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Immunologie

Echantillonage des antigénes
et des micro-organismes au niveau
de la barriere épithéliale digestive

Dans le tractus gastro-intestinal,
I’échantillonnage des antigénes et le
déclenchement d’une réponse
immunitaire locale a lieu au niveau
des plaques de Peyer. Ces plaques de
Peyer sont formées d'un épithélium
intestinal particulier, recouvrant un
ou plusieurs follicules lymphoides,
constitués de lymphocytes B organi-
sés en un centre germinatif, de lym-
phocytes T formant une couronne
entourant ce centre germinatif, de
macrophages et de cellules dendri-
tiques présentant les antigenes.
L’épithélium associé aux follicules
est composé d’'une monocouche de
cellules épithéliales entérocytaires,
dans laquelle on trouve un nombre
variable de cellules M dispersées
(10% a 50 % selon les espéces). Les
cellules M, cellules épithéliales de
méme origine que les entérocytes
adjacents, en different morphologi-
quement par ’absence d’une bor-
dure en brosse organisée et par la
présence d’une large invagination de
la membrane plasmique baso-laté-
rale, qui contient des cellules immu-
nitaires [1]. D’un point de vue fonc-
tionnel, ces cellules M ont, au
contraire des entérocytes, la capacité
de transporter les antigénes et les
micro-organismes a travers la bar-
riere épithéliale et de les transférer
au niveau du follicule lymphoide, ot
ils sont capturés par les cellules pré-
sentatrices professionnelles, cellules
dendritiques ou macrophages. Une
réponse immunitaire locale peut
alors se mettre en place, au cours de
laquelle les lymphocytes B présents
dans le follicule subiront une com-
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Portes d’entrée dans la muqueuse
intestinale: vers une modeélisation
en culture des cellules M
des plaques de Peyer

mutation isotypique des immunoglo-
bulines en classe A (IgA). Apres dif-
férenciation, ces lymphocytes
migrent a distance dans les
muqueuses et sécretent ces IgA sous
forme dimérique. Celles-ci sont trans-
portées par les entérocytes vers la
lumiére intestinale, induisant en
retour une protection locale [2, 3].
La translocation des antigenes par les
cellules M est donc I’étape initiale et
indispensable au développement
d’une réponse immunitaire, mais
aussi a 'acquisition du phénomene
de tolérance, qui permet a des anti-
geénes étrangers (nutrition, flore
commensale) d’étre considérés
comme des antigénes du soi.
Paradoxalement, les cellules M
jouent également un role important
dans la pathogénie de nombreuses
maladies infectieuses. Les micro-
organismes pathogenes doivent, pour
exercer leurs effets physiopatholo-
giques, interagir et/ou franchir les
barriéres muqueuses. Les cellules M
sont utilisées de facon opportuniste
comme portes d’entrée par nombre
d’entre eux, virus (polyovirus, réovi-
rus, VIH), ou bactéries (Salmonella,
Shigella, Yersinia, Vibrio cholerae) [4].
On voit donc l'intérét que représente
une meilleure connaissance des
mécanismes moléculaires du
controle de cette translocation, pour
la modélisation de vaccins ou de
médicaments administré par voie
orale, ou pour tenter d’enrayer les
contaminations a une étape treés pré-
coce.

Pourtant, en raison de la rareté des
cellules M dans les épithéliums
muqueux, il n’est pas possible d’en
obtenir des préparations purifiées et
leur étude biochimique demeure a
ce jour impossible. En outre, de

nombreuses tentatives destinées a
identifier des marqueurs spécifiques
n’ont pas abouti. La biologie cellu-
laire et moléculaire des cellules M
n’est donc pas connue et les études
sont restreintes a une méthodologie
d’immunohistomorphologie in situ,
qui permet d’observer mais pas
d’expliquer. Nous avons développé
deux approches expérimentales com-
plémentaires, in vivo et en culture,
pour tenter de modéliser la forma-
tion de I’épithélium associé aux folli-
cules des plaques de Peyer et des cel-
lules M [5].

Le transfert ectopique de cellules

de follicules lymphoides

dans le duodénum de souris BALB/c
induit la formation de nouvelles
plaques de Peyer

Une préparation de cellules immuni-
taires (principalement des lympho-
cytes B et T/CD4") isolées a partir de
follicules lymphoides de souris
BALB/c a été injectée sous la
muqueuse dans la partie proximale
du duodénum, entre le pylore et la
premiere plaque de Peyer. Apres
quelques jours, la formation de struc-
tures trés proches de celles des
plaques de Peyer (dome, épithélium,
cellules M, follicule lymphoide) peut
étre observée. Ces résultats démon-
trent le role inducteur direct des cel-
lules du follicule lymphoide dans la
différenciation de I’épithélium qui
lui est associé et la formation des cel-
lules M. L’emplacement relativement
conservé des plaques de Peyer endo-
genes chez la souris est donc proba-
blement déterminé par les sites de
vascularisation et la formation d’un
endothélium cuboide (high endothe-
lial veinules) permettant la colonisa-
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tion par le contingent lymphoide.
L’induction de plaques de Peyer par
transfert ectopique de cellules folli-
culaires montre qu’il est possible de
court-circuiter cette voie naturelle de
colonisation et d’induire la forma-
tion de cellules M a partir de cellules
de cryptes intestinales qui normale-
ment donneraient naissance a des vil-
losités.

La co-culture d’entérocytes

et de cellules du follicule lymphoide
permet de reconstituer in vitro

les propriétés de I’épithélium associé
aux follicules

Les résultats précédents montrent
que les cellules souches intestinales
sont capables de se différencier en
cellules M sous l'influence d’une
population lymphoide exogéne. Il
parait donc concevable d’envisager
une induction de cellules M en cul-
ture a partir de lignées de cellules
cryptiques ou de cellules entérocy-
taires déja établies.

Un systéme de co-culture de lignées
de cellules épithéliales intestinales
entérocytaires (Caco-2), et de lym-
phocytes de plaques de Peyer de sou-
ris (dont la capacité d’induction a été
démontrée précédemment in vivo) a
donc été développé. Les cellules
intestinales sont cultivées sur des
filtres de porosité de 3 pm dans un
systéme inversé, sur la face inférieure
du filtre, jusqu’a ce qu’elles forment
une monocouche étanche d’entéro-
cytes différenciés. Les cellules follicu-
laires des plaques de Peyer de souris
BALB/c donneuses sont alors ajou-
tées du coté basolatéral et les co-cul-
tures sont maintenues de 1 a 5 jours.
Les résultats obtenus montrent que
les lymphocytes B et T sont capables
de franchir la membrane poreuse, de
dégrader la matrice cellulaire synthé-
tisée par les cellules épithéliales et de
se loger dans la monocouche épithé-
liale, sans exercer d’effets cyto-
toxiques. La lignée Caco-2 co-cultivée
en présence de ces cellules maintient
en effet une résistance transépithé-
liale d’environ 300 Ohm/cm?2 et une
polarité de type épithélial. La pré-
sence de cellules folliculaires dans la
monocouche épithéliale induit fré-
quemment une modification de la

s structure du pole apical des cellules
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Figure 1. Reconstitution en culture de I'épithélium associé aux follicules des
plaques de Peyer. Une monocouche de cellules entérocytaire (Caco-2, en
rose) ensemensée sur un membrane poreuse (en gris) est co-cultivée en pré-
sence de lymphocytes isolés de plaques de Peyer (en rouge). L’interaction
lympho-épithéliale induit la conversion de 20% & 40 % des entérocytes en
cellules présentant des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de
cellules M (poche baso-laterale contenant des lymphocytes, désorganisation
de la bordure en brosse, capacité de transporter des particules ou des bacté-
ries du compartiment apical vers le compartiment baso-latéral.

Caco-2 (bordure en brosse absente ou
désorganisée, apparition d’excrois-
sances membranaires a I’apex des cel-
lules), associée a une diminution de
Pexpression apicale de la saccharase-
isomaltase, et a une réorganisation du
réseau apical d’actine et des protéines
associées, comme nous ’avions précé-
demmment montré in vivo [6].

D’un point de vue fonctionnel, les
cellules Caco-2 co-cultivées avec les
cellules folliculaires acquierent spéci-
fiquement la capacité de transporter
des particules inertes (billes de latex
fluorescentes) depuis le milieu apical
vers le milieu basolateral. La ciné-
tique du transport est rapide, apres
un temps de latence de 10 min.

Ce systéme de co-culture nous per-
met donc de transformer une mono-
couche d’entérocytes développant
une bordure en brosse homogéne en
un épithélium faisant apparaitre des

propriétés de cellules M (propriétés
de surface apicale modifiées, appari-
tion d’excroissances membranaires
apicales, redistribution du cytosque-
lette, disparition d’hydrolases spéci-
fiques, nouvelle fonction de trans-
port orienté de particules inertes).

L’interaction lympho-épithéliale
induit la translocation
de micro-organismes

Vibrio cholerae Ol Ogawa, une des
souches responsables du choléra,
adhere indifféremment aux entéro-
cytes et aux cellules M, mais elle n’est
transportée que par ces dernieres,
permettant son transfert vers le folli-
cule lymphoide sous jacent [7]. Ce
transport permet la mise en place
d’une réponse immunitaire contre
Vibrio cholerae et la toxine cholérique,
alors que la virulence est due princi-
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palement a l'activité de la toxine, a
I’origine de la forte déshydratation
des sujets atteints. Nous avons étudié
comparativement I’adhérence, 'inva-
sion et la translocation de cette bac-
térie sur les cellules Caco-2 et les co-
cultures. Les bactéries sont placées
dans la chambre inférieure, faisant
face au poéle apical des cellules épi-
théliales, a raison de 10® bactéries/
filtre. Les temps d’infection sont
compris entre 15 minutes et 1 heure,
période durant laquelle la résistance
électrique trans-épithéliale des
monocouches ou des co-cultures n’est
pas affectée. L’adhérence de Vibrio
cholerae a été observée par marquage
immunocytochimique de la bactérie
et des cellules Caco-2 ou des co-cul-
tures. Il n’y a pas de différence signifi-
cative entre les deux systemes, ce qui
est en accord avec les observations in
vivo, montrant qu’il n’y a pas d’adhé-
rence préférentielle aux cellules M.
En revanche, le nombre de Vibrio cho-
lerae intracellulaires (quantifié apres
incubation en présence de gentamy-
cine) dans les co-cultures
(8.103CFU/cm? de culture), est 8 fois
plus important que celui observé dans
les cellules Caco-2 (10° CFU/cm?). Ce
résultat est corrélé aux observations
faites en microscopie confocale aprés
marquage immunocytochimique des
Vibrio cholerae et de la surface apicale
des cellules intestinales. La transloca-
tion est suivie par le dénombrement

des bactéries vivantes présentes dans
le milieu baso-latéral des cellules
Caco-2 et des co-cultures apres des
temps variables d’incubation. Des
prélévements successifs sont effec-
tués, permettant de suivre sur un
méme filtre I’évolution de cette acti-
vité de translocation au cours du
temps. Nous avons détecté une aug-
mentation de la translocation d’un
facteur 100 apres 1 h d’infection des
co-cultures. Cette translocation ne se
produit pas a 4°C et est inhibée par
la colchicine. La microscopie électro-
nique a transmission permet de mon-
trer que la translocation de Vibrio cho-
lerae se fait par voie intracellulaire en
révélant la présence de vacuoles cyto-
plasmiques contenant des bactéries.
Certaines bactéries se trouvent égale-
ment au contact des lymphocytes pré-
sents dans les poches extracellulaires
qui se forment dans la monocouche
épithéliale.

Le modele en culture de franchisse-
ment de la barriere épithéliale intes-
tinale (figure 1) permet d’utiliser des
méthodes ultrastructurales et immu-
nocytologiques, dans un systéme
dont les parametres sont controlés. 11
permet également de développer et
d’utiliser des méthodes quantitatives
et cinétiques, donnant accés aux
étapes précoces de l'infection simu-
lée. La nature moléculaire de l'inter-
action micro-organisme-surface intes-
tinale peut y étre étudiée par des

méthodes biochimiques. Ce modele
devrait donc faciliter I'identification
de la voie de passage des micro-orga-
nismes au travers de 1’épithélium
intestinal et d’identifier les voies de
transmission intracellulaire du signal
responsables de la translocation,
puisqu’il se préte bien a I'utilisation
d’inhibiteurs.
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