) containing 2 mM
orthovanadate (Merck-Sigma, Molsheim, France), phosphatase
inhibitor cocktail II (Merck-Sigma) and a protease inhibitors
cocktail (Merck-Sigma). Western blots were performed as we
previously described using NuPAGE™ 10% Bis-Tris Protein
Gels (Life Technologies). The primary anti-tau antibodies used
are listed in Table 1. P-Actin antibodies (Abcam, France,
1:1,000 dilution) were used as loading control. Tau ladder (six
human tau recombinant isoforms, Sigma-Merck) was used to
identify tau isoforms in NCI-H716 cells. For quantification,
the relevant immunoreactive bands were quantified with laser-
scanning densitometry and analyzed with Image Lab software
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France) or Image] software (NIH;
version 1.51). To allow comparison between different films, the
density of the bands was expressed as a percentage of the average
of controls. pThr205 tau immunoreactive bands were measured,
normalized to the optical densities of total tau, and expressed as
percentage of controls.

Immunofluorescence

Human colonic tissues were embedded in paraffin using an
embedding station (LEICA EG1150C) and sections (3 pm) were
cut using a microtome (LEICA RM2255). The sections were
deparaffinized by bathing twice in xylene (for 5 min each) and
taken through graded concentrations of ethanol (100, 95, 70, and
50%, respectively, for 3 min each). After a rinse in distilled water,
slides were washed in PBS and antigen retrieval was performed
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using a Sodium Citrate solution (2.94 g Sodium Citrate Tribase;
1 L distilled water; 500 pl Tween 20; pH 6) at 95°C for 20 min.
Slides were incubated in NH4Cl (100 mM) for 15 min before
incubation in PBS-0.5% triton X-100 (Merck-Sigma) for 1 h and
blocking for 2 h in 10% (v/v) horse serum in PBS-0.5% triton X-
100. Primary antibodies (Table 1) were incubated overnight at 4°C,
and following washing, secondary antibodies were added for 2 h at
room temperature. Secondary antibodies were anti-mouse Biotin
(A24522, Thermo Fisher Scientific), Alexa Fluor 647-conjugated
goat anti-rabbit (711-606-152, Jackson Immunoresearch, Ely, UK),
Alexa Fluor 568-conjugated Streptavidin (S11226, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific), Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-
mouse (Molecular Probes, Thermo Scientific). DAPI (1:10,000)
was added to counterstain nuclei. Tissues sections were mounted
in Prolong Gold anti-fading medium (Molecular Probes, Thermo
Scientific). Images were acquired with a Zeiss, Axio Imager M2m
fluorescence microscope coupled to a digital camera (Axiocam 503
mono).

RNA extraction and RT-PCR

Total RNA extraction from EEC and Caco-2 cells was carried
out using a QlAamp RNA Blood Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) following the manufacturer’s instructions. 1 pg RNA per
sample was reverse transcribed using a Superscript III reverse
transcriptase assay kit (Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s instructions. To examine the alternate splicing of
the microtubule binding domain repeat region encoded by exon
10, primers were used that specifically recognize mouse or human
exons 9 and 11 as described by Duff et al. (2000). Primer sequences
were: mouse exon 9F 5'-CCCCCTAAGTCACCATCAGCTAGT,
mouse exon 11R 5-CACTTTGCTCAGGTCCACCGGC, human
exon 9F 5-CTCCAAAATCAGGGGATCGC, human exon 11R
5'-CCTTGCTCAGGTCAACTGGT. Splicing around the N
terminal insert domain encoded by exons 2 and 3 was detected
using primers that recognize exons 1 and 5. Primer sequences
used were: mouse exon 1F 5-TCCGCTGTCCTCTTCTGTC,
mouse exon 5R 5-TTCTCGTCATTTCCTGTCC, human
exon 1F 5-TGAACCAGGATGGCTGAGC, human exon 5R
5-TTGTCATCGCTTCCAGTCC.  Annealing  temperatures
were 64°C (all MAPT primers), 62°C (M1F/M5R) and 68°C
(M9EF/M11R). Thirty-five reaction cycles were used for all. Mouse
and human-specific RT-PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis. Products corresponding to exon 10+ tau mRNA
(4R) are 390 base pairs (bp), while products corresponding to
exon 10- mRNA (3R) are 297 bp. RT-PCR products containing tau
mRNA with exons 2 and 3 (2N) are 428 bp, 2 + 3- mRNA products
(IN) are 341 bp, and 2-3- mRNA products (ON) are 253 bp.

Statistics

All quantitative data shown are mean =+ standard error of
the mean (SEM). Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis then
Dunn’s multiple comparisons tests were performed for two or
multiple groups comparison, respectively. Differences were deemed
statistically significant if p < 0.05. GraphPad Prism software version
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9.1.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, United States) was used
for statistical analyses and for designing figures.

Results

Human colonic EEC express tau

To determine if tau is expressed in EEC, we examined
chromogranin A and glucagon-like peptide 1 (GLP-1)-containing
cells of the human colon. Chromogranin A is an acidic glycoprotein
located in secretory vesicles of endocrine cells, which is classically
used as a pan-EEC marker (Wilson and Lloyd, 1984), whereas GLP-
1 is a marker of L-type EEC (Eissele et al., 1992), the most abundant
EEC population in the human colon (Latorre et al., 2016). Using the
pan-tau antibody A0024, we identified tau in GLP-1-positive cells in
the epithelial lining (Figure 1A). When human colonic tissue was
immunolabelled with isoform-specific tau antibodies, we showed
that 3R-tau was expressed in chromogranin A immunoreactive
cells (Figure 1B); no specific staining was observed when a 4R-
tau was used (data not shown). Tau phosphorylation at multiple
serine and threonine sites is the predominant mechanism by which
its biological activity is regulated (Guo et al., 2017). We therefore
examined the phosphorylation state of tau with a phospho-
specific antibody that detect tau phosphorylated at Ser396 and
showed that phospho-tau was observed within chromogranin
A-positive cells in colon epithelium (Figure 1C). Approximately
73 and 80% of chromogranin A immunoreactive cells in the colon
contained 3R- and phosphorylated-tau, respectively (Table 2).
When taken together, these results show that tau is expressed and
phosphorylated in EEC in human colon, with 3R-tau likely being
most abundant isoforms.

Tau is expressed and phosphorylated in
EEC lines

There are multiple cell lines used as models for EEC research,
including GLUTag, a mouse endocrine tumor-adherent cell line
and NCI-H716, a human-derived suspension cell line. These two
cell lines have been widely used as models for GLP-1-producing

10.3389/fnins.2023.1166848

L-cells and proved to be useful for in vitro screening bioassays
(Goldspink et al., 2018). As a first approach, we compared the
banding pattern on Western blots of total tau as evaluated with
the A0024 pan-tau antibody between non-dephosphorylated lysates
of GLUTag cells and hippocampus of 2-month-old mouse. Total
tau antibody detected several bands in 2-month-old mouse brain
migrating between 50 and 60 kDa (Figure 2A). In GLUTag cells, the
observed banding pattern was markedly different with a doublet of
48 and 50 kDa bands, the latter showing the most intense labeling
(Figure 2A). In adult mouse brain, primary CNS/ENS neurons and
neuronal cell lines, tau isoforms are phosphorylated on multiple tau
and serine residues resulting in reduced electrophoretic mobility
on SDS-PAGE compared to non-phosphorylated tau (Goedert
et al,, 1992a; Davis et al., 1995; Lionnet et al., 2018). In order
to determine the phosphorylation state of tau in GLUTag cells,
cell lysates treated or not with lambda phosphatase (Davis et al.,
1995) were analyzed by Western blot using three different pan-
tau antibodies. Treatment with lambda phosphatase caused tau
dephosphorylation, as evidenced by a significant downward shift
in mobility of the tau doublet detected with either the pan-Tau
A0024, DIM9X, or Tau-1 (Figure 2B). Of note, this downward
shift was associated with increased Tau immunoreactivity when the
Tau-1 antibody was used (Figure 2B). These findings are in line
with previous observations showing that Tau-1 binds preferentially
to tau when dephosphorylated at serine residues 195, 198, 199,
and 202 (Liu et al., 1993; Szendrei et al, 1993). In order to
determine which tau isoforms are expressed in GLUTag cells, we
used two commercially available isoform-specific tau antibodies
directed against 3R and 4R-tau, which have been shown to be
highly specific in a recent comprehensive study that tested the
specificity of tau antibodies using immunoblotting (Ercan et al.,
2017). GLUTag lysates were compared to dephosphorylated brain
samples (hippocampus of 2-month-old wild-type mice), which
express all 4R isoforms and to a lesser extent the ON3R isoform
(McMillan et al., 2008; Liu and Gétz, 2013; Figure 2C). After
dephosphorylation, the 3R and 4R antibodies detected one single
band in cell lysates that comigrated with ON3R and ON4R in the
hippocampus, respectively (McMillan et al., 2008; Liu and Gotz,
2013; Figure 2C). When taken together, these results show that
ON3R and ON4R are the two main tau isoforms that are expressed
in GLUTag cells and these two isoforms are phosphorylated under
basal conditions.

TABLE 1 The name, specificity, epitope, source, and dilution of the antibodies used in this study are shown.

M Specificity Epitope (a.a.) Source and dilution

A0024 Tau All tau isoforms 243-441 (2N4R)
Tau-1 All tau isoforms 189-207 (2N4R)
D1IM9X All tau isoforms Around D430 (2N4R)
Anti tau RD3 3R tau Isoforms 267-282 (2N3R)

Anti tau RD4 4R tau isoforms 275-291 (2N4R)

Anti 4R-tau 4R tau isoforms Around 273 (2N4R)
PHF13 Tau ® S396 Tau ® S396

pThr205 Tau ® T205 Tau ® T205

ChrA SP-1 chromogranin A

Glp-1 C-term Glp-1

Dako, rp (WB 1:1,000; IF 1:500)

Merck, mm, clone PC1C6 (WB 1:2,000; IF 1:500 biotin)
Cell Signaling, rm #46687 (WB 1:1,000)

Merck, mm, clone 8E6 (WB 1:1,000; IF 1:500)

Merck, mm, clone 1E1/A6 (WB 1:1,000)

Cell Signaling, rm #30328 (WB 1:2,000; IF 1:200)

Cell Signaling, mm (WB 1:1,000; IF 1:200, biotin)
Abcam, rm, #EPR2403(2) (WB 1:1,000)

Spring Bioscience, rp, #£1520 (IF: 1:1,000)

Santa Cruz, gp, #7782 (IF 1:200)

a.a., amino-acids; IF, immunofluorescence; GP, goat polyclonal; MM, mouse monoclonal; RM, rabbit monoclonal; RP, rabbit polyclonal; WB, Western blot.
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FIGURE 1

Distribution of tau in the epithelial lining in adult human colon. (A) Total tau antibody A0024 (Table 1) was used to detect tau in epithelium lining of
human colonic samples (arrows). An antibody specific to Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) was used to specifically label L-type EEC (arrows). DAPI
was used to counterstain nuclei. Scale bar is 100 pm. (B) Isoform-specific antibody (tau RD3, Table 1) was used to detect 3R-tau and an antibody
specific to chromogranin A (CgA) was used to specifically label EEC (arrows). DAPI was used to counterstain nuclei. Scale bar is 2 mm. (C) Human
colonic samples were co-labeled with an antibody specific for tau phosphorylated at Ser396 (PHF13, Table 1) and an antibody specific to
chromogranin A (CgA). Arrows show cells immunoreactive for both PS396 and CgA. DAPI was used to counterstain nuclei. Scale bar is 20 pm.

Representative photomicrographs are shown

Similar experiments were conducted with the NCI-H716
cell line. Treatment with lambda phosphatase caused tau
dephosphorylation, as evidenced by a significant downward shift
in mobility of the tau doublet detected when the pan-tau A0024
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antibody was used (Figure 2D). After dephosphorylation, this tau
doublet at 50 and 55 kDa comigrated with ON3R and 1N3R/0N4R
from the tau human ladder (Figure 2D). The isoform specific 3R
antibody detected one major at band at 58 kDa and a fainter one
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around 55 kDa in dephosphorylated samples that comigrated with
IN3R and ON3R isoforms of recombinant human tau, respectively
(Figure 2D). No major bands were observed when the 4R-tau
antibody was used (data not shown). As a whole, these results show
that IN3R and to a lesser extent ON3R are the two main isoforms
expressed in NCI-H716 cell.

“Big” or peripheral tau is a tau isoform specifically expressed in
the peripheral nervous system, including sciatic nerve (Taleghany
and Oblinger, 1992). It differs from the 2N4R tau isoform by a 254
amino-acid insert located in the amino-terminal half and migrates
at 110 kDa on SDS/PAGE (Goedert et al., 1992b). As shown in
Supplementary Figure 1, the uncropped images of the Western
blots performed from Figure 2 with total tau antibodies (A0024,
D1M9X, and Tau-1) did not show any additional bands at 110 kDa
in either GLUTag and NCI-H716 cells, thereby suggesting that EEC
do not express big tau. Additional experiments were performed
with Tau-1 antibody, which has been previously shown to detect
big tau (Davis and Johnson, 1999) and rat sciatic nerve to serve as
positive controls (Taleghany and Oblinger, 1992). Tau-1 detected
the expected low molecular weight tau isoforms around 50 kDa
in GLUTag cells, however, a 110 kDa migrating band was only
observed with rat sciatic nerve lysates (Figure 2E).

To further refine the analysis of tau isoforms in EEC, tau
expression was analyzed at the mRNA level. To this end, RNA from
both GLUTag and NCI-H716 was reverse transcribed to cDNA and
amplified with PCR. The human epithelial cell line Caco-2 was used
for comparison. Primers were designed, based on those previously
described by Duff et al. (2000), to detect splicing of human and
mouse tau exons 2, 3, and 10. This allowed amplification of
products corresponding to ON tau in GLUTag, 1N (and to a lesser
extent 2N) in NCI-H716 (Figures 3A, B). No transcripts were
observed in Caco-2 cells. Transcripts of 3R tau were also observed
in GLUTag and NCI-H716, but not in Caco-2 cells when inclusion
of exon 10 was assessed using primers specific to human tau exons
9 and 11 (Figure 3). Thus, the results obtained at the mRNA level
confirm those obtained at the protein level and show that ON3R and
IN3R are the mains isoforms expressed by GLUTag and NCI-H716
cells, respectively. They also show that human intestinal epithelial
cells do not express tau.

Tau phosphorylation is regulated by
SCFA in EEC lines

Short-chain fatty acids act as ligands for G protein coupled
receptors, which are expressed in EEC, where they mediate
hormone release, such as PYY and GLP-1 (reviewed in Martin-
Gallausiaux et al., 2021). The phosphorylation of tau at multiple
serine and threonine sites has been described in both developing
and adult brain and is the predominant mechanism by which tau

TABLE 2 Estimation of tau- and phospho-tau-expressing EEC.

10.3389/fnins.2023.1166848

functions are regulated (Guo et al., 2017). This logically led us to
study the effects of SCFA on tau phosphorylation in EEC. To this
end, GLUTag cell lines were treated with 1 mM of either propionate
or butyrate at different time points from 10 to 180 min and cell
lysates were analyzed by Western blot with an antibody specific
for tau phosphorylated at Thr205. Treatment with propionate or
butyrate for 180 min caused tau dephosphorylation at Thr205
when compared to control conditions (Figures 4A, B), without
significant changes in tau expression (Figures 4A, B).

Discussion

Tau is a microtubule-associated protein for which the
physiological functions are still a topic of intense investigation (Guo
et al., 2017). Additionally, in pathological conditions tau is a key
player in the pathogenesis of several diseases collectively referred
to as tauopathies including AD and PSP (Guo et al, 2017). In
the adult brain, tau is classically described as a neuronal protein
specifically localized and highly enriched in axons but precise
localization studies showed that tau distribution in the mature CNS
is more widespread than initially thought, with expression in the
somatodendritic compartment of neurons as well as in glial cells
(Kanaan and Grabinski, 2021). Besides the CNS, the presence of
tau has been demonstrated in several non-neuronal cells, such as
monocytes (Kim et al., 1991), lymphocytes (Kvetnoy et al., 2000),
testicular spermatids (Ashman et al., 1992), podocytes (Vallés-Saiz
et al., 2022), pancreatic beta cells (Maj et al., 2016) as well as
in peripheral neurons, including enteric neurons (Lionnet et al.,
2018). Here, we show for the first time that tau is expressed in EEC,
not only in the adult human colon but also in two EEC lines, namely
GLUTag and NCI-H716.

Earlier studies showed that EEC exhibit neuronal features with
the presence of axon-like basal processes and the expression of
neuronal proteins such as synapsin 1, PGP9.5 and neurofilaments
(Bohodrquez et al., 2014, 2015). Our identification of tau in EEC
further expands the neuronal repertoire of EEC and echoes recent
publications which showed that alpha-synuclein is also expressed
in EEC (Chandra et al., 2017; Casini et al., 2021; Amorim Neto
et al., 2022). The observation that alpha-synuclein EEC lie in
close proximity to alpha-synuclein-expressing enteric neurons led
Liddle and collaborators to posit that the EEC might be critically
involved in the circuit between the gut lumen and the brain for
the bottom-up propagation of PD pathology (Chandra et al., 2017).
Our current findings together with our previous data showing
that enteric neurons express tau (Lionnet et al., 2018) suggest that
such a scenario could also occur in tauopathies. It could thus be
suggested that an hitherto unidentified substance from the gut
lumen could induce changes in tau conformation in EEC, leading
to a prion-like spreading of tau from EEC to enteric neurons, as

CgA+/crypt Tau+/CgA+ (%)

Tau3R

amples (n) Crypts (n) CgA+ (n)
5 191 238

1.24 £+ 0.52 73+£18

PHF13 6 617

507 0.82 +0.47 80+ 13

The number (1) of tissue samples, colonic crypts, and chromogranin A immunoreactive cells (CgA+) that were analyzed are shown. The last column shows the percentage of cells

immunoreactive for Tau3R and PHF13 relative to chromogranin A immunoreactive cells.
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FIGURE 2

Tau protein isoforms and phosphorylation in EEC lines. (A) Hippocampus (2-month-old mice, Hippo) and GLUTag cell lysates were subjected to
immunoblot analysis using the pan-Tau antibody A0024. (B) Lysates of GLUTag cell were treated (+) or not (-) with lambda phosphatase (\P) before
immunoblotting with the pan-tau antibodies A0O024, DIM9X, and Tau-1. (C) GLUTag cells lysates were treated (+) or not (-) with lambda
phosphatase (AP) before immunoblotting with the tau isoform-specific antibodies 3R and 4R and the pan-tau antibody A0024. Hippocampus lysate
from 2-month old mice dephosphorylated with lambda phosphatase (.P+), which contains all 4R isoforms and ON3R isoform (McMillan et al., 2008;
Liu and Goétz, 2013) was used as a ladder to determine mouse tau isoform profile in GLUTag cells; the red lines show comigration. (D) NCI-H716 cell
lysates were treated (+) or not (-) with lambda phosphatase (\P) before immunoblotting with the tau isoform-specific antibody 3R and the pan-tau
antibody A0024. Tau ladder, which contains all 6 dephosphorylated human tau isoforms was used to determine tau isoform profile. (E) GLUTag cells
lysates were subjected to immunoblot analysis using Tau-1 antibody. Rat sciatic nerve lysates were used as positive control to detect big tau. In all
experiments, B-actin immunoblot was used as a loading control. The results shown in panels (A,C) are representative of 3 and 2 independent
experiments, respectively. The results shown in panel (B) are representative of 7, 2, and 3 independent experiments for AO024, DM19X, and Tau-1
antibodies, respectively. The results shown in panels (D,E) are representative of 3 and 2 independent experiments, respectively.
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FIGURE 3

Detection of tau mRNA in EEC lines. Mtau and htau cDNA were amplified using PCR with mouse- and human-tau specific primers to detect the
expression of exon 2-3- (0 N), 2+ 3- (LN), 2 + 3 + (2 N), 10- (3R), and 10 + (4R) tau isoforms in GLUTag (A) and NCI-H716 cells (B), respectively. Gel
(2% agarose) images are shown. cDNA from colonic Caco-2 cell line were used as negative control. Numbers correspond to base pairs of a DNA
ladder. The expected positions of PCR products are indicated by an arrow. n = 3

already described between CNS neurons (Clavaguera et al., 2009;
Frost et al., 2009). It should be however borne in mind that, unlike
PD and synucleinopathies (De Guilhem De Lataillade et al., 2020),
all existing studies suggest that pathological tau species are not
observed in the gut of subjects with either AD or PSP (Shankle
et al, 1993; Lionnet et al., 2018; Dugger et al.,, 2019). Further
studies are therefore necessary to determine if pathological tau
species are present in the gut of patients with tauopathies, either
in enteric nerves or EEC (Derkinderen et al., 2021). Regarding the
EEC, the identification of these potential pathological tau species in
the gut could greatly benefit from novel approaches, for example
by combining laser capture microdissection of EEC (Blatt and
Srinivasan, 2008) with ultrasensitive amplification techniques of
aggregated proteins such as real-time quaking-induced conversion
(Wu et al., 2022).
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Six isoforms of tau are expressed in adult human brain by
alternative splicing from a single gene. Regulated inclusion of exons
2 and 3 yields tau isoforms with 0, 1, or 2 N-terminal inserts (ON,
IN, and 2N, respectively), whereas exclusion or inclusion of exon
10 leads to expression of tau isoforms with three (3R) or four
(4R) microtubule-binding repeats. The various splice combinations
of tau are thus abbreviated-ON3R, ON4R, IN3R, 1N4R, 2N3R,
2N4R-encoding six proteins isoforms ranging from 352 to 441
amino acids in length (Goedert and Jakes, 1990). In the current
study, we identified ON3R/0N4R and ON3R/1N3R as the two main
tau isoforms expressed in GLUTag and NCI-H716 cell lines. The
reasons why EEC lines only express a subset of tau isoforms remains
to be determined but the observation showing that the intracellular
sorting of tau in different cell compartments is isoform-dependent
may provide a clue (Liu and Gotz, 2013). It has been indeed
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FIGURE 4

Regulation of tau phosphorylation by SCFA in GLUTag cells. (A) GLUTag cells were treated with 1 mM propionate for the indicated periods of time.
Cell lysates were subjected to immunoblot analysis using antibodies against tau phosphorylated at Thr205 (pThr205) and total tau (A0024).
Membranes were also probed with an anti-B-actin antibody to ensure equal protein loading. pThr205 immunoreactive bands were measured,
normalized to the optical densities of total tau (A0024), and expressed as ratio of controls. Data correspond to mean + SEM (n = 4-8, n indicates the
number of wells; *p < 0.05, 180 min-treated vs control). (B) GLUTag cells were treated with 1 mM butyrate for the indicated periods of time. Cell
lysates were analyzed as in panel (A) and quantification was performed as in panel (A). Data correspond to mean + SEM (n = 4-8, n indicates the

number of wells; *p < 0.05, 180 min-treated vs. control).

reported that ON, 1N and 2N isoforms are primarily localized to the
cell bodies, nucleus, and axons, respectively (Liu and Gétz, 2013),
thereby suggesting that tau in EEC lines is primarily cytoplasmic.
In order to properly compare the isoform profile of tau between
human adult brain and EEC from human adult colon, it would have
been useful to study in more detail tau isoforms in human EEC.
We were however unable to do so for two main reasons: first, apart
from 3R and 4R antibodies, other specific antibodies for ON, IN,
and 2N isoforms did not work well for immunohistochemistry on
paraffin sections, at least in our hands; second, in contrast to our
previous research on the ENS, the use of frozen colonic sections
for Western blot analysis was not possible because of the sparse
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distribution of EEC along the intestinal epithelium (Lionnet et al.,
2018). Again, this precise characterization could benefit from laser
microdissection approaches (Blatt and Srinivasan, 2008).

The phosphorylation of tau at multiple serine and threonine
sites is the predominant mechanism by which tau functions are
regulated (Guo et al, 2017). Dephosphorylation of tau from
EEC lines produced a downward shift demonstrating that EEC-
tau is, like CNS tau, phosphorylated (Hanger et al, 2002).
Using a phospho-specific antibody, we further showed that tau
was phosphorylated at Thr205 in GLUTag cells under basal
condition and that phosphorylation at this residue was regulated
by SCFA. What can be the role of tau and the consequences
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of tau phosphorylation from a functional point of view? In
this regard, it is tempting to compare our findings to those
obtained in pancreatic B-cells. EEC and pancreatic B-cells share
similar pathways of differentiation during embryonic development
(Ryu et al, 2018). Remarkably, like EEC, pancreatic {-cells,
also express tau (Maj et al, 2016; Wijesekara et al, 2018)
and several studies showed that tau is critically involved
in pancreatic B-cells function, insulin secretion and glucose
homeostasis (Maj et al., 2016; Wijesekara et al., 2018). One
might therefore suggest that, EEC-tau similarly regulates the
secretion of peptide-hormones and that such a regulation is
mediated via tau phosphorylation. Further experiments performed
after silencing tau in EEC will be needed to answer this
question.

Conclusion

In conclusion, we have characterized tau in the human
in EEC lines show that EEC tau
phosphorylation can be regulated by SCFA. The data we

colon and and we
have acquired on tau in EEC strongly supports additional
future studies aimed at expanding our knowledge of peripheral
pathology in tauopathies and at deciphering the physiological
role of tau in CEE.
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Supplementary figure 1. Uncropped western blots showing the absence of big tau in
EEC
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Abstract

A sizeable body of evidence has recently emerged to suggest that gastrointestinal
(GI) inflammation might be involved in the development of Parkinson's disease
(PD). There is now strong epidemiological and genetical evidence linking PD to
inflammatory bowel diseases and we recently demonstrated that the neuronal protein
alpha-synuclein, which is critically involved in PD pathophysiology, is upregulated
in inflamed segments of Crohn's colon. The microtubule associated protein tau is
another neuronal protein critically involved in neurodegenerative disorders but, in
contrast to alpha-synuclein, no data are available about its expression and phospho-
rylation patterns in inflammatory bowel diseases. Here, we examined the expression
levels of tau isoforms, their phosphorylation profile and truncation in colon biopsy
specimens from 16 Crohn's disease (CD) and 6 ulcerative colitis (UC) patients and
compared them to samples from 16 controls. Additional experiments were performed
in full thickness segments of colon of five CD and five control subjects, in primary
cultures of rat enteric neurons and in nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2)
knockout mice. Our results show the upregulation of two main human tau isoforms
in the enteric nervous system (ENS) in CD but not in UC. This upregulation was
not transcriptionally regulated but instead likely resulted from a decrease in protein
clearance via an Nrf2 pathway. Our findings, which provide the first detailed charac-
terization of tau in CD, suggest that the key proteins involved in neurodegenerative

disorders such as alpha-synuclein and tau, might also play a role in CD.
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1 | INTRODUCTION

Crohn's disease (CD) is a type of inflammatory bowel
disease, which is characterized by chronic remitting and
relapsing inflammation of the entire gastrointestinal (GI)
tract. Although the precise etiology of CD is unknown, it
is generally accepted that it develops through an exagger-
ated immune response to luminal antigens in genetically
susceptible individuals leading to intestinal epithelium
inflammation and damage.' The pathological process in
CD is, however, not limited to the epithelial lining but ex-
tends to all components of the GI wall including the enteric
nervous system (ENS) whose structure and neurochem-
ical phenotype are altered during active CD.? The major
structural abnormalities thus far described in CD include
architectural alterations of the plexuses, nerve hypertrophy,
and hyperplasia along with alterations of neuronal cell bod-
jes.>* Regarding neurochemical phenotype, the two most
comprehensive studies found an increased number of va-
soactive intestinal polypeptide-immunoreactive nerve cell
bodies in both the myenteric and submucosal plexuses.j’6
The ENS structure and neurochemistry resemble that
of the CNS, therefore, pathogenic mechanisms that give
rise to CNS disorders might also lead to ENS dysfunc-
tion, and vice versa.” Over the past two decades, progress
in molecular genetics and neuropathology enabled a better
understanding of the pathogenesis of neurodegenerative
disorders. The observation that abnormal protein accumu-
lation is characteristic of particular disease sets has led to
a neuropathological classification according to the com-
position of the abnormal protein aggregates. The most
common neurodegenerative disorders are now classified
based on the abnormal accumulation of alpha—synuclein8
or tau,” and hence referred to as synucleinopathies (with
Parkinson's disease (PD) being the prototypical type) or
tauopathies (with Alzheimer's disease (AD) being the most
common), respectively.lo‘ll It should be noted, however,
that the pathological distinction among these disorders is
sometimes not so clear as the co-occurrence of alpha-synu-
clein and tau deposits has been reported in PD."? Several
independent studies have shown that enteric neurons, like
their CNS counterparts, also express alpha—synucleinB'15
and tau'®'” and we recently demonstrated that alpha-sy-
nuclein is upregulated in inflamed segments of Crohn's
colon.'® These latter findings, together with the results of
recent epidemiologica119’20 and genetical studies,”! support
the existence of a close relationship between Parkinson's
and CD. In contrast to alpha-synuclein, no data are avail-
able about the expression and phosphorylation patterns
of enteric tau in CD. Here, we examined the expression
levels of tau isoforms, their phosphorylation profile and
truncation in colon biopsy specimens from CD patients
and compared them to samples from controls. Additional

experiments were performed in primary cultures of rat
enteric neurons and in nuclear factor erythroid 2-related
factor (Nrf2) knockout mice. Our results show the upregu-
lation of two main human tau isoforms in the ENS in CD,
which results from a decrease in protein clearance via an
Nrf2 pathway. Our findings, which provide the first de-
tailed characterization of tau in CD, suggest that the key
proteins involved in neurodegenerative disorders such as
alpha-synuclein and tau, might also play a role in CD, and
provide mechanistic insights into the events underlying tau
and alpha-synuclein accumulation in CD gut.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Participants and human tissues

A total of 38 subjects participated in this study, 16 CD and
6 ulcerative colitis (UC) patients as well as 16 healthy con-
trols who had a normal colonoscopy for colorectal cancer
screening (All 6 UC patients, 10/16 CD patients, and 10/16
controls from the current study had their biopsies previ-
ously analyzed in 18 for the expression levels of alpha-
synuclein). The study protocol was approved by the local
Committee on Ethics and Human Research (Comité de
Protection des Personnes Ouest VI). Written informed con-
sent was obtained from each patient and from each normal
volunteer before the endoscopic procedure. All procedures
were performed according to the guidelines of the French
Ethics Committee for Research on Humans and registered
under the no. DC-2008-402. CD and UC patients had four
routine biopsies (two in an inflamed and two in a non-in-
flamed area) taken during the course of a colonoscopy and
stored in RA1 buffer (Macherey Nagel, Hoerdt, France)
until further analysis. For controls, six routine biopsies
were taken and also stored in RA1 buffer.?* The inflamma-
tory status of CD and UC biopsies was confirmed by qPCR
for TNF-a and IL1-f (Figure S1A).

Samples from five additional CD patients and five con-
trols were used for immunohistochemistry and sarkosyl ex-
traction experiments. FFPE full thickness segments of colon
containing the myenteric plexus were obtained from three
CD patients and three controls subjects who underwent co-
lonic resection for disease management and nonobstructive
colorectal carcinoma, respectively, were used for immuno-
histochemistry experiments. Frozen full thickness segments
of colon from two additional CD patients and two controls
were used for sarkosyl extraction experiments. For all control
tissues, sampling was performed in macroscopically normal
segments of uninvolved resection margins.

Samples of frozen temporal cortex from two postmortem
human brains, one with AD and one devoid of neurodegener-
ation were obtained from the Neuropathology Department of
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Angers (Dr Franck Letournel) to serve as a control in sarkosyl
extraction experiments.

2.2 | Primary cultures of rat ENS

Primary cultures of rat ENS were generated and cultured as
previously described.”® Cells were treated with 10 uM of
sulforaphane or MG132 (both from Sigma, Saint-Quentin-
Fallavier, France) for 12 hours.

2.3 | Knockout mice

Nrf2—/— mice were provided by the RIKEN BRC according
to an MTA to Prof S. Kerdine-Romer.?* Mice were housed
in a pathogen-free facility and handled in accordance with
the principles and procedures outlined in Council Directive
86/609/EEC. Genotyping was performed by PCR using
genomic DNA that was isolated from tail snips as described.?

2.4 | Protein extraction and Western blot

Two biopsies per patient stored in RA1 buffer were pooled
and lysed using the “Precellys 24" tissue homogenizer
(Bertin technologies, St Quentin-en-Yvelines, France) fol-
lowed by sonication with “vibracell 75 186" device (Sonics,
Newton CT, USA). Protein and RNA extractions were per-
formed with NucleoSpin Triprep Kit (Macherey-Nagel).

= 9287
FASE‘BJOURNALJ_

The total proteins were precipitated and prepared for
Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) using protein
precipitator and resuspension buffer PSB/TCEP (Protein
solving buffer and (tris(2-carboxyethyl)phosphine) TCEP
reducing agent) from the NucleoSpin Triprep Kit. The
elution fraction containing RNA was further used for
PCR analysis (see below). Cells (primary culture of rat
ENS) and tissues from mice (distal colon) were lysed
in RIPA lysis buffer (Merck Millipore, Fontenay-sous-
Bois, France) containing phosphatase inhibitor cocktail II
(Sigma) and protease inhibitors cocktail (Roche, Neuilly-
sur-Seine, France). Equal amounts of tissue or cell lysates
were separated and analyzed by Western blot as previously
described.'® Tau protein ladder (Sigma) was used in some
experiments as a control. The primary antibodies used are
listed in Table 1. Mouse monoclonal anti-PGP 9.5 antibody
was used as a pan-neuronal marker (Table 1) and mem-
branes were reprobed with mouse monoclonal anti-f-actin
antibody (Table 1) to confirm equal protein loading. For
quantification, the relevant immunoreactive bands were
quantified with laser-scanning densitometry and analyzed
with NIH Image J software. To allow comparison between
different films, the density of the bands was expressed as a
percentage of the average of controls.

2.5 | Immunohistochemistry

Fixed human tissues from three CD patients and three con-
trols were included in paraffin using an embedding station

TABLE 1 The name, specificity, epitope, source, and dilution of the antibodies used in this study are shown

Source and dilution

Name Specificity Epitope (a.a)

A0024 Tau All tau isoforms 243-441 (2N4R)
TAU-5 All tau isoforms 210- 241 (2N4R)

Anti tau RD3 3R tau Isoforms 267-282 (2N3R)

Anti tau RD4 4R tau isoforms 275-291 (2N4R)

Anti tau T22 Tau oligomers NS

PHF13 Tau ® S396 Around Tau ® S396
Tau-421 Truncated tau Around D421

MAP2 MAP2 A,B,C,D NS

Synapsin I Synapsin Around S9
a-synuclein a-synuclein NS

GFAP All GFAP isoforms Full length GFAP cow
Nrf2 Nrf2 aa 37-336

BIII-tubulin BIII-tubulin 400 to C-terminus
PGP 9.5 UCHLI1/PGP 9.5 15 aa near the C-terminus
B-actin B-actin 16 aa, N-terminus

Dako, rp (WB 1:1,000; IHC 1:500)
Thermo Fisher, mm (WB 1:1,000)
Merck, mm, clone 8E6 (WB 1:1,000)
Merck, mm, clone 1E1/A6 (WB 1:1,000)
Merck, rp (WB 1:2,000; IHC 1:1,000)
Cell Signaling, mm (WB 1:1,000)
Merck, mm (WB 1:1,000)

Cell Signaling, rp (WB 1:1,000)

Cell Signaling, rp (WB 1:2,000)
Abcam, MJFR1, rm (WB 1:1,000)
Dako, rp IHC 1:5,000)

Santa Cruz, rp IHC 1:500)

Abcam, rm (WB 1:1,000, IF 1:500)
Cedaralane, rp (WB 1:2,000)

Sigma, mm (WB 1:10,000)

Abbreviations: aa, amino-acids; IHC, immunohistochemistry; mm, mouse monoclonal; NS, not specified; rm, rabbit monoclonal; rp, rabbit polyclonal; WB, western

blot.
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(MICROM MICROTECH STP120, Brignais, France) and
sections (5 um) were performed using a microtome (MICROM
HM355S). Immunohistochemistry was performed as de-
scribed previously18 using the primary antibodies listed in
Table 1. For quantification, analyses were performed with the
Imagel software (NIH, Bethesda, MD). Fluorescence immu-
nohistochemical signals were recorded from each specimen
of the control and CD group, respectively. Each myenteric
ganglion was marked and the mean grey value (integrated
density/ pm2 ganglionic tissue) was determined.

2.6 | Sarkosyl extraction and
ultracentrifugation

For sarkosyl extraction of tau, tissues were homogenized
in 50 mM of Tris-buffered saline (TBS, pH 7.4) containing
2 mM of ethylene glycol-bis(f-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-
tetraacetic acid (EGTA), 1 mM of sodium orthovanadate,
10 mM of sodium fluoride, 1 mM of phenylmethylsulfonyl
fluoride, and 10% (w/v) sucrose (all from Sigma). Samples
were centrifuged at 12 000 g for 20 minutes at 4°C to remove
cells debris and 10% (v/v) sarkosyl was added to the resultant
supernatant to give a final concentration of 1% (v/v). Samples
were mixed for 30 minutes at room temperature (20°C), then,
centrifuged at 100 000 g for 1 hour at 20°C. The supernatant
(sarkosyl-soluble tau) was collected and the pellet (sarkosyl-
insoluble tau) was washed twice with 1% (v/v) sarkosyl.
Proteins in the samples were resolved by PAGE and processed
for immunoblotting as described in the Western Blot section.

2.7 | RT-PCR
RNA extraction was performed with NucleoSpin Triprep Kit
(Macherey-Nagel) in two-pooled biopsies (see Western Blot
section). One pg purified mRNA was denatured and processed
for reverse transcription using Superscript III reverse tran-
scriptase (Thermo Fisher Scientific, Saint-Herblain, France).
PCR amplifications were performed using the Absolute Blue
SYBR green fluorescein kit (Roche) and run on a StepOnePlus
system (Thermo Fisher). The following primers were used:
Microtubule-associated protein tau (MAPT), forward:
5’AGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTC3'; reverse: 5'GGG
TTTCAATCTTTTTATTTCCTCC3’.  Synuclein  alpha
(SNCA), forward: 5'CCAAAGAGCAAGTGACAAATG
TTG3'; reverse: 5’AGCCAGTGGCTGCTGCAATS3'.
TNEF-a, forward: 5"CCCGAGTGACAAGCCTGTAG3';
reverse: S'TGAGGTACAGGCCCTCTGAT3'. IL-1f, for-
ward: 5'GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC3’; reverse:
5'TTGGGATCTACACTCTCCAGC3'. Ribosomal protein
S6 (RPS6), forward: 5’AAGCACCCAAGATTCAGCGT3';
reverse: 5" TAGCCTCCTTCATTCTCTTGGC3;

2.8 | Statistics

All data shown are mean + SEM. Statistical analyses were
performed using GraphPad software version 8.00 (San Diego
California, USA). Between-group comparisons were per-
formed using an independent sample ¢ test (Mann-Whitney
test), Kruskal-Wallis, or Chi-squared test. For association be-
tween two variables, Spearman's correlation was performed.
Differences were deemed statistically significant when
P < .05.

3 | RESULTS

The main clinical features of the study population are shown
in Figure S1B. CD patients were significantly younger than
controls (Figure S1B).

3.1 | Tau expression is increased in Crohn's
disease but not in ulcerative colitis

We first analyzed the expression levels of tau in colonic
biopsies of CD and controls by Western blot. A significant
8- and 4-fold increase in tau protein expression was ob-
served in the inflamed area of CD patients when compared
to controls, after normalization to PGP 9.5, and f-actin,
respectively (Figures 1A and S2). By contrast, no signifi-
cant differences were observed when the non-inflamed
area was compared to controls (Figures 1A and S2) and
when biopsies of UC patients, either in the inflamed or
non-inflamed area were compared to controls (Figure S2).
There were no correlations between the expression lev-
els of tau, age, and disease duration (Figure S2). We have
recently shown that 1IN3R and ON4R are the two main
tau isoforms expressed in the adult human ENS and that
these two isoforms are phosphorylated under physiologi-
cal conditions.'® Using 3R and 4R isoform-specific anti-
bodies, we found that both 1N3R and ON4R tau isoforms
were upregulated in the inflamed area in CD (Figure 1B).
We next examined the phosphorylation state of tau with a
phospho-specific antibody that detect tau phosphorylated
at Ser396. After normalizing to total tau, the amount of
phosphorylated tau was not different between CD samples
and controls (Figures 1C and S2). Truncated tau is present
in the pathological deposits observed in CNS tauopathies,
including progressive supranuclear palsy (PSP) and AD.?
In order to determine whether tau is C-terminally trun-
cated in the enteric neurons in CD, colonic biopsies were
analyzed using a monoclonal antibody that specifically
recognizes tau cleaved at Asp421 by caspase-3. After nor-
malizing to total tau, the amount of truncated tau was dra-
matically decreased in CD inflamed area when compared
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FIGURE 1

Expression levels, phosphorylation state, and truncation of tau protein in colonic biopsies from patients with Crohn's disease.

A, Colonic biopsy lysates from 16 Crohn's disease (CD) patients and 16 controls (C) (see Figure S1 for subject details) were immunoblotted with
total tau (TAU-5 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB), and f-actin ($-actin IB) antibodies. For CD patients, biopsies taken in non-inflammatory (NI, NI-CD)
and inflammatory areas (I, I-CD) were analyzed separately. A representative immunoblot is shown (raw immunoblots are provided in Figure S2).

Tau-immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of PGP 9.5 and f-actin and expressed as percentage of controls.

Data correspond to mean + SEM of 16 samples for C and CD, ***P < .001 B, Representative immunoblots showing the expression of 3R and 4R

tau using specific isoforms antibodies (eight CD and eight C were analyzed) C, Colonic biopsies lysates from 10 CD patients (#242, 243, 244, 248,
528, 539, 409, 461, 533, and 620) and 10 C (#190, 191, 192, 193, 194, 195, 330, 344, 345, and 377) were immunoblotted with total tau (TAU-5
IB), tau phosphorylated at serine 396 (PHF13 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB), and p-actin (f-actin IB) antibodies. A representative immunoblot is
shown (raw immunoblots are provided in Figure S2). Phosphorylated tau immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities

of total tau, and expressed as percentage of controls. Data correspond to mean + SEM of 10 samples for C and CD D, Colonic biopsies lysates from
16 CD and 16 C were immunoblotted with total tau (TAU-5 IB), truncated tau at Asp 421 (TAU-421), and PGP 9.5 (PGP 9.5 IB) antibodies. In
the upper panel, the membrane was probed with both TAU-5 and TAU-421 antibodies. A representative immunoblot is shown (raw immunoblots

are provided in Figure S2). TAU-421 immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of total tau, and expressed as

percentage of controls. Data correspond to mean + SEM of 16 samples for CD and C, **P < .01

to either non-inflamed area or controls (Figures 1D and
S2). Additional immunohistochemistry experiments were
performed to examine the localization and the expression
levels of tau in the myenteric plexus. Colonic myenteric
plexus showed intense tau immunoreactivity in both neu-
ronal cell bodies and processes, which nearly completely
overlapped beta-tubulin immunostaining (Figure 2A).
Quantification of the immunofluorescence showed in-
creased tau immunoreactivity in CD myenteric plexus as
compared to controls (Figure 2B). When taken together,
these results show that tau expression is increased in both
the submucosal and myenteric plexus in CD, without
changes in its phosphorylation status. In addition, and de-
spite the relatively small sample size of UC patients, our
findings also suggest that unlike CD the expression levels
of tau are unaltered in UC.

3.2 | The upregulation of tau in Crohn's
disease is not accompanied with more
insoluble or oligomeric forms of the protein

Tau cleaved by caspase-3 at Asp421 is more prone to ag-
gregation and acts as a nidus for aggregation of full-length
tau.”®?’ To examine whether tau upregulation is associated
with protein aggregation, we used T22, a recently devel-
oped tau oligomer-specific antibody.28 As expected, this
antibody detected slower migrating tau bands in AD brain
when compared to control brain (Figure S3A). However,
no difference in the banding pattern was observed when
this antibody was used to compare biopsy lysates from
CD and controls (Figure S3B). In CNS tauopathies, the
biochemical characterization of pathological tau involves
well-standardized protocols based on the use of sarkosyl*
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FIGURE 2 Localization and expression levels of tau in the myenteric plexus in Crohn's disease and controls. A, Total tau antibody A0024

(Tau) was used to detect tau in the myenteric ganglia in three CD and three control subjects; beta III-tubulin (fIIItub) antibody was used to

specifically label neurons. Representative photomicrographs of one CD patient and one control (C) are shown. Scale bar is 50 pm B, Quantitative

analysis of tau immunofluorescence in the myenteric plexus of three C and three CD. Data are shown as corrected mean grey value normalized to

controls and presented as mean + SEM, n = 18, and 17 myenteric ganglia for C and CD, respectively, *P < .05
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FIGURE 3 Expression levels of MAP2c, synapsin I, and $-III tubulin in colonic biopsies from patients with Crohn's disease. Colonic biopsy
lysates from six CD patients (#242, 243, 244, 248, 528, and 539) and six controls (C) were immunoblotted with MAP2c (MAP2c IB), synapsin I
(Synapsin I IB), and B-III tubulin (B-actin IB) antibodies. MAP2c, synapsin I, and B-III tubulin immunoreactive bands were measured, normalized

to the optical densities of PGP9.5, and expressed as percentage control. Data correspond to mean + SEM of six samples for C and CD (*P < .05)

(Figure S3C). Using this method along with the T22 an-
tibody, we showed that the levels of sarkosyl-insoluble
tau was increased in AD when compared to control brain
(Figure S3D). In contrast, no sarkosyl-insoluble tau was
detected in the GI tract samples from either CD patients
or control subjects (Figure S3D). These data suggest
that tau upregulation in CD is not associated with more
aggregation.

3.3 | Tau upregulation in Crohn's disease
is specific as not observed for MAP2c, BIII-
tubulin, and synapsin I

To determine whether the upregulation of tau is specific to
this microtubule associated protein, we analyzed the expres-
sion levels of its sequence homologue MAP2c along with
two of its interacting proteins, PIII-tubulin, and synapsin
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193! Unlike tau, the amounts of MAP2¢ and BIII-Tubulin
were not different between CD and controls (Figure 3). By
contrast, synapsin I expression was significantly decreased in
samples of CD colon when compared to controls (Figure 3).

3.4 | The increase in tau expression
likely results from a deregulated Nrf2/
NDPS52 pathway

We next sought to determine the mechanisms by which tau is
upregulated in CD. Using RT-PCR, we found a decrease in
tau mRNA in inflamed-CD samples as compared to controls
(Figure 4A). In addition, we did not observe any difference
between CD and controls when samples were analyzed by
Western Blot for the amounts of TRIM 28, a transcriptional
regulator that modulates both alpha-synuclein and tau lev-
els* (Figure S4A). These results demonstrate that the higher
amount of tau observed in CD does not result from an in-
crease in tau transcription and suggest that other mechanisms
such as modulation in tau proteostasis might be involved. A
sizeable body of evidence have shown that tau could be de-
graded through the proteasome/ubiquitin pathway or turned
over by the autophagy-lysosome pathway.3 3 We first investi-
gated the possible role of the proteasome/ubiquitin pathway
by analyzing ubiquitin immunoreactivity in whole biopsy
lysates by Western blot. The banding pattern was markedly
different between CD and controls, with some stronger im-
munoreactive bands around 15, 25, 35, and 50-60 kDa being
observed in inflamed CD samples (Figure S4B). To further
investigate the possible contribution of the proteasome to the
degradation of tau in enteric neurons, we examined the levels
of tau in primary culture of rat ENS in the presence of the
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proteasome inhibitor MG132. In line with our previous re-
sults, primary cultures of rat ENS express four tau isoforms
(ON3R, IN3R/ON4R, and 2N3R), which migrate as a triplet
of 50, 53, and 58 kDa bands on Sodium dodecyl sulfate (SDS)
PAGE.'® Treatment with MG132 decreased the amount of
all these tau isoforms (Figure S4C) thereby suggesting that
proteasome inhibition is not involved in tau upregulation in
enteric neurons.

A recent study showed that the nuclear factor erythroid
2-related factor 2 (Nrf2) decreased the levels of tau by induc-
ing the autophagy adaptor protein nuclear dot protein 52 kDa
(NDP52) (also known as CALCOCO2) in CNS neurons.**
When we analyzed the expression levels of Nrf2 and NDP52
in the GI tract, we found significantly lower amounts in CD
inflamed samples (Figure 4B). These findings suggest that a
downregulation of the Nrf2/NDP52 pathway is involved in
tau accumulation in CD inflamed segments. To further inves-
tigate the possible role of Nrf2 in enteric tau accumulation,
we used a two-pronged approach. First, we treated primary
culture of ENS with the Nrf2 activator sulforaphane. We
showed that Nrf2 is primarily expressed by enteric glial cells
and to a lesser extent by enteric neurons (Figure SA) and that
treatment with sulforaphane induced a significant decrease in
the expression levels of all tau isoforms (Figure 5B), without
changing its phosphorylation status (Figure 5B). Second, we
performed additional experiments in Nrf2-knockout mice,
which accumulate tau in their brains in an age-dependent
manner.>* When we examined the levels of total and phos-
phorylated tau in the GI tissues of these mice, we observed
a 2-fold increase in tau protein expression in the distal colon
of 21-week-old Nrf2 knockout mice in comparison with
wild-type mice (Figure 5D). No changes were observed
in the distal colon of 11-week-old mice (Figure 5C). Tau
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FIGURE 4 Transcriptional regulation of tau and Nrf2/NDP52 expression in Crohn's disease. A, Quantitative PCR analysis of tau mRNA
(MAPT) in colonic biopsy from all 16 CD patients (CD-NI and CD-I) and all 16 controls. Values represent mean + SEM (n = 16 samples per
condition; *P < .05) B, Expression levels of Nrf2 and NDP52 in CD. Colonic biopsy lysates from eight CD patients (#242, 243, 244, 248, 517, 528,
539, and 620), and eight controls (C) were immunoblotted with Nrf2 (Nrf2 IB), NDP52 (NDP52 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB), and f-actin (f-actin
IB) antibodies. Nrf2 and NDP52 immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of PGP9.5, and expressed as percentage
control. Data correspond to mean + SEM of eight samples for C and CD (*P < .05)
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FIGURE 5 Role of Nrf2 in the regulation of enteric tau expression A, Distribution and localization of Nrf2 in primary ENS culture. Primary

culture of rat ENS at 14 days in vitro were immunolabeled with anti-Nrf2, anti- BIII tubulin, and anti-GFAP antibodies. Scale bar is 100 um for the

upper panel and 50 um for the lower panel B, Effects of sulforaphane on the expression levels of tau in primary culture of rat ENS. After 14 days

in culture, primary cultures of rat ENS were treated with vehicle (PBS, control) or 10 uM of sulforaphane (SEN). Cell lysates were immunoblotted
with total tau (A0024 Tau IB), tau phosphorylated at serine 396 (PHF13 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB), and p-actin (f-actin IB) antibodies. Total
tau and phosphorylated tau immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of PGP9.5, and total tau, respectively, and

expressed as percentage of controls. Values represent mean + SEM (n = 8; treated vs control; **P < .01) C, D, Distal colon lysates obtained

from Nrf2—/— (11-week-old, two male and one female; 21-week-old, three male) or wild-type (WT, 11 months old, three male; 21-week-old, one
female and two male) mice were immunoblotted with total tau (TAU-5 IB), tau phosphorylated at serine 396 (PHF13 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB),
and B-actin (B-actin IB) antibodies. Total tau and phosphorylated tau immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of

PGP9.5 and total tau, respectively, and expressed as percentage of controls (*P < .05)

phosphorylation levels were similar between Nrf2 knockout
mice in comparison with wild-type mice, regardless of age
(Figure 5C,D). Taken together, these findings show that tau
upregulation in CD gut is not transcriptionally regulated but
instead likely results from a decrease in protein clearance via
an Nrf2 pathway.

3.5 | Alpha-synuclein and tau are similarly
regulated in CD

We previously used the colonic samples from 10/16 CD pa-
tients and 10/10 controls to show that alpha-synuclein was
upregulated in CD inflamed area.'® We extend these previous
findings by showing that alpha-synuclein mRNA expression
is downregulated in CD (Figure 6A) and that it correlated
with the amount of tau mRNA (Figure 6B). Such a positive
correlation was also observed at the protein level (Figure 6C).
Finally, we showed that, as with tau, treatment of primary

culture of ENS with sulforaphane-induced reduction of al-
pha-synuclein and that the expression of alpha-synuclein was
higher in the distal colon of 21-week-old Nrf2 knockout mice
when compared to wild-type mice (Figure 6D). Thus, alpha-
synuclein and tau are similarly regulated in CD gut.

4 | DISCUSSION

We have recently shown that the isoform profile of tau dif-
fered between the ENS and the CNS, with 1N3R and ON4R
being the two main tau isoforms expressed in adult human en-
teric neurons.'® In addition, we did not observe any changes
in tau expression, phosphorylation, or truncation of colonic
samples from patients suffering from the prototypical tauopa-
thy PSP. These results, along with the findings from a recent
comprehensive autopsy survey'’ strongly suggest that unlike
PD, the pathological process in tauopathies such as AD and
PSP is limited to the CNS and does not involve the ENS.
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FIGURE 6 Expression level of enteric alpha-synuclein and its correlation with tau. A, Quantitative PCR analysis of alpha-synuclein mRNA
(SNCA) in colonic biopsy from seven CD patients (CD-NI and CD-I, #248, 381, 409, 461, 539, and 620) and seven controls (#191, 194, 330,

335, 345, 377, and 477) B, Correlation between SNCA and MAPT mRNA expression levels in colonic biopsy from seven CD patients (CD-NI

and CD-I, #248, 381, 409, 461, 539, and 620) and seven controls (#191, 194, 330, 335, 345, 377, and 477) (r = 0.73; P < .0001) C, Correlation
between alpha-synuclein and tau protein expression levels in colonic biopsy from 10 CD patients (CD-NI and CD-I, #381, 387, 409, 436, 458, 461,
516, 517, 533, and 620) and 10 controls (#330, 335, 344, 345, 359, 377, 428, 430, 450, and 456) (r = 0.67; P < .0001) D, Effects of sulforaphane
on the expression levels of alpha-synuclein in primary culture of rat ENS. After 14 days in culture, primary culture of rat ENS were treated with
vehicle (PBS, control) or 10 uM of sulforaphane (SEN). Cell lysates were immunoblotted with alpha-synuclein (Syn IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB),
and B-actin (B-actin IB) antibodies. Alpha-synuclein immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of PGP9.5, and

expressed as percentage of controls. Values represent mean + SEM (n = 6; treated vs control; *P < .05) E, Distal colon lysates obtained from

Nrf2—/— (21-week-old, three male) or wild-type (WT; 21-week-old, one female and two male) mice were immunoblotted with alpha-synuclein

(Syn IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB), and B-actin (p-actin IB) antibodies. Alpha-synuclein immunoreactive bands were measured, normalized to the

optical densities of PGP9.5, and expressed as percentage of controls (** P < .01)

We therefore set out to examine the expression levels and
phosphorylation state of tau in CD, an inflammatory bowel
disease that has been consistently associated with ENS ab-
normalities.* We found that the expression levels of enteric
tau isoforms are dramatically increased in the colon of CD
patients and that this upregulation is likely mediated through
the Nrf2/NDP52 pathway. By contrast, no changes in the ex-
pression levels of tau was observed in UC.

The ENS may be involved in inflammatory bowel disease
as a result of tissue injury, or via the effects of soluble medi-
ators of the inflammatory process including cytokines, ara-
chidonic acid metabolites, and oxygen-derived free radicals.
Although changes in the morphology of the ENS have been
described in both CD and UC, structural changes are more
pronounced in CD than in UC (reviewed in 4,35). In this
study, synapsin I, a neuronal phosphoprotein associated with
the cytoplasmic surface of synaptic vesicles, was significantly

decreased in samples of CD colon. These findings are in line
with previous observations that showed severe and extensive
submucosal axonal necrosis in the ileum and colon in CD but
not in UC.* This axonal necrosis may also explain the ob-
served decrease in tau mRNAs, which are transported along
the axon to be translated in situ in the axon terminals.®’
Numerous proteases, such as aminopeptidases, calpains,
and caspases have been shown to proteolyze tau, however,
most of these enzymes do not appear to be principally re-
sponsible for tau clearance. It is therefore unlikely that the
sole decrease in tau truncation at Asp 421 in CD is suffi-
cient to induce overexpression. The bulk of clearance of
both physiological and pathological forms of tau is instead
mediated by the proteasomal and autophagic degradative
systems.33’38 While several reports suggested that tau could
be degraded through the proteasome, others did not confirm
this observation and even observed increased tau clearance
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FIGURE 7 Proposed mechanisms for increased tau and alpha-
synuclein expression in enteric neurons in CD. In the gut and more
specifically in the ENS, both tau and alpha-synuclein are abundantly
expressed in enteric neurons. Our current and previous findings show
that, despite a decrease in their mRNA levels, both tau and alpha-
synuclein proteins are upregulated in the ENS of CD patients. We
propose that the decrease in mRNA observed in CD is counterbalanced
and even overwhelmed by a marked fall in the degradation of both
proteins (at least in part via a decreased activity of the Nrf2/NDP52
autophagic pathway), resulting in tau and alpha-synuclein proteins
accumulation. Motifolio drawing toolkits (http://www.motifolio.com/)
were utilized in the figure

in the presence of proteasome inhibitors in primary cortical
neurons.*** Our findings obtained in primary cultures of
ENS, which showed a decreased in tau in the presence of the
proteasome inhibitor MG132 are, therefore, in line with this
latter observation. Although we could not exclude completely
a role for other pathways, our data strongly indicate that the
Nrf2/NDP52 autophagic pathway is involved in the accumu-
lation of tau in CD (Figure 7). As the Nrf2 signaling system
plays a key role in the maintenance of cellular homeostasis
under stress, inflammatory, carcinogenic, and pro-apoptotic
conditions, it seems quite logical to observe a decreased ex-
pression of Nrf2 in CD.* It should be however mentioned
that, as far as we know, our study is the first to show that Nrf2
is downregulated in inflammatory bowel disease. Our obser-
vation reinforce the findings obtained in rodents, in which
activating and/or upregulating Nrf2 alleviated DSS-induced
colitis,*"*? thereby suggesting than reinforcing Nrf2 could be
a potential therapeutic option for inflammatory bowel disease
patients.

Hyperphosphorylation, truncation, and aggregation of tau
are characteristic features of the pathological deposits ob-
served in CNS tauopathies.38 Using specific antibodies and
sequential extraction/ultracentrifugation, we did not find ev-
idence of tau pathological forms in the inflamed zone in CD
(we even observed a decrease in the amount of truncated tau).
These findings are in keeping with the ones we obtained with
alpha-synuclein, which is overexpressed but not aggregated
in the ENS in CD."** One obvious limitation of our work

is that the neuronal density in the ENS is rather low and that
most of the analyses for the current study were essentially
restricted to the analysis of the submucosal plexus. We can
therefore not rule out that the absence of overt pathological
changes in tau in colonic samples from our CD patients may
be due to this limited regional analysis and perhaps different
findings would have been obtained had we examined larger
GI samples or used more sensitive approach such as protein
misfolding cyclic amplification.44

The growing body of evidence suggesting that GI inflam-
mation is involved in the development of PD recently led us
to investigate the effects of inflammation on alpha-synuclein
expression in primary culture of rat ENS.”> We showed that
two of the pro-inflammatory cytokines that are elevated in
CD (Figure S1), namely TNF-a and IL-1p, induced a down-
regulation of alpha-synuclein expression at both mRNA and
protein levels in enteric neurons.” Similar findings were
observed when tau mRNA and protein were analyzed (our
unpublished results). These observations are consistent with
our current findings, which show a decrease of both alpha-sy-
nuclein and tau mRNA in the inflamed area in CD. They also
suggest that the upregulation of alpha-synuclein and tau pro-
teins in inflamed CD sample is not the mere consequence
of inflammation on transcription and translation but likely
results from a more complex process involving proteostasis
regulation (Figure 7).

Our current and previous findings demonstrate that both
tau and alpha-synuclein, which are critically involved in
neurodegenerative disorders are upregulated in CD further
reinforcing the possible link between inflammatory bowel
disease and neurodegenerative disorders.* Some recent ob-
servations not only showed that PD and inflammatory bowel
disease are epidemiologically,46 but also genetically linked.
The Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2) gene, which has
emerged as the gene most commonly associated with both
familial and sporadic PD, has been subsequently identified
by as a major susceptibility gene for CD.?" Quite interest-
ingly, molecular and neuropathological links between tau and
LRRK2 have also been demonstrated: (i) LRRK?2 binds to
and phosphorylates tau,*’*® (ii) tau is a prominent pathology
in LRRK2 PD as well as in mice that overexpress mutated
forms of LRRK2,49’50 and (iii) LRRK?2 promotes tau accu-
mulation and aggregation and enhances the neuronal trans-
mission of tau in the mouse brain.*”! It remains, however,
to be determined why only a subset of patients with inflam-
matory bowel disease and GI inflammation will eventually
develop a neurodegenerative disorder. A recent opinion paper
has proposed that PD pathogenesis can be divided into three
temporal phases: “triggers,” which set off the disease process
in the brain and/or peripheral tissues, “facilitators” that help
triggers access the nervous system or spread the pathology
within the CNS and “aggravators,” which may for instance
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increase alpha-synuclein spreading.’” In such a scenario, it
can be suggested that GI inflammation may act as a facilitator.
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Supplementary Figure 1. A, Quantitative PCR analysis of IL1-B and TNF-a mRNA in colonic
biopsy from all 16 CD patients (CD-NI and CD-l), all 6 UC patients (UC-NI and UC-l) and all 16
controls. Values represent mean = SEM (*p<0.05 ; ***p<0.001) B, Subjects’ demographics and
treatments. 5-ASA: 5-aminosalicylic acid; anti-TNF: anti-TNF-a; cortico: corticosteroids; IMS:
immunosuppressive therapy; UC: ulcerative colitis; UNK: unknown. CD patients were
significantly younger than controls (Age, mean +/- SD 33.6 +/- 9.5 vs 52.0 +/- 15.1, p< 0.001)

Patient # | Diagnosis | Age | Sex | Disease duration (y) Treatment
242 CcD 23 F 6 IMS
243 CcD 52 F 8 cortico + 5-ASA
244 CD 31 M 3 IMS
248 CcD 45 F 22 antiTNF
381 CD 34 | M 8 IMS
387 CcD 43 F UNK antiTNF
409 CD 34 M UNK antiTNF
436 CcD 20 M 6 antiTNF
458 CD 38 F UNK None for 2 years
461 CD 35 M 6 antiTNF
516 CD 39 | M 18 antiTNF - IMS
517 CcD 22 M 8 antiTNF
528 CcD 21 F 9 5-ASA
533 CcD 24 M 7 antiTNF - IMS
539 CD 39 | M 19 antiTNF+ IMS
620 CcD 38 F 12 None for 2 years
283 uc 31 F 11 5-ASA
429 uc 45 M UNK IMS
438 uc 36 F 6 5-ASA
494 uc 37 F 3 antiTNF
504 uc 49 | M 13 antiTNF - 5-ASA
586 uc 38 M 4 antiTNF - 5-ASA
190 Control 51 | M - -
191 Control 64 | M - -
192 Control 70 F - -
193 Control 72 F - -
194 Control 63 F - -
195 Control 61 F - -
330 Control 55 | M - -
335 Control 73 F - -
344 Control 41 F - -
345 Control 48 F - -
377 Control 48 F - -
430 Control 41 F - -
450 Control 49 | M - -
456 Control 47 F - -
460 Control 31 F - -
477 Control 18 F - -
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Supplementary Figure 2. Raw immunoblot data for CD and UC patients and quantification for UC patients. No correlation was observed
between the amount of tau (Tau5/PGP 9.5) and age (Table S1) for CD, r,=0.39; p=0.15. No correlation was observed between the amount of tau
(Tau5/PGP 9.5) and disease duration (Table S1) for CD, r;=0.17; p=0.57
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Supplementary figure 3. Analysis of sarkosyl-insoluble tau and oligomeric forms of tau in colonic biopsies from patients with Crohn’s disease. (a) Lysates from control (C) and
Alzheimer’s disease (AD) brains served as controls to ensure that the immunoreactive pattern observed with T22 was different in AD brain when compared to control brain. (b)
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Supplementary Figure 4. A, Expression levels of TRIM28 in Crohn’s disease. Colonic biopsy lysates from all 16 CD patients and all 16 controls were immunoblotted with
antibodies against TRIM28 (TRIM28 IB), PGP 9.5 (PGP 9.5 IB) and B-actin (B-actin IB). TRIM28 immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of
PGP 9.5 and expressed as a percentage of the average of controls. B, Representative immunoblots of ubiquitin levels in biopsy lysates from CD patients and control subjects.
The arrows show some of the bands whose levels varied between CD and controls. C, Primary culture of rat ENS were treated or not with 10 uM MG132 for 12h and 15 pg of
cell lysates were subjected to immunoblot analysis using A0024 Tau, PGP 9.5 (PGP 9.5 IB) and [-actin (3-actin IB) antibodies.




8. Discussion

L’axe intestin-cerveau est impliqué dans le développement des maladies
neurodégénératives et neuropsychiatriques (Cryan et al. 2019; Sampson et al. 2016; Chapelet
et al. 2018; Friedland 2015), impliquant des voies de signalisation neurologiques, hormonales,
métaboliques, et immunitaires (Borre et al. 2014; Cryan et al. 2019). Cependant, le rationnel en
faveur de I’existence d’une tauopathie entérique (protéinopathies tau du SNE), pouvant
favoriser I’apparition de la tauopathie dans le SNC, via I’axe intestin cerveau, reste peu étayée
de preuves expérimentales (Derkinderen et al. 2021). Ainsi, cette question de recherche se pose,
surtout si 1’on considére les liens forts mis en évidence entre apparition d’une autre
protéinopathies, la synucléinopathie, au niveau du SNE, et le développement de
synucléinopathie dans le SNC (Sengupta et al. 2015; de Guilhem de Lataillade et al. 2020).
Comme D’interaction intestin-cerveau implique des voies de signalisation neurologiques,
hormonales, métaboliques, et immunitaires (Borre et al. 2014; Yan Wang et Kasper 2014;
Cryan et al. 2019), il nous a semblé intéressant, dans cette These d’Université, d’étudier
I’expression et la phosphorylation de tau dans les CEE en condition physiologique, et dans les

neurones entériques, en condition inflammatoire (modele de MC).

Notre premiére étude a montré que tau était exprimée dans les CEE de c6lon humain
adulte. Un co-marquage était observé lorsque les prélévements de colon était analysé avec un
anticorps anti-GLP-1 et un anticorps anti-tau total, qui reconnait les 6 isoformes de la protéine
tau humaine, montrant ainsi qu’une partie des CEE (cellules de type L) sont tau-positive. Ces
résultats sont cohérents avec les données de la littérature qui montrent que les CEE de type L
sont le sous-type le plus présent dans le colon ((K. Suzuki et al. 2018); revue dans (Latorre et
al. 2016)). 1l est a noter que ces CEE de type L sont aussi un des principaux sous-types a
posséder des pseudopodes, ce qui laisse penser que des CEE tau-positive pourraient faire
contact avec des neurones entériques ((Bohorquez et al. 2015), revue dans (Latorre et al. 2016)).
Nous avons, dans un second temps, utilisé des anticorps spécifiques des isoformes de tau pour
essayer de préciser les profils d’expression dans le tube digestif humain. Nous avons tout
d’abord utilisé un anticorps spécifique des isoformes 3R, que nous avions dé¢ja utilisé¢ avec
succes sur coupes en paraffine de tube digestif humain pour marquer les neurones du plexus
myentérique colique (Lionnet et al. 2018). En utilisant un co-marquage avec un marqueur
général des CEE, la chromogranine A, nous avons identifi¢ que la grande majorité (3/4) des

CEE du colon humain étaient immunoréactives pour tau 3R. A noter, par ailleurs, que
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I’utilisation d’un anticorps spécifique des isoformes 4R n’a pas permis d’obtenir un signal de
bonne intensité, et reproductible, tout comme 1’utilisation des anticorps spécifique des
isoformes ON, IN et 2N (BioLegend®, 2023.). Il n’est toutefois pas possible d’exclure que cet
absence de marquage soit li¢ a un manque de sensibilité de ces anticorps (Ercan et al. 2017).

Comme cela a été évoqué en introduction, 1I’étude des CEE est rendue délicate en raison
de leur distribution éparse dans le tube digestif et un grand nombre d’expériences utilisent des
lignées de CEE (De Giorgio et al. 2016). Nous avons donc étudié I’expression de tau dans deux
lignées de CEE, la lignée murine GLUTag et la lignée humaine NCI-H716, a la fois par Western
Blot et PCR. Les résultats des deux approches ont été globalement cohérents en montrant que
les GLUTag exprimaient préférentiellement les isoformes de bas poids moléculaire de tau, a
savoir ON3R et, a moindre degré, ON4R, alors que IN3R est I’isoforme la plus exprimée par les
NCI-H716. Par ailleurs, les lignées de cellules épithéliales utilisées comme témoin
n’exprimaient en revanche pas tau, ce qui confirme nos résultats d’immunohistochimie de colon
humain qui ne montrait pas de marquage épithélial, en dehors des CEE. Ces observations, en
particulier celles montrant que 1N3R est I’isoforme prédominante des cellules humaines NCI-
H716, font écho a nos résultats obtenus sur les neurones entériques humains qui montrent que
cette isoformes est aussi une des deux isoformes prédominantes des neurones entériques
humains (Lionnetet al. 2018). Ceci pourrait suggérer que 1N3R serait I’isoforme de tau qui
serait préférentiellement impliquée dans un scénario de passage de tau des CEE vers les
neurones entériques (Derkinderen et al. 2021)

Nous avons montré que tau, dans les CEE, était phosphorylée en condition basale, que
ce soit dans le colon humain ou dans les lignées cellulaires. En particulier, les CEE de cdlon
sont nettement immunoréactives lorsque 1’anticorps PHF-13 (reconnait tau phosphorylée sur le
résidu sérine 396) est utilisé, avec 80% des cellules chromogranines A qui sont aussi PHF-13
positives. Ici aussi, ces résultats font écho a ceux obtenus dans des biopsies coliques humaines
de sujets indemnes de maladies neurodégénératives, dans lesquelles une immunoréactvité PHF-
13 était observée en Western Blot (Lionnet et al. 2018). A premicre vue, ces résultats peuvent
paraitre surprenant car la phosphorylation de tau sur sa sérine 396 est habituellement considérée
comme survenant en condition pathologique. En effet, I’anticorps monoclonal PHF-1 (le
‘prédécesseur’ du PHF-13), qui reconnait tau phosphorylée sur sérine 396 et 404 (Otvos et al.
1994), a été initialement développé par I’équipe de Peter Davies, a partir d’une préparation de
PHF (Greenberg et al. 1992). Toutefois, une phosphorylation de tau sur sérine 396 a aussi été
décrite en condition physiologique dans le SNC, aussi bien dans des cultures primaires de

neurones corticaux (Anderton et al. 1995), que dans des biopsies cérébrales de sujets dépourvus
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de conditions neurodégénératives (Matsuo et al. 1994). Nos résultats permettent donc
d’envisager que la phosphorylation de tau sur sérine 396 joue un rdle physiologique dans les
CEE et les neurones entériques. Par ailleurs, ’utilisation de phosphatase lambda dans nos deux
lignées de CEE a permis d’induire un ‘shift’ des isoformes de la protéine tau en Western Blot.
Cette accélération de la mobilité €électrophorétique des isoformes de protéines tau montre que
tau est phosphorylée en condition basale dans les lignées de CEE. L’utilisation d’un anticorps
spécifique des formes déphosphorylées de tau, Tau-1 (Szendrei, Lee, et Otvos 1993) a permis
de montrer que les résidus sérine 198, 199, 202 et 205 étaient phosphorylés en condition basale
dans les GLUTag. Enfin, nous avons montré que les AGCC ¢taient capables de moduler la
phosphorylation de tau sur le résidu sérine 205. Ceci suggere que tau des CEE seraient capable
de ‘sentir’ le contenu de la lumicre digestive par son état de phosphorylation. Il conviendra bien
stir de compléter ces résultats préliminaires en étudiant d’autres sites de phosphorylation de tau,
et la réponse a plusieurs AGCC, en faisant une analyse dose-réponse, tout en validant que le
traitement par AGCC est capable d’induire une sécrétion de tau.

Big-Tau est exprimée par certains neurones du systémes nerveux périphériques
(Goedert, Spillantini, et Crowther 1992; Fischer 2023), et peut co-exister avec les formes de
plus bas poids moléculaire de la protéine (Georgieff et al. 1993). Méme s’ils sont préliminaires
et qu’ils nécessitent d’étre confirmés, nos résultats étude suggerent que la protéine Big-Tau
n’est pas exprimée ni par les neurones entériques (Lionnet, Wade, et al. 2018) ni par les CEE.

Enfin, plus largement, nos résultats peuvent s’intégrer dans le rdle potentiel que
pourraient avoir les CEE dans le développement des pathologies neurodégénératives. Nous
I’avons vu, en montrant que les CEE expriment 1’alpha-synucléine et qu’elles faisaient contact
avec les neurones vagaux, I’équipe de Roger Liddle a proposé qu’elles pourraient jouer un role
dans le développement de la MP, en permettant un passage du processus pathologique de la
lumicre digestive vers les neurones entériques (Bohorquez et al. 2015; Yu et al. 2020). Dans un
tel scénario, un pathogéne non identifi¢ entrainerait I’initiation du processus pathologique
(agrégation de 1’alpha-synucléine) dans les CEE, qui le transmettrait ensuite de proche en
proche aux neurones entériques/vagaux, pour ensuite gagner le SNC (Chandra et al., 2017).
Dans ce contexte, la présence de tau dans les CEE pourrait €étre un cofacteur important puisque
’on sait que les co-pathologies tau-alpha-synucléine sont fréquentes (Spina et al. 2021) et que
la présence de tau peut augmenter les formes pathologiques d’alpha-synucléine par cross
seeding (Pan et al. 2022). Toutefois, pour séduisant que soit ce scénario, il est encore tres
hypothétique et nécessite encore de nombreuses expériences pour étre conforté. Tout d’abord,

il serait intéressant de faire des co-marquages tau et d’alpha-synucléine humaine dans le tube

43



digestif humain afin de connaitre la proportion de neurones exprimant les 2 protéines. Ensuite,
point essentiel, il reste a déterminer si des formes agrégées pathologique d’alpha-synucléine et
de tau sont présentes dans les CEE des sujets parkinsoniens. Une de nos études en cours au
laboratoire pourrait permettre de répondre a cette question (Agence Nationale de la Recherche,
selection des projets vague 3, 2023). Nous envisageons en effet d’utiliser une approche par
proximal ligation assay pour détecter la présence d’alpha-synucléine dans des échantillons de
colon humain de 16 sujets parkinsoniens et de 11 témoins (maladies neurodégénératives ‘non-
synucléinopathies) disponibles au laboratoire dans le cadre d’une collaboration (Gelpi et al.
2014). Cette technique vient d’étre optimisée au laboratoire pour détecter les formes
oligomériques d’alpha-synucléine dans les neurones entériques (la mise au point pour tau est
en cours) (Roberts, Wade-Martins, et Alegre-Abarrategui 2015). Des résultats obtenus par
I’équipe de Laura Parkkinen a Oxford suggerent en effet qu’il serait possible de détecter de
I’alpha-synucléine pathologique dans 1’épithélium digestif et ce trés probablement dans les CEE
(Ruffmann et al. 2018). Il est a noter que lorsque cet article a été publié, ce marquage était
considéré comme non-spécifique. Toutefois, les données obtenues sur les propriétés neuronales
des CEE ces dernieres années (Bohorquez et al. 2015; Yu et al. 2020) ainsi que la réanalyse des
images d’immunohistochimie (aspect du marquage et morphologie cellulaire) suggerent que

cela n’est pas le cas (Figure 17).

Figure 17. Probable présence d’alpha-synucléine agrégée dans une cellule de ’épithélium
intestinal chez un sujet parkinsonien. Une biopsie colique d’'un sujet parkinsonien (coupe en
paraffine) a été analysée par immunohistochimie avec un anticorps spécifique des formes
aggrégees d’alpha-synucléine apres pré-traitement par la protéinase K. Une cellule de
[’épithélium est marquée (fleche blanche) ; ce marquage, considéré comme artéfactuel dans
["article publié en 2017 pourrait en fait correspondre a une CEE (Ruffmann et al. 2018).

Enfin, si ces données neuropathologiques sont convaincantes, il serait pertinent de les
compléter par une approche cellulaire dans les cellules GLUTag et NCI-H716, en étudiant par

exemple si un traitement de ces cellules par des cytokines pro-inflammatoires ou par du
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lipopolysaccharide (tous deux augmentés dans le colon des parkinsoniens par rapport a des
sujets témoins (Devos et al. 2013; Forsyth et al. 2011)) est capable d’induire I’agrégation de
I’alpha-synucléine et/ou de tau en utilisant par exemple un technique filter trap assay qui a été

optimisée au laboratoire (Oullier et al. 2020).

Notre seconde étude montre, pour la premicre fois, que le niveau d’expression de la
protéine tau est augmentée dans le SNE de sujets atteints de MC, par rapport a des témoins,
aussi bien dans le plexus sous-muqueux (biopsies digestives), que dans le plexus myentérique
(échantillons full thickness). Les neurones entériques et les cellules gliales entériques (CGE)
sont les deux principaux types cellulaires qui composent le SNE et ses plexus ; nos données
antérieures (Lionnet et al. 2018) et certains de résultats non publiés du laboratoire montrent que
I’expression de tau dans le SNE est limitée aux neurones, et que la protéine n’est pas présente
dans les CGE, tant chez ’homme que chez le rongeur. Par conséquent, I’augmentation
d’expression de tau observée dans le tube digestif des MC provient des neurones. Ces résultats
font directement écho a une étude précédente du laboratoire qui avait montré que, tout comme
tau, I’expression de I’alpha-synucléine est augmentée dans les neurones du plexus myentérique
et sous-muqueux des sujets avec une MC (Prigent et al. 2020). Une analyse parall¢le du niveau
d’expression de tau et de I’a-synucléine dans les biopsies digestives des sujets avec une MC a
permis de montrer une corrélation tant au niveau du messager que de la protéine.

Quelle peut étre la signification de cette uprégulation de la protéine tau dans le contexte
de la MC ? Tout d’abord, en montrant la dérégulation de I’expression de tau (et de I’alpha-
synucléine), nos résultats renforcent le fait que la MC n’est pas seulement une maladie
inflammatoire du tube digestif, mais peut aussi etre considérée comme une authentique
neuropathie entérique (De Giorgio et al. 2016). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que,
parallélement a I’augmentation d’expression de tau et de 1’alpha-synucléine, une diminution du
niveau de la synapsine 1 a été notée dans les biopsies prélevées en zones inflammatoires des
sujets avec une MC. Cette régulation opposée entre le niveau d’expression de 1’alpha-
synucléine et de la synapsine 1 peut paraitre contre intuitive car les deux protéines interagissent
physiquement au niveau des terminaisons synaptiques pour régulent 1’exocytose (Atias et al.
2019; Gao et al. 2023). Il peut toutefois étre proposé¢ que la baisse du niveau d’expression de la
synapsine 1, une protéine purement présynaptique, pourrait étre expliquée par les observations
désormais anciennes qui ont montré une atteinte axonale marquée (parfois avec nécrose) dans
des biopsies de sujets avec MC (Dvorak et al. 1993) et, qu’en revanche, I’éventuelle perte

d’alpha-synucléine synaptique associée est compensée par une augmentation de I’expression
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dans d’autres compartiments cellulaires des neurones entériques comme le soma (via la
diminution de dégradation Nrf2/NDP52-dépendante) dans laquelle elle est aussi présente
contrairement aux protéines spécifiques des vésicules synaptiques (Figure 18). Une telle
hypothese nécessitera des travaux complémentaires en étudiant, outre la synapsine 1 et I’alpha-
synucléine, d’autres protéines synaptiques, comme la synaptobrevine et la synaptophysine, avec

une approche immunohistochimique dans des tissus de sujets avec une MC.

a-synuclein R sifn_aptophysin

;.

Figure 18. Co-localisation partielle de ’alpha-synucléine et de la synaptophysine dans des
neurones de plexus myentérique en culture. Marquage alpha-synucléine (rouge, A) et d’'une
protéine spécifique des vésicules synaptiques, la synaptophysine (verte, B). En C et D, un co-
marquage est noté dans les varicosités entourant les neurones (fleches blanches), mais on note
la présence d’alpha-synucléine dans le soma des neurones. Coloration nucléaire avec DAPI
(bleu). Barres d'échelle : 50 um. D ’apres Béttner (Bottner et al. 2015)

De fagon plus générale, nos résultats semblent s’inscrire dans la continuité des
observations épidémiologiques qui suggerent une possible augmentation du risque de MP et de
démence chez les sujets avec une MC (Torres et al. 2017; Liu et al. 2022; Huang et al. 2023;
Bellenguez et al. 2022) et, par ailleurs, cela permettraient de fournir une base moléculaire et

cellulaire a ces études épidémiologiques : I’augmentation de I’expression de tau et de I’alpha-
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synucléine dans les neurones entériques, au cours de la MC, serait un événement initial du
processus neurodégénératif, qui gagnerait ensuite le SNC, via ’innervation vagale, comme
propos¢ initialement par Braak (Braak et al. 2003), puis par Borghammer (Borghammer 2023).
Bien que séduisant, un tel scénario n’est probablement pas a retenir en 1’état, et cela pour deux
raisons principales. Tout d’abord, il est a noter que, bien que le lien supposé entre MC et MP
reste tenu (Torres et al. 2017; N. Liu et al. 2022; Huang et al. 2023), puisqu’il n’expliquerait
qu’un cas de MP supplémentaire sur 10 000 personnes ayant une MC. Or, dans nos études la
quasi-totalité (15/16) des sujets avec une MC avaient une surexpression marquée de tau et de
I’a-synucléine (voir en particulier les immunoblots de la Figure S2), ce qui laisse penser qu’un
grand nombre, et non une infime proportion de patients MC, devrait développer, a terme, une
MP. Deuxiémement et probablement de fagon plus convaincante, au-dela de la simple
surexpression, il n’y a pas de franc argument montrant que tau, ou que 1’alpha-synucléine, est
agrégée dans le SNE des sujets MC et ce, en utilisant différentes approches (extraction sarkosyl
et ultracentrifugation pour tau ; filter trap assay et protein misfolding cyclic amplification
((Prigent et al. 2020; 2019; Fenyi et al. 2019).

Nous avons été relativement surpris de constater que I’augmentation de I’expression de
tau et de I’alpha-synucléine n’était pas accompagnée d’une augmentation de leur ARN
messager (une diminution significative était méme observée). Ceci nous a conduit a nous
focaliser sur une diminution de la dégradation de tau et de I’alpha-synucléine comme pouvant
étre a Dorigine de I’augmentation de I’expression de ces deux protéines. Méme s’il est
impossible d’écarter le fait que d’autres voies de dégradation de tau sont impliquées, nos
données (biopsies de sujets MC, souris avec invalidation du géne codant pourNrf2, et approche
pharmacologique de culture primaire de SNE) suggerent que la voie Nrf2/NDP52 (Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2/Nuclear Dot Protein 52) est associée a 1’augmentation de
I’expression de tau, observée dans les neurones entériques au cours de la MC, comme cela a
déja été décrit dans les neurones centraux (Jo et al. 2014). En dehors cette publication sur tau
dans le SNC, NDP52 a été principalement étudiée dans les tissus périphériques pour son role
en tant que médiateur de 1’autophagie impliqué dans 1’¢limination des bactéries présentes dans
le cytoplasme comme Salmonella typhimurium, ou Shigella flexneri (Verlhac et al. 2015) deux
bactéries dont I’infection est associée a un risque ultérieur plus important de développer une
MC (Axelrad et al. 2020). Notre étude pourrait donc laisser envisager qu’une restauration de la

voie Nrf2/NDP52 est une voie thérapeutique possible de la MC.
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En conclusion, en dehors de quelques études préliminaires publiées au début des années
1990, nos travaux sont les premiers a s’intéresser plus précisément a la protéine tau dans le tube
digestif et le SNE. Nous 1’avons vu, pour ce qui est du versant pathologique, les données
disponibles bien que parcellaires ne permettent de penser qu’il existe une atteinte en miroir du
SNC au niveau du SNE dans les principales tauopathies centrales, que sont la MA (Shankle et
al. 1993; Dugger et al. 2019) ou la PSP (Dugger et al. 2019; Lionnet et al. 2018). En revanche,
comme nous avons pu I’observer, il existerait dans la MC une dysrégulation de tau, dans un
contexte de neuroinflammation et de neuropathie entérique, qui suggére 1’intérét d’étudier tau,
plus largement, dans un contexte de neuropathie entérique primaire ou secondaire. Par ailleurs,
il serait aussi interessant d’étudier le SNE et tau dans une autre maladie, la dystrophie
myotonique de type 1, car ¢’est une maladie neuromusculaire ‘systémique’ qui s’accompagne
d’une tauopathie du SNC et de troubles digestifs ((Fernandez-Gomez et al. 2019; Haensch et
al. 2011). Pour ce qui est des CEE, il conviendra de déterminer si tau est aggrégée dans ces
cellules chez des sujets ayant une maladie neurodégénérative. En effet, les résultats négatifs
obtenus sur les neurones entériques ne permettent pas de conclure, et a I’heure actuelle, il serait
nécessaire de réaliser de nouveaux prélévements afin notamment de réaliser une analyse de

toutes les cellules épithéliales digestives (voir figure 17).
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Tau dans le tube digestif : expression et phosphorylation dans les neurones entériques et

dans les cellules entéroendocrines.

Mots clés : Protéine tau, Systéme Nerveux Entérique, Maladie de Crohn, Cellules Enteroendocrines

Résumé : L’axe intestin-cerveau est impliqué
dans le développement de la maladie de
Parkinson, qui est une synucléinopathies, via
des voies métaboliques, inflammatoires et

endocriniennes. Cependant, il existe peu
d’étude concernant les autres maladies
neurodégénératives, en  particulier les

tauopathies. L’objectif de ce travail de thése a
donc été de (i) d’étudier I'expression et la
phosphorylation de la protéine tau dans les
cellules entéroendocrines (CEE) qui ont un
réle important dans les voies de signalisation
de l'axe intestin-cerveau (ii) de caractériser
'expression de la protéine tau dans les
neurones entériques, dans un contexte
d'inflammation et de neuropathie entérique
(maladie de Crohn). Nos résultats mettent en
evidence que le niveau d’expression de la
protéine tau était augmenté dans les neurones

entériques du colon de sujets atteints de
maladie de Crohn. Des experiences
complémentaires sur des souris transgeniques
et des cultures primaires de SNE de rat ont
montré que le facteur de transcription Nrf2 était
impliqué dans cette augmentation d’expression
dans un contexte inflammatoire. De plus, nous
avons montré que les CCE du colon adulte
humain, ainsi que des lignées de CEE,
exprimaient exprimaient certaines isoformes
de tau, et que le niveau de phosphorylation de
tau pouvait étre modulé par des acides gras a
chaine courte. Nos résultats ouvrent de
nouvelles perspectives sur le role potentiel de
la protéine tau dans I'axe intestin-cerveau, que
ce soit pour des maladies neurodégénératives
du SNC, ou des maladies digestives.

Tau in the gut: expression and phosphorylation in enteric neurons and enteroendocrine cells

Keywords : tau protein, Enteric Nervous System, Crohn Disease, Enteroendocrin cells

Abstract : It is now well established that the
gut-brain axis is involved in the development of
Parkinson's disease the main type of
synucleinopathy. In contrast, existing studies on
the possible role of the gut-brain axis in other
neurodegenerative diseases, especially
tauopathies, are still scarce. The objective of
this thesis work was therefore twofold (i) to
characterize the expression of the tau protein in
enteric neurons in Crohn's disease, gut disorder
that combines inflammation and involvement of
enteric neurons (ii) to study the expression and
phosphorylation of tau in one of the key
component of the gut-brain axis, namely the
enteroendocrine cells (EECs). We showed that
expression levels of tau protein expression were
increased in colonic enteric neurons in subjects.

with Crohn's disease compared to controls.
Additional experiments performed in transgenic
mice and primary cultures of rat ENS showed
that the transcription factor Nrf2 was involved
inflammatory-induced tau upregulation.
Regarding EECs, we showed that both EECs
from human adult colon and from EEC lines
expressed certain isoforms of tau and that the
amount of tau phosphorylation could be
modulated by short chain fatty acids such as
propionate and acetate.

Our results open new perspectives on the
potential role of tau protein in the gut-brain
axis, either for neurodegenerative disorders of
the CNS or digestive diseases.
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